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Aos agricultores do semiarido, para que possam um dia se beneficiar desta pesquisa!
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A fisalis vai dominar o mundo!



RESUMO

O déficit hidrico é o principal promotor de estresse abidtico para as plantas, sejam espécies
cultivadas ou subexploradas, como as fisalis. A busca por ferramentas que contribuam para a
gestdo do déficit hidrico e aumento da tolerancia das plantas é fundamental para a manutencao
da agricultura ao redor do mundo. Somado a isso, é necessaria a utilizacdo de analises capazes
de mensurar os efeitos do déficit hidrico a nivel biomolecular, complementando as demais
avaliacdes fisiologicas. Para isso, duas estratégias de atenuacdo foram utilizadas: a recuperacgéo
das plantas e a aplicacdo do priming quimico em plantas submetidas ao déficit hidrico (20% da
capacidade de campo do solo do vaso). Na primeira, os tratamentos foram aplicados em plantas
sob déficit hidrico no solo, na qual a aplicacdo tem a finalidade de reversao dos efeitos do
estresse. Na segunda forma, a aplicacdo dos compostos quimicos foi realizada previamente ao
agente estressor. Em ambas as metodologias os agentes quimicos foram aplicados via
pulverizacdo foliar. O déficit hidrico influenciou negativamente a maioria das variaveis
analisadas em ambas as metodologias. Contudo, o aporte de éxido nitrico foi capaz de atenuar,
reverter e atuar na recuperacdo dos efeitos do estresse em plantas de Physalis angulata L., com
melhoria nas trocas gasosas, no crescimento e na produtividade. Ao avaliar o priming quimico
com Oxido nitrico e prolina, respostas similares foram observadas para as espécies P. angulata
e Physalis peruviana L. Assim, 0s agentes quimicos utilizados foram capazes de atenuar 0s
efeitos do déficit hidrico quando fornecido em pré-tratamento, contribuindo para o aumento da

tolerancia dessas plantas ao estresse.

Palavras-chave: Estresse abiotico. Oxido nitrico. Prolina. Peroxido de hidrogénio. Physalis

angulata L. Physalis peruviana L.



ABSTRACT

Water deficit is the main promoter of abiotic stress in plants, whether cultivated or
underexploited species, such as physalis. The search for tools that contribute to managing the
water deficit and increasing plant tolerance is fundamental for the maintenance of agriculture
around the world. Analyzes capable of measuring the effects of water deficit at the biomolecular
level, complementing the other physiological assessments has been a demand for researchers.
For this, two mitigation strategies were used: plant recovery and chemical priming application
against the water deficit (20% of the water storage capacity by soil in vessel). At first, the
treatments were applied to plants under water deficit in the soil, in which the application has
the purpose of reversing the effects of stress. In a second way, the application of chemical
compounds was performed prior to the stressor. In both methodologies the chemical agents
were applied via foliar spraying. The water deficit negatively influenced most of the variables
analyzed in both methodologies. However, the contribution of nitric oxide was able to attenuate,
reverse and act in the recovery of the effects of stress in Physalis angulata L. plants, with
improvement in gas exchange, growth and yield. When evaluating chemical priming with nitric
oxide and proline, similar responses were observed for the species P. angulata and Physalis
peruviana L. Thus, the chemical agents used were able to attenuate the effects of water deficit
when supplied in pre-treatment, contributing to the increased plant tolerance to stress.

Keywords: Abiotic stress. Nitric oxide. Proline. Hydrogen peroxide. Physalis angulata L.

Physalis peruviana L.
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1 INTRODUCAO

As plantas estdo constantemente sujeitas a estimulos ambientais adversos que afetam
desde a germinacdo de sementes ao seu crescimento (TURGUT-KARA; ARIKAN; CELIK,
2020), sendo a seca o principal fator de estresse abidtico limitante da producéo agricola (LIU
et al., 2023). Quase metade da area cultivada mundial enfrenta secas frequentes e continuas
que podem resultar em déficit hidrico no solo, 0 que representa uma ameaga a Seguranca
alimentar para a populacdo que reside nessas areas (GHOLAMI ZALI;, EHSANZADEH,
2018a), bem como potencial restricdo de processos ecossistémicos (LU et al., 2018). Assim,
continuamente sdo desenvolvidas ferramentas para a convivéncia com o déficit hidrico, que
incluem o manejo do solo, a criacdo de cultivares, selecdo de germoplasma tolerantes de

espécies cultivadas e potenciais, uso de pré-tratamentos e de substancias mitigadoras.

O uso de espécies nativas subexploradas também € uma alternativa para a agricultura
em areas com limitacBes hidricas. Por exemplo, a espécie Physalis angulata L. ocorre
naturalmente na regido semiarida do Brasil (STEHMANN; KNAPP, 2020) e, além de
propriedades medicinais, ha potencial para a exploracdo dos seus frutos. Além dos estudos
cientificos reportados nos ultimos anos (LEITE et al., 2018; OZASLAN et al., 2016), ndo ha
relatos de cultivos comerciais dessa espécie em areas sujeitas a seca. Ainda assim, o uso de
substancias mitigadoras dos efeitos do déficit hidrico, como o 6xido nitrico, apresentou bons

resultados para a espécie (LEITE et al., 2019).

A fisalis vem ganhando espaco no Brasil através da espécie exdtica Physalis peruviana
L., que é de origem dos Andes, e se tornou a espécie mais comercializada do género no pais
(LEITE; NASCIMENTO, 2020). Os seus frutos apresentam alta atividade antioxidante e teores
de vitamina C (BAZALAR PEREDA; NAZARENO; VITURRO, 2019), além da possibilidade
de consumo das suas folhas e demais 6rgéos em saladas ou refogados. E importante mencionar
o alto valor de comercializacdo dos seus frutos, o que torna essa espécie uma cultura potencial.
Embora seja uma planta de clima temperado, a Physalis peruviana apresenta rusticidade e ja é
explorada comercialmente no semiarido baiano, ainda que incipiente, estando o seu cultivo

suscetivel aos periodos de secas e de déficit hidrico comuns a essa regiéo.

O desenvolvimento e o uso combinado de ferramentas que promovam a tolerancia de
plantas ao déficit hidrico, como o priming quimico, pode estabilizar a producdo agricola e
contribuir para a seguranga alimentar e nutricional em regides tropicais semiaridas. Essa técnica

pode ser empregada em espécies consideradas subexploradas, como a Physalis angulata, e é
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baseada no pré-tratamento de plantas atraves da aplicacdo de compostos quimicos, como
doadores de Oxido nitrico, prolina e peroxido de hidrogénio. O priming em plantas consiste na
exposicdo prévia a um agente estressor abidtico, que ativa de maneira mais rapida e melhor as
respostas de defesa, tornando a planta mais tolerante caso seja exposta ao mesmo fator de
estresse no futuro (BECKERS; CONRATH, 2007; FILIPPOU et al., 2013).

A tolerancia a seca induzida pelo priming pode ser conferida a partir de distintos
mecanismos, que vao desde a homeostase idnica e proteica a osmorregulacdo (SAVVIDES et
al., 2016), o que envolve a expressdo de genes responsivos ao estresse, cujos produtos
codificados protegem os componentes celulares do impacto adverso do estresse abiodtico
(SAKO; NGUYEN; SEKI, 2021). E importante mencionar que essas repostas variam em
funcdo da espécie em estudo, do agente priming utilizado, do modo de aplicacdo e da
concentracdo empregada. Por exemplo, a aplicacdo de 6xido nitrico promove desde o
fechamento estomético (SHAO; WANG; SHANGGUAN, 2010), protecdo dos pigmentos
fotossintéticos (HASANUZZAMAN et al., 2018) a incrementos na parte aérea da planta
(KAUSAR; SHAHBAZ; ASHRAF, 2013). Aumentos da tolerancia de plantas ao déficit hidrico
e a outros estresses abioticos também foram reportados com o uso da prolina (BHUI'YAN et
al., 2019; GHAFFARI et al., 2021; SEMIDA et al., 2020) e do perdxido de hidrogénio (
JAMALUDIN et al., 2020; SILVA et al., 2019).

Outras respostas sdo mensuradas objetivando avaliar o grau de aclimatacéo das plantas
ao estresse, como as trocas gasosas, potencial hidrico e o crescimento. Essas analises, embora
essenciais, demandam grande quantidade de insumos e mao de obra, tornando o processo
demorado, o que faz necessaria a busca por outras ferramentas para avaliar os estudos de
tolerdncia aos estresses abioticos. Nesse sentido, a espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) aparece como uma tecnologia emergente. A espectroscopia de
infravermelho € uma ferramenta versatil para determinar a composi¢do molecular dos 6rgéos
vegetais, com a vantagem da técnica de FTIR examinar respostas a estimulos com alta
sensibilidade (CORTE et al., 2010). Os espectros gerados fornecem informacdes sobre grupos
funcionais, identificando os constituintes organicos celulares, como lipidios, proteinas e
polissacarideos presentes nas amostras (RIBEIRO DA LUZ, 2006).

As analises FTIR apresentaram resultados promissores em estudos sobre estresses
abioticos (LIU et al., 2019, 2020). Trabalhos pioneiros com espécies de fisalis empregaram a
técnica de refletancia total atenuada (ATR) no FTIR para avaliar mudangas biomoleculares na

composicgdo dos distintos 6rgdos vegetais promovidas pela fertilizagcdo nitrogenada (LEITE et
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al., 2018, 2021), constituindo uma rapida e precisa medida para 0 manejo dessa adubac&o.
Dessa forma, a tecnologia de espectroscopia de infravermelho também podera contribuir para
a compreensdo de mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico em plantas de fisalis, uma vez
que trabalhos anteriores mostraram que as espécies Physalis angulata e Physalis peruviana ndo
sdo tolerantes ao déficit hidrico (LEITE, 2019; LIMA, 2020; SOUZA; AMORIM, 2009).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso do nitroprussiato de sodio
(doador de oxido nitrico), peroxido de hidrogénio e prolina como possiveis agentes indutores

da tolerancia ao déficit hidrico em plantas de fisalis.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Déficit hidrico na planta

As plantas séo expostas a uma variedade de fatores de estresse durante o seu ciclo de
vida, como a falta de 4gua no solo, salinidade, altas e baixas temperaturas. Desses, a seca € 0
estresse abidtico de maior ocorréncia mundial, sendo definida como uma reducdo na
disponibilidade hidrica em um agro/ecossistema ao longo do tempo, suficiente para resultar em
déficit hidrico no solo (KRAMER, 1983). O fen6meno pode ocorrer em aproximadamente 45%
da érea agricultavel mundial (GHOLAMI ZALI; EHSANZADEH, 2018a) e comprometer
severamente a producdo agricola.

Essas areas sao caracterizadas por longos periodos de déficit hidrico no solo em funcéo
da quantidade reduzida de precipitacdo e alta evapotranspiragéo, sendo a principal restricdo de
processos ecossistémicos (LU et al., 2018). O que é comum no Semiéarido Brasileiro, regido
caracterizada pelo balan¢o hidrico negativo, resultante das precipitacbes médias anuais
inferiores a 800 mm, insolacdo média de 2800 h ano™, temperaturas médias anuais de 23° a 27°
C, evaporagéo de 2.000 mm ano™ e umidade relativa do ar média em torno de 50%, o que pode
reduzir a producdo dos cultivos (MOURA et al., 2007). Contudo, as plantas possuem
mecanismos naturais de tolerancia ao déficit hidrico, como o fechamento estomatico, inibicédo
da expansdo foliar, abscisdo foliar e modifica¢fes na arquitetura radicular (SIMONTACCHI et
al., 2015), além de alteracGes biomoleculares. Todas essas respostas sdo governadas pela
sinalizag&o celular.

Apbs a percepcdo do estresse hidrico, moléculas sdo ativadas e iniciam uma geracao de
sinais de oxidacdo-reducdo (redox), hormonais e quimicos (ASKARI-KHORSGANI;
FLORES; PESSARAKLI, 2018), cujas interagdes controlam as respostas de toleréncia ao
estresse. Para que uma molécula de sinalizacdo seja eficaz, ela precisa ser produzida sob
demanda de forma rapida e eficiente, para induzir efeitos dentro da célula e ser removida
rapidamente quando ndo mais for necessaria (NEILL; DESIKAN; HANCOCK, 2003).
Espeécies reativas de oxigénio (EROs), ions de calcio, 6xido nitrico, acido abscisico, acido
salicilico e etileno sdo exemplos de mensageiros secundarios das plantas em condicGes de
estresse abidtico.

As EROs sdo moléculas altamente controladas, capazes de transferir 0s sinais
ambientais, com outros intermediarios de sinaliza¢&o, para a maquinaria genetica (SEWELAM;
KAZAN; SCHENK, 2016). Durante a atividade metabolica normal, e como resultado da
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interacdo das plantas com estresses abidticos, 0 Oz (oxigénio molecular) é capaz de originar
estados reativos como os radicais livres (AHANGER et al., 2017; PHANIENDRA; JESTADI;
PERIYASAMY, 2015). Sdo exemplos de EROs o radical superoxido (O2*"), oxigénio singleto
(0y), peroxido de hidrogénio (H20>) e radicais hidroxila (OH*) (CECHIN et al., 2015).

O acumulo das EROs é potencialmente prejudicial a todos os componentes celulares
(TAIZ et al., 2017). Contudo, a sua toxicidade pode ser evitada a partir da manutencdo do
equilibrio entre a sua producao e a capacidade de eliminacéo a nivel intracelular (CAVERZAN
et al., 2016). Os efeitos toxicos das EROs sdo neutralizados por sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo-enzimaticos. O mecanismo enzimatico inclui enzimas como a superéxido
dismutase (que converte O.* em H0;), catalase e peroxidase (que removem H:0>)
(SEWELAM; KAZAN; SCHENK, 2016). Ja a prolina, compostos fendlicos e flavonoides
atuam como antioxidantes ndo-enzimaticos (DEBNATH et al., 2018).

Entre as EROs, o per6xido de hidrogénio (H202) parece mais adequado para
desempenhar a agdo de molécula sinalizadora devido a sua maior estabilidade quimica e meia-
vida mais longa (HUNG; KAO, 2005). E importante mencionar que o H202 possui um duplo
papel nas plantas, desde danos as estruturas celulares quando em alta concentracéo, a atuacao
na sinalizagdo celular e reguladora do crescimento em baixas concentragdes (CHEESEMAN,
2006; JAMALUDIN et al., 2020; PETROV; VAN BREUSEGEM, 2012). Além dos
mecanismos antioxidantes apresentados, outros agentes atuam na eliminacgdo das EROs, como
a prolina e o 6xido nitrico.

A prolina (CsHoNO:2) é um aminoacido com fungdes nas plantas sob estresses
ambientais, atuando no ajustamento osmotico, na remocgdo das EROs e na sinalizagdo celular
(VERSLUES; SHARMA, 2010). Em plantas superiores, a sua biossintese ocorre por meio de
duas vias, dependendo da disponibilidade relativa dos substratos alternativos, glutamato (Glu)
e ornitina (Orn) (EL MOUKHTARI et al., 2020). Contudo, nem todas as plantas sdo capazes
de produzir em quantidade suficiente este aminoécido para atenuar os efeitos dos estresses
abioticos (GHOLAMI ZALI; EHSANZADEH, 2018b). Além dos efeitos diretos na planta, o
metabolismo da prolina também influencia na produgdo do Oxido nitrico, uma importante
molécula de sinalizacao.

O &xido nitrico (NO) é uma molécula gasosa e espécie altamente reativa do nitrogénio
(RNS) produzida nas células vegetais em condi¢gdes normais e também sob estresses bioticos e
abioticos (NABI et al., 2019). O NO possui varias fungdes no metabolismo vegetal, atuando
como regulador do crescimento, na germinacao, na biossintese de pigmentos fotossintéticos,

senescéncia das plantas e aumento da tolerancia ao déficit hidrico (ATAIDE et al, 2015; LEITE
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et al., 2019; MISHINA; LAMB; ZEIER, 2007; SANZ et al., 2015;; ZHANG et al., 2006). A
sintese do NO pode ser de forma enzimatica, atraves da agdo da enzima redutase do nitrato
(NR) ou da sintase do NO (NOS), ou nao enzimatica, através da reducdo do nitrito em
compartimentos acidificados (BETHKE et al., 2004; FORESI et al., 2010; HASANUZZAMAN
etal., 2018)

A compreensdo dos mecanismos de sinalizac&o e de tolerancia das plantas sob estresses
abioticos é essencial para a manutencdo da agricultura. A fim de atender as demandas
alimentares da populacdo mundial, a melhoria da producdo agricola é indispensavel
(RODRIGUES et al., 2019), principalmente em condi¢des de déficit hidrico frequente (Figura
1). As principais estratégias e ferramentas para a convivéncia com essa situacdo incluem a
criacdo de novas cultivares, selecdo de germoplasmas tolerantes de espécies potenciais,
utilizacdo de culturas geneticamente modificadas, uso de substancias para o aumento da

tolerancia ao déficit hidrico (LEITE et al., 2021a) e o manejo do solo e cobertura vegetal.

Figura 1. Plantas em condicGes de déficit hidrico na regido do semiarido baiano em ambiente agricola: (a) Zea
mays L.; (b) Phaseolus vulgaris L.; (c) Cucurbita moschata D.; e em ambiente natural: (d) Physalis sp. Fonte:

autoria propria.
2.2 Ferramentas de tolerancia ao déficit hidrico
A busca por ferramentas que promovam o aumento da tolerancia das plantas ao déficit

hidrico e demais estresses abidticos é fundamental para a manutencdo da producdo agricola
nestas condic¢Bes. Nos Gltimos anos, os melhoristas de plantas tém usado tecnologias, a exemplo
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da gendmica, para produzir variedades com bom desempenho em condicGes adversas de
cultivo, como o déficit hidrico (LANGRIDGE; REYNOLDS, 2015; MAROK; MAROK-
ALIM; REY, 2021). Por outro lado, pesquisadores buscam compreender os efeitos do uso de
bioestimulantes e osmoprotetores em plantas cultivadas e ndo-cultivadas sob estresses abioticos
(LEITE et al., 2019; SOURI et al., 2020; SOUSA et al., 2020).

O uso de substancias para induzir o aumento da tolerancia ao déficit hidrico e outros
estresses abidticos se destaca na pesquisa e no campo. A aplicacdo dos bioestimulantes pode
ser realizada de duas formas: na primeira, as substancias sdo empregadas quando as plantas se
encontram em condicOes de déficit hidrico no solo, na qual a aplicacdo tem a finalidade de
reverter os efeitos do estresse; na segunda forma, de mais recente uso, é caracterizada pela

aplicacdo dos compostos quimicos previamente ao agente estressor, técnica denominada de

e
S

Fc 70%

priming quimico (Figura 2).
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Figura 2. Recuperacéao dos efeitos do déficit hidrico (a esquerda) e aplicacdo do priming quimico em plantas (a
direita). Na recuperagdo das plantas sob déficit hidrico (2, esquerda), os agentes quimicos sdo pulverizados em
plantas cultivadas na capacidade de campo do vaso (Fc) de 20% (3) e o experimento é finalizado apds um
determinado tempo t (4). J4 no priming, a pulverizacéo é realizada em plantas ainda bem hidratadas (2, direita; Fc
de 70%), seguida pelo inicio do déficit hidrico (3) até o final do experimento (4) em um determinado tempo t.

Ti=tempo inicial; Tf=tempo final. Fonte: autoria prdpria.
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O priming consiste na exposicao prévia a um fator de estresse (BECKERS; CONRATH,
2007), a partir da qual, as plantas sdo capazes de ativar respostas de defesa de maneira rapida,
melhor ou ambas (FILIPPOU et al., 2013). Além disso, as plantas adquirem uma forma de
“memoria de estresse” em que retém sua resposta a um estresse inicial, que a prepara para um
segundo momento de estresse, permitindo-lhes respostas mais efetivas (primed state)
(SAVVIDES et al., 2016).

Para Antoniou et al., (2020) ¢é possivel fazer uma analogia entre o priming e o conceito
de vacinacdo em animais, no qual a administracdo de material antigeno resulta na estimulacéo
da imunidade adaptativa a uma doenca e na prevencdo ou melhora dos efeitos da infeccdo por
patdgenos. Nas plantas, segundo os mesmos autores, a preparacdo pode ser realizada pela
aplicacdo de compostos quimicos naturais ou sintéticos que atuam como transdutores de sinais,
ativando os sistemas de defesa da planta.

O primed state pode ser alcangado nas plantas a partir da aplicacdo de agentes quimicos,
como doadores de Oxido nitrico (NO), peréxido de hidrogénio (H202) e prolina (CsHsNO).
Assim, passa-se a denominar a técnica como “priming quimico”. As respostas ao priming séo
moduladas por mecanismos moleculares, como a regulacéo transcricional e modificacdes pos-
traducionais (SANI et al., 2013; SAVVIDES et al., 2016) e foram demonstradas em diversas
espécies, como Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (FLEMING et al., 2019), Ocimum basilicum
L. (GOHARI et al., 2020), Triticum aestivum L. (HAMEED et al., 2020) e Persea americana
Mill. (JOSHI et al., 2019).

