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RESUMO

Déficit hidrico e aplicagdao de metil-jasmonato sobre as trocas gasosas, sintese
de compostos fendlicos e formagao de raizes tuberosas em batata-doce

A batata-doce € uma cultura que apresenta ampla adaptabilidade as diferentes
condicbes climaticas; porém, seu rendimento pode ser afetado por periodos
prolongados de déficit hidrico. A aplicagdo exdégena de jasmonatos pode modular
diversas respostas fisiolégicas e bioquimicas, como a resisténcia das plantas ao
estresse abidtico. A partir da hipotese de que o déficit hidrico pode ser atenuado
com a aplicagcao de MeJA em plantas de batata-doce durante a formacao de raizes
tuberosas, este estudo propds avaliar o desempenho fotossintético e a concentragao
fendlica presente na folha e raiz e associa-las com a massa seca particionada,
principalmente em relacdo a produgdo de raizes tuberosas. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, arranjado em esquema fatorial 2 x 2,
composto por dois niveis de horménio MeJA (presenca e auséncia) e dois niveis de
irrigacéo (100% e 40% da capacidade de campo). As plantas tratadas com MeJA
apresentaram uma reducédo na AF e MSF, porém aumentaram a MSRA, sugerindo
que o carbono assimilado foi alocado para a produgdo de raizes adventicias em
detrimento das raizes tuberosas, o que resultou em uma menor expansao das
folhas. A aplicagdo de MeJA nas plantas de batata-doce afetou a performance
fotossintética, no entanto aumentou a producdo de compostos fendlicos
antioxidantes e prolina, demonstrando ser importante para a sintese de metabdlitos
secundarios. Os mecanismos de respostas avaliados mostraram que a severidade
do déficit hidrico foi mais proeminente do que o efeito do MeJA. Dessa forma, as
alteracbes bioquimicas positivas decorrentes da aplicacdo de MeJA nao foram
suficientes para atenuar o estresse causado pelo déficit hidrico, o que refletiu em
menor producao de raizes tuberosas.

Palavras-chave: particdo de fotoassimilados, malondialdeido, fenilalanina amoénia-
liase, Inoomoea batatas L.



ABSTRACT

Water deficit and application of methyl-jasmonate on gas exchanges, synthesis
of phenolic compounds and tuber root formation

Sweet potato is a crop with wide adaptability to different climatic conditions; however,
its yield can be affected by prolonged periods of water deficit. The exogenous
application of jasmonates can modulate several physiological and biochemistry, such
as plant resistance to abiotic stress. Based on the hypothesis that the water deficit
can be attenuated with the application of MeJA in sweet potato plants during the
formation of tuberous roots, this study sought to evaluate the photosynthetic
performance and the phenolic concentration present in the leaf and root associating
them with the partitioned dry mass, mainly in relation to the production of tuberous
roots. The experimental design was completely randomized, arranged in a 2 x 2
factorial scheme, composed of two levels of MeJA hormone (presence and absence)
and two levels of irrigation (100% and 40% of field capacity). The plants treated with
MeJA showed a reduction in AF and MSF, but increased the MSRA, suggesting that
the assimilated carbon was allocated to the production of adventitious roots in
detriment of the tuberous roots, which resulted in less expansion of the leaves. The
application of MeJA in sweet potato plants affected photosynthetic performance,
however it increased the production of antioxidant phenolic compounds and proline,
proving to be important for the synthesis of secondary metabolites. The response
mechanisms evaluated showed that the severity of water deficit was more prominent
than the effect of MeJA. Thus, the positive biochemical changes resulting from the
application of MeJA were not sufficient to alleviate the stress caused by water deficit,
which reflected in a lower production of tuberous roots.

Keywords: photoassimilate partition, malondialdehyde, phenylalanine ammonia-
lyase, Ipomoea potatoes L.
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1 INTRODUGAO

A batata-doce [Ilpomoea batatas (L.) Lam.] € uma espécie perene
pertencente a Familia Convolvulaceae. A mesma possui raiz tuberosa,
extremamente rica em amido, com varias vitaminas, minerais e proteinas
(SHIGEMATSU et al., 2017), motivo pelo qual € uma das sete principais culturas
alimentares cultivadas em todo o mundo (LI; YANG; LU, 2018).

A producgao anual de batata-doce é estimada em 130 milhdes de toneladas
(SHIGEMATSU et al., 2017). O cultivo da batata-doce ocorre em regides tropicais e
subtropicais, considerando dados Mundiais do cultivo da batata-doce, o pais com
maior produc¢ao é a China onde representa, nos ultimos quatro anos, uma média de
82,30% da producdo mundial; em segundo lugar vem a Nigéria com 1,92%; a
producao brasileira representa 0,30% do total produzido (FAOSTAT, 2016). No ano
de 2017, o Brasil se consolidou como o quarto maior produtor de batata-doce do
mundo, com pouco mais de 776,3 mil toneladas em aproximadamente 53,5 mil
hectares (SEAGRO-MG, 2017).

Pesquisas recentes relataram que a batata-doce quando incluida na dieta
humana é benéfica na prevencao de muitas doengas (ESATBEYOGLU et al., 2017),
tornando-a um alimento funcional. Isto se deve ao fato da presenca de compostos
polifendlicos e carotenoides em grandes concentragdes (ALBISHI et al., 2013;
ESATBEYOGLU et al., 2017), principalmente em suas folhas, onde ha a maior
concentragao desses compostos (ALBISHI et al., 2013; WANG et al., 2018).

Apesar de sua rusticidade, facil manutencgao, ciclo curto, boa resisténcia a
doencas e pragas, ampla adaptacdo a regides aridas e secas e alto potencial
produtivo, o rendimento da batata-doce € afetado pelo déficit hidrico (MBINDA et al.,
2016; MBINDA et al., 2018).

Estd bem estabelecido que plantas de batata-doce cultivadas sob déficit
hidrico apresentam redugdo no crescimento e no rendimento, devido ao
comprometimento de varias respostas fisiolégicas, como baixo potencial hidrico,
degradagao de pigmentos, fluorescéncia da clorofila, limite de assimilagcdo de CO,,
baixa condutancia estomatica e diminuicdo da taxa fotossintética liquida
(YOOYONGWECH et al., 2016).
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Tanto o acido jasmdnico (AJ) como o seu metil éster denominado metil
jasmonato (MeJA) sdo considerados reguladores vegetais que ocorrem
naturalmente em plantas e controlam processos morfolégicos, fisioldégicos e
bioquimicos (UEDA; SANIEWSKI, 2006; NORASTEHNIA et al. 2007). Ambos os
reguladores estdo envolvidos em vias de transducdo de sinal nas respostas das
plantas aos fatores de estresse ambiental. A aplicagdo exégena de AJ pode modular
diversas respostas fisiolégicas que levam ao aumento da resisténcia ao estresse
abidtico (WALIA et al., 2007). A aplicagdo de reguladores vegetais como o acido
salicilico, MeJA e ABA na batata-doce aumenta os teores de compostos fendlicos
antioxidantes, incluindo os flavonoides, antocianinas e -caroteno (GHASEMZADEH
et al, 2016). Desta forma, os reguladores vegetais atuam como elicitores,
estimulando a sintese de compostos secundarios antioxidantes relacionados ao
aumento de tolerancia das plantas ao déficit hidrico. Este estudo baseou-se na
hipétese de que a maior producdo de compostos fendlicos nas folhas e raizes de
batata-doce em resposta ao estresse hidrico e a aplicagcdo de MEJA (de forma
isolada ou em combinagdo) poderia se constituir em um mecanismo de protecao,
atenuando os efeitos prejudiciais da falta de agua sobre os processos fisiologicos e
bioquimicos da planta e consequentemente, possibilitando menor interferéncia do
estresse hidrico sobre o processo de tuberizacdo das raizes.
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2 OBJETIVO

Analisar como a aplicacdo de metil jasmonato modula a fotossintese e a
sintese de compostos fendlicos em batata-doce submetida ao déficit hidrico e sua

influéncia sobre a producgao de raizes tuberosas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A espécie Ipomoea batatas

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) € uma eudicotiledénea perene da
amilia Convolvulaceae, oriunda da América Central e do Sul. E categorizada como
uma planta herbacea de caule rasteiro, trepador ou ereto (CAMARGO, 2016). A raiz
apresenta duas regides diferentes, a tuberosa (de armazenamento), que constitui a
principal parte de interesse comercial; e a absorvente (adventicia), responsavel pela
absorcéo de agua e extracao de nutrientes do solo (VILLORDON et al., 2009).

A batata-doce € uma espécie perene cultivada como cultura anual
(CONCEICAO et al., 2005), apresenta alto potencial produtivo por um periodo longo
de tempo, isto se deve a sua eficiéncia na captagao da energia solar (NUNES,
2009). Além disso, esta cultura apresenta outras variaveis favoraveis para um bom
desenvolvimento diante das adversidades abiodticas, tais como: rusticidade, facil
cultivo, ciclo curto, boa resisténcia a doencas e pragas e ampla adaptabilidade a
regides aridas e secas (FILGUEIRA et al, 2008; CAVALCANTE et al., 2009;
MOREIRA et al., 2011).

As melhores areas para o plantio da batata-doce devem apresentar clima
quente e constante, com relativa umidade e alta luminosidade (FILGUEIRA, 2008).
As temperaturas de aproximadamente 24°C sdo adequadas para o desenvolvimento
e rendimento da batata-doce, porém, as temperaturas baixas, como 10°C, sao
prejudiciais para as mesmas. O solo para o seu cultivo deve ser preferencialmente o
arenoso ou textura média, pois propiciam melhor crescimento lateral das raizes,
evitando deformacgdes (FILGUEIRA, 2008).

3.2 Importancia econémico-social

A batata-doce € de grande importancia econdmico-social, sua produg¢ao
anual é estimada em 130 milhdes de toneladas (SHIGEMATSU et al., 2017), sendo
o seu cultivo distribuido em muitos paises (LI; YANG; LU, 2018). A produgao dessa
cultura ocorre em regides tropicais e subtropicais, concentrando-se principalmente

na Asia e Africa, as quais sdo responsaveis por 95% da producdo mundial de batata-
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doce (SHEIKHA; RAY, 2017; MBINDA et al., 2018). Especificamente no Brasil, é
cultivada em toda a sua extensdo, principalmente nas regides Sul, Sudeste e
Nordeste. Nos ultimos 10 anos o estado de Sdo Paulo mais do que duplicou a area
plantada e praticamente triplicou a produ¢ao de batata-doce, sendo que a grande
responsavel por isso é a regido do Oeste Paulista. Essa regido também ¢é a principal
produtora da cultura no Estado e a 22 do Brasil, ja que Rio Grande do Sul ocupa a
primeira posi¢cao contribuindo com cerca de 32% do total colhido no ano de 2012
(153,7 mil toneladas), seguido por S&o Paulo (41,4 mil toneladas) (MOREIRA et al.
2011; VETTORAZZI, 2017; IAC 2017).

3.3 Alimento funcional

A batata-doce € uma grande fonte de nutrientes e energia, pois é
extremamente rica em amido, proteinas, carboidratos, sais minerais (como ferro,
calcio, potassio e fosforo), metionina, vitaminas A e C e do complexo B, que
participam no suprimento de calorias, vitaminas e minerais na alimentacdo humana.
(AZEVEDO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2008, QUADROS et al., 2009;
SHIGEMATSU et al., 2017).

