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MECANISMOS DE TOLERANCIA A DEFICIENCIA HIDRICA EM PLANTAS DE
AMENDOIM

RESUMO - O amendoinzeiro (Arachis hypogaea L.) é a quarta oleaginosa
mais cultivada no mundo, entretanto seu cultivo esta sujeito as flutuacbes da
disponibilidade hidrica. Assim, estudos da tolerdncia entre cultivares e o0s
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos na recuperacdo das plantas apos
um periodo de seca podem contribuir no aporte de pesquisas voltados ao
melhoramento da cultura do amendoim. Com isso, 0s objetivos do trabalho foram
avaliar a tolerancia de diferentes cultivares de amendoim submetidas ao déficit
hidrico e posterior reidratacdo, com base nas respostas modulatérias dos status
fisiolégico e bioquimico. E em um segundo experimento, foi avaliado se a aplicacédo
exdgena de glutationa (GSH) ameniza os efeitos negativos desencadeados pelo
déficit hidrico. Para o primeiro experimento, aos 65 dias de cultivo em casa de
vegetacdo, as cultivares IAC 503, IAC OL3, IAC OL6 E IAC Sempre Verde foram
designadas a trés condi¢Bes hidricas (controle, déficit hidrico e reidratacao). O déficit
hidrico foi gerado pela suspenséo da irrigacdo durante 9 dias e a reidratacdo pela
rega posterior ao estresse, durante 3 dias. O estresse danificou o aparato
fotossintético e as medidas correlacionadas (pigmentos, eficiéncia fotoquimica,
trocas gasosas) na maioria das cultivares, além de ocasionar alteracbes no
metabolismo oxidativo. No segundo experimento, os tratamentos foram formados
pela combinagao da aplicacao foliar de glutationa (GSH) (0, 150 mg/L) via presenca
e auséncia de irrigacdo na cultivar de amendoim IAC OL3. A restricdo hidrica
acarretou em reducdes nas medidas correlacionadas a fotossintese (clorofila, trocas
gasosas e conteudo relativo de agua) e aumento nos contetdos de MDA e H:20z,
além de respostas distintas em peroxidases e compostos do ciclo ascorbato (AsA) -
glutationa (GSH). Em geral, concluiu-se no primeiro experimento que os danos
oxidativos foram mais expressivos na IAC Sempre Verde, enquanto a IAC 503, IAC
OL3 e IAC OL6 apresentaram resposta diferencial nos status fisiolégico e bioquimico
ao déficit hidrico, sendo a maioria dos parametros restabelecidos ap0s a reidratagao.
E, a maior atribuicAo do sistema de defesa atrelado aos demais parametros
avaliados foram verificados na IAC OL3. Para o segundo experimento houve uma
maior atenuacdo dos efeitos negativos do déficit hidrico nas plantas que foram
tratadas com a aplicagdo exdgena foliar de GSH (150 mg/L), além de refletir numa
melhor razdo de GSH reduzida/ GSH oxidada (GSH/GSSG).

Palavras-chave: Arachis hypogaea L., déficit hidrico, estresse abidtico, trocas
gasosas.



TOLERANCE MECHANISMS TO WATER DEFICIENCY IN PEANUT PLANTS

ABSTRACT - Peanut (Arachis hypogaeae L.) is the fourth most cultivated
oilseed in the world, however its cultivation is doomed to fluctuations in its water
availability. Thus, studies of tolerance between cultivars and the physiological and
biochemical mechanisms involved in plant recovery after a period of drought can
contribute to research aimed at improving peanut cultivation. The objectives of this
work was to evaluate the tolerance of different peanut cultivars submitted to water
deficit and subsequent rehydration, based on the modulatory responses of the
physiological and biochemical status. In a second experiment, it was evaluated
whether the exogenous application of glutathione (GSH) attenuates the negative
effects triggered by drought stress. In the first experiment, cultivars IAC 503, IAC
OL3, IAC OL6 and IAC Sempre Verde were assigned to three water conditions
(control, water deficit and rehydration) at 65 days of cultivation in a greenhouse.
Water deficit was applied by suspending irrigation for nine days and rehydration by
irrigation after stress condition for three days. Stress effects were related to
photosynthetic apparatus and correlated measures (pigments, photochemical
efficiency, gas exchange) in most cultivars, in addition to causing oxidative damage.
In the second experiment, the treatments were performed by combination of foliar
glutathione (0 and 150 mg/L) through water presence and absence in the peanut
cultivar IAC OL3. The water restriction triggered reduction in measures correlated
with photosynthesis (chlorophyll, gas exchange and relative water content) and
increase in MDA and H20:2 contents, besides distinct responses in peroxidases and
compounds of the ascorbate (AsA)-glutathione (GSH) cycle. In general, concluded in
the first experiment that the oxidative damage being more expressive in IAC Sempre
Verde. IAC 503, IAC OL3 and IAC OL6 cultivars showed a differential response of
physiological and biochemical status to water deficit, being that most parameters
were restored by rehydration. Also, there was verified greatest attribution in defense
system linked to other parameters evaluated in IAC OL3 cultivar. In the second
experiment, there was a greater attenuation of the negative effects of water deficit in
the plants treated with the exogenous foliar application of GSH (150 mg/L), reflecting
a better GSH/GSSG ratio.