A aplicacdo de doadores de NO demonstra mitigar os efeitos de estresses abidticos nas
plantas, atuando na melhoria de respostas fisiologicas bem como na manutencao do crescimento
e do desempenho vegetal. Nestas condi¢cdes, o aporte de NO exdgeno pode promover 0
fechamento estomatico, atuar na protecdo dos pigmentos fotossintéticos, melhorar a
fotossintese, aliviar a reducdo da area foliar e promover incrementos na parte aérea das plantas
(FATMA; KHAN, 2014; HASANUZZAMAN et al., 2018; KAUSAR; SHAHBAZ; ASHRAF,
2013; LIU; GUO, 2013; SHAO et al., 2010; SILVEIRA et al., 2016).

O aporte de prolina e de perdxido de hidrogénio também aumenta a tolerdncia das
plantas ao déficit hidrico e outros estresses abioticos. Por exemplo, a aplicacdo de prolina
aliviou os efeitos toxicos do arsenato em mudas de Solanum melongena L. (SINGH et al.,
2015), melhorou o crescimento e a fotossintese em Allium cepa L. (SEMIDA et al., 2020) e
reduziu os danos oxidativos de Brassica rapa L. sob déficit hidrico (BHUIYAN et al., 2019).
Semelhantemente, o tratamento de plantas de Ficus deltoidea Jack com perdxido de hidrogénio

aumentou a altura das plantas, a taxa fotossintética liquida, a condutancia estomatica e o
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contetdo de clorofila (JAMALUDIN et al., 2020). O uso do H20- atenuou os efeitos deletérios
da salinidade da agua sobre a condutancia estomatica, taxa de assimilacédo de COz e no teor de
clorofila em plantas de Annona muricata L. (SILVA et al., 2019).

Esta claro que o uso de doadores de oxido nitrico, da prolina e peroxido de hidrogénio
melhora as respostas das plantas aos estresses abioticos. Contudo, é fundamental levar em
consideracao a espécie em avaliacdo, a forma de aplicacao (recuperacdo ou priming, p.ex.) € 0s
doadores utilizados, por isso, buscar ferramentas que possam avaliar o efeito destes pré-
tratamentos € essencial para compreensdo dos mecanismos empregados pelas plantas no

aumento da tolerancia ao estresse.
2.3 ATR-FTIR para analises de estresses abioticos

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) oferece uma
forma répida e ndo destrutiva de obter uma impressdo digital bioquimica das amostras, onde 0s
principais grupos funcionais podem ser identificados, fornecendo informacdes estruturais sobre
0s compostos quimicos presentes (PALACIO et al., 2014). Além disso, parece ser uma
ferramenta vidvel para analisar variagdes nas proporgGes dos principais compostos organicos
das plantas em funcédo das condi¢des ambientais (DURAK; DEPCIUCH, 2020).

Estudos indicam que as analises via FTIR apresentam resultados promissores para
plantas em condicdes de estresses abidticos (LIU et al., 2019, 2020). Espectros de 6rgaos de
plantas de fisalis cultivadas em distintas doses de nitrogénio apresentaram alteracdes em grupos
funcionais relacionados a celulose, pectina e demais compostos fendlicos (LEITE et al., 2018a),
bem como € possivel observar mudancas a nivel de carboidratos, lipidios e proteinas (LEITE et
al., 2021), constituindo um método preciso para a gestdo dessa fertilizacdo e demonstrando a
versatilidade das analises FTIR. Contudo, ndo ha relatos de investigacdes com o uso dessa
ferramenta para avaliar a eficiéncia de pré-tratamentos indutores de tolerancia ao déficit hidrico
em plantas de fisalis.

A caracterizacdo das mudangas biomoleculares que ocorrem nas plantas quando estéo
sob déficit hidrico € importante para a compreensdo dos mecanismos fisioldgicos que séo
ativados e, consequentemente, auxilia 0 manejo adequado em cultivos sob essas condi¢des.
Estudos anteriores demonstram que o déficit hidrico promove alteracbes em niveis de
aminoéacidos, proteinas, lipideos, carboidratos e ligninas (ALVAREZ et al., 2008;

CHUKWUMA et al., 2017), contudo, essas mensura¢Ges quando realizadas de maneira
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convencional demandam tempo e maior méo de obra, o que torna essencial a utilizagéo de

outras ferramentas que possam auxiliar nas analises, como as analises espectrais.
2.4 Fisélis

Fisalis € um dos nomes comuns para as espécies do género americano Physalis L., nome
que tem sua origem no grego e faz referéncia ao célice (conjunto das sépalas), uma estrutura
que envolve o fruto, comum a todas as espécies (VARGAS-PONCE et al., 2016; LEITE;
NASCIMENTO, 2020). O género surgiu h& pelo menos 52 milhdes de anos (WILF et al., 2017)
e atualmente possui mais de 100 espécies (SILVA et al., 2016) cultivadas ou ndo ao redor do
mundo, com destaque para Physalis angulata, Physalis peruviana e Physalis ixocarpa Brot.
que despontam pela producdo de frutos utilizados para diversos fins (SOUZA et al., 2017), além
de potenciais e usos medicinais (LEITE, 2019).

A Physalis angulata é nativa do Brasil (LORENZI; MATOS, 2008) e ocorre
naturalmente no semiarido brasileiro, onde é conhecida popularmente por camapu (LEITE et
al., 2018a) ou canapu (Figura 3). Alem das pesquisas realizadas nos ultimos anos, a espécie é
um recurso genético subexplorado com distintas funcbes, como fonte de resisténcia ou
tolerdncia aos estresses ambientais em gendtipos promissores (LEITE; NASCIMENTO, 2020);
usos na medicina tradicional e potencial para 0 mercado da fruticultura de pequenas frutas
(LEITE, 2019). Tem sido demonstrado potencial anti-inflamatério de extratos do calice
(RIVERA et al., 2019), potencial leishimanicida (SILVA et al., 2018), atividade citotdxica
(GAO et al., 2018) e indicativos de propriedades antioxidantes (LEITE et al., 2018b) em
estudos recentes.

A Physalis peruviana, nativa da regido dos Andes, € a espécie mais amplamente
distribuida e comercialmente importante do género (PUENTE et al., 2011; TREVISANI et al.,
2016) (Figura 3). Conhecida como goldenberry (IVANOVA et al., 2019) em paises de lingua
inglesa ou simplesmente fisalis, os frutos dessa espécie apresentam alta atividade antioxidante
e teores de vitamina C (BAZALAR PEREDA; NAZARENO; VITURRO, 2019), sendo
comercializados como frutas finas e produzidos em pequenas escalas no Brasil (RODRIGUES
et al., 2018) ou importados. Embora seja uma espécie de clima temperado, a P. peruviana ja é
cultivada com fins comerciais no semiarido baiano.

Algumas das espécies do género Physalis e variedades locais que tém potencial
comercial s&o de baixo valor econdémico e o desenvolvimento dessas culturas subutilizadas ou

subvalorizadas depende de fatores relacionados ao aumento da qualidade dos frutos, do uso e
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potencial de producdo para mercado (VARGAS-PONCE et al.,, 2016), associado ao
estabelecimento das técnicas de cultivo. Somado a isso, em condi¢fes semiéridas o grande
desafio é selecionar plantas que apresentem tolerancia ao déficit hidrico (YU et al., 2013) e
desenvolver tratamentos que permitam as plantas melhor tolerar esse estresse abidtico e
continuarem produtivas. Para isso, é necessario realizar estudos que avaliem as respostas destas
espécies a baixa disponibilidade hidrica, associados com a utilizacdo de técnicas capazes de

mensura-las de maneira rapida e eficiente.
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Figura 3. Mapa de distribuicdo das espécies Physalis angulata (cinza) e Physalis peruviana (laranja) no continente

americano. Adaptado do discoverlife.org. Fonte: autoria propria.
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CAPITULO 1

O OXIDO NITRICO MELHORA AS TROCAS GASOSASE O
CRESCIMENTO DE Physalis angulata L. SOB DEFICIT HIDRICO

Artigo publicado com o titulo “Nitric oxide improves gas exchange and growth in Physalis angulata plants under
water deficit” na revista Australian Journal of Crop Science, v. 15, p. 1238-1245, 2021. https://
10.21475/ajcs.21.15.10.p2930.
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RESUMO

A sensibilizacdo de plantas com doadores de 6xido nitrico (NO) pode melhorar a tolerancia a
estresses abioticos, como o déficit hidrico. A Physalis angulata L. é um recurso genético
subexplorado de ocorréncia em zonas semidridas do Brasil, possuindo potencial para
fruticultura e usos medicinais. Neste experimento, o nitroprussiato de sédio (SNP), um doador
de NO, foi pulverizado em trés concentracdes (0, 50 e 100 uM) aos 25 e 49 dias apds o
transplante em plantas bem hidratadas e sob déficit hidrico, com o objetivo de avaliar o papel
mitigador do NO. Para isso, foram avaliadas as trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos,
relagBes hidricas, parametros de crescimento e produtividade. O déficit hidrico influenciou
negativamente a maioria das variaveis analisadas. No entanto, a pulverizacdo do SNP foi capaz
de atenuar, reverter ou atuar na recuperacdo dos efeitos do estresse. Houve uma melhoria nas
trocas gasosas, especialmente na assimilacdo de carbono, condutancia estomatica e
transpiragdo; bem como aumento no teor de clorofila total. O NO doado foi capaz de influenciar
no status hidrico das plantas. Além disso, promoveu o incremento nos parametros e indices de
crescimento, sobretudo na incorporacdo de fotoassimilados e produtividade. No entanto, o
fornecimento de NO em plantas sob condi¢6es bem hidratadas parece ndo atuar na sua fisiologia
e/ou crescimento. O fornecimento de NO em concentragbes micromolares é uma importante

ferramenta para a promocao da tolerancia ao déficit hidrico em plantas de Physalis angulata.

Palavras-chave: Incorporacdo de biomassa. Fotossintese. Nitroprussiato de sodio. Relagdes
hidricas. Mitigacéo do deficit hidrico.
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ABSTRACT

Plant sensitization with nitric oxide (NO) donors may improve the tolerance to abiotic stresses
such as water deficit. Physalis angulata L. is a genetic resource growing in semiarid areas of
Brazil, with the potential for fruit growing and medicinal uses. In this experiment sodium
nitroprusside, a NO donor was sprayed at three concentrations (0, 50 and 100 pM) at 25 and 49
days after transplantation in well-watered plants and underwater deficit to evaluate the NO
mitigating role. The gas exchange, photosynthetic pigments, water relations, growth and
productivity parameters were evaluated. The water deficit negatively influenced most of the
variables analyzed. However, the SNP spray was able to attenuate, reverse or act in the recovery
of stress effects. There was an improvement in gas exchange, especially carbon assimilation,
stomatal conductance and transpiration; as well as an increase in total chlorophyll content. The
donated NO was able to influence the plant water status. Besides, it promoted an increase in
growth parameters, especially in photoassimilates incorporation and yield. However, the NO
supply to plants under well-watered conditions does not seem to affect the physiology
parameters. The NO supply in micromolar concentrations can attenuate or even reverse the
water deficit effects on this species, being an important tool for promoting tolerance to this

abiotic stress.

Keywords: Biomass incorporation. Photosynthesis. Sodium nitroprusside. Water relations.

Water stress mitigation.
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1 INTRODUCAO

Os frutos de Physalis L. tém sido tradicionalmente usados para 0 consumo humano
desde a antiguidade (VARGAS-PONCE et al., 2016), o que, provavelmente, contribuiu para a
selecdo de plantas mais produtivas e adaptadas as condi¢cBes ambientais desfavoraveis, como
aos longos periodos de déficit hidrico observados no semiérido brasileiro, regido de ocorréncia
natural da espécie Physalis angulata L. Essa espécie é nativa do Brasil e ocorre nas areas
tropicais e subtropicais ao redor do mundo (SUN et al., 2011). No entanto, € um recurso
genético ainda subexplorado, com usos na medicina tradicional e com potencial para o mercado

da fruticultura de pequenas frutas, tornando esta espécie uma alternativa alimentar.

A producdo de alimentos nutritivos suficientes em um cenario de mudancas climaticas
intensificado, répido crescimento populacional e urbanizacdo, é um dos grandes desafios
enfrentados pela sociedade neste século (ROA et al., 2016). Nesse sentido, € necessario
desenvolver tecnologias que viabilizem a producdo agricola em condicBes edafoclimaticas
desfavoraveis, como a seca. A seca é um dos fatores mais limitantes para a producédo agricola
em todo o mundo (HUSSAIN et al., 2018).

As plantas podem superar temporariamente o déficit hidrico atraves de respostas
rapidas, por meio do fechamento estomatico e de algumas mudancas morfofisioldgicas que
incluem a inibigdo da expanséo foliar, abscisdo foliar e mudangas na arquitetura radicular
(SIMONTACCHI et al., 2015). Essas respostas podem provocar reducdes no crescimento e
produtividade das culturas, em virtude da reducdo na assimilacdo de CO2. No entanto, técnicas
modernas vém possibilitando a melhoria da tolerancia aos efeitos dos estresses abidticos, como

o déficit hidrico, através da sensibilizacdo de plantas com doadores de 6xido nitrico.

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula gasosa produzida por células vegetais cujas
pesquisas recentes mostram que o NO exdgeno pode atenuar os efeitos do déficit hidrico em
varias especies (BATISTA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2016), embora 0s mecanismos de
acdo ndo estejam completamente esclarecidos. Nos ultimos anos, além das grandes culturas,
estudos envolvendo o papel do 6xido em estresses abidticos foram realizados com espécies
subexploradas, como Isatis cappadocica Desv. (SOURI et al., 2020) e Physalis angulata
(LEITE et al., 2019).

N&o ha davidas que o NO é um importante participante do metabolismo e sinalizacéo

das células vegetais, no entanto, ainda existem algumas perguntas a serem respondidas,
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sobretudo os seus efeitos em culturas subexploradas. A hipdtese € que o NO é capaz de melhorar
atolerancia ao déficit hidrico em plantas de Physalis angulata. Assim, o objetivo desse trabalho
foi avaliar como o 6xido nitrico doado pelo nitroprussiato de sodio pode mitigar os efeitos do
déficit hidrico ou melhorar a tolerancia em plantas de P. angulata, aléem de compreender o seu

papel em plantas sem restri¢do hidrica.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condicGes de cultivo

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Unidade Experimental Horto
Florestal, Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia (12°16'7.99"S,
38°56'21.63"0”, 258 m asl), no periodo de julho a setembro de 2019 (Figura 1). A casa de
vegetacdo utilizada possuia as seguintes caracteristicas: 3,5 m de pé-direito; 8 m de largura; 24

m de comprimento; lona com 50% de retencdo da luminosidade e fotoperiodo natural.

Foram produzidas mudas da espécie Physalis angulata a partir da colecdo de sementes
coletadas no semiarido baiano (FREITAS, 2004) e multiplicadas pelo grupo de pesquisa. As
sementes foram semeadas em bandeja de poliestireno preenchidas com substrato comercial e
aos 20 dias apds a semeadura foi realizado o transplante para os vasos individuais, espacados
0,6 m entre fileiras e 0,3 m entre plantas. Os vasos foram dispostos sobre suporte a 15 cm do
solo. O solo utilizado foi coletado da camada de 0-20 cm de profundidade, com as seguintes
caracteristicas fisicas e quimicas: pH=4,7; em g kg™*: areia=851; argila=90; silte=59; em g dm"
3. M.O.= 16; em mmol. dm=: Al¥*=1; K=1,8; Ca=11; Mg=5; H+AI=23; em mg.dm™: P=1; S=
6; B=0,06; Cu=0,8; Fe=49; Mn=2,1 e Zn=2,6. Para a correcdo do solo foi realizada a calagem

com calcério dolomitico por trés meses, elevando a saturacdo por bases para 70%.
2.2 Capacidade de campo do vaso e aplicacdo dos tratamentos

Para aplicar o déficit hidrico, a capacidade maxima de armazenamento de agua pelo solo
no vaso (Fc) foi determinada a partir de um ensaio segundo as especificagOes de Leite et al.
(2019.) Os vasos de 8 dm?® foram preenchidos com 8,00 kg de solo seco ao ar. Em seguida,
foram saturados, vedados com uma pelicula de policloreto de vinila (PVC) e suspensos para
drenagem do excesso de agua. Ao cessar a drenagem (24 horas), 0s vasos foram novamente

pesados e por diferenca de peso foi obtida a maxima capacidade de retencdo de 4gua no solo
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do vaso. A reposi¢do com agua foi realizada de acordo com o método gravimétrico através de
pesagens diérias, desprezando-se 0 acréscimo diério de peso das plantas.

A disponibilidade hidrica inicial do solo foi mantida em 60% da maxima capacidade de
retencdo de &gua (Fc) no vaso (plantas bem hidratadas) até o estabelecimento do dossel das
plantas, quando foram aplicados os tratamentos. O valor de 60% da Fc foi considerado ideal
para o cultivo da espécie de acordo com estudo prévio (LEITE et al., 2018). Em seguida, aos
25 dias apos o transplanta (DAT), as plantas foram separadas em dois grupos distintos: plantas
bem hidratadas e plantas sob déficit hidrico, ambos pulverizados com uma solucéo aquosa de
nitroprussiato de sodio (SNP, Na? [Fe(CN)5NO]-2H.0; Exodo Cientifica, S&o Paulo, Brasil)
nas concentracdes de 0 UM (controle), 50 uM e 100 uM SNP (Figura 1). As plantas bem
hidratadas e sob déficit hidrico com 0 UM de SNP foram pulverizadas com agua destilada
(H20). O volume de calda utilizado nas pulverizacdes foi equivalente a 100 mL.m e realizadas
durante o inicio da floracdo (25 DAT) e do enchimento dos frutos (49 DAT), totalizando duas
aplicacdes (LEITE et al., 2019).

Inicio do déficit hidrico

o EF TS

Plantas bem hidratadas Sensibilizada Nao-sensibilizada Recuperagdo Tolerancia normal

- .

Fc 60% Fc 20% Fc 20%

Figura 1. Aplicacdo do nitroprussiato de sddio (SNP) em plantas para a recuperagao dos efeitos do déficit hidrico.
Fc: capacidade de campo do solo do vaso; Ti: tempo inicial; Tf: tempo final. Fonte: Autoria prépria.

A disponibilidade hidrica para as plantas bem hidratadas (BH) e sob déficit hidrico (DH)
foi mantida em 60% e 20% da maxima capacidade de retencdo de agua no solo,
respectivamente. O déficit hidrico foi iniciado simultaneamente com a primeira aplicacéo de
SNP, com os seguintes tratamentos: BH + H>O (0 uM SNP); DH + H20 (0 uM SNP); BH + 50
uM (50 uM SNP); DH + 50 uM (50 uM SNP); BH + 100 uM (100 uM SNP); DH + 100 uM
(100 uM SNP).
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2.3 Fertirrigacao e caracterizagao climatica

Foi realizada a fertirrigacdo das plantas a partir do monitoramento da condutividade
elétrica do extrato de saturacdo (OLIVEIRA et al., 2016), utilizando 50% da forca ibnica da
solugéo nutritiva (pH 6,5) recomendada para o cultivo hidropdnico de Physalis angulata
(LEITE et al., 2017) até o estadio anterior a floracdo (LEITE et al., 2018). Para caracterizacdo
climatica das condicGes experimentais foram realizadas medices diarias de temperatura e
umidade relativa do ar com termohigrémetro digital instalado a altura do dossel da cultura no

interior do viveiro (Figura 2).
2.4 Determinac®es experimentais

As determinac@es experimentais foram realizadas ap6s 25 dias sob déficit hidrico, aos

50 dias apos o transplante (DAT) para os vasos individuais.
2.4.1 Mensuracéo das trocas gasosas e teor de clorofila

As trocas gasosas foram determinadas através de um sistema de fotossintese portatil -
InfraRed Gas Analyzer (IRGA, model CIRAS-3, PPSystems, Amesbury, USA). Foram
avaliadas trés plantas por tratamento e realizadas duas leituras em cada planta durante 60
segundos. Os parametros avaliados foram: a assimilagdo de CO, (A, umol CO; m2s?); a
condutancia estomatica (gs, mmol H,O m? s1); a taxa de transpiracio (E, mmol H.0 m?s?) e
eficiéncia no uso da agua (WUE, mmol CO, mol™ H,0). As medidas foram realizadas entre as
09:00 e 10:00 horas com fluxo de fotons de 800 umol m2 s, CO- de referéncia de 400 umol

mol e temperatura constante (~25 °C).

Para a determinacdo do teor de clorofila total (clorofila a + ) foram utilizados discos
foliares de 0,785 cm?. Os discos foram imersos em 5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO, C2HsOS)
em tubos vedados e envoltos em papel aluminio. Os teores de clorofila foram expressos em

1g.cm2 de acordo com as equagdes propostas por Wellburn (1994) para extratos em DMSO.
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Figura 2. Caracterizacéo climatica durante o periodo experimental: (a) temperatura maxima e minima do ar; (b)
umidade méaxima e minima.