Em pesquisas recentes ha relatos de que a batata-doce quando incluida na
dieta humana é benéfica na prevengao de muitas doencas (ESATBEYOGLU et al.,
2017), devido a sua atividade antioxidante (TEOW et al., 2007), anticancerigena
(KARNA et al., 2011), antidiabética e anti-inflamatoria (ZHANG et al., 2009). Isto se
deve ao fato da presenga de compostos polifendlicos e carotenoides (ALBISHI et al.,
2013; ESATBEYOGLU et al., 2017). Estes compostos estdo presentes em grandes
concentracdes nas folhas e raizes, porém nas folhas ha a maior concentracdo dos
mesmos (ALBISHI et al., 2013; WANG et al.,, 2018). As folhas da batata-doce
também possuem o maior numero de atividade biolégica devido ao seu grande teor
de compostos fendlicos (ISLAM et al., 2002; ISLAM, 2006).

Em relagdo aos carotenoides, além de suas propriedades antioxidantes, os
mesmos tém a capacidade de converter-se em vitamina A, cuja as fungbes no
organismo estdo relacionadas ao crescimento 0sseo, visdo e a diferenciagdo de
tecidos (CAMPOS et al., 2006).
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3.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo um grupo diversificado de substéncias que
agem como antioxidantes, por possuirem radicais intermediarios estaveis e doar
hidrogénio ou elétrons, que bloqueiam a oxidagao de varios compostos alimentares,
em especial os lipidios (SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2015). Os antioxidantes
podem atuar como primarios e secundarios. O sistema primario age parando a
cadeia de reagao oxidante, por meio da doagdo de elétrons ou hidrogénio aos
radicais livres, transformando-os em produtos estaveis ou reagem com radicais livres
constituindo o complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outros radicais
livres. Os antioxidantes secundarios atrasam a iniciagao da auto-oxidacao, Médiante
a complexacao de metais, sequestro de oxigénio, decomposi¢ao de hidroperdxidos,
absorcao de radiagao ultravioleta ou desativagao do oxigénio singleto (PROESTOS
et al., 2006; ANGELO; JORGE, 2007).

Na natureza ja foram encontrados mais de 8.000 compostos fendlicos em
plantas, (SILVA et al.,, 2010; LIU et al., 2018). Na maioria das vezes a sintese
desses compostos ocorre em funcdo das reacdes de defesa das plantas, como
infecgdes, injurias, excesso de radiagdes UV, falta ou excesso de agua, salinidade,
dentre outros. Além disso, sdo de grande importancia para o crescimento e
reproducgao das plantas (ANGELO; JORGE, 2007; SILVA et al., 2010).

A enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) é considerada a principal enzima
da via biossintética de compostos fendlicos, catalisando a transformacao por

desaminacgao de L-fenilalanina no acido trans-cinadmico (LEVINE et al., 1994).

3.4.1 Produgao de compostos fendlicos

Segundo Chandrasekara (2018), os compostos fendlicos sao derivados de
um conjunto limitado de precursores biossintéticos, tais como: piruvato, acetato,
alguns aminoacidos, acetil CoA e malonil CoA, através da ac&o das vias metabdlicas
do Acido Chiquimico e dos fenilpropanéides. Dois principais aminoacidos envolvidos
na sintese de fendlicos em plantas incluem a fenilalanina e, em menor extensao, a
tirosina. Os compostos fendlicos sao sintetizados como primeira linha de compostos
quimicos de defesa contra estresses bioticos e abidticos das plantas. Além disso, os
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fendlicos contribuem para diferentes atributos dos alimentos, como amargor,
adstringéncia, cor, sabor, odor e estabilidade contra a oxidagao lipidica.

As folhas, raizes e caules da batata-doce sédo excelentes fontes de polifendis
antioxidativos, os quais sdo compostos organicos caracterizados pela presencga de
um ou mais anéis aromaticos, com grupamentos hidroxilas e seus derivados (ISLAM
et al., 2016; LIU et al., 2018). Os polifendis sdo categorizados de acordo com o
numero de anéis fendlicos e com as estruturas as quais estéo ligados, dentre eles,
encontram-se na batata-doce os flavonoides, antocianinas e acidos fendlicos (SILVA
et al., 2010; OLIVEIRA; BASTOS, 2011;).

3.4.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo os compostos mais diversificados do reino vegetal
(SOARES et al., 2002). A estrutura basica dos flavonoides é formada por um
esqueleto C15 (C6-C3-C6), arranjados em trés anéis aromaticos (A, B e C) (LIU et
al., 2018).

No grupo dos flavonoides encontram-se as subclasses, as quais séo
categorizadas de acordo com o lugar, numero e combinagdo dos grupamentos
participantes da molécula. Dentre as subclasses de flavonoides, incluem-se as
antocianidinas antocianinas, flavonas, flavonodis, flavanonas, auronas (calgonas,
isoflavonas), catequinas e chalconas, dentre outros (LIU et al., 2018; SILVA et al.,
2010; SOARES et al., 2002).

3.4.1.2 Antocianinas

As antocianinas sao uma classe de flavonoides responsaveis pelas cores
dos vegetais, podendo ser encontradas majoritariamente em frutas vermelhas,
comocereja, casca de berinjela, arroz preto, cenoura preta, uvas, repolho roxo, roma
e pétalas de flores violetas e pela maioria das flores das plantas superiores. As
antocianinas também podem ser usadas como um corante alimentar natural cuja
pigmentagcdo varia de purpura avermelhada a azul intenso, sendo os principais
pigmentos soluveis em agua (WANG et al., 2013; ISLAM et al., 2016; SUN et al.,
2018).
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Os pigmentos geralmente sdo encontrados na forma de antocianinas, que se
derivam das antocianidinas (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008). As antocianidinas
existem sem a presenca de agucar (SUN et al., 2018), ao contrario das antocianinas
onde uma ou mais de suas hidroxilas, estdo ligadas a grupos de agucares, sendo a
mais comum glicose, xilose, arabinose, ramnose, galactose ou dissacarideos, aos
quais podem estar ligados acidos fendlicos, como p-coumarico, caféico, fenilico e
vanilico. O acgucar presente nas moléculas de antocianinas confere maior
solubilidade e estabilidade a estes pigmentos, quando comparados com as
antocianidinas (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

Dentre os compostos fendlicos presentes nas folhas da batata-doce, foram
identificados 15 tipos de antocianinas com predominancia de cianidinas, das quais
foram relatadas fungdes fisioldgicas importantes, como atividades antioxidante,
antimutagénica, anticancerigena, antineoplasicos, protegdo contra radiacéo,
vasotdnicos, vasoprotetores, anti-inflamatérios, antineoplasica, quimioprotetores
(contra a toxicidade da platina na terapia), hepatoprotetores (contra o dano ao
tetracloreto de carbono), e possiveis outros efeitos benéficos devido a sua interagéo
com varias enzimas e processos metabdlicos (RICE-EVANS et al., 1996; WANG et
al., 2013; ISLAM et al., 2016).

3.4.1.3 Acidos fendlicos

As propriedades antioxidantes dos acidos fendlicos devem-se a presenca de
um anel benzénico, um grupo funcional carboxila e um ou mais grupamentos de
hidroxila e/ou metoxila na molécula. Os acidos fendlicos sdo divididos em duas
classes: os acidos hidroxibenzoicos e os hidroxicinamicos, que sao ubiquamente
encontrados em materiais vegetais em niveis variados (SOARES, 2002; OLIVEIRA;
BASTOS, 2011; CHANDRASEKARA, 2018; AGATONOVIC-KUSTRIN; KUSTRIN;
MORTON, 2018).

Os acidos fendlicos conferem propriedades antioxidantes tanto para os
alimentos como para o organismo, sendo, indicados para o tratamento e prevengao
do céncer, doengas cardiovasculares, agem como anti-inflamatdrios,
antibacterianos, atividades antiproliferativa e antioxidante e outras doencgas
(SOARES, 2002; CHANDRASEKARA, 2018), pois sao capazes de prevenir 0s



24

efeitos nocivos do estresse oxidativo e agir como catadores de radicais livres ou
agentes quelantes de metais. Eles sdo um grande grupo de compostos fendlicos
pertencentes a familia dos nao flavonoides (AGATONOVIC-KUSTRIN; KUSTRIN;
MORTON, 2018).

3.5 Déficit hidrico

O estresse ambiental restringe severamente a distribuigdo geografica das
plantas. Em particular, o déficit hidrico € um dos principais problemas enfrentado
pela agricultura, pois limita o crescimento e a produtividade das culturas em escala
global. Dessa forma, a capacidade das plantas em tolerar esse estresse € de imensa
importancia econdmica (VAN HEERDEN; LAURIE, 2008; WANI et al., 2013).

A falta de agua reduz o potencial de agua do solo, alterando a
disponibilidade dos nutrientes. Além disso, afeta diretamente a transpiracao,
fotossintese, temperatura foliar, abertura estomatica, acumulo de solutos e o
metabolismo antioxidante e, consequentemente, o desenvolvimento e rendimento
das culturas (SILVA et al., 2002; VAN HEERDEN; LAURIE, 2008; MANTOVANI et
al., 2013; CHAVES et al., 2016).

Plantas que passam por adversidades, desencadeados por estresses
abidticos acumulam osmoalitos, como os carboidratos prolinas, alcoois de acucar,
poliamina, glicina betaina, aminoacidos e trealose (WANI et al., 2013; Y| et al. 2016;
MBINDA et al. 2018). Segundo Wani et al. (2013), essas moléculas organicas sao
acumuladas nas células e equilibram a diferenca osmatica entre o entorno da célula
e o citosol, evitando a desnaturagao das proteinas e membranas celulares, além de
aumentarem a capacidade das células de reterem agua sem perturbar as fungdes
celulares normais. Esses compostos organicos sdo conhecidos como
osmoprotetores ou solutos compativeis e possuem baixo peso molecular e sao
moléculas neutras nao toxicas para a célula (SILVA et al., 2002; SHAO et al. 2008;
CHAVES et al., 2016). Os compostos fendlicos e carotenoides também conferem
protecdo as plantas sob condi¢cdes de estresse, em virtude de sua atuacdo como
antioxidantes, capazes de sequestrar radicais livres e quelar metais de transicao,
evitando danos as moléculas biolégicas (ANGELO; JORGE, 2007; ANJUM et al.,
2011).
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Em situacédo de déficit hidrico em desenvolvimento lento, ou seja, quando o
potencial hidrico do solo se torna limitado durante um longo periodo, as plantas
podem escapar da desidratacdo encurtando seu ciclo de vida. Por outro lado,
quando a desidratacdo ocorre rapidamente, a planta pode ficar sem nenhuma
reserva hidrica, nesse caso o estresse oxidativo gerado € potencialmente prejudicial
ao aparato fotossintético, podendo causar prejuizos irreversiveis as plantas
(CHAVES; OLIVEIRA, 2004).

3.6 Comportamento da taxa fotossintética em resposta ao déficit hidrico

O desempenho fotossintético das plantas € muito sensivel ao déficit hidrico.
Quando o suprimento de agua é limitado, ocorre a sinalizagédo para a biossintese de
acido abscisico (ABA), o qual, por sua vez, regula a abertura estomatica, visando
evitar a perda de agua, o que limita a assimilagdo de CO, na etapa bioquimica da
fotossintese (CHAVES et al., 2002; YOOYONGWECH et al., 2013).