Keywords: Arachis hypogaea L., water deficit, abiotic stress, gas exchange.



1. INTRODUCAO

A seca € o estresse mais prevalente e um infortinio no cenario agricola global
(Ault et al., 2020, Gupta et al., 2020; Kaur et al., 2021). Estimativas recentes apontam
gue dentre todos os estresses abiodticos, somente a seca foi responsavel pela perda
anual em cerca de 6 milhdes de toneladas da produtividade global do amendoinzeiro
(Sarkar et al, 2016), uma das principais oleaginosas com importancia
socioecondmica (Yang et al., 2019; Zhao et al., 2021).

A vulnerabilidade do amendoinzeiro aos eventos de deficiéncia hidrica é
dependente dos estadios de crescimento da cultura e da variabilidade genotipica
(Puangbut et al., 2009). Apesar de certa tolerancia, quando os periodos de estiagem
atingem as fases de florescimento e formacdo de vagem, impactam
consideravelmente seu rendimento (Koolachart et al., 2013; Yang et al., 2019).

Pelo ajuste metabdlico e adaptac6es modulares (escape/evitancia/tolerancia),
as plantas sdo capazes de manter suas atividades fisioldgicas funcionais até mesmo
em periodos de déficit hidrico severo (Farooq et al., 2009; Laxa et al., 2019; Kaur et
al., 2021). Contudo, essa capacidade de tolerar a seca vinculada ao genoétipo da
planta, envolve a ativacdo de uma rede integrada de respostas a nivel fisiologico,
bioquimico e molecular (Oguz et al., 2022). E sdo mutaveis conforme o estagio de
desenvolvimento do vegetal e da severidade e duragéo do fator estressante (Flexas et
al., 2004; Chakraborty et al., 2015; Kaur et al., 2021).

Evidentemente o grau de severidade da deficiéncia hidrica pode também
limitar a fotossintese e todo o metabolismo do amendoinzeiro, desencadeando
alteracdes relacionadas ao aparato fotossintético e seus componentes, sendo o
estresse que mais compromete o0s processos fisiologicos das plantas em geral
(Flexas et al., 2004; Farooq et al., 2009; Rivas et al., 2016; Pilon et al., 2018).

SinalizagBes ocorrem também a nivel bioquimico e molecular, influenciando
nos compostos organicos sintetizados, na producgéo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e no sistema antioxidante redox. Além disso, também envolvem diversos

fatores de transcricdo e a atividade especifica de enzimas, como a superoxido



dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), guaiacol
peroxidase (GPOX, EC 1.11.1.7) e glutationa peroxidase (GSH-PX, EC 1.11.1.9) (Yi
et al., 2016; Bhalani et al., 2019; Bhogireddy et al., 2020). Além de outras peroxidases
e também compostos ndo enzimaticos vitais, que compde vias antioxidantes, como a
via do Ascorbato (AsA)-Glutationa (GSH). Estudos recentes sugerem forte correlacéo
da ativacdo do sistema de defesa antioxidante a tolerancia a seca, sendo também
relevante apos o estresse (Furlan et al., 2016; Laxa et al., 2019).