2.4.2 Mensuracdo das relacdes hidricas

A determinacdo do conteudo relativo de agua (CRA) foi feita com base no peso de nove
discos foliares (Matéria Fresca - MF, Matéria Turgida - MT e Matéria Seca - MS) de acordo
com a metodologia de Weatherley (1950), utilizando-se a seguinte formula: CRA= [(MF —
MS)/(MT — MS)] x100. Os discos foram retirados de folhas localizadas no terco médio de trés
plantas de cada tratamento e pesados em balanca analitica (0,0001 g de precisdo). Neste
trabalho, o tempo de hidratagdo em agua destilada foi de seis horas e de 24 horas em estufa de

circulacdo forcada de ar a 60 °C para determinacdo da matéria seca.
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O potencial hidrico foliar (yw foliar) fOi determinado no periodo de antemanh& com auxilio
de uma camara de Scholander (PMS 1000, PMS Instrument, Corvallis, USA) em folhas
coletadas no terco médio das plantas e imediatamente foi realizada a leitura. Para ambas as

variaveis foram avaliadas trés plantas por tratamento.
2.4.3 Parametros de crescimento

Para as avaliagbes de crescimento foram utilizadas cinco plantas por tratamento
definidas de forma aleatéria. Foram avaliados os seguintes parametros: area foliar (cm?),
mensurada através de medidor de area foliar (modelo LI-3100C, Li-Cor, Lincoln, Nebraska,
USA); produtividade dos frutos, calculada a partir da equacdo: produtividade = producéo por
planta (g) x area ocupada por planta (0,18 m?). As plantas foram separadas em folhas, caules e
raizes para obtencdo da matéria seca ap0s a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 60
°C até atingir o peso constante. As seguintes taxas de crescimento foram determinadas: taxa de
crescimento absoluto, taxa de crescimento relativo, razdo de peso foliar e area foliar especifica
(CAIRO; OLIVEIRA; MESQUITA, 2008).

2.5 Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com 15 repeticGes,
considerando cada vaso uma unidade experimental. Inicialmente foi realizada a analise da
estatistica descritiva dos dados, com medidas de tendéncia central e de dispersao. Apos a analise
inicial, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a 5% de significancia para
verificar possivel diferenga entre os tratamentos. Foram verificados 0s pressupostos
(independéncia, normalidade e homocedasticidade) da ANOVA. Os resultados foram expressos
com a média * erro padrdo (SE). Foram utilizados os testes de Tukey e Kruskal-Wallis, e 0s
dados obtidos dos parametros analisados foram avaliados estatisticamente utilizando o software
estatistico R (R CORE TEAM, 2015).
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3 RESULTADOS
3.1 Trocas gasosas e teor de clorofila

O déficit hidrico reduziu a assimilacdo de carbono (A), condutancia estomatica (gs) e a
transpiracdo (E) em plantas de Physalis angulata (Figura 3). A aplicacéo de nitroprussiato de
sodio a 50 uM manteve a A acima de 14 umol CO2 m2s, contribuindo para a atenuagéo dos
efeitos do déficit hidrico, ao passo que plantas pulverizadas com 100 pM apresentaram o menor
valor médio (8,57 umol CO, m2s?) para esta variavel nas mesmas condic¢des hidricas do solo
(Figura 3 a). Semelhantemente a assimilacdo de carbono, a aplicacdo de SNP a 50 UM reverteu
os efeitos do déficit hidrico em relacdo a gs. Nas plantas pulverizadas com essa concentracéo,
houve um aumento de 33,4 % da gs (126,33 mmol H,0 m? s) em relagdo as plantas ndo
tratadas (0 uM de SNP + DH, 94,67 mmol H.O m? s). Para a E, ndo houve melhora com a
aplicacdo de NO em plantas sob restri¢do hidrica. Plantas bem hidratadas quando pulverizadas
com ambas as doses avaliadas apresentaram reduc@es na E e gs (Figura 3 b, ¢), embora nédo
tenha havido diferencas estatisticas. O maior valor médio da eficiéncia do uso da agua (WUE,
5,40 mmol CO, mol™ H,0) foi observado em plantas sob déficit hidrico pulverizadas com 50
MM (Figura 3 d). O SNP promoveu o aumento do teor de clorofila total (Chliota) em plantas sob
déficit hidrico (Figura 4). Plantas pulverizadas com 50 uM de SNP + DH apresentaram um
incremento médio de 27,4% no teor de clorofila total (40,54 pg.cm?), ja para plantas com 100
UM + DH, o aumento foi de 32.4% (42,15 pg.cm32), em comparacao as plantas pulverizadas
com 0 uM de SNP +DH (31,82 pg.cm?), respectivamente.

3.2 Relagbes hidricas

O déficit hidrico reduziu o potencial hidrico foliar (Ww foiiar) €m plantas de Physalis
angulata, no entanto, o fornecimento de NO através do SNP foi capaz de atenuar 0s seus
sintomas (Figura 5). Plantas sob déficit hidrico tratadas com 50 pM de SNP apresentaram
aumento no Ww foiiar (-0,55 MPa) em comparacao as plantas que ndo foram tratadas com oxido
nitrico nas mesmas condi¢6es de disponibilidade hidrica (-0,93 MPa). No entanto, a aplicacdo
de SNP néo foi capaz de atenuar os efeitos do déficit hidrico em plantas pulverizadas a 100 pM.

Né&o houve diferencas estatisticas para o contetdo relativo de agua nas folhas (p=0,2489).



47

25

5
(a) (b
BN BH [ DH a
a 5 4
20 -
- ab ‘o
ww ab ab ".'E
4
& 5
Q 151 T
_g he c E 34
E E b
% 10 - lg
g £ 2
£ @
3 ]
< 5 =
14
0 . | | 0 :
0 50 100 0 50
SNP (uM) SNP (uM)
350 7
© 5 | .
TA b T b
.® 300 "5 6 g
£ g ah
Q w
N ab
I 250 85 ab
3 b 5
: i . :
=200 E 44
] ]
a 2
£ 150 1 " 53
“
i) o
@ c 2
5 100 - c E 24
5 K
2 2
5 504 @ 14
o &
w
0 : ! | 0 | :
0 50 100 0 50 100
SNP (uM) SNP (uM)

Figura 3. Trocas gasosas em plantas de Physalis angulata em condi¢6es bem hidratadas (BH) e sob déficit hidrico
(DH) pulverizadas com SNP: assimilacéo (); transpiracao (b); condutancia estomatica (c) e eficiéncia do uso da
agua (d). Valores sdo apresentados pela média * erro padrdo. As médias que compartilham as mesmas letras nao
apresentam diferengas significativas a 5% de significancia.

3.4 Crescimento e produtividade

A aplicagdo de SNP influenciou nos pardmetros de crescimento e produtividade de
plantas de Physalis angulata em condi¢6es de déficit hidrico (Figuras 6 e 7). Plantas sob déficit
hidrico tratadas com 50 uM de SNP apresentaram um aumento da taxa de crescimento absoluto
(TCA), sendo incorporado 0,10 g.dia, o que corresponde um aumento de 66,6% em
comparagao com plantas ndo pulverizadas com SNP (0,06 g.dia?) (Figura 6 a). A pulverizagéo
com SNP né&o influenciou na taxa de crescimento relativo (TCR) em plantas sob déficit hidrico,
com as médias variando de 0,08 g g* dia® a 0,09 g g dia® (Figura 6 b). Plantas pulverizadas
com 100 uM de SNP apresentaram o maior valor médio da razdo de peso foliar (RPF), com
0,28 gt g (Figura 6 c). O déficit hidrico reduziu a area foliar especifica (AFE) das plantas de
P. angulata e o fornecimento de SNP néo foi capaz de atenuar os seus efeitos (Figura 6 d). No
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geral, a aplicacdo de SNP em ambas as doses ndo influenciou estes indices de crescimento em
plantas bem hidratadas.

50
40 b —
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Clorofila total (ug cm™?)

0 50 100
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Figura 4. Clorofila total em plantas de Physalis angulata em condic¢Ges bem hidratadas (BH) e sob déficit hidrico
(DH) pulverizadas com SNP. Valores sdo apresentados pela média + erro padrdo. As médias que compartilham as
mesmas letras ndo apresentam diferengas significativas a 5% de significancia.
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Figura 5. Potencial hidrico foliar em plantas de Physalis angulata em condi¢6es bem hidratadas (BH) e sob déficit
hidrico (DH) pulverizadas com SNP. Valores sdo apresentados pela média = erro padrdo. As médias que

compartilham as mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas a 5% de significancia.
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Figura 6. indices de crescimento em plantas de Physalis angulata em condigdes bem hidratadas (BH) e sob déficit
hidrico (DH) pulverizadas com SNP: taxa de crescimento absoluto (a); taxa de crescimento relativo (b); razéo de
peso foliar (c) e area foliar especifica (d). Valores sdo apresentados pela média + erro padrdo. As médias que

compartilham as mesmas letras ndo apresentam diferengas significativas a 5% de significancia.

A éarea foliar (AF) foi reduzida com a imposicdo do déficit hidrico (valores médios
variaram de 335,89 cm? a 465,57 cm?), no entanto, foi observado em plantas pulverizadas com
ambas as doses de SNP valores semelhantes estatisticamente as plantas bem hidratadas ndo
tradadas com o doador de 6xido nitrico (Figura 7 a). Foi observado desempenho semelhante
para a massa de matéria seca das folhas (MSF) (Figura 7 b). A massa de matéria seca do caule
(MSC) foi reduzida com o déficit hidrico, no entanto, as aplicacdes de SNP promoveram um
incremento de 34,2 % e 12,3 %, para 50 UM e 100uM de SNP, respectivamente (Figura 7 c).
Em plantas submetidas apenas ao déficit hidrico, houve reducdo 37,8% da massa de materia
seca da raiz (MSR), contudo, a aplicacdo de SNP a 50 UM reverteu os efeitos do déficit hidrico,
mantendo a MSR acima de 1,44 g (Figura 7 d). Semelhantemente, a mesma dosagem atenuou

os efeitos do déficit hidrico para a massa de matéria seca da parte aérea (MSPA; Figura 7 €).
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Figura 7. Pardmetros de crescimento em plantas de Physalis angulata em condi¢des bem hidratadas (BH) e sob
déficit hidrico (DH) pulverizadas com SNP: &rea foliar (a); matéria seca das folhas (b); matéria seca do caule (c);
matéria seca da raiz (d); matéria seca da parte aérea (e) e produtividade (f). Valores sdo apresentados pela média
+ erro padrdo. As médias que compartilham as mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas a 5% de
significancia.

Plantas sob déficit hidrico tratadas com 50 UM de SNP apresentaram aumento na MSPA
(3,46 g) em comparacdo as plantas que ndo foram tratadas com Oxido nitrico nas mesmas
condic@es de disponibilidade hidrica (2,32 g). No entanto, a aplicacdo de SNP ndo foi capaz de
atenuar os efeitos do déficit hidrico em plantas pulverizadas a 100 uM. Quando fornecido,
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ambas as doses de SNP promoveram o aumento da &rea foliar, matéria seca das folhas e matéria
seca das raizes em plantas bem hidratadas.

O déficit hidrico também reduziu a produtividade de frutos (Figura 7 f). Ainda assim, o
fornecimento de SNP a 50 uM promoveu um incremento de 80,9 % na produtividade
comparado as plantas ndo tratadas, com valor médio de 1,23 g m. Plantas bem hidratadas com
ou sem o fornecimento de NO apresentaram desempenhos semelhantes, com valores superiores
a2,92gm?

Nesse artigo, mostramos que baixas concentracfes micromolares de nitroprussiato de
sodio (um doador de 6xido nitrico) sdo capazes de atenuar os efeitos negativos do déficit hidrico
em plantas de Physalis angulata e promover a melhoria nas taxas fotossintéticas, manutencéo
do potencial hidrico foliar e parametros de crescimento, mas tem pouca influéncia nos aspectos

fisiologicos e de crescimento de plantas em condicGes de boa irrigacéo.
4 DISCUSSAO

Espécies cultivadas em regibes aridas e semiaridas sdo constantemente confrontadas
com o déficit hidrico, resultando em reducdes na produtividade (SANTISREE; BHATNAGAR-
MATHUR; SHARMA, 2015). Assim, torna-se importante a utilizagdo de novas ferramentas
que promovam a tolerancia ao déficit hidrico, seja para espécies tradicionalmente cultivadas ou
para aquelas subexploradas, ao promover melhoria em rendimento e ao agregar informacdes
sobre mudancas fisiologicas frente as condi¢bes ambientais adversas. Pesquisas recentes
mostram que o suprimento de 6xido nitrico (NO) pode melhorar a tolerdncia das plantas ao
déficit hidrico. Nesse experimento, a pulverizacdo de plantas com nitroprussiato de sédio
(SNP), um doador de 6xido nitrico, promoveu a atenuacao e ou reversao dos efeitos do déficit
hidrico em plantas de Physalis angulata, em variaveis de trocas gasosas, relacfes hidricas e

indices de crescimento e produtividade (Figura 8).

A baixa disponibilidade hidrica reduziu as trocas gasosas em plantas de Physalis
angulata, sobretudo a assimilacdo de CO> (A) e a transpiracdo (E). Essa reducdo é um
indicativo dos efeitos deletérios do déficit hidrico e de aclimatacdo da espécie,
semelhantemente a outras culturas, como Crambe abyssinica Hoechst (BATISTA et al., 2018)
e cana-de-aclcar (SILVEIRA et al., 2019), uma vez que a redugdo da transpiracdo foliar € um
importante mecanismo para evitar a perda de agua em condi¢cdes de déficit hidrico.

Consequentemente, essa resposta diminui a disponibilidade de CO, para a fotossintese e
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incorporagdo de biomassa pelas plantas de P. angulata (LEITE et al., 2019). Ainda assim, a
aplicacdo de SNP foi capaz de atenuar os efeitos do déficit hidrico sobre a A, mesmo sob

reduzidos niveis de transpiracéo (Figura 3).

Relagdes hidricas e---, £=* Incremento da

normais fotossintese

| i
;---+ Trocas gasosas normais H i Incremento em clorofila &--;

o -
i Fechamento estomatico [ Taas dé Ereseiments
H i

normais

0 pM de SNP 50 uM de SNP 100 pM de SNP
Bem hidratado

Déficit hidrico

Figura 8. Principais efeitos da aplica¢do no nitroprussiato de sédio em plantas de Physalis angulata em condi¢es

bem hidratadas e sob déficit hidrico. Fonte: Autoria propria.

Como a aplicacdo de NO melhorou a fotossintese em condicbes de déficit hidrico? O
déficit hidrico reduz a sintese de RNA mensageiros (MRNAS) e promove a degradacdo de
proteinas do fotossistema (PS) Il (YUAN et al., 2005), e um mecanismo de regulacdo da
fotossintese mediada por NO foi parcialmente atribuido a protegcdo de proteinas funcionais
criticas no complexo PS Il durante o déficit hidrico (SANTISREE; BHATNAGAR-MATHUR,;
SHARMA, 2015). Além disso, o doador de NO utilizado neste trabalho, o SNP, é o Gnico capaz
de estimular o transporte de elétrons através do PS Il (PROCHAZKOVA et al., 2013). A
melhora da fotossintese pelo fornecimento de NO em condicdes de déficit hidrico foi reportada
para outras espécies (SILVEIRA et al., 2016). Somado a isso, tratamentos com éxido nitrico
promovem o aumento do teor de pigmentos fotossintéticos em diversas espécies sob estresses

abibticos.

Neste estudo, a aplicacdo de NO promoveu o incremento no teor de clorofila total (Chl
total) em plantas de Physalis angulata sob déficit hidrico, o que também pode contribuir com
o a melhora da fotossintese, uma vez que a Chl participa de processos essenciais, como a
captacdo de energia luminosa e a transferéncia de elétrons. Além de regular negativamente os
niveis de expressdo dos genes da via catabolica de Chl, o NO desempenha um papel positivo
na manutencdo da estabilidade das membranas tilacoides (LIU; GUO, 2013). Sob déficit

hidrico, o encapsulamento de S-nitrosoglutationa, um doador de NO, em nanoparticulas de
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quitosana aumentou o teor de clorofila em plantas de cana-de-agucar (SILVEIRA et al., 2019).
A aplicacéo foliar de SNP melhorou significativamente o teor de clorofila a e clorofila b de
plantas de brocolis sob estresse hidrico (MUNAWAR et al., 2019).

A aplicacdo do SNP demonstrou regular as repostas estomaticas em condi¢des bem
hidratadas e de déficit hidrico. E comum observar a redugdo da condutancia estomatica em
plantas submetidas ao déficit hidrico (BATISTA et al., 2018; CASTRO; PUERTOLAS;
DODD, 2019), uma vez que a gs esta associada ao estado osmotico das células vegetais, no
entanto, o fornecimento de NO afeta a sua regulacdo e induz a abertura estomética
(HASANUZZAMAN et al., 2018). As plantas de Physalis angulata pulverizadas com SNP a
50 uM + DH apresentaram o maior valor medio da gs, a0 mesmo tempo em que a E manteve-
se igual estatisticamente aos demais tratamentos sob déficit hidrico. Dessa forma, em
consonancia a A, o fornecimento de NO em plantas sob déficit hidrico promoveu uma melhoria
da eficiéncia do uso da 4gua (WUE) (Figura 3), contribuindo para a manutencdo hidrica celular
(Figura 5).

A observacdo que aplicagdes de SNP atenuam as relagdes hidricas de plantas de Physalis
angulata, mostra que o NO doado atuou também na manutencdo do potencial hidrico foliar.
Sob déficit hidrico € comum a variacdo do potencial hidrico foliar em algumas espécies,
acompanhando as flutuacBes ambientais (MARTINEZ-VILALTA et al., 2014).
Comparativamente, concentragdes micromolares de SNP resultaram no aumento do YW foliar em
plantas de P. angulata sob déficit hidrico (LEITE et al., 2019). Ainda assim, essas aplicacdes
ndo influenciaram no conteddo relativo de dgua nas folhas (CRA). No entanto, outros trabalhos
verificaram que o fornecimento de NO por diferentes doadores melhora 0 CRA sob déficit
hidrico em plantas de pepino (ARASIMOWICZ-JELONEK; FLORYSZAK-WIECZOREK;
KUBIS, 2009), tomateiro (JANGID; DWIVEDI, 2017) e canola (AKRAM et al., 2018).

A exposicdo ao déficit hidrico promoveu uma reducao significativa nos parametros de
crescimento (Figura 6 e 7). Nessas condigdes, os maiores valores da taxa de crescimento
absoluto, que representa a velocidade de crescimento da planta (LEITE et al., 2017), foram
observados em plantas pulverizadas com SNP. Semelhantemente a razdo de peso foliar (RPF).
A RPF é um componente fisiolégico que representa a razdo entre a matéria seca retida nas
folhas e a matéria seca acumulada em toda a planta, refletindo o quanto do que a planta investiu
em sua producéo (via fotossintese) permaneceu na folha (COSTA et al., 2006). Dessa forma,
esses dados reforcam o papel do 6xido nitrico na melhoria do sistema assimilatorio das plantas

sob déficit hidrico, desde a fotossintese até a incorporacéo de fotoassimilados.
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Reducdes no crescimento em espécies herbéaceas sob restri¢do hidrica, como em plantas
de Physalis angulata, sdo comumente relatadas (LIMA et al., 2016; OZASLAN et al., 2016).
Nestas condi¢cfes adversas sdo comumente observados alguns transtornos fisiologicos, como a
reducdo da expansdo celular e morte celular (TAIZ et al., 2017), bem como a reducdo da
assimilacdo de carbono (Figura 3), o que pode reduzir o crescimento e a produtividade da planta
(Figura 6 e 7). E interessante notar que apesar de reducbes acentuadas no crescimento, o
fornecimento de déxido nitrico foi capaz de atenuar os sintomas do déficit hidrico sobre a area

foliar, massa de matéria seca da raiz, foliar e da parte aérea, bem como na produtividade.

Aumentos na incorporagdo de matéria seca e produtividade induzidos pelo 6xido nitrico
exogeno em plantas de Physalis angulata sob déficit hidrico estdo relacionados a fatores ja
apresentados, como a melhora da assimilagdo de COg, protecdo dos pigmentos fotossintéticos
e aumento do potencial hidrico foliar. Somado a esses fatores, 0 NO tem um papel importante
no crescimento radicular, como evidenciado neste trabalho (Figura 7), pois medeia a resposta
da auxina e modula a expressdo de genes reguladores do ciclo celular durante a formacéo de
raizes laterais ( =CORREA-ARAGUNDE et al., 2006; PAGNUSSAT et al. 2002;). Assim, 0
NO pode ser utilizado para promover maior tolerdncia ao deficit hidrico em plantas de P.

angulata.
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CONCLUSOES

O oOxido nitrico doado pelo nitroprussiato de sodio tem pouca influéncia nas
caracteristicas fisiologicas e de crescimento de plantas de Physalis angulata cultivadas sem
restricdo hidrica. Por outro lado, o uso de 50 uM de SNP pode atenuar ou até mesmo reverter
os efeitos do déficit hidrico, sendo uma importante ferramenta para a promocdao da tolerancia a

esse estresse abiotico.