O déficit hidrico reduz o potencial de agua da planta e a turgescéncia celular,
0 que desencadeia uma série de eventos no aparato fotossintético, iniciando com a
diminuicdo da atividade fotossintética devido ao fechamento estomatico ou a
reducdo da atividade das enzimas fotossintéticas. Dessa forma, a perda da agua é
amenizada pela regulagdo da transpiragdo, no entanto, inevitavelmente, reduz a
disponibilidade de CO; no cloroplasto, levando a limitagdo das trocas gasosas.
(CHAVES et al., 2002; SHAOQO et al., 2008; Yl et al., 2016). Em condigbes de estresse
severo, pode resultar em parada fotossintética, perturbacdo do metabolismo e,
finalmente, morte da planta (SHAO et al., 2008).

A limitacdo na assimilacdo de CO, pode levar a um desequilibrio entre a
atividade fotoquimica no fotossistema Il (FSII) e a necessidade de elétrons para a
fotossintese, levando as plantas a serem expostas ao excesso de energia. O
excesso de energia é potencialmente prejudicial para os centros de reagéo do FSlI
devido a super-reducao da cadeia de elétrons fotossintética aumentando a produgao
de espécies reativas de oxigénio (EROS) (YI et al., 2016).

A producgéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) resulta em danos as
membranas por peroxidacgao lipidica e, consequentemente, ao DNA e RNA, além da

oxidacao de proteinas, lipidios e inibicdo enzimatica, provocando ativacdo da morte
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celular programada (PYNGROPE et al., 2013; YI et al. 2016). De acordo com esses
autores, as EROS sado compreendidos pelos radicais de hidroxila (HO"), peréxido de
hidrogénio (H20,), anions superoxido (O,”) e oxigénio singleto ('0.), que s&o
produzidos em diferentes compartimentos celulares com mobilidades variadas.

A capacidade de dissipacédo de energia e protegdo metabdlica (induzida ou
constitutiva) contra os efeitos nocivos das EROS é um elemento chave para o
sucesso de plantas sob déficit hidrico (CHAVES; OLIVEIRA 2004; BATISTA et al.,
2015).

Para conter o estresse oxidativo, as plantas dispdem de sistemas de defesa
antioxidantes, dividido em compostos enzimaticos [superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase (POD)]; e compostos nao enzimaticos (glutationa,
carotendides, ascorbato, tocoferol, ubiquinol, acido urico e acido lipdico) que
fornecem maquinaria altamente eficiente para a desintoxicagcao de O, e H,O,. Além
disso, alguns osmdlitos como a prolina e a glicina-betaina contribuem para a
estabilizagao de estruturas subcelulares (como proteinas e membranas), capturando
EROS e tamponando o potencial redox celular sob condi¢cdes de estresse (Yl et al.,
2016; MBINDA et al., 2018).

Segundo Bettaieb et al. (2011), os compostos fendlicos sdo produzidos
quando o metabolismo aerdbico ou fotossintético € prejudicado por algum tipo de
estresse, participando na defesa contra as EROS. Portanto, plantas sob déficit
hidrico podem apresentar maiores teores de polifendis e compostos fendlicos, os
quais conferem resisténcia aos estresses (HURA et al, 2009; AKULA;
RAVISHANKAR, 2011).

3.7 A atenuacgao de estresse com reguladores vegetais

O emprego de reguladores vegetais tem aumentado nos ultimos anos como
técnica agrondmica para potencializar as produgdes em diversas culturas. Os
horménios vegetais atuam como precursores quimicos, sendo originados em células
ou tecidos, formando compostos organicos que promovem 0s processos celulares
no local da sintese ou em outras partes da planta (RODRIGUES; FIOREZE, 2015).

A acao entre o hormbnio e seu receptor ocorre em sitios especificos, em

concentragdes extremamente baixas, resultando em varios processos fisiologicos,
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de modo a inibir ou modificar o crescimento e desenvolvimento da planta. Os
horménios vegetais desempenham fungdes extremamente importantes nas
respostas das plantas aos estresses abioticos (ARORA et al., 2010; RODRIGUES;
FIOREZE, 2015).

Atualmente, os grupos de horménios mais conhecidos sdo auxinas,
giberelinas, citocininas, acido abscisico, etileno, brassinoesteroides, jasmonatos,
acido salicilico, poliaminas e estrigolactonas (ARORA et al., 2010; RODRIGUES;
FIOREZE, 2015; HOU et al., 2017). Em especial o AJ e seus metabdlitos,
conhecidos coletivamente como jasmonatos, sdo sinalizadores vegetais derivados
de lipidios. Os jasmonatos s&o originados a partir de vias de oxidagéo de lipideos e
sao transformados em AJ (WASTERNACK, 2007). Os Jasmonatos, incluindo o AJ e
o MeJA, sdo uma familia de compostos de ciclopentanona sintetizados a partir do
acido linolénico pela via octadecandica (JUNG, 2004) sob multiplas condi¢des de
estresse (tanto bidticas quanto abidticas) (AGRAWAL et al., 2004; OLLAS; DODD,
2016).

Os jasmonatos em geral inibem o crescimento das plantas, assim como
também promovem diversos processos, dado que pertencem a uma classe de
regulador do crescimento das plantas, incluindo maturagdo de frutas, senescéncia,
formacgao de tubérculos, enrolamento de gavinhas, formagao de polen e respostas
relacionadas a defesa contra ferimentos mecanicos e por insetos e infecgao por
patégenos (UEDA; SANIEWSKI, 2006; NORASTEHNIA et al., 2007).

O AJ e o MeJA estdo envolvidos em vias de transducdo de sinal nas
respostas das plantas aos fatores de estresse ambiental. Portanto, a aplicacao
exdgena de jasmonatos pode modular diversas respostas fisiolégicas que levam ao
aumento de resisténcia ao estresse abiodtico (WALIA et al., 2007). Ambos aplicados
exogenamente levaram a diminuicdo da expressdo de genes relacionados a
fotossintese, codificando, por exemplo, a subunidade pequena da ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), redugdo da traducdo e aumento da
degradagao da Rubisco e rapida perda de clorofila em folhas de cevada (JUNG,
2004).

O MeJA aciona respostas de defesa rapidas que exigem muita energia e,
portanto, altera drasticamente os processos metabdlicos em relagdo ao suprimento

de energia. Na fase de resposta mais precoce, a fotossintese é suprimida, enquanto
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0s recursos celulares sao realocados para a biossintese de metabdlitos secundarios
e fatores reguladores relevantes, que geralmente ocorrem no citoplasma e no
estroma do plastidio (CHEN et al., 2015.)

Ghasemzadeh et al. (2016) avaliaram o efeito da aplicagdo exdgena dos
reguladores vegetais MeJA, AS (acido salicilico) e ABA sobre a atividade da enzima
PAL e os teores totais de compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas e B-
caroteno em raizes de batata-doce cv. Garnet Yam. Dentre os reguladores testados,
o MeJA resultou em maior atividade da PAL e nos maiores teores dos fitoquimicos
analisados, aumentando, portanto, a atividade antioxidante do extrato obtido das
raizes das plantas tratadas com MeJA. Houve também maior atividade anticancer de
mama no extrato das plantas tratadas com MeJA, tornando a aplicacdo deste
regulador vegetal uma ferramenta para aumentar a qualidade da batata-doce como
alimento funcional.

Anjum et al. (2011) avaliaram os efeitos da aplicagdao exdégena de MeJA
(50uM) em plantas de soja sob estresse hidrico. Nas plantas tratadas ocorreram
aumentos substanciais na atividade de enzimas antioxidantes (superéxido
dismutase, catalase e peroxidase), no teor de prolina e no potencial hidrico; com
decréscimos simultaneos na peroxidagao lipidica. Tais efeitos permitiram reducdes
menos drasticas na produgéo de graos e no indice de colheita das plantas sob seca,

sugerindo que o MeJA aumenta a tolerancia das plantas ao estresse.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local experimental

O experimento foi instalado na Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE),
na Area Experimental do Centro de Estudos em Ecofisiologia Vegetal do Oeste
Paulista (CEVOP), em Presidente Prudente, Estado de S&o Paulo, Brasil
(22°06'59.0"S 51°27'12.0"W; 402 m de altitude).

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao do tipo arco, com
ambiente semi-controlado (temperatura e umidade), coberta com difusor de filme
plastico transparente com espessura de 1000 microns, com 50% de capacidade de
reteng&o de luz, conduzido entre novembro de 2018 a janeiro de 2019.

4.2 Design e tratamentos experimentais

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, arranjado em
esquema fatorial 2 x 2, composto por dois niveis de irrigacdo (100% e 40% da
capacidade de campo); e dois niveis do regulador vegetal MeJA (com e sem
aplicagao). Cada tratamento foi composto por 10 repeti¢des, totalizando 40 vasos.

Dos 40 vasos, 24 foram separados para as avaliagdes fotossintéticas,
bioquimicas, biométricas e de rendimento, os demais vasos foram utilizados para as
avaliagdes do potencial hidrico foliar e de trocas gasosas na fase de reidratagéo das

plantas de batata-doce.

4.3 Condigoes de cultivo

Foi utilizado uma mistura de solo Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico
(SANTOS, 2018) com substrato Carolina® - XVI, na proporgao 2:1, respectivamente.
O substrato Carolina® - XVI usado era composto por turfa, vermiculita e calcario.

O solo foi coletado da camada de 0 a20 cm, desintegrado, seco ao ar,
peneirado (4,0 mm) e determinado as seguintes propriedades quimicas: pH (CaCl,):

4,2; matéria organica: 3 g dm™; P (resina): 3 mg dm™; K: 1,36 mmol, dm™; Ca: 4,53
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mmol. dm™>; Mg: 3,26 mmol, dm™; S: 10,73 mg dm™; B: 0,29 mg dm™; Cu: 0,6 mg
dm?; Fe: 2,97 mg dm™; Mn: 1,13 mg dm™; Zn: 0,23 mg dm™; acidez potencial (H +
Al): 21,83 mmol, dm™; Al: 7,97 mmol, dm™>; soma das bases: 9,15 mmol, dm;
capacidade de troca catibnica: 30,98 mmol, dm’; saturagdo por bases: 29,5%.
Baseado nas analises quimicas do solo, a saturagao de base do solo foi aumentada
para 70% (QUAGGIO et al., 1985) por meio da adigdo de 750 mg dm™ de calcario
dolomitico (36% de CaCO; e 15,8% de MgCOs3). Em seguida, o solo foi encubado
em vasos por 30 dias e mantido a umidade a 80% da capacidade de campo para
permitir a reagéo.

Apo6s o periodo de incubagdo, o solo foi seco ao ar durante sete dias e
incorporado ao substrato Carolina em vasos de polipropileno com capacidade de 8

dm, forrados com manta de poliestireno para evitar a perda de solo.

4.4 Instalagcao e conducgao experimental

A fertilizagao foi realizada com o formulado da marca Fertimix na dosagem
de 1g dm, o qual apresentava as seguintes proporgodes: 4% de N; 30% de P; 10%
de K; 5,02% de Ca; 3,54% de S; 0,858% de B; 0,28% de Cu; 0,96% de Fe; 0,054%
de Mn e 0,288% de Zn.