Muitas dessas alteracdes relatadas podem ser mensuraveis para detectar o
condicionamento da planta perante o estresse. Entretanto, perpetua a complexidade
em definir e comparar essas modificagcdes mediante os trabalhos, pelo fato de que, ao
avaliar o indice da deficiéncia hidrica e os dados relacionados aos parametros
fisiolégicos e bioquimicos, as diferencas interespecificas podem ser variaveis, até
mesmo entre genotipos de uma mesma cultivar (Farooq et al., 2009). E isto,
principalmente ao relacionar as variacdes fotossintéticas aos processos estomaticos e
ndo estomaticos (Flexas e Medrano, 2002; Pilon et al., 2018) e em ultima instancia,
correlacionéa-las a tolerancia.

Em espécies cultivadas, como é o caso do amendoim, a estratégia de
sobrevivéncia a seca pela capacidade de rapida recuperacdo metabdlica pode ser
determinante ao seu desempenho produtivo (Hu et al., 2010; Laxa et al., 2019).
Entretanto, ainda sdo insuficientes os estudos comparativos sobre as respostas a
seca no amendoinzeiro, principalmente as respostas fisioldgicas e bioquimicas
intrinsecas na recuperacdo metabdlica ap0s a reidratacdo, bem como os estudos
envolvendo a tolerancia de diferentes cultivares ao déficit hidrico (Bhogireddy et al.,
2020) e estratégias que possibilitem a inducdo da defesa das plantas, contribuindo
numa melhor performance no desenvolvimento pela atenuacéo do fator de estresse.

Sabendo-se que as plantas diferem em suas respostas perante as limitacdes
desencadeadas pelo déficit hidrico e posterior reidratacdo, a busca por cultivares
tolerantes, bem como os mecanismos envolvidos torna-se indispensavel, dada a
relevancia socioeconémica da cultura. Dessa forma, o objetivo principal deste estudo
foi avaliar a tolerancia de diferentes cultivares de amendoim submetidas a condi¢des

de déficit hidrico e reidratacdo, bem como os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos



envolvidos. Além disso, também foi investigado se a estratégia de aplicacéo foliar de

GSH ameniza os danos fisiologicos e bioquimicos ocasionados pelo déficit hidrico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos botanicos e socioecondmicos do Amendoinzeiro

O amendoim é uma leguminosa anual, dicotiledénea e autdgama, pertencente
a familia Fabaceae e ao género Arachis. A espécie Arachis hypogaea L.
corresponde ao amendoim cultivado e de maior interesse agronémico (Atayde et al.,
2012; Nogueira et at., 2013). Possui duas subespécies: A. hypogaea L. subesp.
hypogaea (pertencem comercialmente ao grupo Virginia); e A. hypogaea L. subsp.
fastigiata (pertencentes comercialmente aos grupos Valéncia ou Spanish) (Bertioli et
al., 2011). Dentro de cada subespécies, agrupam-se duas (hypogaea e hirsuta) e
quatro (fastigiata, vulgaris, aequatoriana e peruviana) variedades botanicas, cada
qual com suas proprias especificidades fenotipicas, o que possibilita a distingdo
desses acessos (Bertioli et al., 2011).

De maneira geral, A. hypogaea caracteriza-se por uma planta herbacea e
ramificada, com habitos de crescimento ereto ou rasteiro, haste principal entre 12 a
60 cm de comprimento e raiz principal podendo atingir entre 1,9 m e 2,4m. As folhas
séo alternas e os foliolos variam de 4-7 cm. As flores encontram-se nas axilas das
folhas estando presentes ou ndo no caule central, enquanto os frutos sao vagens
indeiscentes (Bertioli et al., 2011; Kumar et al., 2019b). Como dito anteriormente,
algumas caracteristicas (porte, arquitetura e habito de crescimento) podem variar

conforme o grupo vegetativo (Godoy et al., 2019).

O desenvolvimento das plantas de amendoim € singular, marcado por sua
floragdo aérea, autopolinizagéo, formacédo de ginéforos e desenvolvimento dos frutos
abaixo do solo (Smith, 1950; Atayde et al., 2012; Kumar et al., 2019b). O estagio de
florescimento da cultura € amplo e somente a partir do desenvolvimento dos
ginéforos (Figura 1) - na qual acontece a penetracdo gravitropica no solo - ocorre a

frutificacdo subterrdnea da cultura (Nogueira e Tavora, 2005, Atayde et al., 2012).
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Figura 1. Desenvolvimento do ginéforo. (A) flor; (B) ovario emasculado da flor na
base do ginoforo; (C) emergéncia do pino da flor deiscente; (D-E) pino curvado
em direcdo a gravidade; (F) penetracdo de pinos no solo com pelos
esbranquicados na base. A seta indica o conteludo especificado das respectivas
imagens. Retirado de Kumar et al. (2019).