As aplicacOes de nitroprussiato de sodio sdo capazes de atenuar os efeitos do déficit
hidrico em Physalis angulata, atuando na melhoria das trocas gasosas, prote¢ao de pigmentos

fotossintéticos e crescimento das plantas.
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CAPITULO 2

CONTROLE DO DEFICIT HIDRICO EM PLANTAS DE Physalis
angulata L. ATRAVES DE PRIMING QUIMICO

Artigo publicado com o titulo “Chemical priming agents controlling drought stress in Physalis angulata plants”
na revista Scientia Horticulturae, v. 275, 109670, 2021. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2020.109670.
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RESUMO

Apesar do uso do priming quimico como uma ferramenta promissora para o estudo da fisiologia
do estresse de plantas e 0 manejo de culturas de campo, pouco se sabe sobre sua utilizacdo em
especies subexploradas. O objetivo desse trabalho foi avaliar o uso da nitroprussiato de sodio
(SNP), perdxido de hidrogénio (H202) e prolina (Pro) como possiveis agentes indutores do
priming quimico em plantas de Physalis angulata L. expostas ao déficit hidrico. Para isso,
plantas em condic¢Bes bem hidratadas foram pulverizadas com distintas concentracées de SNP
(25 e 50 uM), H202 (10 e 20 mM) e Pro (10 e 20 mM) e avaliadas apos a exposicao ao deficit
hidrico. Os parametros de relagdes hidricas, trocas gasosas, crescimento e acimulo de matéria
seca foram reduzidos com a imposi¢do do déficit hidrico, no entanto, plantas pré-tratadas
apresentaram incrementos significantes para essas variaveis. As plantas sensibilizadas com Pro
e SNP apresentaram melhoria no conteudo relativo de agua e potencial hidrico foliar,
contribuindo para a manutencdo do status hidrico vegetal quando expostas ao déficit hidrico. A
atenuacdo dos efeitos da reduzida disponibilidade hidrica sobre as trocas gasosas foi promovida
com o uso do SNP, notadamente assimilacdo de carbono, condutancia estomatica e
transpiracdo, além de incrementar o teor de pigmentos fotossintéticos. O pré-tratamento
também influenciou o crescimento (com Pro 10 e 20 mM; SNP 50 uM) e o acimulo de
biomassa em plantas expostas ao déficit hidrico (especialmente com SNP 50 uM), contribuindo
para 0 aumento da tolerancia da espécie. O pré-tratamento com H202 promoveu efeito priming
reduzido. O pré-tratamento das plantas com nitroprussiato de sddio e prolina contribuem para
a atenuacdo dos efeitos do déficit hidrico em Physalis angulata, agindo como potenciais agentes
do priming quimico.

Palavras-chave: Atenuacao do déficit hidrico. Nitroprussiato de sédio. Perdxido de hidrogénio.

Prolina. Espécie subexplorada.



65

ABSTRACT

Despite the use of chemical priming as a promising tool for the study of plant stress physiology
and the management of field crops, little is known of its importance when studying adult plants,
especially in unexploited species. The aim of this work was to evaluate the use of sodium
nitroprusside (SNP), hydrogen peroxide (H202) and proline (Pro) as possible chemical priming
inducing agents in Physalis angulata L. plants exposed to water deficit. For this, plants in well-
watered conditions were sprayed with different concentrations of SNP (25 and 50 uM), H20:
(10 and 20 mM) and Pro (10 and 20 mM) and evaluated after exposure to water deficit.
Although the parameters of water relations, gas exchange, growth and dry matter accumulation
were reduced with the imposition of water deficit, pretreated plants showed significant
improvements in the same variables. Plants sensitized with Pro and SNP doses showed
improvement in relative water content and water leaf potential, contributing to the maintenance
of plant water status when exposed to water deficit. The attenuation of the effects of reduced
water availability on gas exchange was significantly promoted with SNP spraying, notably
carbon assimilation, stomatal conductance and transpiration, parallel to an increasing in the
photosynthetic pigment content. The pretreatment also influenced the growth (with Pro 10 and
20 mM; SNP 50 uM) and biomass accumulation of plants exposed to water deficit (especially
with SNP 50 uM), contributing to tolerance increase to this abiotic stress. Pretreatment with
hydrogen peroxide had a reduced priming effect. The pretreatment of plants with sodium
nitroprusside and proline contribute to the attenuation of water deficit effects in Physalis
angulata plants, acting as potential chemical priming.

Keywords: Water deficit attenuation. Sodium nitroprusside. Hydrogen peroxide. Proline.

Unexploited species.
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1 INTRODUCAO

A seca é o principal estresse abiotico responsavel pela reducdo da produtividade nos
agroecossistemas ao redor do mundo. Aproximadamente 45% da area cultivada mundial
enfrenta secas frequentes e continuas, o que representa uma ameaca a seguranca alimentar para
a populacdo que reside nessas areas (GHOLAMI ZALI; EHSANZADEH, 2018). As principais
estratégias e ferramentas para a convivéncia com essa situacdo incluem a criacdo de novas
cultivares, selecdo de germoplasmas tolerantes de espécies potenciais, utilizacdo de culturas
geneticamente modificadas e 0 uso exdgeno de osmoprotetores e bioestimulantes.

Nos Ultimos anos, estudos a nivel molecular em diferentes espécies apresentaram
resultados promissores na compreensdo de mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico (SANI
etal., 2013; SARAZIN et al., 2017), bem como pesquisas enfatizaram a inducéo da tolerancia
ou atenuacao do estresse em culturas potenciais com o uso de substancias exdgenas, como a
exposicdo de plantas de Isatis cappadocica Desv. e Physalis angulata L. ao 6xido nitrico
(LEITE et al., 2019; SOURI et al., 2020). Dessa forma, torna-se importante o desenvolvimento
de pesquisas concentradas em aspectos fisiologicos e metabolicos da tolerancia aos estresses
abioticos, bem como facilitar o desenvolvimento de culturas com capacidade intrinseca de
suportar as tensfes abidticas.

Qualquer substancia aplicada as plantas com o objetivo de aumentar a tolerancia durante
estresses abioticos, é definida como bioestimulantes (DU JARDIN, 2015) e, quando estas
substancias sdo altamente sollUveis, organicas e capazes de agir na osmorregulacéo celular, séo
definidas como osmoprotetores (ZULFIQAR; AKRAM; ASHRAF, 2020). Como uma
alternativa as metodologias usuais de aplicacdo de osmoprotetores e bioestimulantes, as plantas
podem ser pré-tratadas ou sensibilizadas através do priming. A terminologia “priming” em
plantas envolve a exposicdo prévia a um agente estressor abi6tico, de maneira natural ou
induzida, que ativa mais rapidamente e melhor as respostas de defesa, tornando a planta mais
tolerante caso seja exposta ao mesmo estresse no futuro (BECKERS; CONRATH, 2007;
FILIPPOU et al., 2013). O uso de compostos quimicos como agentes primings pode aumentar
significativamente a tolerancia de plantas em varias espécies, cultivadas ou ndo, contra
diferentes estresses abidticos (ANTONIOU et al., 2020). A aplicacdo dessa técnica é
denominada de priming quimico, e apresenta-se como uma ferramenta eficaz nos estudos de
fisiologia do estresse vegetal e no gerenciamento de culturas em campo.

Ap0ds sensibilizadas, as plantas podem entrar no estado “sensibilizado” (primed state),

no qual séo capazes de ativar as respostas de defesa ao estresse abiotico de maneira mais rapida,
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melhor ou ambas (FILIPPOU et al., 2013). Essas respostas sdo moduladas por diferentes
mecanismos moleculares, como a regulacdo transcricional (SANI et al., 2013) e modificac¢oes
pos-traducionais (SAVVIDES et al., 2016), e atuam desde a osmoprotecdo
(HASANUZZAMAN et al., 2014), melhora da fotossintese (JOSHI et al., 2020) ao aumento
de propriedades antioxidantes (GOHARI et al., 2020).

Varias moléculas podem ser utilizadas como agentes indutores do estado
“sensibilizado” em plantas, como doadores de 6xido nitrico (NO), peréxido de hidrogénio
(H202) e prolina (CsH9sNO2). O NO é uma molécula gasosa que possui varias funcdes no
metabolismo vegetal, desde regulador do crescimento, germinacéo, biossintese de pigmentos
fotossintéticos & senescéncia das plantas (ATAIDE et al, 2015; MISHINA; LAMB; ZEIER,
2007; SANZ et al., 2015; ZHANG et al., 2006). Além disso, quando fornecido, demonstra atuar
na mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico em vaérias espécies (JANGID; DWIVEDI, 2017;
LEITE et al., 2019; SILVEIRA et al., 2019).

Aumento da tolerancia ao déficit hidrico e a outros estresses abioticos também sdo
reportados com o uso de prolina (BHUIYAN et al., 2019; DESOKY; RADY, 2018; MERWAD
SINGH et al., 2015). A prolina é um aminoécido com diversas fun¢des na interacdo planta-
ambiente, como ajustamento osmatico, protecdo da estrutura celular durante a desidratacéo,
remocdo de espécies reativas de oxigénio, aléem de molécula sinalizadora (VERSLUES;
SHARMA, 2010). No entanto, nem todas as plantas sdo capazes de produzir em capacidade
suficiente este aminoacido para evitar ou atenuar os efeitos negativos do ambiente (GHOLAMI
ZALI; EHSANZADEH, 2018), o que torna necessario avaliar 0 seu uso exogeno.

O uso de H202 na mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico € o menos estudado dentre as
moléculas j& apresentadas. O H>O; ocorre naturalmente nas plantas e possui um duplo papel;
em altas concentracfes pode causar danos a estruturas celulares e, quando em baixas
concentragdes, atua como uma potente molécula de sinalizacdo e reguladora do crescimento
(CHEESEMAN, 2006; JAMALUDIN et al., 2020; PETROV; VAN BREUSEGEM, 2012),
contribuindo para desencadeamento de toleréncia contra estresses abioticos. No entanto, a
maioria dos estudos de mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico utilizam SNP, H20- ou a Pro
com o objetivo de reversdo dos efeitos negativos. Em outras palavras, a sua aplicacdo €
realizada quando a planta ja esta sob o estresse, ndo sendo caracterizado 0 seu Uso como priming
quimico. Somando a isso, s&o escassas as pesquisas que verifiquem o efeito priming em plantas

subexploradas, como a Physalis angulata.
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O uso de espécies nativas subexploradas € uma alternativa para a agricultura em areas
com limitagGes hidricas, uma vez que ja sdo adaptadas e podem melhor tolerar o déficit hidrico.
A espécie Physalis angulata ocorre naturalmente na regido semiarida do Brasil (LEITE et al.,
2019) que, além de propriedades medicinais (GAO et al., 2018; RIVERA et al., 2019), tem o0s
seus frutos consumidos em comunidades tradicionais. Além dos estudos cientificos reportados
nos Ultimos anos (LEITE et al., 2018; OZASLAN et al., 2016), ndo ha relatados de cultivos
comerciais ou particulares dessa espécie em area sujeitas a seca. O desenvolvimento e uso de
ferramentas que promovam a tolerancia ao déficit hidrico, como o priming quimico, podera
estabilizar a producdo agricola e contribuir para a seguranca alimentar e nutricional em regies
tropicais semidridas. Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o uso do
nitroprussiato de sodio (um doador de 6xido nitrico), peroxido de hidrogénio e prolina como

possiveis agentes indutores do priming quimico em plantas de fisalis sob déficit hidrico.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal, fertilidade do solo e condicdes de cultivo

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Unidade Experimental Horto
Florestal, Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia (12°16'7.99"S,
38°56'21.63"0” W, 258 m asl), no periodo de janeiro a abril de 2020. A casa de vegetagdo
utilizada possuia as seguintes caracteristicas: 3,5 m de pé-direito; 8 m de largura; 24 m
comprimento; lona com 50% de retencdo da luminosidade e fotoperiodo natural. Durante a
conducéo do experimento foi realizada a caracterizacdo meteoroldgica com termohigrémetro
instalado na altura do dossel das plantas para determinacdo da temperatura e umidade (Figura

1). Nesse periodo, a temperatura e umidade média foi de 31,1 °C e 55,5%, respectivamente.

Foram utilizadas plantas de Physalis angulata da colecdo de pesquisa da UEFS. As
condigdes de cultivo, fertirrigacdo, tratos culturais e producdo de mudas foram descritas em
estudos prévios (LEITE et al., 2018; LEITE et al., 2019). Os vasos foram dispostos sobre
suporte a 15 cm do solo. O solo utilizado foi coletado da camada de 0-20 cm de profundidade,
com as seguintes caracteristicas fisicas e quimicas: pH=6,67; M.0.(%)=1,13; em mg dm:
P=24; K=77; em cmol. dm3: APF*=0,0; Ca=5,0; Mg=2,0; S=7,37; H+AI=0,96; CTC=8,15;
V(%)=87,89.
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Figura 1. M&ximo e minimo diario de temperatura (a) e umidade (b) durante a condu¢&o do experimento.

2.2 Estresse hidrico e aplica¢do do priming quimico

Para aplicar o déficit hidrico, a capacidade maxima de armazenamento de agua (Fc)
pelo solo no vaso foi determinada a partir de um ensaio segundo as especificagdes de Leite et
al. (2019) e Bonfim-Silva et al. (2011). Os vasos de 8 dm?® foram preenchidos com 8,00 kg de
solo seco ao ar. Em seguida, foram saturados, vedados com uma pelicula de policloreto de
vinila (PVC) e suspensos para drenagem do excesso de dgua. Ao cessar a drenagem (48 horas),
0s vasos foram novamente pesados em balanca digital de 5 g de preciséo (BP 15, Filizola, Séo
Paulo, Brasil) e por diferenca de peso, foi obtida a m&xima capacidade de retencdo de 4gua no
solo do vaso. A reposicdo com &gua foi realizada de acordo com o0 método gravimétrico através
de pesagens diarias as 11:00, desprezando-se o acréscimo diario de peso das plantas.

A disponibilidade hidrica inicial do solo foi mantida em 70+5% da méxima Fc no vaso

(plantas bem hidratadas) até o estabelecimento do dossel das plantas (20 dias ap6s o transplante,
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DAT), quando foram aplicados os tratamentos (Figura 2). Para a aplica¢éo do priming quimico,
as plantas ainda em condi¢des bem hidratadas foram pulverizadas em dose Unica com prolina
(CsH9NO2) a 10 mM e 20 mM; peréxido de hidrogénio (H202) a 10 mM e 20 mM;
nitroprussiato de sodio (Na? [Fe(CN)5NO]-2H,0) a 25 uM e 50 uM; e agua destilada (H20)
como controle. O volume de calda utilizado nas pulverizagdes foliares foi equivalente a 100
mL.m2 (LEITE et al., 2019), com pulverizador manual a 20 cm de altura das folhas.

Apds a sensibilizacdo quimica, o solo foi mantido com Fc de 70+5% por 5 dias. Em
seguida, a irrigacdo foi suspensa em metade das plantas e monitorada a disponibilidade hidrica
até atingir a Fc de 20+£5%, quando foi verificado qualquer efeito priming sobre as plantas
expostas ao déficit hidrico. Foram avaliados os seguintes tratamentos: Fc de 70% + H20; Fc
de 20% + H20; Fc de 20% + SNP a 25 uM; Fc de 20% + SNP a 50 uM; Fc de 20% + Prolina
a 10 mM; Fc de 20% + Prolina a 20 mM; Fc de 20% + H>O2a 10 mM; Fc de 20% + H>O2a 20
mM

Agentes
quimicos

. 4 3%

Inicio do déficit hidrico

*
L

Sensibilizada N3o-sensibilizada Aumento da tolerdncia Tolerancia normal
Fc 70% Fc 20%

Figura 2. Aplicacdo de priming quimico em plantas de Physalis angulata. Fc: capacidade de campo do solo do

vaso; Ti: tempo inicial; T tempo final. Fonte: autoria prépria.
2.3 Determinac0des experimentais

As determinagfes experimentais foram realizadas ap6s 10 dias sob deéficit hidrico.
2.3.1 Conteudo relativo de agua e potencial hidrico foliar

O conteudo relativo de agua (CRA) foi calculado com base no peso de sec¢es foliares
de acordo com Weatherley (1950). O CRA expressa a porcentagem de &gua presente no
momento da amostragem, relativa a quantidade de &gua em uma folha saturada (TANENTZAP;
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STEMPEL; RYSER, 2015). Os discos foram retirados de folhas totalmente expandidas
localizadas no ter¢co médio das plantas e imediatamente selados em embalagens herméticas. O
tempo de hidratacdo em agua destilada foi de seis horas a temperatura ambiente; e de 24 horas
em estufa de circulacdo forcada de ar a 60 °C para determinagdo da matéria seca. Para ambas
as variaveis foram avaliadas trés plantas por tratamento.

O potencial hidrico foliar (yw foliar), CUjOS gradientes explicam todo o status hidrico na
planta e a manutencdo de alto ww foliar €Sta associada a mecanismos de prevencdo da
desidratacdo (REDDY, 2019), foi determinado no periodo de antemanhd com auxilio de uma
camara de Scholander (PMS 1000, PMS Instrument, Corvallis, USA). Para isso, foram
utilizadas folhas coletadas no terco médio das plantas e imediatamente realizada a leitura da
pressdo de equilibrio (MPa) apds a pressurizagdo com N2 comprimido, até a saida da seiva na

extremidade aberta do peciolo.
2.3.2 Trocas gasosas e teor de clorofila

As trocas gasosas foram determinadas através de um sistema de fotossintese portatil -
InfraRed Gas Analyzer (IRGA, model CIRAS-3, PPSystems, Amesbury, USA). Os pardmetros
avaliados foram: assimilacdo de CO- (A); a condutancia estomatica (gs) e a taxa de transpiracdo
(E). As medidas foram realizadas entre as 09:00 e 10:00 horas com fluxo de fétons de 800 pmol
m2s1, CO,de referéncia de 400 pmol mol* e temperatura constante (~25 °C). Foram avaliadas
trés plantas por tratamento, sendo realizado duas leituras em cada planta durante 60 segundos.

Para a determinagdo do teor de clorofila total (clorofila a + ) foram utilizados discos
de 0,785 cm?. Os discos foram imersos em 5 mL de etanol a 95% (TANAN et al., 2017) e 24
horas ap0s a extracao, as absorbancias das amostras foram determinadas nos comprimentos de
onda (A)= 649 e 665 nm em espectrofotdbmetro (Modelo Femto 800XI, Séo Paulo, Brasil). Os
teores de clorofila foram expressos em pg.cm?2 de acordo com equagbes propostas por

Lichtenthaler (1987) para extratos com etanol.
2.3.3 Parametros biométricos de crescimento e matéria seca das plantas

A altura da planta foi determinada utilizando trena graduada (cm), medida entre o colo
da planta e a extremidade terminal do ramo principal. O didmetro do caule foi obtido com
paquimetro digital com 0,01 mm de precisao e medido no colo da planta, onde o caule encontra
o sistema radicular. A area foliar foi determinada através do método dos discos foliares (LEITE

et al., 2019) e o numero de folhas através de contagem manual. Para determinacéo do contetido
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de matéria seca, as plantas foram seccionadas em frac6es de folhas, caules e raizes e transferidas
para estufa de circulagdo forcada de ar a 60 °C até atingir peso constante. Para as variaveis de

crescimento foram avaliadas cinco plantas por tratamento.
2.3.4 Eficiéncia no uso da agua de irrigacdo e indice de tolerancia

A eficiéncia no uso da agua de irrigacéo foi determinada pela divisao entre a massa seca
total (g ) e o total de &gua aplicada (L) durante o periodo experimental. Para o célculo do
coeficiente de tolerancia a seca (CS) (BLUM; JORDAN, 1985), foram utilizados os dados de
matéria seca total de plantas (MSTO) dos tratamentos de déficit hidrico em comparagcdo com
plantas bem hidratadas, de acordo com a seguinte equacdo: CS= (MSTO tratamento sob déficit /

MSTO tratamento bem hidratado)-
2.4 Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com dez repeticdes,
considerando cada vaso uma unidade experimental. Apds a andlise inicial, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) a 5% de significancia para verificar possivel
diferenca entre os tratamentos. Os resultados foram expressos com a média + erro padréo (SE)
e teste de média de Tukey. Os dados obtidos dos parametros analisados foram avaliados

estatisticamente utilizando o software estatistico Sisvar.