As ramas de batata-doce foram obtidas a partir de plantas matrizes da
variedade Beauregard, com 20 + 1 cm de comprimento, oriundas de uma lavoura
comercial, localizada no municipio de Pirapozinho - SP. As ramas foram
transplantadas para 60 vasos plasticos (uma videira por vaso), na profundidade de
10 cm, as quais foram cultivadas por um periodo de 5 semanas antes de submeté-
las aos respectivos tratamentos, periodo este necessario para a aclimatacao e inicio
da formagao de raizes adventicias da planta na casa de vegetagéo.

Ap06s o periodo inicial de aclimatacao, as plantas foram padronizadas quanto
ao comprimento da rama (aproximadamente 40 + 1 cm de comprimento) e numero
de folhas (aproximadamente 12 folhas por rama), escolhendo os 40 vasos mais
homogéneos entre si para o inicio da imposicao do déficit hidrico as plantas, os

demais vasos foram descartados.
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Apos 4 semanas, foi realizada uma fertilizagdo por cobertura com 0,42 mg
dm™ do formulado 20-05-20, da marca AGROADUBO o qual apresentava as
seguintes proporgdes: 20% de N; 5% P; 20% K.

4.5 Imposicao do déficit hidrico e aplicacao do MeJA

A imposig¢ao do déficit hidrico foi iniciada aos 35 dias apds o plantio das
ramas nos vasos, coincidindo com o inicio da tuberizagcdo das raizes, através do
meétodo gravimétrico. Determinou-se o peso do vaso na capacidade de campo e
realizou-se a pesagem diaria e reposigdo da quantidade de agua evapotranspirada
para alcancar 40% da capacidade de campo. Os tratamentos controle foram
mantidos com reposigao diaria de agua de 100% da capacidade de campo.

O periodo de imposicdo do déficit hidrico foi de 9 dias. As aplicagbes do
MeJA (Sigma ®) na concentragdo de 13 uM L™, o que foi determinado com base nos
resultados de Gazemsadeh et al. (2016). A aplicacdo do MeJA foi realizada um dia
antes e no quinto dia de imposi¢ao ao estresse. 50 mL da solugdo foram aplicados
via foliar com o auxilio de um pulverizador manual. No final deste periodo, a
irrigacédo das plantas sob déficit hidrico foi restaurada para 100% da capacidade de
campo durante um periodo de 3 dias.

4.6 Variaveis avaliadas nao destrutivas

4.6.1 Medigdes de trocas gasosas

Foram realizadas quatro avaliagdes, que iniciaram no 3° dia e repetidas no
6° e 9° dia da imposicédo do estresse. No 10° dia, houve a reidratagao das plantas,
com aferigdo no 12°dia visando avaliar a recuperagéo das plantas.

As avaliagbes de trocas gasosas foram realizadas por meio de um
analisador portatil de gases infravermelhos (Infra Red Gas Analyzer - IRGA, Li-
6400XTR, LiCor, EUA), entre a sexta e nona folha do ramo totalmente desenvolvida.

Foram determinadas as variaveis de taxa de assimilacdo de CO, expressa
por area (A - pmol CO, m? s™), condutancia estomatica (gs - mol H,O m? s™),

concentragdo interna de CO, na camara subestomatica (Ci - pmol CO, mol ar™),
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transpiracdo (E - mmol H,O H,O m? s™). Com esses dados, foram estimados a
eficiéncia instantadnea de carboxilagao [EiC, (A/Ci - mol ar '1) ] e eficiéncia de uso da
agua [EUA, (A/E - ymol CO, mmol™" H,0) ].

Para a camara de amostragem do IRGA, a radiagdo fotossinteticamente
ativa (PAR) foi padronizada para uma luz saturante artificial de 1200 ymol de fétons
m? s, e um ambiente de CO, de concentragdo foram estabelecidos 380+10 pmol
mol”. A umidade relativa média foi de 30% e a temperatura ambiente entre 30 e
35°C. As leituras foram realizadas em dias claros entre as 10:00H a.m. e 12:00H

p.m.

4.7 Variaveis avaliadas destrutivas

4.7 .1 Potencial hidrico foliar

Os dias das avaliagdes foram os mesmos descritos no item 4.6.1.

Para as analises deste parametro, foram utilizados 4 vasos de cada
tratamento, sendo coletado 2 amostras de folhas de cada vaso da regiao entre a
sexta e nona folha totalmente desenvolvida do ramo.

O potencial hidrico foliar (Wh expresso em MPa) foi medido em camara de
pressdo do tipo Scholander (modelo 1000, PMS Instruments, USA). A lamina da
folha foi inserida na camara e sujeita a pressao crescente de um cilindro de CO,
comprimido até ser visivel a seiva livre no peciolo fora da camara. As medidas foram

realizadas a 12:00H p.m.

4.8 Analises bioquimicas

4.8.1 Coleta de folhas ao final da imposicao do estresse

Foram coletadas 3 folhas de cada vaso no 9° dia de imposi¢cao do estresse,
entre a sexta e a nona folha totalmente desenvolvida do ramo (contando a partir do
apice) foram coletadas. O material foi identificado, embalado em papel aluminio e

armazenado a -80°C até as analises.



33

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.8.2 Extragado de pigmentos fotossintéticos e antioxidante

Cem miligramas de tecido foliar fresco foram colocados em tubos de ensaio
contendo 7 mL de DMSO e a clorofila foi extraida do fluido sem triturar a 65°C por
incubacao durante 30 min. O extrato liquido foi transferido para um tubo graduado
até completar um volume total de 10 mL com DMSO (Hiscox e Israelstam, 1979).

Uma amostra de 3,0 mL do extrato de clorofila foi transferida para a cubeta,
e os valores de 645, 663, 480, 435 e 415 nm foram lidos num espectrofotdmetro
contra uma ou um branco de DMSO. O teor de clorofila foi calculado seguindo a

equacéo usada por Arnon (1949), e expressos em ug mL™:

Clorofila a = 12,70 x (ABSgg3) — 2,69 % (ABSg45)

Clorofila b = 22,90 x (ABSg45) — 4,68 X (ABSge3)

Clorofila a + Clorofila b = 20,20 x (ABSg,s) + 8,02 X (ABSgs3)
indice de Feofitinizagéo = (ABS,35) / (ABS415)

(1000 x (ABS,g0) - 1,29 x (Clorofila a) - 53,78 x (Clorofila b))
220

Carotenoides =

As antocianinas foram determinadas de acordo com o método de Francis
(1982), onde 1g de massa fresca foliar foi adicionado a solugéo extratora etanol 95%
acidificada com HCI (1,5N) na proporgdo de 85:15. A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 535nm. As antocianinas foram

expressas em (ug 100™") e quantificadas conforme equacéo abaixo:

ABSs3s x V x 10°
982 x C x m

Antocianinas =( ) x 1000

Onde, V = volume de extragao (L), C = caminho 6ptico da cubeta (cm), m =

massa da amostra (g).
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A amostra homogeneizada (5 g) foi pesada em um baldo de 125 mL
envolvido com papel aluminio para proteger da luz e foi adicionado 50 mL de uma
mistura de hexano/acetonal/etanol (2:1:1, v/vlv) a solubilizar os carotenoides
(SADLER et al., 1990). As amostras foram agitadas durante 30 min, depois foram
adicionados 10 mL de agua destilada. Deixou-se a solugdo separar-se numa
camada polar distinta (35 mL) e numa camada n&o polar (25 mL). Foi realizada a
leitura em 450 nm utilizando espectrofotdbmetro. Desse modo, o teor de [-caroteno
foi expresso em (ug g ') e determinado de acordo com a equacdo (CRAFT; SOARES
Jr, 1992):

ABS,so x V x 10°

B-caroteno = o
Aicm *x M x 100

Onde, B-caroteno = B-caroteno total; V = volume final da solugao; A]Z"m=

coeficiente de extingdo ou coeficiente de absortividade molar de um pigmento em

um determinado solvente especifico (2592 para o B-caroteno); M = massa da

amostra tomada para a analise.

4.8.3 Determinacgéo do indice de estabilidade de membranas

O indice de estabilidade de membrana celular (IEM) foi determinado
indiretamente pela medida da condutividade elétrica, através de medi¢cdes de
dispersdo de ions, segundo Rizhsky et al. (2002). Para esta avaliagdo, foram
retirados cinco discos foliares de 9 mm de didmetro de cada planta (repeticdo), os
quais foram incubados em 5 mL de agua destilada por 3 horas em temperatura
ambiente. Apds a incubacao, a condutividade da solugdo de banho sera medida por
um condutivimetro (modelo Micronal B331) e o valor obtido é referido como valor C1.
Os discos foliares retornaram entdo a essa solugédo de banho, introduzidos em tubos
fechados e incubados a 98°C por 25 minutos. Apds resfriamento para a temperatura
ambiente, a condutividade da solucdo de banho sera medida novamente, referida
como valor C2. Para cada medicdo, a dispersdo de ions foi expressa como

porcentagem de dispersao, segundo a formula:
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IEM (%) = [1 — (valor C1 / valor C2)] x100

4.8.4 Determinacgao do teor de malondialdeido (MDA)

O nivel de peroxidagéo de lipidios sera medido em termos de conteudo de
malondialdeido, usando a reagcdo do acido tiobarbiturico (TBA), segundo
metodologia de Heath e Packer (1968). Cem miligramas de tecidos foliares (sem a
nervura central) serdo pulverizados em almofariz e homogeneizados em solugao
80:20 (v/v) etanol: agua com 3 mL de volume final, seguido de centrifugagéo a 3000
g por 10 minutos. Um mL do extrato sera colocado em um tubo de micro centrifuga
de 15 mL e misturado a mais um mL de solugdo de TCA 20% (p/v) (acido
tricloroacético) e 0,65% (p/v) de TBA. As amostras serdo entdo misturadas
vigorosamente e incubadas a 100°C por 25 minutos, e em seguida transferidas para
gelo e centrifugadas a 3000 g por 10 minutos. As absorbancias sao lidas nos
comprimentos de onda 532nm e 600nm. O ensaio foi realizado em triplicata e os
valores expressos em nanomol de MDA por grama de massa fresca (nmol.g MF'1).

Equivalentes de MDA foram calculados pela seguinte férmula:
Equivalentes de MDA (nmol g=1) = [(ABSs3, — ABSgo0) / 155000] x 103

4.8.5 Teor de prolina foliar

A prolina livre nos tecidos foliares foi extraida e analisada de acordo com o
método de Bates ef al. (1973). Em resumo, 100 mg de material fresco foram moidos
com nitrogénio liquido em um almofariz. O p6 homogeneizado foi misturado com 3
mL de acido sulfosalicilico aquoso (3% p/v) e filtrado através de papel de filtro
Whatman#1. A solugdo extraida foi feita reagir com um volume igual de acido
acético glacial e reagente de ninidrina (1,25 mg de ninidrina em 30 mL de acido
acético glacial e 20 mL de 6M H3PO4) e incubada a 95° C durante 1 h. A reacéo foi
terminada colocando o recipiente em um banho de gelo. A mistura reacional foi
misturada vigorosamente com 2 mL de tolueno. Apos arrefecimento a 25° C, o
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cromoforo foi medido a 520 nm em um espectrofotdmetro utilizando L-prolina como
padrao e os valores expressos em pmol g'1 MF. Como referéncia, foi utilizado uma

reta padrdao com L-prolina.