3 RESULTADOS

3.1 Conteudo relativo de agua e potencial hidrico foliar

O déficit hidrico e o pré-tratamento com agentes quimicos influenciaram
significativamente o contetdo relativo de agua (p<0,001) e o potencial hidrico foliar (p<0,0001;
Figura 3). A andlise dos parametros das relagbes hidricas indicou que ha redugdo da
disponibilidade de agua livre celular em plantas de fisalis sob déficit hidrico sem pré-
tratamento, evidenciado pelo baixo conteudo relativo de agua (CRA=68,6%) e o potencial
hidrico foliar mais negativo (Ww foliar = -0,71 MPa) quando comparado com plantas bem
hidratadas (CRA=93,3%; Ww foliar = -0,11 MPa; Figura 3). Contudo, a sensibilizacdo dessas
plantas com prolina (Pro) e nitroprussiato de sédio (SNP) antes do inicio do estresse promoveu
a atenuacdo dos efeitos negativos durante o déficit hidrico, caracterizando o efeito priming ao
promover incrementos na CRA (Figura 3 a). As plantas pre-tratadas com Pro e SNP, em ambas
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as doses, mantiveram o CRA a niveis semelhantes estatisticamente aqueles mensurados em
plantas bem hidratadas. O uso de 10 mM de Pro foi responsével pelo maior valor médio do
CRA (87,9%) em plantas sob déficit hidrico, sequido da pulverizacdo com SNP 25 uM (86,1%),
Pro 20 mM (81,1%) e SNP 50 uM (79,9%) e, por fim, com o uso de H202, que apresentou o

menores valores em ambas as doses (H202 10 mM=73,3% e H>0> 20 mM=63,0%).
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Os agentes quimicos foram capazes de atenuar os efeitos do déficit hidrico sobre o
potencial hidrico foliar (Ww foliar). Semelhante aos resultados do CRA, o uso de Pro e SNP em
pré-tratamento foram mais eficazes na manutengdo do Ww foliar MeNOS Negativo em comparagéo
com plantas ndo-tratadas expostas ao déficit hidrico (Figura 3 b). Plantas submetidas ao deficit
hidrico apds a sensibilizacdo com 50 UM de SNP apresentaram o maior valor médio para 0 Ww
foliar (-0,38 MPa), seguido das plantas pulverizadas com Pro 10 mM (-0,41 MPa), Pro 20 mM (-
0,45 MPa) e SNP 25 uM (-0,60 MPa) (Figura 3 b). A aplicacdo de H,O ndo apresentou efeito
priming para a melhora do Ww foliar (H202 10 mM=-0,61 MPa e H,0, 20 mM= -0,73 MPa), com

valores semelhantes a plantas ndo-tratadas sob restricéo hidrica (Fc de 20% + H20).
3.2 Trocas gasosas

Todas as varidveis de trocas gasosas foram influenciadas pelo déficit hidrico e pré-
tratamentos (p<0,0001; Figura 4). O déficit hidrico reduziu a assimilagdo de carbono (A),
condutancia estomatica (gs) e a transpiracdo (E) em plantas de fisalis. No entanto, o uso de
agentes quimicos em pré-tratamento foi capaz de atenuar e até mesmo reverter os efeitos do
déficit hidrico. Plantas pulverizadas com 10 mM de H202, 25 pM e 50 uM de SNP mantiveram
a A acima de 10,76 pmol CO2, m2se estatisticamente iguais as plantas bem hidratadas (Fc de
70% + H20), contribuindo para a atenuacdo dos efeitos do déficit hidrico, ao passo que plantas
pulverizadas com 20 mM de H20; apresentaram o menor valor médio (4,15 umol CO, m2s™)
semelhante aquelas plantas nao-tratadas sob déficit hidrico (4,37 umol CO2 m2 s™; Figura 4 a).
Ainda sobre esta variavel, o uso de prolina em pré-tratamento promoveu a reducao dos efeitos
do déficit hidrico, ainda que pouco pronunciado (Pro 10 mM= 8,15 pmol CO2 m? s*; Pro 20
mM=9,07 umol CO, m? st). O efeito priming em plantas expostas ao déficit hidrico foi
evidenciado pelos aumentos na gs e E, sobretudo com o uso do SNP, onde foram mensurados
os maiores valores para estas variaveis (9gs=922,0 mmol H,O m*? s, E=7,34 mmol H,O m? s
! para SNP 50 pM; gs=837,0 mmol H,0 m?2 s, E=7,32 mmol H.0 m? s para SNP 25 uM),
seguido do uso de H202 10 mM (gs=440,0 mmol H,0 m2 s, E=5,27 mmol H.0 m?s™) ePro
20 mM (gs=278,7 mmol H,0 m2 s, E=4,21 mmol H,0 m? s; Figura 4 b, ¢). No entanto,
plantas tratadas com Pro 10 mM (para a gs=201,25 mmol H.0 m? s) e H,02 20 mM (gs=180
mmol H,0 m? ste E=2,96 mmol H.0 m? s!) ndo apresentaram melhoria ou atenuagio dos
efeitos negativos do déficit hidrico (Figura 4 b, ¢). O conteddo de clorofila foi afetado

significativamente pelos tratamentos (p<0,001). A imposicdo do deficit hidrico promoveu
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incrementos sobre o contetdo de clorofila em plantas sob déficit hidrico (Figura 4 d). Esse
aumento foi pronunciado em plantas pré-tratadas com SNP 25 uM (86,11 pg cm) e SNP 50
UM (84,59 pg cm2), os demais tratamentos tiveram pouco ou nenhum efeito priming sobre o
teor de Chlyotar.
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Figura 4. Trocas gasosas e pigmentos fotossintéticos em plantas de Physalis angulata em condicbes bem
hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH) pré-tratadas com prolina (10 e 20 mM), peréxido de hidrogénio
(10 e 20 mM) e nitroprussiato de sodio (25 e 50 uM): (a) assimilagdo de CO; (b) condutancia estomatica; (c)
transpiracdo; (d) clorofila total. Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo. As médias que compartilham as

mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas a 5% de significancia.
3.3 Crescimento e acimulo de biomassa

Todas as variaveis de crescimento e matéria seca foram influenciadas pelo déficit
hidrico e pré-tratamentos (p<0,0001; Figura 5 e 6). A imposi¢do do déficit hidrico reduziu
significativamente o crescimento das plantas de Physalis angulata. O pré-tratamento em
plantas subsequentemente expostas ao déficit hidrico aliviou os seus efeitos negativos sobre a
altura da planta, diametro do caule, nimero de folhas, massa de matéria seca de folhas, raizes
e total. As plantas pré-tratadas com Pro promoveram os maiores valores para altura (Pro 10
mM= 33,62 cm; Pro 20 mM= 31,95 cm) e didmetro do caule (Pro 0 mM= 10,58 mm; Pro 20
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mM= 10,43 mm) das plantas sob déficit hidrico (Figura 5). As demais substancias e suas

concentragfes empregadas promoveram pouca influéncia sobre estas variaveis.
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Figura 5. Crescimento em plantas de Physalis angulata em condi¢des bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit
hidrico (DH), pré-tratadas com prolina (10 e 20 mM), peréxido de hidrogénio (10 e 20 mM) e nitroprussiato de
sodio (25 e 50 uM): (a) altura da planta e (b) didmetro do caule. Os dados sdo expressos pela média + erro padréo.

As médias que compartilham as mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas a 5% de significancia.

A analise do pardmetro area foliar indicou que o uso de Pro e H20; aliviaram a sua
reducdo com a imposicao do déficit hidrico, contudo, a aplicacdo de 50 UM de SNP promoveu
a maior média (1074,08 cm?) em plantas sob déficit hidrico (Figura 6 a), correspondendo a um
aumento de 72% em comparacdo com as plantas sem pre-tratamento (Fc de 20% + H20),
sugerindo um papel fundamental do 6xido nitrico na melhoria dos danos induzidos pelo estresse
(Figura 6 a). Semelhantemente para o nimero de folhas, onde a mesma dosagem de SNP (50
M) foi responsavel pelo seu aumento (70,25), seguido de plantas sensibilizadas com 20 mM
de Pro (69,75; Figura 6 b). Acumulos de massa de matéria seca foram promovidos com 0 uso
da Pro, H202 e SNP, variando com a concentragdo e o parametro avaliado, no entanto, néo
houve efeitos aparentes sobre a matéria seca do caule (Figura 6 d, e, f). Para a matéria seca de

folhas, houve aumento nas plantas pulverizadas com ambas as substancias quimicas, ainda que
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0 maior valor médio tenha sido mensurado em plantas pré-tratadas com 50 uM de SNP (2,02

g), equivalente a um incremento de 65% em comparacdo com as plantas sem pré-tratamento

(Fc de 20% + H»0). Essa dosagem também estimulou o acumulo de matéria seca em raizes

(0,58 g), sendo igual estatisticamente as plantas sem restri¢des hidricas (0,72 g), e, além disso,

foi responsavel pelo maior valor médio da matéria seca total (4,06 g), sequida do uso de H20>

a20 mM (3,54 g) e Pro a 10 mM (3,50 g) em plantas expostas ao déficit hidrico.
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Figura 6. Crescimento e acumulo de biomassa em plantas de Physalis angulata em condi¢fes bem hidratadas

(BH) e expostas ao déficit hidrico (DH), pré-tratadas com prolina (10 e 20 mM), perdxido de hidrogénio (10 e 20

mM) e nitroprussiato de sédio (25 e 50 uM): (a) area foliar; (b) nimero de folhas; (c) matéria seca de folhas; (d)

matéria seca do caule; (e) matéria seca de raizes e (f) matéria seca total. As médias que compartilham as mesmas

letras ndo apresentam diferencas significativas a 5% de significancia.
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3.4 Eficiéncia do uso da agua de irrigacdo e indice de tolerancia

O déficit hidrico e o pré-tratamento com agentes quimicos influenciaram
significativamente a eficiéncia do uso agua (p<0,01) e indice de tolerancia (p<0,05; Figura 7).
O déficit hidrico reduziu a eficiéncia do uso da &gua de irrigacdo em plantas de Physalis
angulata ndo sensibilizadas pelas substancias quimicas (Figura 7 a). No entanto, o uso de SNP
a50 uM, H202 a 20 mM e SNP a 25 pM promoveram incrementos para esta variavel em plantas
expostas a essas substancias antes do inicio do déficit hidrico, com valores de 1,477, 1,166,
1,162 g planta L™, respectivamente. N&o houve diferencas estatisticas entre esses tratamentos
e plantas sem restricdo hidrica (Fc de 70 % + H20) em relagdo a eficiéncia no uso da agua de
irrigacdo. E interessante notar que ndo apenas esses tratamentos apresentaram os maiores
coeficientes de tolerdncia a seca (Fig. 7b). O maior coeficiente de tolerdncia a seca foi
observado em plantas pré-tratadas com SNP 50 uM (0,60), seguido do uso de Pro 10 mM (0,52),
Pro 20 mM (0,49) e H.O0> 20 mM (0,48).
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Figura 7. Eficiéncia do uso da &gua de irrigacéo e indice de tolerancia em plantas de Physalis angulata em
condicBes bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH) pré-tratadas com prolina (10 e 20 mM), per6xido
de hidrogénio (10 e 20 mM) e nitroprussiato de sddio (25 e 50 uM). Os dados sdo expressos pela média + erro
padrdo. As médias que compartilham as mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas a 5% de

significancia.
4 DISCUSSAO

Distintas ferramentas e metodologias sdo utilizadas para inducao da tolerancia ao déficit
hidrico em plantas tradicionalmente cultivadas e subexploradas (LEITE et al., 2019; MARCOS

et al., 2018; SILVEIRA et al., 2019). Essa tolerdncia envolve mecanismos que operam em
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diferentes escalas espaciais e temporais, do fechamento estomatico rapido a manutencéo do
rendimento das culturas (TARDIEU; SIMONNEAU; MULLER, 2018) em condicdes
ambientais adversas. Nos ultimos anos, estudos indicam que o uso de compostos quimicos
previamente ao déficit hidrico, através da técnica do priming quimico, melhora a toleréncia de
distintas espécies (ANTONIOU et al., 2020; YIN et al., 2022) e torna-se uma alternativa para
0 manejo de culturas em condigdes edafocliméticas desfavoraveis. Nesse experimento, o pré-
tratamento de plantas com prolina, peréxido de hidrogénio e nitroprussiato de sédio, um doador
de oxido nitrico, apresentou efeito priming em plantas de Physalis angulata sobre as variaveis
de relacGes hidricas (Figura 3), trocas gasosas (Figura 4), crescimento e acimulo de biomassa
(Figura 5 e 6). Os principais efeitos positivos ou negativos dos tratamentos aplicados e respostas

das plantas ao déficit hidrico encontram-se resumidos na Figura 8.
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Figura 8. Principais respostas positivas ou negativas de plantas de fisélis expostas ao déficit hidrico, pré-tratadas
com prolina (10 e 20 mM), perdxido de hidrogénio (10 e 20 mM) e nitroprussiato de sodio (25 e 50 uM). Fonte:

autoria propria.

As plantas desenvolveram mecanismos adaptativos morfolégicos e fisiologicos para
melhor tolerar o déficit hidrico, como o fechamento estomatico e mudancas nas relacdes
hidricas. Esses mecanismos podem ser melhorados, como o aumento do conteddo relativo de
agua e potencial hidrico nas folhas de Physalis angulata (Figura 3). O uso da prolina e do SNP
foi capaz de mitigar os efeitos negativos do deéficit hidrico sobre o conteudo relativo de agua e
potencial hidrico foliar em P. angulata (Figura 3), o que pode ser atribuido as propriedades de
solubilidade e de difusdo dessas moléculas através das membranas bioldgicas, uma vez que um
aporte exogeno de prolina, aléem de outras funcdes, atua no ajustamento osmatico e na protecdo
da estrutura celular (LESHEM, 1996; VERSLUES; SHARMA, 2010). Somado a isso, 0 NO é
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um fator de regulacdo da expressdo de enzimas da sintese e catabolismo da prolina (ZHAO et
al., 2009). Outros trabalhos, com distintas formas de aplicacéo, verificaram que o fornecimento
de prolina e NO melhora as relagdes hidricas em outras culturas, como tomate (JANGID;
DWIVEDI, 2017) e funcho (GHOLAMI ZALI; EHSANZADEH, 2018).

Em associagdo com as mudancas nas relagdes hidricas, as trocas gasosas foram
reduzidas com o déficit hidrico, notadamente a assimilacdo de carbono. Esta reducdo é
amplamente demonstrada em estudos sobre a fisiologia do estresse hidrico ( LEITE et al., 2019;
PAZZAGLI; WEINER; LIU, 2016), devido limitacGes estomaticas e baixa eficiéncia de
carboxilacdo; ainda assim, 0 uso dos agentes quimicos amenizou esse sintoma (Figura 4). O
uso dessas substancias em pré-tratamento assemelha-se a aclimatagdo, promovendo maior
tolerancia (SAVVIDES et al., 2016) ou mitigacéo dos efeitos negativos. Nesse sentido, estudos
indicam que o SNP, H20. e Pro mantém o transporte de elétrons no fotossistema I
(ANTONIOU et al., 2020; CHRISTOU; MANGANARIS; FOTOPOULOS, 2014; SINGH et
al., 2016) na etapa fotoquimica da fotossintese, o que pode aumentar a assimilacdo de carbono

em plantas de Physalis angulata quando expostas ao déficit hidrico.

O fechamento estomatico € uma resposta secundaria das plantas ao déficit hidrico
(TAIZ et al., 2017) e a aplicagdo do priming quimico demonstrou atuar sobre a condutancia
estomatica (gs) e transpiracdo (E) neste estudo (Figura 4). O NO exdgeno promoveu 0s maiores
valores para gs e E, igualando-se as plantas bem hidratadas, pois o0 NO induz a abertura
estomatica (HASANUZZAMAN et al., 2018). Também houve aumentos dessas variaveis com
0 uso de Pro 20 mM e H20, 10 mM, ainda que menos pronunciados. 1sso porque a pulverizacéo
de prolina atua na regulacdo da condutancia estomatica e no desempenho fotossintético,
provavelmente em funcdo do acimulo de K * e Ca " em folhas (FREITAS et al., 2019; ZOUARI
et al., 2016). Resultados similares foram reportados por Silva et al. (2019) e Jamaludin et al.
(2020) com o uso do perdxido de hidrogénio na melhoria das trocas gasosas, sobretudo para a

gs.

A degradacdo da clorofila em plantas sob déficit hidrico é amplamente relatada na
literatura (DEVECI; CELIK, 2016; GARCIA et al., 2019; YOOYONGWECH et al., 2013).
Diferentemente, a imposicdo do déficit hidrico aumentou o contetdo de Chl em Physalis
angulata, como observado em trabalho prévio (LEITE et al., 2019), e o pré-tratamento com
SNP incrementou ainda mais esta variavel (Figura 4 a). Aumentos dos teores dos pigmentos
fotossintéticos em plantas tratadas com NO foram relatados para outras espécies (AHMAD et
al., 2016; MUNAWAR et al., 2019; SILVEIRA et al., 2019). O NO atua na manutencéo da
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estabilidade das membranas tilacéides (LIU; GUO, 2013) e inibicdo da expressdo dos genes da
via catabdlica de Chl (SHI et al., 2016), o que pode contribuir para a melhoria do aparato
fotossintético durante condi¢cbes de baixa disponibilidade hidrica. Ndo foi observado efeito

priming expressivo com uso dos outros agentes para o teor de clorofila.

A melhora sistematica promovida pelo uso dos agentes quimicos nas relacdes hidricas,
trocas gasosas e pigmentos fotossintéticos nas plantas quando expostas ao déficit hidrico,
também influenciou no crescimento e acimulo de matéria seca de Physalis angulata (Figura 5
e 6). O crescimento das plantas € consideravelmente prejudicado sob déficit hidrico leve,
principalmente pela reducdo da pressdo de turgor celular (SEVANTO, 2018), que além de
outros processos, influencia na expanséo celular (PASSIOURA; FRY, 1992). O uso de solutos
compativeis, como a prolina, pode propiciar a melhoria desses efeitos, como relatado para as
culturas de feijdo-caupi (MERWAD; DESOKY; RADY, 2018) e canola (BHUIYAN et al.,
2019). As plantas possuem outras estratégias de aclimatacdo para a tolerancia a seca, como a
abscisao e inibicdo da expansdo foliar (SIMONTACCHI et al., 2015), as custas da reducéo da
area disponivel para a fotossintese, como observado neste estudo. Ainda assim, o pré-
tratamento, sobretudo com SNP, estimulou o aumento da area foliar e do numero de folhas
(Figura 6 a, b).

O acumulo de matéria seca na parte aérea e radicular foi estimulado pelo tratamento
prévio das plantas expostas ao déficit hidrico (Figura 6 c, d, e, f), demonstrando o efeito
atenuante das substancias utilizadas sobre a alocagdo de biomassa. S&o relatadas alteragdes no
acumulo de biomassa em plantas do género Physalis sob déficit hidrico, como reducdo da
matéria seca de raizes (OZASLAN et al., 2016) e de frutos (ALVAREZ-HERRERA;
FISCHER; VELEZ-SANCHEZ, 2015), o que pode ser resultado de um conjunto de respostas
fisiolGgicas anteriores, como o fechamento estomatico e consequente reducao da assimilacéo
de carbono. A atenuacdo desses efeitos foi observada sobre a matéria seca de folhas e de raizes
de plantas sensibilizadas com SNP, principalmente. Além de influenciar o crescimento da parte
aérea (KAUSAR; SHAHBAZ; ASHRAF, 2013), o NO atua no crescimento de raizes primarias
(FERNANDEZ-MARCOS et al., 2011), pois medeia a resposta da auxina e modula a expresso
de genes reguladores do ciclo celular durante a formacdo de raizes laterais (PAGNUSSAT et
al.,, 2002; CORREA-ARAGUNDE et al., 2006). Dessa forma, o acimulo de biomassa
promovido pelo priming quimico contribuiu para a melhoria na eficiéncia do uso da agua e,

consequentemente, aumento da tolerancia da espécie ao déficit hidrico (Figura 7).
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5 CONCLUSAO

O nitroprussiato de sodio e prolina demonstram ser agentes promissores para a inducao
do efeito priming em plantas de Physalis angulata quando expostas ao déficit hidrico. A
aplicacdo foliar dessas substancias em pré-tratamento contribui para a melhoria ou atenuagéo
dos efeitos do déficit hidrico sobre o conteudo relativo de agua e potencial hidrico foliar, bem
como nas trocas gasosas, no crescimento e acimulo de biomassa das plantas. O uso do
nitroprussiato de sodio e da prolina € uma ferramenta eficaz para a melhora da tolerancia desta
espécie ao déficit hidrico. O perdxido de hidrogénio em pré-tratamento possui efeito priming
reduzido em plantas de P. angulata expostas ao déficit hidrico.
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CAPITULO 3

PROLINA E NITROPRUSSIATO DE SODIO AUMENTAM A
TOLERANCIA DE Physalis peruviana L. AO DEFICIT HIDRICO
ATRAVES DO PRIMING QUIMICO

Artigo publicado com o titulo “Proline and sodium nitroprusside increase the tolerance of Physalis peruviana L.
plants to water deficit through chemical priming” na revista Ciéncia e Agrotecnologia, v. 46, e004622, 2022.
https://doi.org/10.1590/1413-7054202246004622.
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RESUMO

O déficit hidrico € o principal promotor de estresse abidtico ao qual as plantas estdo suscetiveis,
sejam as cultivadas ou aquelas subexploradas, como as fisalis. A busca por ferramentas que
contribuam para a gestdo do déficit hidrico em plantas € fundamental para a manutencédo da
agricultura, sobretudo em zonas aridas e semiaridas ao redor do mundo. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do priming quimico com prolina e nitroprussiato de sodio
como promotores do aumento da tolerancia ao déficit hidrico em plantas de Physalis peruviana
L. Assim, plantas cultivadas em condigdes bem hidratadas (Fc de 70+5%) foram pulverizadas
com prolina (10 e 20 mM) ou nitroprussiato de sodio (25 e 50 uM) e avaliadas ap06s a exposicao
ao déficit hidrico (Fc de 20+5%). Plantas cultivadas sob déficit hidrico sem pré-tratamento
apresentaram reducdes para as variaveis de relacdes hidricas, trocas gasosas e de crescimento.
O uso de prolina e nitroprussiato de sédio foram eficazes na manutencdo do potencial hidrico
menos negativo, contribuindo para melhorias nas trocas gasosas, como assimilacdo de COo,
condutancia estomatica e transpiracdo. Dessa forma, foi possivel mensurar maior tolerancia ao
déficit hidrico nas plantas pré-tratadas e, consequentemente, maior acimulo de biomassa. O
uso de prolina e nitroprussiato de sédio em pré-tratamento apresenta efeito priming contra o
déficit hidrico em plantas de fisalis.