4.8.6 Teor de compostos polifendis e flavonoides totais nas folhas e raizes

As determinagdes do teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais
foram realizados a partir da obtencdo do extrato hidroalcodlico. As folhas de
Ipomoea batatas em cada tratamento foram secas em estufa a 60°C e trituradas em
liquidificador. Uma massa de 50 g de folhas secas e trituradas foi submetida a
extragdo com 1,5 L de etanol 70°GL durante um periodo de 24 horas, sob
temperatura ambiente e abrigo da luz. O processo de maceragao e filtragdo do
sobrenadante foi realizado em trés etapas e apds 30 minutos de maceracio foi
retirado apenas o solvente, mantendo-se a massa de folhas, repondo o solvente
apos completa filtracdo (mantendo sempre a massa de folhas umida). Os extratos
brutos obtidos foram reunidos e concentrados por evaporacdo a vacuo, sendo em
seguida obtido o extrato bruto hidroalcodlico seco, apds secagem em estufa de
circulacéo de ar a 30°C (SIMOES et al., 2007).

A concentragéo de polifendis totais dos extratos foi analisada de acordo com
o método de Folin-Ciocalteu (STAGOS et al., 2012). O procedimento foi realizado
em tubos de ensaio com capacidade de 3,0 mL. Um volume de 25 pL das solugdes
testes foi misturado a 125 yL do reagente Folin-Ciocalteu e 1250 pyL de agua
destilada. Os tubos homogeneizados ficaram em descanso por 3 min e em seguida
foi adicionado 350 uL de solugdo de carbonato de sodio 25% (m/v) e 750 pL de agua
destilada. Os tubos de ensaio foram agitados e mantidos no escuro a temperatura
ambiente por 1 hora. Decorrido o tempo, a absorbancia foi determinada a 765 nm,
utilizando espectrofotbmetro.

O teor de polifendis totais foi determinado por interpolagdo da absorbancia
das amostras na curva analitica construida com padrao de acido galico. Para a
elaboracgao da curva analitica, foi utilizado o acido galico nas concentragdes de 25 a
500 ug mL™ diluido em alcool etilico absoluto. As concentracdes de polifendis foram
expressas em pg mL™" de equivalentes de acido galico. As analises foram realizadas

em triplicata
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O doseamento de flavonoides foi realizado de acordo com Yao et al. (2013).
Para quantificar o teor de flavonoides totais nas folhas de Ipomoea batatas, foi
adicionada em tubo de ensaio uma aliquota de 100 pL do extrato junto com 400 uL
de alcool 70% e 50 yL de NaNO, 5%. Apds 6 minutos foi acrescentado 50 pL da
solugao cloreto de aluminio (AICIl3) 10%, 300 uL de NaOH (1 M) e 100 pyL de agua
destilada. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 510 nm e o branco utilizado
continha todos os reagentes exceto a amostra.

Para a elaboracdo da curva analitica, utilizou-se rutina diluida em alcool
etilico absoluto nas concentragées de 25 a 500 ug mL™. As concentragdes de
flavonoides foram expressas em ug mL™' de equivalentes de rutina. As analises

foram realizadas em triplicata.

4.8.7 Atividade da enzima fenilalanina aménia liase (PAL, EC 4.3.1.5)

Foi pesado 1,0 g de folhas frescas, as quais foram colocadas no almofariz,
sendo acrescentado 50 mg de PVPP e aproximadamente 10 mL de nitrogénio
liquido. As folhas foram maceradas com o auxilio de um pistilo e iMédiatamente
acrescentados 3 mL da solugédo-tampao TRIS (0,5 M pH 8,5), contendo 1 mL de
EDTA (1 mmol L"). A mistura foi homogeneizada e, em seguida, posta para
centrifugar por 10 minutos, a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
microtubos e procedeu-se a avaliagdo da atividade enzimatica (BEZERRA NETO;
BARRETO, 2006).

Pipetou-se 500 pL do extrato enzimatico para tubos de ensaio e
acrescentando-se 2,0 mL de solugdo tampao TRIS-EDTA (0,5 M, pH 8,5), e 500 uL
de solucdo de fenilalanina (30 uM), incubando-se em banho-maria a 40°C, por 1
hora. O branco foi preparado usando-se agua destilada em vez da fenilalanina para
cada tratamento testado. Apds a incubacdo, os tubos foram transferidos
iMédiatamente para banho de gelo, com o objetivo de encerrar a reagdo por 5
minutos. As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 290 nm. As analises
foram realizadas em ftriplicata. A atividade da enzima foi entdo calculada pela
expressao (ZUCKER, 1965):
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AE
prot (mg) x t (s)

kat s~tmg~! prot =( X 3. 10‘4) x 1000

Onde, AE = variagao da extingéo; prot (mg) = Bradford e t (s) = tempo de

reagao (em segundos).

4.9 Biomassa particionada

No 9° dia de imposicdo do estresse, as plantas foram separadas em parte
aérea (folhas e hastes), e raiz (adventicias e tuberosas). As raizes que
apresentaram diadmetro igual ou superior a 5mm foram assumidas como raizes
tuberosas (VILLORDON et al., 2009).

A area foliar (cm?) foi mensurada por meio de um medidor portatil de area
(modelo LI - 3000A, LI-COR, USA).

A partir da separacdo morfolégica da planta, foi determinado o numero de
raizes tuberosas e diédmetro das raizes tuberosas (mm) com auxilio de um
paquimetro digital.

Posteriormente, o material foi colocado em estufa com circulacdo de ar a
65°C por 72 horas para mensuragcdo das massas secas de parte aérea e radicular,
expressas em g planta™.

4.10 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05).
Quando significativos, as variaveis foram submetidas ao teste de Tukey (p<0,05). Foi
calculado a correlagado de Pearson (p<0,05) com as comparagdes multiplas a 1% de
probabilidade através do pacote Corrplot. A analise estatistica dos dados foi por
meio de rotinas desenvolvidas no software R (R CORE TEAM, 2019).
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5 RESULTADOS

5.1 Respostas de trocas gasosas

Aos 3, 6 e 9° dias de imposi¢cao do estresse, todas as variaveis de trocas
gasosas avaliadas apresentaram efeito isolado para a Irrigacao (Tabela 1). Nesses
mesmos dias de imposicdo do estresse, houve efeito isolado para o MeJA nas
variaveis de fotossintese (A) e concentragao interna de CO; (Ci). A transpiracao (E)
mostrou efeito isolado somente no 6 e 9° dia de imposicao do estresse.

Para a eficiéncia instantédnea de carboxilagdo (EiC) foi verificado interagéo
aos 3 e 6° dias de imposig¢ao do estresse. Foi detectado interagdo somente no 6° dia
de imposigao do estresse para a eficiéncia do uso da agua (EUA).

Durante a fase de recuperacao, a A, E e EiC apresentaram interagao. A gs,
Ci e Wh mostraram efeito isolado para a Irrigagao (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variéncia para a taxa de assimilagdo de CO; (A),
condutancia estomatica (gs), concentragao interna de CO;, na camara subestomatica
(Ci), taxa de transpiragao (E), eficiéncia instantanea de carboxilagcéo (EiC), eficiéncia
do uso da agua (EUA) e potencial hidrico da folha (¥h) de plantas de batata-doce
submetidas ao estresse hidrico e aplicagao de MeJA.

Dias de Fonte de ; .
o A gs Ci E EiC EUA WYh
estresse variagéo
Irrlgagéo **k% *k*% *k*% *k*% *k*% *%* *
3 MeJA * ns e ns > ns ns
Interacdo  ns ns ns ns * ns ns
H =4 *%k% *k% *k% *k% *k* *%k% *%k%
Irrigacao
6 MeJA *k%k nS *%* *k*% *k% * ns
Interacdo ns ns ns ns * * ns
H =4 *k%k *k% *k*% *k*% *k% * *
Irrigacao
9 MeJA *%k% nS *k* *% *k*% * nS
Interacdo  ns ns ns ns ns ns ns
|rr|gagé0 *%k% *k% * *k% *k*% nS *
Recuperagao MeJA ns ns ns * ns ns ns
12
Interagcdo  *** ns ns i i ns ns

" nao significativo; , p < 0.05; , p<0.01; ", p < 0.001

O déficit hidrico reduziu os valores de A, gs, Ci e E em todos os dias de
avaliagao (Tabela 2). As plantas tratadas com MeJA mostraram menores valores de

A, o que resultou em decréscimos de 15, 22 e 30% aos 3, 6 e 9 dias de imposicao
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do estresse, respectivamente. Por outro lado, a concentracdo interna de CO,
apresentou comportamento inverso a taxa de assimilagcédo de CO,, o que levou a
acréscimos de 15, 9 e 4%. A gs e a E nao apresentaram diferenca estatistica com a
aplicagao do MeJA no 3° dia de imposi¢cao do estresse, enquanto aos 6 e 9 dias
foram verificados menores valores de E nas plantas tratadas, sendo na ordem de

18% para ambos os dias, porém sem variagéo da gs (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de assimilagdo de CO, (A), condutdncia estomatica (gs),
concentragao interna de CO; na camara subestomatica (Ci) e taxa de transpiragéo
(E) em plantas de batata-doce submetidas ao estresse hidrico e aplicagao de MeJA.

BIEBEE ( ﬁ\co ( gls co ( CIiCO ( EIH 0
umol 2 umo| 2 umo| 2 mmol Hy
estresse m? s m?s) mol ar’) H,0 m2 ")

100% 23,71a 0,79a  373,28a 11,06a

; Irrigagao 40%  081b  002b 30401b  0,63b

MeJA OuM  13.23a 042  315,09b 5,98

13uM  1129b 0,39  362,20a 5,72
CV% = 17.66% 27.44% 8.19% 11.62%

R 100%  27.42a  0.78a 35320a 9.10a

6 9a¢ 40% 256b  007b 29835b  1,23b
MeJA OuM  16,83a 0,47  312,14b  5,68a

13uM  13,14b 0,38  33941a  4,65b
CV%=  892% 2580% 6.93% 13.35%

R 100%  22.18a  067a 31506a 928a

o 9a¢ 40% 330b  005b 292.00b 0,89
MeJA OuM  15,00a 0,44  297,00b  5,58a

13 uM 10,47b 0,27 310,06a  4,59b

CV% = 19,57% 2537% 8,40%  16,66%

Coeficiente de variagao (CV). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de
Tukey (p<0,05).

Apds a imposicdo do estresse, as plantas foram reidratadas (fase de
recuperacdo). Nas plantas sob déficit hidrico e com aplicagdo de MeJA foram
verificados maiores valores de A e E em relagao as plantas nao tratadas (Tabela 3).
A gs e Ci, mesmo apods a reidratagdo, apresentaram menores valores nas plantas
que estavam sob estresse hidrico quando comparadas as plantas controle (Tabela
3).
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Tabela 3. Taxa de assimilaggo de CO, (A), condutédncia estomatica (gs),
concentragao interna de CO; na camara subestomatica (Ci) e taxa de transpiragéo
(E) em plantas de batata-doce submetidas a déficit hidrico e aplicacdo de MeJA
apods recuperagao da hidratagao.