Palavras-chave: Estresse abiotico. Atenuacdo do déficit hidrico. Fisalis.
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ABSTRACT

Water deficit is the main promoter of abiotic stress to which plants are susceptible, whether
cultivated or underexploited, such as physalis. The search for tools that contribute to
management of water deficit in plants is essential for the maintenance of agriculture, especially
in arid and semi-arid areas around the world. Thus, the objective of this work was to evaluate
the effect of chemical priming with proline and sodium nitroprusside as promoters of increased
tolerance to water deficit in Physalis peruviana L. plants. Thus, plants grown under well-
watered conditions (Fc 70+5%) were sprayed with proline (10 and 20 mM) or sodium
nitroprusside (25 and 50 uM) and evaluated after exposure to water deficit (Fc de 20£5%).
Plants cultivated under water deficit without pretreatment presented reductions for the variables
of water relations, gas exchange and growth. The use of proline and sodium nitroprusside were
effective in maintaining a less negative water potential, contributing to improvements in gas
exchange, such as CO; assimilation, stomatal conductance and transpiration. Thus, it was
possible to measure greater tolerance to water deficit in pretreated plants and, consequently,
greater accumulation of biomass. The use of proline and sodium nitroprusside in pretreatment

has a priming effect against water deficit in physalis plants.

Keywords: Abiotic stress. Water deficit attenuation. Goldenberry.
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1 INTRODUCAO

Para atender as demandas alimentares de uma populacdo mundial crescente, €
necessario melhorar a producdo agricola; uma tarefa indispensavel frente as mudancas
climéaticas (RODRIGUES et al., 2019), sobretudo por intensificar os estresses abidticos. As
plantas terrestres sdo expostas a uma variedade de fatores desfavoraveis, como extremos de
temperatura, salinidade elevada e agua deficiente ou excessiva (HE; HE; DING, 2018). Desses
fatores, o déficit hidrico é o principal responsavel pela reducdo da produtividade em

agroecossistemas ao redor do mundo (LEITE et al., 2021).

Algumas plantas podem superar temporariamente o déficit hidrico através de respostas
conjuntas ou ndo, como o fechamento estomatico e mudancas morfofisioldgicas, que incluem
a inibicdo da expansdo foliar, abscisdo foliar e modificagbes na arquitetura radicular
(SIMONTACCHI et al., 2015), alem de alteragdes biomoleculares e nas relagbes hidricas.
Contudo, essas respostas podem comprometer a producdo vegetal em funcdo da duracdo e
intensidade do estresse, tornando um grande desafio a manutencdo do desempenho das plantas
nessas condigdes.

A busca por ferramentas que contribuam para a gestdo do déficit hidrico em plantas é
fundamental para a manutencéo da agricultura, sobretudo em zonas &ridas e semiaridas. Nas ultimas
décadas, as pesquisas buscaram destacar o uso de espécies e genotipos tolerantes a seca, bem como
a utilizacdo de bioestimulantes e osmoprotetores para reversdo dos efeitos negativos do estresse
(NAZARI; PAKNIYAT, 2010; TERRA et al., 2015; IRANI; VALIZADEHKIJI; NAEINI, 2021).
E, mais recentemente, a técnica do priming quimico demonstrou ser eficiente para 0 aumento da
tolerancia a estresses abidticos em diversas culturas (FLEMING et al., 2019; GOHARI et al., 2020;
HAMEED et al., 2020). Nessa estratégia, antes da exposi¢ao ao estresse, as plantas sdo tratadas
com compostos quimicos naturais ou sintéticos, que atuam como transdutores de sinal, ativando 0s
sistemas de defesa da planta (primed state) e promovendo maior tolerdncia ao fator estressante em
comparagdo com plantas ndo tratadas (ANTONIOU et al., 2020; SAKO; NGUYEN; SEKI, 2021).

Diferentes moléculas sdo utilizadas para a realizacdo do priming, dentre elas, destacam-se
0 Oxido nitrico e a prolina. O oxido nitrico (NO) é um gas que atua como uma molécula sinalizadora
nas plantas sob condicbes de estresse abidtico (RAHIMIAN BOOGAR; SALEHI; JOWKAR,
2014). O papel do NO na mitigacao dos efeitos do estresse hidrico foi observado em varias espécies
de plantas, incluindo grdos, leguminosas, arvores frutiferas, plantas medicinais e espécies
subexploradas (LAU et al., 2021; LEITE et al., 2021), e seus efeitos estdo relacionados com o

doador de NO utilizado, tempo de exposi¢do e a espécie avaliada. O fornecimento de outros
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compostos, como a prolina, sdo estudados como potenciais promotores do aumento da tolerancia

nas plantas.

A prolina é um aminoacido com diversas fungdes na interacdo planta-ambiente
(VERSLUES; SHARMA, 2010). Ainda que produzido pela prépria planta, pesquisas recentes
mostram o papel benéfico do aporte de prolina em diversas espécies em condic¢des de déficit hidrico
e outros estresses abioticos (HANIF et al., 2021; MERWAD; DESOKY; RADY, 2018; TONHATI
et al., 2020). O acumulo de prolina induzido pelo déficit hidrico, observado em muitas especies de
plantas, levou a hipotese de que aumentos adicionais no acimulo de prolina promoveriam a
tolerancia a seca (BHASKARA; YANG; VERSLUES, 2015). Por exemplo, a aplicacdo da prolina
melhora o crescimento e a eficiéncia fotossintética em cebola (SEMIDA et al., 2020) e a
produtividade em beterraba (GHAFFARI et al., 2021) sob déficit hidrico. Dessa forma, a sua

aplicacdo também foi proposta nesse trabalho como possivel agente priming em plantas de fisalis.

Physalis L. € um género americano de importancia agricola, tendo a Physalis peruviana
L. (Figura 1) como principal espécie cultivada (LEITE et al., 2021b; VARGAS-PONCE et al.,
2016). Alem da comercializagdo dos seus frutos, a P. peruviana, ou simplesmente fisalis, € uma
planta medicinal, com capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio (ROS) e aumentar
0 sistema antioxidante no corpo humano (EL-BELTAGI et al., 2019), atuando como um
produto natural com potencial anticancer (YU et al., 2021). Somado a isso, os calices dos frutos
podem ser usados como fitoterapicos, nutracéuticos ou como ingredientes cosméticos de baixo
custo (MEDINA et al., 2019).

O cultivo de fisalis no Brasil é subexplorado. Somado a isso, estudos que avaliem o
desempenho da espécie em condicGes de déficit hidrico sdo escassos no pais, com destaque para
as pesquisas realizadas com a espécie nativa ndo-cultivada Physalis angulata L. ( LEITE et al.,
2018; LEITE et al., 2019). Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito da prolina e do
nitroprussiato de sédio como promotores do aumento da tolerancia ao déficit hidrico através do

priming quimico em plantas de fisalis.
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Figura 1. Plantas de Physalis peruviana sob déficit hidrico (a), com destaque para a flor (b) e fruto envolto pelo

calice (c). Fonte: Autoria propria.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condicdes de cultivo

Plantas de Physalis peruviana foram cultivadas em casa de vegetacdo da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), Brasil, (12°16'7.99"S, 38°56"21.63"0” W, 258 m asl),
no periodo de janeiro a abril de 2020. Durante o experimento foram realizadas mensuraces das
maximas e minimas diarias de temperatura e umidade relativa do ar através de termohigrémetro
instalado dentro da estufa (Figura 2) e as plantas mantidas sob 50% de retengéo da luminosidade
em fotoperiodo natural. As mudas utilizadas foram obtidas de sementes oriundas da colegdo
de pesquisa da UEFS e cultivadas em solo com as seguintes caracteristicas fisicas e quimicas:
pH=6,67; M.0.(%)=1,13; em mg dm: P=24; K=77; em cmol. dm?3: AI**=0,0; Ca=5,0;
Mg=2,0; S=7,37; H+AI=0,96; CTC=8,15; V(%)=87,89. Demais condi¢fes de cultivos, tratos

culturais e fertirrigacdo foram realizadas de acordo com estudos prévios (LEITE et al., 2019).

2.2 Aplicacao do priming quimico

A capacidade de armazenamento de agua no solo do vaso (Fc) foi calculada a partir de
ensaio descrito por de Leite et al. (2019) e Bonfim-Silva et al. (2011). Os vasos utilizados
possuiam o volume de 8 dm?® e foram preenchidos com 8 kg de solo seco ao ar, os quais foram
saturados, vedados com uma pelicula de policloreto de vinila (PVC) e suspensos para drenagem
do excesso de agua. O tempo de drenagem foi de 48 horas e, pela diferenca dos pesos, foi
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determinada a maxima capacidade de armazenamento de agua. A irrigacdo foi realizada pelo

método gravimétrico através de pesagens diérias dos vasos de cada tratamento e desprezado o

acréscimo de peso das plantas.
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Figura 2. Méaximas e minimas de temperatura e umidade durante 30 dias de conducéo do experimento. O periodo

de sensibilizacdo (primed state) e de exposicéo ao déficit hidrico sdo indicados no grafico.

Todas as plantas foram mantidas em condi¢Oes hidratadas com Fc de 70+5% durante

a aplicacdo do priming quimico aos 10 dias apds o transplante. As plantas foram separadas em

distintos tratamentos e pulverizadas com 100 mL.m de prolina — Pro (CsHgNO) a 10 mM e

20 mM, nitroprussiato de sodio — SNP (Na? [Fe(CN)sNO]-2H.0) a 25 uM e 50 uM; e agua

destilada (H20) como controle. Apds a sensibilizacdo quimica, o solo foi mantido com Fc de

70+5% por 5 dias. Em seguida, a irrigagéo foi suspensa nas plantas sensibilizadas e monitorada

a disponibilidade hidrica até atingir a Fc de 20+5% ap0s 15 dias, quando foi verificado qualquer
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efeito priming sobre as plantas expostas ao déficit hidrico. Foram avaliados os seguintes
tratamentos nas plantas de fisalis: Fc de 70% + H20; Fc de 20% + H,0; Fc de 20% + Prolina
a 10 mM; Fc de 20% + Prolina a 20 mM; Fc de 20% + SNP a 20 uM; Fc de 20% + SNP a 50
MM,

2.3 Determinac0es experimentais
2.3.1 Conteudo relativo de &gua e potencial hidrico foliar

O potencial hidrico foliar (yw foliar) fOi determinado no periodo de antemanhd com
auxilio de uma camara de Scholander (PMS 1000, PMS Instrument, Corvallis, USA). Para isso,
foram utilizadas folhas coletadas no terco médio das plantas e imediatamente realizada a leitura
da pressdo de equilibrio (MPa) apds a pressurizagdo com N2 comprimido, até a saida da seiva
na extremidade aberta do peciolo.

O conteudo relativo de agua (CRA) foi calculado com base no peso de seccdes foliares
de acordo com Weatherley (1950). Os discos foram retirados de folhas totalmente expandidas
localizadas no terco médio das plantas e imediatamente selados em embalagens herméticas. O
tempo de hidratacdo em agua destilada foi de seis horas a temperatura ambiente, e de 24 horas
em estufa de circulacdo forcada de ar a 60 °C para determinacdo da matéria seca. Para ambas

as variaveis foram avaliadas trés plantas por tratamento.
2.3.2 Trocas gasosas

As trocas gasosas foram mensuradas em folhas completamente expandidas localizadas
no terco médio das plantas com um sistema de fotossintese portéatil — InfraRed Gas Analyzer
(IRGA, model CIRAS-3, PPSystems, Amesbury, USA). Os parametros avaliados foram:
assimilagdo de CO> (A, umol CO2 m?s?); a condutancia estomatica (gs, mmol H,O m?s?) e a
taxa de transpiragdo (E, mmol H.0 m2s?); concentracdo de carbono interno (Ci, pmol mol™)
e eficiéncia no uso da agua (WUE, mmol CO, mol™ H20). As medidas foram realizadas em
quatro plantas por tratamento entre as 09:00 e 10:00 horas, com as seguintes configuracoes:
fluxo de fotons de 800 pumol m? st; CO, de referéncia de 400 umol mol™; e temperatura

constante (~25 °C).
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2.3.3 Parametros de crescimento e coeficiente de tolerancia a seca

As plantas foram seccionadas em fracdes de folhas, caules e raizes e transferidas para
estufa de circulacdo forcada de ar a 60 °C até atingir o peso constante, para obtencdo da massa
de matéria seca. A taxa de crescimento absoluto e taxa de crescimento relativo foram
determinadas de acordo com Cairo et al. (2008). A area foliar foi determinada através do
método dos discos foliares (LEITE et al., 2019). Para as variaveis de crescimento foram

avaliadas cinco plantas por tratamento.

Para o célculo do coeficiente de tolerancia a seca (CS) (BLUM; JORDAN, 1985), foram
utilizados os dados de massa seca total de plantas (MSTO) dos tratamentos de déficit hidrico
em comparacdo com plantas bem hidratadas, de acordo com a seguinte equacao: CS= (MSTO

tratamento sob déficit / MSTO tratamento bem hidratado).
2.3.4 Analises espectrais

Amostras da matéria seca de folhas foram trituradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em peneira de 0,5 mm. As amostras foram caracterizadas através da
espectroscopia de Refletancia Total Atenuada no Infravermelho com Transformada de Fourier
(ATR-FTIR) utilizando espectrofotometro Thermo Nicolet iS50 (Thermo Fissher Scientific,
Walthanm, MA, USA). Os espectros foram registados na gama de infravermelhos médios
(4000-400 cm™) a uma resolugédo espectral de 4 cm™, tendo 64 varreduras por amostra. As
analises espectrais foram realizadas no Laboratorio de Técnicas Instrumentales, Universidad de

Valladolid, Espanha.
2.5 Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com 8 repeticoes,
considerando cada vaso uma unidade experimental. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) a 5% de significancia. Os resultados foram expressos com a média + erro
padrdo (SE) e teste de média de Tukey. Os dados obtidos dos parametros analisados foram
avaliados estatisticamente utilizando o software estatistico Sisvar.

Os dados vibratorios foram analisados com o software SIGMAPLOT 14.0 (Systat
Software Inc., Chicago, USA). A comparacgéo foi feita com relagdo aos picos espectrais FTIR

e analise dos grupos funcionais correspondentes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O déficit hidrico reduziu o potencial hidrico foliar das plantas avaliadas, no entanto, o
pré-tratamento atenuou esse efeito (Figura 3; p<0,001). Apesar disso, ndo houve diferencas
estatisticas entre os tratamentos para o conteudo relativo de agua (p=0,2311). Os potenciais
mais negativos foram mensurados em plantas sob déficit hidrico sem tratamento (-0,56 MPa) e
pré-tratadas com Pro 10 mM (-0,56 MPa). O preé-tratamento com Pro 20 mM (-0,38 MPa), SNP
25 UM (-0,41 MPa) e SNP 50 uM (-0,35 MPa) foram os mais eficazes na manutencdo do
potencial hidrico menos negativo, indicando efeito priming das substancias empregadas nessas
concentragdes. Comparativamente a estudos recentes, concentracfes micromolares de SNP e
milimolares de prolina resultaram no aumento do Ww foiiar em plantas de Physalis angulata sob
déficit hidrico (LEITE et al., 2019, 2021a) bem como para outras espécies, como tomate e
funcho ( GHOLAMI ZALI; EHSANZADEH, 2018; JANGID; DWIVEDI, 2017). O aporte
dessas substancias pode estimular o acumulo de prolina e promover o ajustamento osmatico
(VERSLUES; SHARMA, 2010), contribuindo para a manutencédo da turgescéncia e mantendo

estaveis 0s demais processos fisiologicos, como as trocas gasosas.

O déficit hidrico e o pré-tratamento com os agentes quimicos influenciaram
significativamente a assimilacdo de CO2 (A, p<0,0001), condutancia estomatica (gs, p<0,05) e
transpiracdo (E, p<0,001). No entanto, ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos
para as variaveis de carbono interno (p=0,9564) e eficiéncia no uso da &gua (p=0,1119). A
imposicao do déficit hidrico reduziu severamente a assimilagdo de CO- nas plantas de fisalis,
provocando uma reducdo de 64,4% em comparacdo com as plantas em condi¢cGes bem
hidratadas (17,95 umol CO, m2s; Figura 4a). Ainda assim, o pré-tratamento com ambas as
doses de SNP foi capaz de manter os niveis de assimilagdo estatisticamente iguais as plantas
bem hidratadas. Essas plantas apresentaram valores médios de A iguais a 17,30 e 16,85 umol
CO, m?2s?, para o uso de 25 e 50 uM de SNP, respectivamente. Aumentos para essa variavel

também foram observados em plantas sensibilizadas com prolina (Figura 4a).

A reducdo da assimilacdo de CO> nas plantas em condig¢des de déficit hidrico ocorre,
dentre outros fatores, em funcdo do fechamento estomatico. Essa constatacdo foi demonstrada
em diversos estudos na literatura recente ( LEITE et al., 2018; PAZZAGLI; WEINER; LIU,
2016; WANG; WANG; SHANGGUAN, 2016). Contudo, o uso do SNP em pré-tratamento
atenuou os efeitos negativos do déficit hidrico para a assimilagédo de COa. 1sso porque 0 SNP €

considerado o Unico doador de NO capaz de estimular o transporte de elétrons durante a etapa
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fotoquimica da fotossintese (ANTONIOU et al., 2020; PROCHAZKOVA et al., 2013), somado
a isso, o aporte exdgeno de NO promove aumentos na atividade da enzima ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase / oxigenasse - RuBisCo (SIDDIQUI et al., 2020), contribuindo para a

melhoria da assimilacdo de CO..
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Figura 3. Potencial hidrico foliar em plantas de Physalis peruviana em condi¢des bem hidratadas (BH) e expostas
ao déficit hidrico (DH) ap6s pulverizacdo com 10 e 20 mM prolina (Pro 10 e Pro 20) e 25 e 50 yM nitroprussiato
de sodio (SNP 25 e SNP 50). Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo. As médias que compartilham as

mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas a 5% de significancia.

A média da condutancia estomatica mensurada em plantas bem hidratadas foi 68,1%
maior do que em plantas ndo tratadas sob déficit hidrico, o que indica o estado de estresse para
este segundo grupo. Ainda assim, ambos os tratamentos primings utilizados estimularam o
aumento da condutancia estomatica, atuando na manutengdo da gs a niveis estatisticamente
iguais as plantas em condicdes bem hidratadas, variando de 352,25 a 525 mmol H,O m? st
(Figura 4b). Desempenho semelhante para o uso do agentes quimicos foi observado para a
transpiragdo foliar, a qual foi mantida a niveis entre 5,37 e 5,65 mmol H,O m s (Figura 4c).
Embora os resultados evidenciem que os agentes quimicos estimularam a abertura estomatica,
é importante ressaltar que também houve melhoria no status hidrico das plantas (Figura 3). O

uso de prolina e de SNP sdo reportados para a melhoria das trocas gasosas em plantas sob
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estresses abioticos, como o aumento da condutancia estomatica (FARAJI; SEPEHRI, 2020) e
da transpiracdo em plantas (ZOUARI et al., 2016)

20

@ a ] Sem priming
T [ Priming+DH ab 5
= bc
o 151 c
€
&
&)
°
£ 10
2
o
8
S 4
£
g o
<
.0
~ Te  a
‘o T a
R 600
£
o) ab
o
T 500 - 6
©°
=
E 4004 i
8
©
g 300
3 b
: f
© i
S 200
=
:g
5
T 100
o
(&)
0
7 |©
a
6 a a a
A T .
o
£ 51
o
~
= 4 b
p :
£ I
o 31
]
O
9
g 21
[=
o
=
14
0 T T
\g} ot o oW o M\
2 o A0 ?(07_0 oW 2% oW %0

Figura 4. Assimilagdo de CO; (a), condutancia estomatica (b) e transpiragdo (c) de plantas de Physalis peruviana
em condicdes bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH) ap6s pulverizacdo com 10 e 20 mM de
prolina (Pro 10 e Pro 20 mM) e 25 e 50 uM de nitroprussiato de sédio (SNP 25 e SNP 50 uM). Os dados séo
expressos pela média + erro padrdo. As médias que compartilham as mesmas letras ndo apresentam diferencas

significativas a 5% de significancia.

Os tratamentos primings estimularam o crescimento das plantas de fisalis quando
expostas ao déficit hidrico (Figuras 5, 6 e 7). Nao houve diferenca estatistica para as médias da
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taxa de crescimento absoluto (TCA) entre as plantas que foram expostas ao déficit hidrico e
sensibilizadas com os agentes quimicos (Figura 5a). Ainda assim, plantas pré-tratadas com 25
e 50 UM de SNP apresentaram um aumento da TCA, sendo incorporado 0,14 e 0,15 g.dia™?,
respectivamente, correspondendo a um aumento de 31% e 36% em comparacao com plantas
ndo tratadas sob déficit hidrico (p<0,0001; Figura 5a). O pré-tratamento com prolina e SNP
manteve a taxa de crescimento relativo (TCR) com valores médios acima de 0,19 g g* dia*
(p<0,0001). Assim, a melhoria dos processos fisioloégicos promovida pelos pré-tratamentos,
como nas relagBes hidricas e trocas gasosas, contribuiu para a manutencdo do crescimento das
plantas sob déficit hidrico, ainda que em niveis inferiores as plantas em condi¢cBes bem
hidratadas.
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Figura 5. Taxa de crescimento absoluto (a) e taxa de crescimento relativo (b) de plantas de Physalis peruviana
em condicdes bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH) ap6s pulverizagdo com 10 e 20 mM de
prolina (Pro 10 e Pro 20 mM) e 25 e 50 uM de nitroprussiato de s6dio (SNP 25 e SNP 50 uM). Os dados sdo
expressos pela média + erro padrdo. As médias que compartilham as mesmas letras ndo apresentam diferencas

significativas a 5% de significancia.

O deficit hidrico reduziu a area foliar (AF) de plantas ndo sensibilizadas em 81,9%, em
comparagdo com as plantas bem hidratadas (Figura 6), sendo essa uma resposta comum as
plantas sob esse estresse (LEITE et al., 2021a; SHAWON et al., 2020). O pré-tratamento com
ambas as doses de prolina ndo foi capaz de atenuar os efeitos do déficit hidrico para esta
variavel, ja as plantas pré-tratadas com 25 e 50 uM de SNP apresentaram incrementos na AF
em 46,2% e 34,4%, respectivamente, em comparacdo com as plantas ndo sensibilizadas,

indicando eficiéncia na aplicag@o do priming (p<0,0001; Figura 6).
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Figura 6. Area foliar de plantas de Physalis peruviana em condigdes bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit
hidrico (DH) ap6s pulverizacdo com 10 e 20 mM de prolina (Pro 10 e Pro 20 mM) e 25 e 50 uM de nitroprussiato
de sodio (SNP 25 e SNP 50 uM). Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo. As médias que compartilham

as mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas a 5% de significancia.

O acumulo de biomassa foi reduzido pelo déficit hidrico nas plantas de fisalis (Figura
7), como reportado em outros estudos (LEITE et al., 2019; OZASLAN et al., 2016). A matéria
seca das folhas apresentou dréstica reducdo com a imposicao do déficit hidrico, havendo uma
reducdo de 72,9% em comparacdo com plantas bem hidratadas. Esse efeito foi atenuado nas
plantas pré-tratadas com ambas as doses de SNP e Pro 20 mM (p<0,0001; figura 7a). No
entanto, o uso dessas substancias ndo foi capaz de aliviar os efeitos do déficit hidrico para a
matéria seca do caule das plantas avaliadas, diferindo apenas daquelas bem hidratadas
(p<0,0001; figura 7b). Para a matéria seca da raiz, o pré-tratamento com SNP 25 mM foi 0 mais
eficaz para acimulo de biomassa nas plantas sob déficit hidrico (p<0,0001; figura 7c). A
matéria seca total em plantas pulverizadas com SNP 25 uM e 50 uM diferiram daquelas sem
pré-tratamentos sob déficit hidrico e mantiveram valores médios acima de 2,86 g, demonstrando
o efeito priming (p<0,0001; figura 7 d).



103

5 3,0
(a) (b)
[——1 Sem priming
- a 3 Priming + DH (e e
g 44 T a ) '
=
a 1 s
2 r20 o
s s
= 5]
'; 1,5 O
s S
o
5 27 B 5
] B b b 10 ®
© b b b «©
A b =
@ 3 T 2
w 11 o]
= 05 =
0 0
10 [© () 8
a
7
08 - ~
T ry
£ 8 62
(1] c
3 ]
o o
N 0,6 1 _Q
o g
@ b 4 2
5 b b 3
] C c b Q
§ 04 ” ba 2
5 be b o
= c QL
L c = r2 ®©
< 02 =
0,0 T T T T i “N\ i \1\!\ -0
@ SYRTE o W W @ " « v
® o0 00®T e PV e ® oo ®™ 00® e BV 4o ®

Figura 7. Matéria seca da parte aérea (a); matéria seca do caule (b); matéria seca da raiz (c) e matéria seca total (d) de plantas de Physalis peruviana em condi¢Ges bem
hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH) ap6ds pulverizagdo com 10 e 20 mM de prolina (Pro 10 e Pro 20 mM) e 25 e 50 uM de nitroprussiato de sddio (SNP 25 e SNP

50 uM. Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo. As médias que compartilham as mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas a 5% de significancia.
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A diminuicdo no crescimento das plantas é um dos principais processos afetados pelo
déficit hidrico, ao reduzir a expansao celular (SALISBURY; ROSS, 2013). A manutenc¢do ou
melhoria nas taxas de crescimento das plantas, de forma natural ou induzida, quando cultivadas
em condicdes adversas € uma caracteristica que pode representar maior tolerancia ao fator
estressante. O uso de pré-tratamentos com doador de NO (25 e 50 uM) e prolina (20 mM) foram
capazes de melhorar a hidratacdo nas plantas sob déficit hidrico, atuando na manutencdo do
processo fotossintético e, consequentemente, estimularam o acimulo de biomassa nas plantas

sob déficit hidrico (Figura 7) e aumentaram a tolerancia ao estresse (Figura 8).
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Figura 8. Coeficiente de tolerancia a seca plantas de Physalis peruviana expostas ao déficit hidrico (DH) e apés
pulverizacdo com 10 e 20 mM de prolina (Pro 10 e Pro 20 mM) e 25 e 50 UM de nitroprussiato de sddio (SNP 25
e SNP 50 uM). Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo. As médias que compartilham as mesmas letras
néo apresentam diferencas significativas a 5% de significancia.

O déficit hidrico e a aplicacdo de pré-tratamentos também alteraram os espectros de
infravermelho em folhas de Physalis peruviana (Figura 9). A figura 9a mostra o espectro FTIR
na regifo de 4000 a 400 cm™ tipico das folhas de plantas fisalis cultivadas em condicdes bem
hidratadas e sob déficit hidrico sem pré-tratamento. Fortes absor¢bes foram observadas nos
espectros de plantas sob deéficit hidrico, com picos comuns as plantas bem hidratadas. Na regido
de 3500-3000 cm™, os picos encontrados foram associados ao estiramento de bandas O-H
(JONES, 2012); as bandas de lipidios devido & vibracdo de alongamento C-H ocorreram na
regido de 3000-2800 cm™ (SKOTTI et al., 2014), com pico em 2914 cm™; e na faixa de 1800-
800 cm™, que é a regido de impressao digital, na qual ocorre a maioria das variacdes de absorgao
infravermelha (CARRION-PRIETO et al., 2017) (Figura 9b).
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Figura 9. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier de folhas de Physalis peruviana: (a) plantas
bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH); (b) caracterizagdo da regido da impressao digital de plantas
BH, DH e ap6s pulverizagdo com 10 e 20 mM de prolina (Pro 10 e Pro 20) e 25 e 50 UM de nitroprussiato de sédio
(SNP 25 e SNP 50).

Analisando a regido da impresséo digital, as bandas de 1750 a 1250 cm™ e de 1250
a 900 cm® correspondem as amidas e carboidratos (OGBAGA et al., 2017), respectivamente,
que apresentaram maiores absor¢Ges em plantas sob déficit hidrico e demais pre-tratamentos
(Figura 9b). Assim, variagOes induzidas no metabolismo das plantas por fatores ambientais,
como o déficit hidrico, ou quaisquer situacdes estressantes podem refletir nos picos espectrais
(KUMAR et al., 2016). E possivel notar que entre as plantas submetidas a pré-tratamentos, o
uso de ambas as doses de SNP induziu maiores absor¢des nos espectros correspondentes as
amidas e carboidratos, 0 que pode indicar maior acimulo dessas substancias em processos
fisiolégicos como a osmorregulacdo. Os espectros das folhas de plantas pré-tratadas com
prolina apresentaram absor¢des intermediarias entre plantas sob déficit hidrico sem pré-
tratamento e plantas em condic¢des bem hidratadas, indicando que essa substancia reduziu os

efeitos do estresse.
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CONCLUSOES

O uso de prolina e nitroprussiato de sédio apresenta efeito priming em plantas de
Physalis peruviana cultivadas sob déficit hidrico, sendo indicado para 0 aumento da tolerancia
a esse fator de estresse. A pulverizacdo foliar dessas substancias em pré-tratamento, nas
condic@es indicadas neste trabalho, promovem melhorias nas relagdes hidricas, trocas gasosas,

taxas de crescimento, biomassa e na composi¢ao biomolecular.
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TOLERANICA DE Physalis peruviana L. AO DEFICIT HIDRICO
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RESUMO

Tratamentos que permitam as plantas melhor tolerar o déficit hidrico tornam-se essenciais,
como a aplicacdo do priming quimico. Somado a isso, € fundamental a utilizacdo de anélises
capazes de mensurar esses efeitos a nivel biomolecular, complementando as demais avaliacGes
fisiologicas. Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo avaliar o uso da refletancia
total atenuada em espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR)
para analises de tolerancia ao déficit hidrico em plantas de Physalis peruviana L. Para isso,
foram avaliadas amostras de folhas, caules e raizes de plantas submetidas a distintos pré-
tratamentos com prolina (10 mM e 20 mM), nitroprussiato de sodio (SNP 25 uM e 50 uM) e
H>O como controle, visando 0 aumento da tolerancia ao déficit hidrico. Os agentes quimicos
utilizados promoveram a atenuacdo do déficit hidrico nas plantas de P. peruviana,
influenciando na caracterizacdo fenotipica e nas analises espectrais. A andlise dos espectros
FTIR indica que distintos grupos funcionais presentes nas folhas, caules e raizes foram
influenciados pelo déficit hidrico e tratamentos priming. AlteracBes a nivel de lipidios
contribuiram para manutencdo do status hidrico através do aumento da espessura da cera
cuticular. O acumulo de proteinas e carboidratos promoveram a osmorregulacdo e manutencéo
do status hidrico das plantas. Assim, o déficit hidrico promove alteragdes nos grupos funcionais
presentes nos Orgdos de P. peruviana, sendo a técnica ATR-FTIR capaz de detectar essas
mudancas biomoleculares, auxiliando na sele¢do de tratamentos priming para 0 aumento da

tolerancia ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Estresse hidrico. Mitigagdo do déficit hidrico. Priming quimico.

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. Physalis peruviana.
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ABSTRACT

Treatments that allow plants to better tolerate water deficit become essential, such as the
application of chemical priming. In addition, it is essential to use analyzes capable of measuring
these effects at the biomolecular level, complementing other physiological assessments. In view
of the above, this study aimed to evaluate the use of attenuated total reflectance in Fourier
transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) for analysis of water deficit tolerance in Physalis
peruviana L. plants. For this, samples of leaves, stems and roots of plants submitted to different
pre-treatments with proline (10 mM and 20 mM), sodium nitroprusside (SNP 25 uM and 50
pnM) and H20 as control were evaluated, aiming to increase the water deficit tolerance. The
chemical agents used promoted the attenuation of the water deficit in P. peruviana plants,
influencing the phenotypic characterization and the spectral analysis. The analysis of FTIR
spectra indicates that different functional groups present in leaves, stems and roots were
influenced by water deficit and priming treatments. Changes in the lipid level contributed to
maintenance of water status by increasing the thickness of the cuticular wax. The accumulation
of proteins and carbohydrates promoted osmoregulation and maintenance of water status in
plants. Thus, water deficit promotes changes in the functional groups present in P. peruviana
organs, and the ATR-FTIR technique is able to detect these biomolecular changes, helping to

select priming treatments to increase tolerance to water deficit.

Keywords: Water stress. Water deficit mitigation. Chemical priming. Fourier transform

infrared spectroscopy. Physalis peruviana.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo organismos sésseis e, como tal, precisam responder e se adaptar as
severas condicGes ambientais para sobreviver (TAKAHASHI; SHINOZAKI, 2019). Os
principais estresses abioticos que afetam o desempenho das plantas cultivadas e em seus
ambientes naturais sdo as condicdes salinas, metais pesados, deficiéncia nutricional,
temperatura, poluicdo e o excesso ou falta de 4gua. Desses, o déficit hidrico € o principal fator
limitante da producdo agricola no mundo, sobretudo em um cenario de mudancas climaticas
constante (HUSSAIN et al., 2018; LANGRIDGE; REYNOLDS, 2015).

Um dos mecanismos de prote¢do as condigdes adversas € a capacidade das plantas de
captar os fatores de estresses e responder adequadamente, através da ativacdo de vias de
sinalizacdo (SEWELAM; KAZAN; SCHENK, 2016). Como resposta final a um determinado
estresse, como o déficit hidrico, pode ocorrer o fechamento estomatico (SIMONTACCH I et al.,
2015) e acimulo de osmoprotetores (PINTO-MARIJUAN; MUNNE-BOSCH, 2013). Contudo,
a reducdo da fotossintese (LEITE et al., 2019) e o acumulo de espécies reativas de oxigénio
(CAVERZAN, A.; CASASSOLA, A.; BRAMMER, S. P., 2016) nas plantas estressadas

comprometem o seu desempenho final.

Tecnologias foram desenvolvidas para aumentar a tolerancia das plantas e/ou reduzir 0s
efeitos do déficit hidrico, como o priming quimico. A técnica, que pode ser empregada em
espécies consideradas subexploradas, como a Physalis angulata L. (LEITE et al., 2021a), é
baseada no pré-tratamento de plantas através da aplicacdo de compostos quimicos, como
prolina e doadores de 6xido nitrico. O priming em plantas consiste na exposicao prévia a um
agente estressor abiotico, natural ou induzido, que ativa de maneira mais rapida e melhor as
respostas de defesa, tornando a planta mais tolerante caso seja exposta a0 mesmo estresse no
futuro (BECKERS; CONRATH, 2007).

A atenuacéo dos efeitos do déficit hidrico promovida pelo priming pode ser conferida
a partir de distintos mecanismos, que vdo desde a homeostase ibnica e proteica a
osmorregulagdo (SAVVIDES et al., 2016). Outras respostas sdo mensuradas objetivando
avaliar o grau de aclimatacgéo das plantas ao estresse, como as trocas gasosas, potencial hidrico
e 0 acumulo de biomassa. Essas analises, embora essenciais, demandam grande quantidade de
insumos e méo de obra, o que torna o processo demorado e gera a necessidade de busca por
outras ferramentas para avaliar ou complementar os estudos de tolerancia aos estresses

abioticos. Nesse sentido, a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
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(FTIR) é uma alternativa vidvel pois permite indicar a variabilidade quimica nos 6rgdos da
planta em resposta ao déficit hidrico.

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier € uma ferramenta
versatil que determina de forma rapida e ndo destrutiva a composicdo molecular dos 6rgaos
vegetais, onde o0s principais grupos funcionais podem ser identificados, fornecendo
informagdes estruturais sobre 0os compostos quimicos presentes, como lipidios, proteinas e
polissacarideos (CORTE et al., 2010; RIBEIRO DA LUZ, 2006). E importante mencionar que
a refletdncia total atenuada (ATR) com FTIR tem sido amplamente utilizada para avaliar a
composi¢do quimica de amostras biolégicas a partir de uma pequena quantidade de material
(BERTHOMIEU; HIENERWADEL, 2009).

N&o hé relatos do uso da técnica FTIR para avaliar o efeito do priming quimico contra
o0 déficit hidrico em plantas. Pesquisas demonstram que as analises FTIR podem ser utilizadas
em estudos sobre estresses abioticos (LIU et al., 2019, 2020a). Além disso, ja foi possivel
avaliar mudancas na composi¢do biomolecular em 6rgdos vegetais de plantas de Physalis
angulata cultivadas em distintas doses de nitrogénio (LEITE et al., 2018, 2021b). As plantas
do género Physalis L. sdo subexploradas no Brasil, das quais destaca-se a Physalis peruviana
L., com o cultivo e comercializacdo dos frutos em crescimento no pais, além de potenciais
medicinais (EL-BELTAGI et al., 2019).

A hipotese é que as plantas de fisélis respondem de maneira diferente aos distintos
tratamentos primings e parte dessas respostas pode estar relacionada a composicdo quimica e
estrutural em seus distintos érgdos. Se essas diferencas podem ser detectadas pela ATR-FTIR,
sera possivel utilizar a técnica para investigar os efeitos do estresse hidrico nas plantas e
identificar tratamentos eficientes para aumento da tolerancia ao déficit hidrico. Dessa forma, o
objetivo desse trabalho foi avaliar o uso da espectroscopia ATR-FTIR para analises de

tolerancia ao déficit hidrico em plantas de Physalis peruviana.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As anélises foram realizadas no Laboratorio de Técnicas Instrumentales da Escuela
Técnica Superior de Ingenierias Agréarias da Universidad de Valladolid, Campus Palencia,
Espanha. Para isso, amostras vegetais de um experimento realizado na Universidade Estadual
de Feira de Santana foram enviadas para a universidade de destino seguindo os protocolos de
envio de material vegetal para o exterior (art. 24, Decreto 8.772/2016, que dispGe sobre o
acesso ao patrimoénio genético e sobre a reparticdo de beneficios para conservagdo e uso

sustentavel da biodiversidade).

Foram avaliadas amostras de um experimento realizado durante o ano de 2020 com a
espécie Physalis peruviana, instalado na Unidade Experimental Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana. Nesse experimento, avaliou-se o uso do
nitroprussiato de sédio (SNP) e da prolina (Pro) como possiveis agentes indutores do priming
quimico contra o déficit hidrico, além de agua destilada como controle (H20). Foram avaliados
0s seguintes tratamentos nas plantas de P. peruviana: plantas cultivadas na capacidade de
campo do vaso (Fc) de 70% + pulverizagéo foliar com H2O (T1); Fc de 20% + H20 (T2); Fc de
20% + Prolina a 10 mM (T3); Fc de 20% + Prolina a 20 mM (T4); Fc de 20% + SNP a 25 uM
(T5); Fc de 20% + SNP a 50 uM (T6), totalizando 6 tratamentos. As técnicas de cultivo e déficit

hidrico foram reportadas em estudo prévio (LEITE et al., 2021a).

As plantas foram pulverizadas com 100 mL.m™ das distintas substancias aos 10 dias
apos o transplante (DAT) e foram mantidas sob Fc de 70+5% por mais cinco dias (Figura 1).
Em seguida, a reposi¢do de agua foi suspensa até o solo atingir a Fc de 20+5% ap6s 15 dias,
guando foi avaliado os efeitos do priming sobre as plantas expostas ao déficit hidrico e realizada
a coleta dos distintos 6rgdos (folhas, caule e raizes). A amostras foram secas em estufa de

circulacédo forcada de ar a 60 °C ate atingir o peso constante.

2.2 Analises espectrais

As amostras dos diferentes 0rgaos vegetais de plantas submetidas aos tratamentos foram
trituradas em nitrogénio liquido, homogeneizadas em peneira de 0,5 mm e analisadas por

Refletancia Total Atenuada em Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
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(ATR FTIR) usando o espectrofotdmetro ThermoNicolet iS50 (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, EUA). Os espectros 1D foram registrados no infravermelho médio (4000-400
cm™®) com resolucéo espectral de 4 cm™ (LEITE et al., 2018) e 64 varreduras por amostra. Os
espectros 1D foram analisados individualmente a fim de identificar os distintos picos de
absorcdo dos grupos funcionais presentes nos 6rgdos vegetais e a influéncia dos tratamentos
avaliados.

Andlise ATR-FTIR
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Figura 1. Aplicagdo do priming quimico em plantas de fisalis: (1) os agentes quimicos foram pulverizados em
plantas cultivadas na capacidade de campo do vaso (Fc) de 70%, (2) seguido pelo inicio do déficit hidrico; (3) os
agentes quimicos promoveram o aumento da tolerancia ao déficit hidrico e (4) analises espectrais dos distintos
orgdos poderdo identificar mudancas biomoleculares responsivas ao priming e a tolerancia ao déficit hidrico.

Fonte: Autoria propria.

Para as amostras de folhas foi calculado o grau de esterificacdo metilica e oxalato de
calcio a partir da area de banda de acordo com Lionetti; Cervone; Bellincampi (2012). Para as
razdes de area de banda de lipidios, amida | e carboidratos, foram utilizadas os seguintes
valores: lipidio (3000-2800)/amida | (1705-1575), lipidio (3000-2800)/carboidratos (1200—
900).

2.3 Andlise estatistica

Foram avaliadas quatro repeticdes dos orgaos vegetais (raiz, caule e folha) para cada
tratamento utilizado. Os dados vibratorios foram analisados através do software SIGMAPLOT
14.0 (Systat Software Inc., Chicago, EUA). A comparacgéo foi realizada em relagdo aos picos

espectrais e analise ao grupo funcional correspondente.
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Para as razdes de banda de area, os dados foram submetidos a anélise de variancia a 5%
de significancia e expressos com a media * erro padrdo (SE). Foi utilizado o teste de Tukey, e
os dados obtidos dos parametros analisados foram avaliados estatisticamente utilizando o

software estatistico Sisvar 5.6.