A gs
(A/Ci - mol ar ") (A/E - umol CO, mmol™ H,0)
MeJA Média MeJA Média
0 uM 13 uM 0 uM 13 uM

100% 26,75Aa 20,18Ba 23,47 0,83 0,69 0,76a
40% 1597Bb 19,09Aa 17,53 0,39 0,62 0,45b

Média 21,36 19,64 0,61 0,61
CV% = 24,06% 37,42%
Ci E
(umol CO, mol ar™) (mmol H,0 H,0 m?s™)

100% 326,30 327,34 326,82a 10,37Aa 7,97Ba 9,17
40% 309,24 317,36 313,30b 6,05Bb 7,15Aa 6,60
Média 317,77 322,35 8,21 7,56
CV% = 13,84% 28,40%
Coeficiente de variacao (CV). Médias seguidas da mesma letra nao diferem pelo Teste de
Tukey (p<0,05). Letras maiusculas comparam as linhas, enquanto letras minusculas
comparam as colunas.

Na avaliagcao realizada aos 6° dias de imposi¢cao de estresse, a aplicagao de
MeJA resultou em diminuigao da EiC das plantas de batata-doce, tanto na condicao
de boa hidratagdo como sob déficit hidrico (Tabela 4). Porém, na avaliagao realizada
aos 9° dias foram observados efeitos isolados da irrigacdo e aplicacdo de MeJA,
com menores valores de EiC nas plantas sob estresse e com aplicagao de MeJA.

Na fase de recuperacdo, as plantas sob estresse hidrico sem aplicacéo de
MeJA nao apresentaram diferengcas na EiC em relacdo as plantas controle bem
hidratadas. Ja as plantas tratadas com MeJA apresentaram aumento da EiC em
relagdo as plantas controle (Tabela 4).

Em relagdo a EUA, verificou-se que aos 3° dias de imposi¢ao do estresse,
as plantas sob déficit hidrico apresentaram reducédo de 61% EUA. Aos 6° dias de
imposigao de estresse houve reducdo da EUA nas plantas sob déficit hidrico e
aplicagao de MeJA em relacdo as plantas néo tratadas, o que nao se repetiu na
avaliacio realizada aos 9 dias, onde nao houve variacdo da EUA em resposta ao

MeJA, tanto em plantas controle como em plantas sob estresse hidrico (Tabela 4).
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Tabela 4. Eficiéncia intrinseca da carboxilagdo (EiC) e eficiéncia do uso da agua
(EUA) em plantas de batata-doce submetidas a déficit hidrico e aplicagédo de MeJA.

Dias de EiC EUA
estresse (A/Ci - mol ar ) (A/E - umol CO, mmol™ H,0)
MeJA Média MeJA Média
0 uM 13 uM OuM 13 uM
100% 0,07Aa 0,06Ba 0,06 2,25 2,04 2,14a
3 40% 0,00Ab 0,00Ab 0,00 1,04 1,16 1,10b
Média 0,04 0,03 1,65 1,60
CV% = 24,06% 37,42%
100% 0,09Aa 0,06Ba 0,07 3,03Aa 3,05Aa 3,04
6 40% 0,01Ab 0,00Bb 0,01 2,85Aa 1,38Bb 2,11
Média 0,05 0,03 2,94 2,21
CV% = 13,84% 28,40%
100% 0,08 0,05 0,07a 2,57 2,27 2,42b
9 40% 0,02 0,00 0,01b 4,70 2,67 3,68a
Média 0,05A 0,03B 3,63A 2,47B
CV% = 27,11% 33,53%
Recuperacio 100% 0,08Aa 0,06Ba 0,07 2,58 2,53 2,56
12 40% 0,05Ab 0,06Aa 0,05 2,65 2,66 2,65
Média 0,06 0,06 2,62 2,59
CV% = 17,12% 12,31%

Coeficiente de variagao (CV). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de
Tukey (p<0,05). Letras mailusculas comparam as linhas, enquanto letras minusculas
comparam as colunas.

Houve reducao do potencial hidrico foliar nas plantas de batata-doce sob
estresse hidrico em todos os dias de avaliagéo (3, 6 e 9° dias de imposi¢cdo do
estresse), quando n&o aplicado o MeJA (Tabela 5). O mesmo comportamento foi
observado quando realizado a reidratacao das plantas, sendo que as plantas sob
estresse continuaram apresentando valor mais negativo de potencial hidrico em

relagao as plantas controle bem hidratadas, sem a interferéncia do MeJA.
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Tabela 5. Potencial hidrico (Wh) em plantas de batata-doce submetidas a déficit

hidrico e aplicacédo de MeJA.

Dias de

Wh
estresse (MPa)
rigagéo 100%  -0,55a
3 40% -0,90b
0 uM 0,73
MeJA 13uM  -0.71
CV% = 22,00%
rigagdo 100%  -0,50a
6 40% -0,94b
0 uM -0,69
MeJA 13uM  -0,75
CV% = 20,35%
rigacdo 100%  -0,52a
o 40% —0,921b
0 uM 0,7
MeJA 13uM  -0,73
CV% = 19,75%
Irigagéo 100%  -0,52a
Recuperagéo 40% -0,66b
12 0 uM 20,60
MeJA 13uM  -0,58
CV% = 23,12%

Coeficiente de variacao (CV). Médias seguidas da mesma letra nao diferem pelo Teste de
Tukey (p<0,05).

5.2 Respostas bioquimicas

Conforme evidenciado na Tabela 6, houve interagdo entre a irrigagdo e a
aplicagao de MeJA para todas as variaveis bioquimicas.
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Tabela 6. Resumo da analise de variancia para clorofila a (Cl a), clorofila b (ClI b),
clorofila total (Cl total), carotenoides (CAR), indice de feofitinizagdo (IDF), total de
antocianina (TA), B-caroteno folha (B-car folha), p-caroteno raiz (B-car raiz), indice
de estabilidade de membrana (IEM), determinac&o do teor de malondialdeido (MDA),
prolina, total de fendlicos na folha (TPF), total de fendlicos na raiz (TPR), totais de
flavonoides na folha (TFF) e totais de flavonoides na raiz (TFR) e atividade da
enzima fenilalanina aménia liase (PAL) em plantas de batata-doce submetidas a
déficit hidrico e aplicagdo de MeJA.

Fontes de -car -car
tesde o, b Cltotal CAR IDF TA P B-c
variacao folha raiz
|rr|gagé0 * %% * %% * %% * %% * %% * %% * %% * %%
MeJA * %% * %% * %% * %% * %% * %% nS * %%
Interagéo * %% * %% * %% * %% * %% * %% * %% * %%
IEM MDA  Prolina TPF TPR TFF TFR PAL
Irrlgagéo *%k%* *%k%* **k%* *%k%* **k%* **k%* *%k%* **k%*
MeJA *k%* *k%* *k%* *k%* *k%* *k%* *k%* *k%*
Interagéo * %% * %% * %% * %% * %% * %% * %% * %%

"® nao significativo; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001.

As plantas de batata-doce sob estresse hidrico apresentaram reducdes nos
teores de clorofilas (a, b e total), carotendides, antocianinas. O tratamento com
MeJA nao foi capaz de impedir essas redugdes nos teores de pigmentos. Como
consequéncia, houve aumento do indice de feofitinizagdo (ID) em resposta a
aplicacdo de MeJA, tanto em plantas controle como nas plantas sob estresse.
Porém, em relagao as antocianinas houve um efeito contrario, ou seja, a aplicagao
de MeJA resultou em maiores teores, tanto em plantas controle como nas plantas
sob estresse (Tabela 7).

Nao houve diferenca quanto ao teor foliar de beta caroteno entre as plantas
controle e estressadas, quando nido houve aplicagdao de MeJA. Porém, nas plantas
sob estresse hidrico e aplicacdo de MeJA houve um aumento de 12% no teor de
beta-caroteno em relagdo as plantas n&o tratadas (Tabela 7).

Houve aumento nos teores de beta-caroteno na raiz em resposta ao
estresse hidrico, sendo que as plantas tratadas com MeJA, em ambas as condicbes

de irrigagao, apresentaram maiores valores do que as plantas controle (Tabela 7).
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Tabela 7. Clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b), clorofila total, carotenoides (CAR),
indice de feofitinizagao (IDF), total de antocianina (TA), B-caroteno folha (3-car folha)
e B-caroteno raiz (B-car raiz) em plantas de batata-doce submetidas a deficiéncia
hidri hidrica e aplicagao de MeJA.

MeJA MeJA MeJA MeJA
0 uM 13uM 0 uM 13 uM 0 uM 13 uM 0 uM 13 uM
A Cla Clb Cl total Car
ITgERES (ugmL™) (ugmL™) (pgmL™) (ugmL™)

100% 13,20Aa 12,06Ba 4,57Aa 4,60Aa 17,77Aa 16,66Ba 2,51Aa 1,78Ba
40% 8,22Ab  7,31Bb 2,86Ab 2,72Bb 11,08Ab 10,04Bb 1,68Ab  1,63Bb

CV% = 0,06% 0,83% 0,18% 0,78%
IDF TA B-car da folha B-car da raiz
(ugmL™) (ugmL™) (Mg g’ (Mg g™

100% 1,38Ba  1,40Aa 9,48Ba 10,32Aa 0,24Aa 0,21Bb 13,56Bb 28,51Ab

40% 1,35Bb  1,37Ab 7,19Bb 7,88Ab 0,24Ba 0,27Aa 43,20Ba 46,98Aa

CV% = 0,07% 0,38% 5,76% 7,15%

Coeficiente de variacao (CV). Médias seguidas da mesma letra nao diferem pelo Teste de
Tukey (p<0,05). Letras mailusculas comparam as linhas, enquanto letras minusculas
comparam as colunas.

O estresse hidrico causou danos as membranas celulares, evidenciado
pelos menores valores do IEM. Porém, a aplicagdo de MeJA resultou em aumentos
no IEM tanto em plantas controle (sem MeJA) como nas plantas tradadas com o
regulador (Tabela 8). Ja o teor de malondialdeido (MDA) foi maior nas plantas sob
estresse hidrico, independentemente da aplicacdo de MeJA. Porém, a aplicacdo de
MeJA resultou em menores valores de MDA, tanto em plantas controle como em
plantas sob estresse hidrico (Tabela 8).

Sob estresse hidrico, houve aumento do teor de prolina nas plantas, sendo
na ordem de 351% (sem o MeJA) e 137% (com MeJA) em relagdo as plantas
controle bem hidratadas. Em resposta a aplicacdo de MeJA, tanto as plantas

controle como as plantas estressadas aumentaram a produgao de prolina (Tabela 8).
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Tabela 8. indice de estabilidade de membrana (IEM), teor de malondialdeido (MDA)
e teor de prolina em plantas de batata-doce submetidas a déficit hidrico e aplicagéo
de MeJA.

MeJA MeJA MeJA
OuyM 13yM  OpM  13uyM  OpM 13 uM
‘ = IEM MDA Prolina
Irrigagcao (%) (nmol.g MF™") (umol g MF)

100% 88,61Ba 93,99Aa 0,52Ab 0,26Bb 3,87Bb 8,54Ab

40% 74,34Bb 77,93Ab 0,69Aa 0,32Ba 17,46Ba 20,25Aa

CV% = 20,12% 4,17% 0,72%
Coeficiente de variacao (CV). Médias seguidas da mesma letra nao diferem pelo Teste de
Tukey (p<0,05). Letras mailusculas comparam as linhas, enquanto letras minusculas
comparam as colunas.