A andlise dos componentes principais (PCA) foi realizada com o software SPSS 16.0.
Os dados de FTIR foram centrados na média, com segunda derivada e vetor normalizados antes
de serem submetidos a analise de PCA. A saida do PCA resultou como pontuagdes e
carregamentos e explica a variacdo maxima dos dados presentes nas amostras. As pontuacoes

foram plotadas para mostrar a variagao dos espectros de FTIR.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintomas visuais

Os agentes quimicos utilizados promoveram a atenuacdo do déficit hidrico nas plantas
de Physalis peruviana, influenciando na caracterizacdo fenotipica. Nas plantas n&o-
sensibilizadas pelos agentes quimicos, o déficit hidrico resultou em murcha e absciséo foliar,
evidenciando os efeitos negativos caracteristicos desse estresse. N&o obstante, efeitos
mitigadores foram observados nas plantas pré-tratadas com Pro 20 mM, SNP 25 uM e SNP 50
UM, evidentes pela manutencao do turgor e coloracdo foliar. E importante mencionar que néo
houve a expressdo de caracteristicas fenotipicas de toxicidade das substancias nas
concentrag0es utilizadas (Figura 2).

Bem hidratado Déficit hidrico Prolina 10 mM Prolina 20 mM SNP 25 uM SNP 50 uM

Déficit hidrico + Priming

Figura 2. Sintomas visuais dos efeitos dos tratamentos em plantas de Physalis peruviana em condi¢cdes bem
hidratadas e expostas ao déficit hidrico apds pulverizacdo com 10 e 20 mM prolina (Pro 10 e Pro 20) e 25 e 50 uM
nitroprussiato de sodio (SNP 25 e SNP 50). Fonte: autoria propria.

A manutencdo da hidratacdo dos tecidos vegetais em condi¢des de déficit hidrico é uma
caracteristica desejada para 0 aumento da eficiéncia das culturas agricolas. Pesquisas recentes
demonstram que o uso de SNP atua no potencial hidrico foliar e no acimulo de agucares em
folhas (LEITE et al., 2019), elevando a tolerancia das plantas ao déficit hidrico através da
osmorregulacéo e do sistema antioxidante (FAROUK; AL-HUQAIL, 2020). De igual modo, a
aplicacdo de prolina atua na melhoria da eficiéncia do uso da agua (GHOLAMI ZALlI,
EHSANZADEH, 2018) e da atividade fotossintética (ZOUARI et al., 2016). Somado a isso, a
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pulverizagdo de SNP promove aumento nos teores de clorofila em plantas de Physalis angulata
(LEITE et al., 2021a), 0 que subsidia as observacdes fenotipicas.

3.2 Andlises espectrais

A andlise dos espectros FTIR indica que distintos grupos funcionais presentes nas
folhas, caules e raizes foram influenciados pelo déficit hidrico e pré-tratamentos. Na Figura 3
sdo apresentados os espectros dos 6rgdos de plantas bem hidratadas e sob déficit hidrico sem
pré-tratamentos. Os maiores picos de absorcdo para folhas, caules e raizes ocorreram entre 0s
comprimentos de ondas de 3500 cm™ a 3000 cm™, relacionado ao trecho OH e NH (TURKER-
KAYA; HUCK, 2017), entre 2920 cm™ e 2800 cm™, correspondendo aos polissacarideos e
lipidios (CAO et al., 2017; OGBAGA et al., 2017) e entre 1800 cm™ e 800 cm™, referente a
regido da impresséo digital (LEITE et al., 2018). Estes picos foram observados tanto nas plantas

bem hidratadas (Figura 3a) quanto sob déficit hidrico (Figura 3b).

O uso de espectros de infravermelho para avaliar as mudancgas biomoleculares em
plantas sob déficit hidrico ainda é escasso. Contudo, a espectroscopia FTIR é uma ferramenta
analitica sensivel e (til para investigar a composicdo quimica de sistemas bioldgicos
(AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2020) como dos distintos 6rgios das plantas. E possivel
notar variacfes na absorbéancia entre os espectros de folhas, caules e raizes, bem como entre as
condicdes de disponibilidade de 4gua no solo (Figura 3). A técnica também foi empregada em
outros estudos com estresses abioticos, como em diferentes doses de nitrogénio no cultivo de
Physalis angulata L. e Physalis peruviana L. (LEITE et al., 2021b), déficit hidrico em
genotipos de Arabidopsis thaliana L. (LIU et al., 2020) e salinidade em Glycine max L.
(AKYUZ et al., 2018).

Menores picos de absorbancia nos comprimentos de onda de 2916 cm™ e 2849 cm
foram observados em folhas de plantas bem hidratadas e sdo atribuidas as vibracdes de
alongamento assimetricas e simétricas de CH: (DUBIS; DUBIS; MORZYCKI, 1999),
correspondendo aos lipidios (Figura 4 a). Por outro lado, houve aumento na absorbancia média
dos espectros de plantas sob déficit hidrico e quando submetidas aos pré-tratamentos, o que
pode indicar maior espessura da cera cuticular foliar (MIHAELA TOPALA; RUSEA, 2018) e,
consequentemente, menor possibilidade de perdas hidricas. Ambos tratamentos com prolina

(10 mM e 20 mM) mantiveram-se com niveis intermediarios de absorbancia entre as plantas
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bem hidratadas e sob déficit hidrico sem pré-tratamento. As plantas pulverizadas com SNP (25

MM e 50 puM) apresentaram maiores picos de absorbancia para essa regido espectral.
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Figura 3. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier em distintos 6rgdos de Physalis peruviana: (a)

plantas bem hidratadas e (b) plantas sob déficit hidrico.

Ambas as doses de prolina e a dose de SNP 50 pM promoveram alteragdes nos espectros

de caules (2917 cm™ e 2849 cm™), a0 apresentar as menores absorcdes médias (Figura 4 b) para

a regido dos lipidios. Os maiores picos de absorcéo foram observados em plantas pulverizadas

com SNP 25 uM. Para os espectros das raizes (2917 cm™ e 2849 cm™), as maiores absorbancias

foram observadas em plantas pulverizadas com SNP 25 uM e 50 uM (Figura 4 c). Alteragdes

espectrais a nivel de lipidios foram reportados em plantas de Zea mayz L. (OGBAGA et al.,

2017) e de Triticum aestivum L. (LIU et al., 2021a) em condi¢des de déficit hidrico.
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Figura 4. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier na regido dos lipidios em distintos érgdos de

Physalis peruviana sob condi¢Ges bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH) apds pulverizagdo com
10 e 20 mM de prolina (Pro 10 e Pro 20) e 25 e 50 uM de nitroprussiato de sédio (SNP 25 e SNP 50): (a) folhas,

(b) caule e (c) raizes.
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O uso dos distintos tratamentos priming alteraram os espectros de folhas na regido
da impresséo digital, entre 1800 cm™ e 800 cm™ (Figura 5). Na regi&o do grupo funcional amida
| (1614 cm™) (LEITE et al., 2021b) foram observados fortes picos para os valores de
absorbancia para os tratamentos Pro 10 mM, Pro 20 mM e SNP 25 pM, os quais permaneceram
intermediérios entre os valores para plantas bem hidratadas e plantas sob déficit hidrico sem
pré-tratamento. O maior pico de absorbancia foi observado para plantas pulverizadas com SNP
50 uM (Figura 5 d). Em espectros de infravermelho médio, o0 modo amida | (trecho C=0) é
atribuido as proteinas (TURKER-KAYA; HUCK, 2017).

Os picos observados nos comprimentos de ondas 1370 cm™, 1318 cm™, 1242 cm™, ou
préximos deles, sdo atribuidos ao grupo carboxilato e pectinas (LEITE et al., 2021b) e os
espectros apresentaram desempenho semelhante ao grupo funcional da amida I. Outros picos
relacionados & pectina apareceram proximos a 956 cm™, correspondendo a galactose
(ALONSO-SIMON et al., 2004). Picos localizados proximos a 1099 cm™ (vibracio do
alongamento C-O) sdo caracteristicos de todos os carboidratos (CHYLINSKA;
SZYMANSKA-CHARGOT; ZDUNEK, 2016). O maior pico de absorbancia para esse grupo
funcional foi observado em espectro de plantas pulverizadas com SNP 50 uM, o que pode
indicar maior acimulo de carboidratos nas folhas (Figura 5 d).

Os polissacarideos exibem uma banda em torno de 1030 cm, devido ao alongamento
O-H e C-OH, como a celulose (MIHAELA TOPALA; RUSEA, 2018; TURKER-KAYA;
HUCK, 2017). Picos fracos foram observados no comprimento de onda 893 cm™, também
caracteristico de celulose (LIU et al., 2021b) (Figura 5). O acimulo de solutos dentro da célula,
como carboidratos e aminoacidos, diminui 0 componente osmdtico do potencial da agua e,
consequentemente, mantém a pressdo de turgor (GUICHERD et al., 1997), em um processo
fisiol6gico denominado de osmorregulacdo. Os carboidratos se acumulam nas plantas na forma
de moléculas sollveis, como sacarose, hexoses, alcoois, oligossacarideos (TARDIEU;
GRANIER; MULLER, 2011) e, além disso, se acumulam carboidratos estruturais, como
celulose e lignina (ZHANG et al., 2014).
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Figura 5. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier na regido da impressao digital de folhas de
Physalis peruviana em condicdes bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH): (a) prolina 10 mM, (b)
prolina 20 mM, (c) SNP 25 uM e (d) SNP 50 uM.

A celulose e a lignina sdo os dois principais carboidratos estruturais das paredes
celulares em plantas vasculares, e sdo componentes responsaveis pela resisténcia do caule (WU
et al., 2017). A aplicacdo dos tratamentos priming também alteraram os espectros de
infravermelho de caules (Figura 6). Os picos observados nos comprimentos de ondas 1732-
1733 cm s&o atribuidos ao estiramento éster C=0, como fosfolipidios, hemicelulose, pectina,
lignina, ésteres de suberina e cutina (TURKER-KAYA; HUCK, 2017), com maiores
absorbancia para as plantas tratadas com SNP 25 pM e SNP 50 uM (Figuras 6 c; 6 d).

Resultados semelhantes aos observados para o pico em 1506 cm™ é atribuido a lignina.

Os picos nos comprimentos de ondas de 1374 cm™, 1030 cm™ e 893 cm™ sdo
caracteristicos de celulose (LIU et al., 2021b; MIHAELA TOPALA; RUSEA, 2018; TURKER-
KAYA; HUCK, 2017). Os maiores valores de absorbancia foram observados para plantas sob
déficit hidrico e para aquelas pre-tratadas com SNP 25 uM (Figura 6 c). Os demais tratamentos
apresentaram espectros com absorbancia intermediaria entre plantas sob déficit hidrico e

plantas bem hidratadas, ou inferior a elas. Picos proximos a 1242 cm™ foram atribuidos ao
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estiramento C=0, relativo as substancias pécticas, lignina, hemicelulose, suberina e ésteres de
cutina (TURKER-KAYA; HUCK, 2017). Assim, mesmo em condicdes de déficit hidrico, o
gendtipo utilizado de Physalis peruviana foi capaz de alocar carbono (C) estrutural,

evidenciando uma possivel caracteristica de tolerancia.
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Figura 6. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier na regido da impressao digital de caules de
Physalis peruviana em condi¢des bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH): (a) prolina 10 mM,
(b) prolina 20 mM, (c) SNP 25 uM e (d) SNP 50 pM.

Os espectros de infravermelho obtidos das amostras de raizes apresentaram respostas
diferentes das avaliadas em folhas e caules (Figura 7). As maiores absorbancias foram
observadas em raizes de plantas bem hidratadas ou naquelas sob déficit hidrico com aplicacao
dos tratamentos primings. Para os picos de intensidade média na regifo de 1733 cm, 1507 cm-
1 e 1241 cm™ ou proximos deles, que sdo caracteristicos de lignina, os maiores valores de
absorbancia foram observados em raizes de plantas tratadas com Pro 20 mM, SNP 25 uM e

SNP 50 pM, havendo reducéo desses valores em Pro 10 mM e plantas sob déficit hidrico sem

pré-tratamento.
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Picos fortes no comprimento de onda de 1032 cm™ sdo responsivos a celulose, com
maiores valores para as plantas cultivadas em condic¢des bem hidratadas (Figura 7). Os menores
valores de absorbancia foram registrados para plantas sob déficit hidrico sem priming e quando
pulverizadas com Pro 10 mM (Figura 7 a). Os tratamentos Pro 20 mM, SNP 25 uM e SNP 50
UM permaneceram com valores intermediarios, indicando que atuaram na melhoria da
tolerancia ao déficit hidrico (Figuras 7 b; 7 ¢; 7 d). Uma vez que a redugdo na absorbancia
relativa as ligninas e celulose pode estar relacionada com a reducdo da alocacdo de C para o
crescimento estrutural, como reducdo do comprimento dos 6rgéos da planta (PERRIER et al.,
2017). A reducéo do crescimento radicular foi reportada em estudos com plantas em condic6es
de déficit hidrico (DURAND et al., 2016; NXELE; KLEIN; NDIMBA, 2017).
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Figura 7. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier na regido da impresséo digital de raizes de
Physalis peruviana em condi¢des bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH): (a) prolina 10 mM,
(b) prolina 20 mM, (c) SNP 25 uM e (d) SNP 50 pM.

Os picos encontrados para os distintos 6rgdos de Physalis peruviana a 780 cm™ podem
ser atribuidos a oscilagio N-H, amida primaria e secundaria e grupo nitrato
(MURUGANANTHAM; ANBALAGAN; RAMAMURTHY, 2009) (Figura 8). Os picos dos
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nitratos alternaram em picos fracos para as folhas e médios para caule e raizes. Para as raizes,
os valores de absorbancia de plantas pré-tratadas com Pro 20 mM, SNP 25 uM e SNP 50 pM
foram intermediarios entre plantas bem hidratadas, de maior valor médio de absorbancia, e
plantas sob déficit hidrico sem pré-tratamento (Figura 8 ¢). Os picos medios para 0 grupo do
nitrato nas raizes podem estar relacionados ao fato desse 6rgdo ser o principal sitio da atividade
da enzima redutase do nitrato (aRN), como observado em plantas de Physalis angulata
(TANAN et al., 2019).

O déficit hidrico aumentou a relagdo lipidio/amida | em folhas, quando comparado com
plantas cultivadas em condi¢des bem hidratadas (Figura 9 a). A aplicagdo de SNP 25 pM
apresentou o maior valor médio para essa relacao, seguido do pré-tratamento com SNP 50 puM,
indicando que o uso dessa substancia nas concentracdes mencionadas em pre-tratamento afeta
a producdo de lipidios e de proteinas (como a amida 1) sob condi¢do de déficit hidrico,
provavelmente como produtos de armazenamento de energia (JIANG; YOSHIDA; QUIGG,
2012). Ja a para a razdo Lipidio/Carboidratos ndo houve diferencas estatisticas entre 0s

tratamentos avaliados (p=0,1769) (Figura 9 b).

Os maiores valores médios para a area de banda do oxalato de célcio foram observados
em plantas bem hidratadas e em plantas pulverizadas com Pro 20 mM (Figura 9 c). A absor¢éo
de célcio e a sintese de &cido oxalico é importante para o equilibrio de ions na planta e para a
osmorregulacdo, através da regulacdo do excesso de ions de calcio por precipitacdo com acido
oxalico, na forma de cristais de oxalato de célcio (GOUVEIA et al., 2018), esses cristais
fornecem um reservatorio interno de Ca, pois podem ser reabsorvidos (GABERSCIK et al.,
2020). Alteracdes a nivel de oxalato de célcio a partir de espectros FTIR foram reportados em
outros estudos (KAYABAS; YILDIRIM, 2022; LEITE et al., 2021d). Para o grau de
esterficacdo, as plantas submetidas aos tratamentos priming apresentaram maiores valores em

comparacdo com plantas cultivadas em condic¢des bem hidratadas (Figura 9 d).
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Figura 8. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier regido de 900 a 700 cm™* em distintos 6rgdos
de Physalis peruviana sob condi¢des bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico (DH) ap6s pulverizagao
com 10 e 20 mM de prolina (Pro 10 e Pro 20) e 25 e 50 uM de nitroprussiato de sodio (SNP 25 e SNP 50): (a)

folhas, (b) caule e (c) raizes: (a) folhas, (b) caule e (c) raizes.
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Figura 9. Raz@es de area de banda de lipidio/amida | (a), lipidio/carboidratos (b), oxalato de célcio (c) e grau de
esterificacdo (d) em plantas de Physalis peruviana em condig¢Ges bem hidratadas (BH) e expostas ao déficit hidrico
(DH) ap6s pulverizagdo com 10 e 20 mM prolina (Pro 10 e Pro 20) e 25 e 50 uM nitroprussiato de sodio (SNP 25
e SNP 50). Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo. As médias que compartilham as mesmas letras nao

apresentam diferencgas significativas a 5% de significancia.

A Figura 10 apresenta os resultados da analise dos componentes principais (PCA)
obtidos para plantas cultivadas em condi¢des bem hidratadas e os tratamentos de déficit hidrico
com plantas de Physalis peruviana. A saida dos resultados da PCA teve trés componentes
principais. O primeiro componente (PC1) correspondeu a variacdo de 56%, o segundo
componente (PC2) teve 43% de variagdo e o terceiro componente (PC3) teve ao menos 2% de
variacdo. Os resultados do grafico mostram que o maior valor foi obtido para o tratamento T1
(plantas bem hidratadas) seguido pelo tratamento T5 (déficit hidrico + SNP 25 pM). Os
menores valores foram obtidos para os tratamentos T3 (déficit hidrico + Pro 10 mM) e T4
(déficit hidrico + Pro 20 mM). A diferenca mostra que as amostras foram separadas devido a
alteracdes bioquimicas das plantas de fisalis em resposta aos tratamentos priming contra o
déficit hidrico.



131

0,79—/\
0.77-
0.757
N
. E 0.737] T34
§ § 0.71- T52 ()
- T3 O
8 0897145 "o T rsFAt 882 |,
E 0.67- OT110 ®)

0.100

718,
o 1 Componente 3
1%

Figura 10. Anélise dos componentes principais de plantas de Physalis peruviana em condi¢Ges bem hidratadas
(T1, repeticbes T11, T12, T13 e T14), sob déficit hidrico sem pré-tratamento (T2, repeti¢des T21, T22, T23, T24)
e apos pulverizacdo com prolina a 10 mM (T3, repeticGes T31, T32, T33 e T34) e 20 mM (T4, repeticGes T41,
T42, T43 e T44) e nitroprussiato de sédio a 25 uM (T5, repeti¢gdes T51, T52, T53, T54) e 50 uM (T6, repeticdes
T61, T62, T63 e T64).
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CONCLUSOES

O deéficit hidrico promove alteracBes nos grupos funcionais presentes nos distintos
orgdos de Physalis peruviana, principalmente lipidios, proteinas e carboidratos. O uso de
nitroprussiato de sodio a 25 uM e 50 UM ¢ eficiente para atenuar os efeitos negativos do déficit

hidrico.

A técnica ATR-FTIR é capaz de detectar mudancgas na composicao quimica de folhas,
caules e raizes de plantas de Physalis peruviana, auxiliando na selecdo de tratamentos priming

para 0 aumento da tolerancia ao déficit hidrico.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho trouxe contribuicdes para o género Physalis L. ao caracterizar 0s
efeitos do deficit hidrico nas espécies Physalis angulata L. e Physalis peruviana L., bem como
as respostas dessas plantas ao uso das seguintes substancias mitigadoras: nitroprussiato de
sodio, prolina e perdxido de hidrogénio. Esta pesquisa também reportou de maneira pioneira
que a técnica de espectroscopia por Refletdncia Total Atenuada no Infravermelho com
Transformada de Fourier é capaz de detectar mudancas na composicdo quimica de folhas,
caules e raizes em funcdo da aplicacdo de priming quimico, auxiliando na selecdo de

tratamentos para 0 aumento da tolerdncia ao déficit hidrico.

Foram testadas duas ferramentas de mitigacéo dos efeitos do déficit hidrico, recuperacéao
e priming quimico, as quais apresentaram respostas positivas para o aumento da tolerancia em
ambas as espécies de fisalis avaliadas. Contudo, algumas informacdes ainda sdo necessarias,
como o tempo ideal para analises ap6s o fornecimento dos agentes quimicos ou a combinacao
desses, a fim de melhor caracterizar o aumento da tolerancia. Somado a isso, é essencial a
determinacdo de concentracOes ideais de prolina e perdxido de hidrogénio que promovam
efeitos de mitigacdo do déficit hidrico para as espécies em estudo, uma vez que essas
substancias sdo menos toxicas ao meio ambiente e de mais baixo custo. Diante dos resultados
deste trabalho e do impacto ambiental das substancias aqui analisadas, indica-se 0 uso da

prolina como agente mitigador.

Assim, recomenda-se 0 uso da técnica do priming quimico como uma ferramenta de
mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico para as espécies Physalis angulata e Physalis peruviana,
uma vez que essa ferramenta prepara as plantas antecipadamente ao estresse abidtico e promove
a melhoria dos indices de crescimento, o que pode contribuir para a exploracao desses recursos
genéticos. Além disso, pode-se vislumbrar o uso dessa técnica ndo somente nas espécies do

género, como também em outras culturas agricolas em areas sujeitas ao déficit hidrico.
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