Em relagdo aos teores de fendis totais na folha (TPF) e na raiz (TPR) de
batata-doce, o déficit hidrico aumentou em 12 e 27% (sem a aplicacédo de MeJA) e
26 e 11% (com a aplicagdao de MeJA), respectivamente, em relagdo as plantas
cultivadas sob irrigacdo de 100% (Tabela 9). As plantas tratadas com MeJA tiveram
maiores teores de TPF e TPR em relagdo as nao tratadas, independentemente do
regime hidrico.

O déficit hidrico aumentou os teores de flavonoides totais na folha (TFF) e
na raiz (TFR) das plantas de batata-doce, tanto em plantas controle como naquelas
tratadas com MeJA (Tabela 9). Na comparagao dentro de cada nivel de irrigagéo,
verifica-se que a aplicacdo de MeJA aumentou o TFF e TFR tanto nas plantas
controle (aumentos de 44 e 6%, respectivamente) como nas plantas sob déficit

hidrico (aumentos de 5 e 24%, respectivamente)

Tabela 9. Teor de fendlicos totais na folha (TPF), teor de fendlicos totais na raiz
(TPR), teor de flavonoides totais na folha (TFF) e teor de flavonoides na raiz (TFR)
em plantas de batata-doce submetidas a déficit hidrico e aplicacdo de MeJA.

MeJA MeJA MeJA MeJA

0 uM 13 uM 0 uM 13 uM 0 uM 13 uM 0 uM 13 uM
A TPF TPR TFF TFR
Tiilgiez (ug mL") (ug mL") (ug mL™") (ug mL")

100% 122,43Bb 129,94Ab 51,89Bb 68,54Ab 116,87Bb 167,74Ab 6,75Bb 7,14Ab
40% 137,50Ba 164,34Aa 66,12Ba 76,14Aa 213,62Ba 224,31Aa 28,22Ba 34,92Aa

CV% = 0,2% 0, 5% 0,06% 1,03%

Coeficiente de variagao (CV). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de
Tukey (p<0,05). Letras maiusculas comparam as linhas, enquanto letras minusculas
comparam as colunas.
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A maior atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) foi observada
nas plantas sob déficit hidrico, tanto naquelas sem aplicacdo de MeJA como nas
plantas tratadas com este regulador. Dentro de cada regime hidrico, observa-se que
nas plantas sob condicdo de boa hidratacdo nao houve alteracdo na atividade da
PAL, porém nas plantas sob déficit hidrico a aplicagédo do MeJA aumentou em 145%

na atividade desta enzima (Tabela 10).

Tabela 10. Atividade da enzima fenilalanina aménia liase (PAL) em plantas de
batata-doce submetidas a déficit hidrico e aplicagao de MeJA.
MeJA
0 uM 13 uM
PAL folha
(kat s mg™ prot)
100% 18,92Ab 23,17Ab
40%  28,12Ba 56,71Aa
CV% = 10,77%
Coeficiente de variacao (CV). Médias seguidas da mesma letra nao diferem pelo Teste de
Tukey (p<0,05). Letras maiusculas comparam as linhas, enquanto letras minusculas
comparam as colunas.

Irrigacao

5.3 Producao de biomassa particionada

A area foliar (AF) e a massa seca da folha (MSF) mostraram efeito isolado
para ambos os fatores de variagdo. O numero das raizes tuberosas (NRT), didametro
das raizes tuberosas (DRT), massa seca das hastes (MSH), massa seca da parte
aérea total (MSPAT), massa seca das raizes tuberosas (MSRT) e massa seca total
das raizes (MSTR) apresentaram efeito isolado para a Irrigagao. Foi detectado efeito

isolado para a massa seca das raizes adventicias (MSRA) para o MeJA (Tabela 11).



48

Tabela 11. Resumo da analise de variancia para area foliar (AF), numero das raizes
tuberosas (NRT), didmetro das raizes tuberosas (DRT), massa seca da folha (MSF),
massa seca das hastes (MSH), massa seca da parte aérea total (MSPAT), massa
seca das raizes tuberosas (MSRT), massa seca das raizes adventicias (MSRA),
massa seca total das raizes (MSTR) em plantas de batata-doce submetidas a déficit
hidrico e aplicagédo de MeJA.

Fontesde ' \NRT DRT MSF MSH MSPAT MSRT MSRA MSTR
variacao

|rr|gagé0 k%% * * %% * %% k%% k%% k%% nS * %%
MeJA * ns ns ** ns ns ns ** ns
Interacao ns ns ns ns ns ns ns ns ns

"S. ndo significativo; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001

O déficit hidrico ocasionou redugdes na AF, NRT e DRT. Sob o efeito da
aplicacao do MeJA, a area foliar registrou uma queda de 6% em relagado as plantas

nao tratadas (Tabela 12).

Tabela 12. Area foliar (AF), nimero das raizes tuberosas (NRT) e diametro das
raizes tuberosas (DRT) em plantas de batata-doce submetidas a déficit hidrico e
aplicagao de MeJA.

AF NRT DRT

(cm?) (n° planta™) (cm)

imrioacio  100% 5813.82a  19,75a 1.45a
9a¢ 40%  2400,46b  17,45b 1.19b
OuM  422399a 19,15 135

MeJA ™ 43um 3000200 18,05 1,30

CV%= 8,02% 17,24% 17,00%
Coeficiente de variagao (CV). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de
Tukey (p<0,05).

As plantas sob déficit hidrico apresentaram decréscimos de 49% para a
MSF, 32% para MSH, 39% para a MSPAT, 28% para a MSRT e de 17% para a
MSTR. A aplicagdo do MeJA reduziu a MSF em 12%. Em contraste, as plantas
tratadas com MeJA mostraram maior producéo de raizes adventicias (MSRA), sendo
o incremento na ordem de 21% em relagdo as plantas do tratamento controle
(Tabela 13).
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Tabela 13. Massa seca da folha (MSF), massa seca das hastes (MSH), massa seca
da parte aérea total (MSPAT), massa seca das raizes tuberosas (MSRT), massa
seca das raizes adventicias (MSRA) e massa seca total das raizes (MSTR) em
plantas de batata-doce submetidas a déficit hidrico e aplicacdo de MeJA.

MSF MSH MSPAT MSRT MSRA MSTR
(g planta™) (g planta™) (g planta™) (g planta™) (g planta’™) (g planta’™)

100% 18,50a 25,70a 44,2a 67,36a 33,43 100,80a

Irigagdo 400 9 500 17.,40b 26.9b 48 64b 35,45 84.10b
Ve a  OHM 14908 22,30 37.90 61.05 31230 92.20
13uM 13,106 20,80 33,90 54,96 37.64a 92,60

CV%=  13,76% 19,26% 15,22% 22,57% 22,90% 16,49%

Coeficiente de variagao (CV). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de
Tukey (p<0,05). Letras maiusculas comparam as linhas, enquanto letras minusculas
comparam as colunas.

Na Figura 1, a maioria das variaveis apresentaram correlagdes significativas,
demonstrando uma forte correlagao positiva (valor de R maior que 0,8) na A com E e
Cl total; E com CI total, Ant, MSPAT e MSTR; ClI total com Ant e MSPAT; Prolina
com TPF e TFF; TPF com TFF e PAL folha e forte correlagdo negativa (valor de R
maior que 0,8) entre A com Prolina, TPF e TFF; E com Prolina, TPF e TFF, ClI total
com Prolina, TPF e TFF; CAR com TFF; Prolina com MSPAT e TFF com MSPAT.
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Figura 1. Correlagdo de Pearson entre as variaveis analisadas. Os quadrados que
receberam a cor branca pertencem a categoria de valores n&o significativos. Taxa
de assimilacdo de CO, (A), taxa de transpiracdo (E), clorofila total (Cl total),
carotenoides (CAR), antocianina (Ant), B-caroteno da folha (B-car da folha), fendis
totais da folha (TPF), flavonoides totais da folha (TFF), enzima fenilalanina aménia
liase (PAL), massa seca da parte aérea total (MSPAT), massa seca total de raizes

(MSTR).
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6. DISCUSSAO

6.1 Trocas gasosas e potencial hidrico

As variaveis A, gs, Ci e E apresentaram reducédo sob déficit hidrico. Essa
diminuicdo da gs € um comportamento adaptativo da planta para evitar a
desidratacdo do tecido foliar, o que pode ter impactado a A, Ci e E (Tabela 2).
Resultados semelhantes foram observados por Gajanayake e Reddy (2016). Esses
autores, estudando laminas de irrigagdo baseadas na reposicdo da
evapotranspiragao (100, 60, 40 e 20%), verificaram redugdes na A, gs e E em
plantas de batata-doce ‘Beauregard’. Também houve redug¢des da EiC nas plantas
sob déficit hidrico (Tabela 3), sugerindo limitagdes acumulativas nas reacgdes de
carboxilacdo (SOUZA et al., 2012), o que contribuiu para o decréscimo em A (Tabela
2).

Nas plantas com aplicagcdo do MeJA, foram observadas redugdes na A e E
aos 6 e 9° dias de imposicao de estresse, apesar da gs nao ter apresentado
alteracdo. Como nao foi detectada limitacdo estomatica nas plantas quando tratadas
com este regulador vegetal, a queda da A foi devida as limitagbes acumulativas nas
reacoes de carboxilacdo, conforme verificado pela menor EiC, exceto no 3° dia de
imposigcao de estresse (Tabela 2 e 4). Segundo Jung (2004) e Springer et al. (2015),
o JA e MeJA aplicados exogenamente levaram a diminuigdo da expressao de genes
relacionados a fotossintese, tal como o gene codificador da subunidade pequena da
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco). A reducédo da traducéo e o
aumento da degradacdo da Rubisco foram acompanhados por uma rapida perda de
clorofila em folhas de cevada (WEIDHASE et al., 1987).

Em relacdo ao estado hidrico das plantas, foi observada uma melhora da
EUA nas plantas tratadas com MeJA a partir do 6° dia nas plantas sob condigao
normal de hidratacdo e no 9° dia nas plantas sob déficit hidrico independente do
MeJA o que provavelmente se deve pelo fechamento dos estématos, resultando em
uma menor E., Porém, o aumento da EUA nao foi o suficiente para melhorar o Wh
foliar (Tabela 2, 4 e 5).

As plantas reidratas oriundas do déficit hidrico sob efeito do MeJA

apresentaram maiores valores para A e E (Tabela 3), no entanto ndo foi observado o
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mesmo comportamento nas plantas cultivas sob irrigacdo de 100%. Esse
comportamento revela que essa acao benéfica do MeJA ocorre somente em plantas
sob déficit hidrico, o que pode estar atrelado ao aumento dos pigmentos
antioxidantes (antocianinas e [(-caroteno) e a produgao de prolina e metabolitos
antioxidantes (fendlicos e flavonoides), registrados no 9° dia de imposicdo do
estresse (Tabela 7, 8 e 9).

6.2 Pigmentos fotossintéticos

Sob efeito do déficit hidrico, os conteudos de Cl a e Cl b diminuiram de
forma semelhante, o que refletiu no conteudo de CIl total (Tabela 7). Tal
comportamento foi verificado mesmo em plantas tratadas com o MeJA, o que
corrobora com o aumento do indice de feofitinizacdo (Tabela 7). O menor conteudo
de clorofilas e carotenoides prejudica a utilizagdo e dissipagéo de energia luminosa,
acarretando na reducdo da fotossintese (Tabela 2). Tal resultado estd em
concordancia com os observados em Arabidopsis thaliana, onde a aplicacdo de
MeJA causou sintoma semelhante a senescéncia, devido ao grande declinio na
fotossintese e no conteudo de clorofilas e um forte aumento no teor de antocianinas
e na atividade de enzimas antioxidantes (JUNG, 2004). Segundo TSUCHIYA et al.
(1999), o gene da clorofilase AtCLH1x é expressado em plantas de Arabidopsis
thaliana tratadas com JA, levando a senescéncia e degradacgao de clorofilas.

O conteudo de carotenoides nas folhas foi reduzido em funcdo do déficit
hidrico e aplicagdo do MeJA (Tabela 7). Nas plantas, os carotenoides atuam como
absorvedores de luz em complexos de captagdo de luz e reguladores de estresse,
impedindo danos causados pela produgdo em excesso de EROS (DIVYA et al.,
2018). Como supracitado, as redug¢des observadas no conteudo das clorofilas e
carotenoides (Tabela 7) nas plantas tratadas com MeJA em ambas condi¢des de
agua no solo possivelmente ndo estao relacionadas ao estresse oxidativo, uma vez
que as concentragcdes de MDA foram menores e o |IEM foi maior, indicando maior
integridade celular (Tabela 8). Tal resultado denota que a degradagdo dos

pigmentos fotossintéticos foi devida a acdo do MeJA.
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6.3 Pigmentos antioxidantes

As antocianinas sao pigmentos do tipo flavonoides responsaveis por cores
como roxo, vermelho ou preto nas plantas (GHASEMZADEH et al.,, 2016). A
aplicagao de MeJA aumentou o conteudo de antocianinas em ambas condigdes de
agua no solo, o que corrobora com os resultados encontrados em batata-doce
(GHASEMZADEH et al.,, 2016) e em Arabidopsis thaliana (JUNG, 2004). Estas
respostas mostram que o MeJA pode desencadear a expressao de genes de sintese
de antocianinas em células ndo pigmentadas, causando um aumento no acumulo
total destes pigmentos. Foi verificado na batata-doce que o acumulo de antocianinas
nas folhas, caules e raizes exerceu papel antioxidante fundamental na supressao
das EROS em plantas sob diferentes estresses abiodticos (WANG et al., 2013), o que
corrobora com os resultados de IEM e MDA (Tabela 8), uma vez que sob aplicagéo
do MeJA as plantas foram pouco afetadas pelas EROS. Em plantas de soja sob
déficit hidrico, a aplicagao de MeJA também potencializou a atividade antioxidante
(ANJUM et al,, 2011). No entanto, apesar do aumento registrado no teor de
antocianinas nas plantas sob déficit hidrico sem aplicacdo do MeJA, o estresse
oxidativo n&o foi contido (Tabelas 7 e 8).

O pB-caroteno € um pigmento de coloragdo alaranjada ao vermelho,
abundante em plantas e frutos, pertencente a familia dos carotenoides. A nivel foliar,
pode ser encontrado nos centros de reagcdo dos fotossistemas exercendo papel
fotoprotetor contra danos oxidativos (GUL et al., 2015; JING et al. 2016). A maior
concentracdo de [(-caroteno nas folhas e nos tubérculos da batata-doce foram
encontrados nas plantas sob déficit hidrico associado a aplicagédo do MeJA.

6.4 Estresse oxidativo

O IEM é uma variavel que permite avaliar a integridade das membranas
celulares como indicadora de estresse e o MDA (malondialdeido) é um dos
biomarcadores mais utilizados para avaliar o estresse oxidativo, por ser um dos
produtos secundarios da peroxidagdo lipidica mais conhecidos (GROTTO et al.

2008). Sob a aplicacdo de MeJA é possivel observar que houve maior IEM e
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menores teores de MDA, indicando que as plantas tratadas com MeJA sofreram
menores danos oxidativos em ambas condi¢cdes de agua no solo (Tabela 8).

A prolina € um pequeno aminoacido, uma molécula neutra sem toxicidade
para as células, sintetizada rapidamente a partir da via do glutamato e/ou ornitina
nas ceélulas vegetais exercendo papel fundamental no ajustamento osmatico (YI et
al., 2016; MBINDA et al., 2016; YOOYONGWECH et al., 2013). Sob déficit hidrico
sem aplicacdo do MeJA foi observado um aumento no conteudo de prolina, o que
provavelmente se deve ao menor teor do Wh foliar (Tabelas 5 e 8). As plantas sob
déficit hidrico e aplicacdo de MeJA apresentaram um aumento acentuado no teor de
prolina, o que resultou em menor MDA. Resultados semelhantes foram obtidos por
Anjum et al. (2011) estudando os efeitos conjuntos do déficit hidrico e aplicacédo de
MeJA (50 uM) na soja, onde foi verificado um aumento nos conteudos de prolina e
reducdo da peroxidacao lipidica, tanto nas plantas controle como nas estressadas.

A enzima PAL desempenha um papel crucial na interface entre o
metabolismo primario e secundario da planta, catalisando a desaminagao da I-
fenilalanina para formar acido trans-cinamico, o primeiro passo na via biossintética
dos diferentes compostos fendlicos tais como flavonoides, antocianinas, ligninas e
fitoalexinas (ZHANG; LIU, 2015; GHASEMZADEH et al., 2016). O tratamento com
MeJA resultou em maior atividade da PAL na batata-doce, aumentando a producéo
de antioxidantes ndo enzimaticos, tais como compostos fendlicos, flavonoides e
antocianinas, principalmente nas plantas sob déficit hidrico (Tabelas 9 e 10),
corroborando com a correlagdo positiva observada na Figura 1. Embora varios
compostos de sinalizagdo de estresse, incluindo 6xido nitrico (NO), acido salicilico
(SA), calcio (Ca®*), perdxido de hidrogénio (H,0O,), acido abscisico (ABA) e
jasmonatos (JA) tenham sido relatados como antioxidantes sob condigbes de
estresse (FAROOQ et al., 2009a, b), os jasmonatos tém um significado especial

nesse sentido (Sasaki-Sekimoto et al., 2005).

6.5 Producao de biomassa

As plantas cultivadas sob déficit hidrico apresentaram menores valores de
AF, NRT, DRT, MSF, MSH, MSPAT, MSRT, MSRA e MSTR (Tabela 12 e 13). Essa

reducdo da massa seca pode ser explicada devido a reducdo da A, conforme
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observado na Figura 1, e, possivelmente, devido a menor mobilizagado de nutrientes
ocasionado pela queda da E (Tabela 2). Resultados semelhantes foram encontrados
por Yooyongwech et al. (2013) estudando 15 cultivares de batata-doce.

As plantas tratadas com MeJA apresentaram uma reducdo na AF e MSF,
porém aumentaram a MSRA (Tabela 12 e 13), sugerindo que o carbono assimilado
foi alocado para a producdo de raizes adventicias em detrimento das raizes
tuberosas, o que resultou em uma menor expanséo das folhas. Segundo Fattorini et
al. (2009), o AJ e o acido indolbutirico estdo envolvidos no sucesso da rizogénese e
xilogénese em tabaco. O JA aplicado em estacas de ervilha aumentou a formagao
de raizes adventicias em plantulas competentes para o enraizamento
(RASMUSSEN et al., 2015). Em plantas de batata-doce, as raizes adventicias tém
como principal fungao a fixagao da planta no solo, absor¢do de agua e sais minerais
e sintese de horménio (VILLORDON et al., 2009). Na presenca de déficit hidrico no
solo, o maior impulso na formacgao de raizes adventicias em resposta ao MedJa pode
ter sido um mecanismo colaborativo para que a planta pudesse otimizar a absorgao

de agua.
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7 CONCLUSAO

A aplicagdo de MeJA nas plantas de batata-doce afetou a performance
fotossintética, no entanto aumentou a producdo de compostos fendlicos
antioxidantes e prolina, demonstrando ser um regulador vegetal importante para a
sintese de metabolitos secundarios.

Os mecanismos de respostas avaliados mostraram que a severidade do
déficit hidrico foi mais proeminente do que o efeito do MeJA. Dessa forma, o efeito
positivo do MeJA na modulacdo dos metabolitos secundarios n&o foi suficiente para
atenuar o estresse causado pelo déficit hidrico, o que se refletiu em menor produgao

de raizes tuberosas.
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ANEXO - MATERIAL SUPLEMENTAR

Fonte: Autor

Fig. S1. Plantas de batata-doce (a) 100% irrigado sem MeJA, (b) 100% irrigado com
MeJA, (c) 40% irrigado sem MeJA, (d) 40% irrigado com MeJA.
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. Fonte: Autor

Fig. S2. Raizes de batata-doce (a) 100% irrigado sem MeJA, (b) 100% irrigado com
MeJA, (c) 40% irrigado sem MeJA, (d) 40% irrigado com MeJA.



69



	1 INTRODUÇÃO
	2 OBJETIVO
	3 REVISÃO DE LITERATURA
	3.1 A espécie Ipomoea batatas
	3.2 Importância econômico-social
	3.3 Alimento funcional
	3.4 Compostos fenólicos
	3.4.1 Produção de compostos fenólicos
	3.4.1.1 Flavonoides
	3.4.1.2 Antocianinas
	3.4.1.3 Ácidos fenólicos

	3.5 Déficit hídrico
	3.6 Comportamento da taxa fotossintética em resposta ao déficit hídrico
	3.7 A atenuação de estresse com reguladores vegetais
	4 MATERIAL E MÉTODOS
	4.1 Local experimental
	4.2 Design e tratamentos experimentais
	4.3 Condições de cultivo
	4.4 Instalação e condução experimental
	4.5 Imposição do déficit hídrico e aplicação do MeJA
	4.6 Variáveis avaliadas não destrutivas
	4.6.1 Medições de trocas gasosas

	4.7 Variáveis avaliadas destrutivas
	4.7.1 Potencial hídrico foliar

	4.8 Análises bioquímicas
	4.8.1 Coleta de folhas ao final da imposição do estresse
	4.8.2 Extração de pigmentos fotossintéticos e antioxidante
	4.8.3 Determinação do índice de estabilidade de membranas
	4.8.4 Determinação do teor de malondialdeído (MDA)
	4.8.5 Teor de prolina foliar
	4.8.6 Teor de compostos polifenóis e flavonoides totais nas folhas e raízes
	4.8.7 Atividade da enzima fenilalanina amônia liase (PAL, EC 4.3.1.5)

	4.9 Biomassa particionada
	4.10 Análise estatística
	5 RESULTADOS
	5.1 Respostas de trocas gasosas
	5.2 Respostas bioquímicas
	5.3 Produção de biomassa particionada
	6. DISCUSSÃO
	6.1 Trocas gasosas e potencial hídrico
	6.2 Pigmentos fotossintéticos
	6.3 Pigmentos antioxidantes
	6.4 Estresse oxidativo
	6.5 Produção de biomassa
	7 CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	ANEXO - MATERIAL SUPLEMENTAR