Embora o amendoim seja identificado como uma leguminosa endémica da
América do Sul (Bertioli et al., 2011), sua relevancia socioeconfmica e extensa
adaptabilidade ambiental tornaram sua dispersdo mundial e importancia expressiva
em distintas regides (Leal-Bertioli et al., 2015; Thangella et al., 2018). Em termos de
dispersdo mundial, no ano de 2010 a producéo total do amendoinzeiro atingia 38
milhdes de toneladas em 24 milhdes de ha, enquanto no ano de 2019, a producéo

alcancou 73 milhdes de toneladas em 35 milhdes de ha (Faostat, 2022).

Dada relevancia numérica, atualmente, sua producdo estd estimada em 50
milhdes de toneladas/ano e seu cultivo ocorre em mais de 100 paises, sendo a
quarta oleaginosa mais cultivada do mundo e a décima terceira maior cultura
alimentar (USDA, 2023; Zhao et al., 2021). Nesse contexto, 90% da producéao global
provém da Asia e Africa, sendo os maiores produtores a China (responsavel por
38%), seguidos pela India e Nigéria. Ja na América do Sul, o Brasil ocupa a
colocacado de décimo primeiro produtor mundial, e juntamente com a Argentina,

Paraguai, Equador e Bolivia produzem 99% da producgé&o continental (USDA, 2023).

Em territério brasileiro, o estado de Sdo Paulo responde por mais de 90% da
produgéo nacional do amendoim, sendo cultivado em diversas regides do estado,

com grande parte de sua producdo concentrada nas regidbes de Alta Mogiana



(Jaboticabal, Sertdozinho e regido) e Alta Paulista (Tupa, Marilia e regido) (Sampaio,
2019). Na safra de 2021/2022, Sao Paulo produziu cerca de 630 mil toneladas de
amendoim em casca, sendo 50% descascada e destinada para a exportacao
(CONAB 2022). As éareas de producgdo sao normalmente em reforma de canaviais e
pastagens (menor frequéncia), devido a alta capacidade de fixacdo biologica de
nitrogénio da cultura, sendo também cultivado geralmente por proprietarios rurais,

como diversificagao da renda (Mingotte et al., 2019).

Grande parte da producéo brasileira de amendoim € destinada ao segmento
da confeitaria. A comercializacéo é feita através de cooperativas ou diretamente ao
beneficiador e agroindustria confeiteira (Sampaio et al., 2019). Sua diversidade de
consumo ressalta a expressividade econdmica da cultura, na qual seus graos podem
ser consumidos ‘in natura’ ou processados industrialmente, resultando nos derivados
— Oleo, farelo ou produtos alimenticios em diversos setores, além da destinagéo para

alimentagao animal (Akhtar et al., 2014; Toomer et al., 2020).

Oleaginosa versatil, seus componentes o tornam um alimento valoroso no
combate as necessidades nutricionais, principalmente em areas emergentes
(Zhuang et al, 2019). Seu consumo esta intimamente relacionado a sua
composi¢cado nutritiva, visto que as leguminosas - fontes cruciais de energia e
proteinas - sdo consideradas a alimentacdo global mais importante depois dos
cereais (FAO 2023). No caso do amendoim, sua composicao é rica em 06leo (47-50%
em peso) e proteina (30% em peso aproximado), além de outros acidos graxos
insaturados, compostos menores (tocoferdis), aminoacidos, vitaminas e minerais
(Toomer, 2018; Bera et al., 2019; Juan-Polo et al.,, 2022,). Contribuindo para a
melhoria da saude humana, devido ao potencial antioxidante, reducdo de doencas
cardiovasculares, anticancerigeno, entre outros beneficios (Akhtar et al., 2014;
Toomer, 2020).

Além de ser uma cultura vantajosa economicamente e para o sistema de
saude, também auxilia na qualidade do solo pela fixacdo biolégica de nitrogénio
Akram et al., 2018). Pela importancia socioecondmica, nutricdo valorosa e potencial

de tolerdncia a seca, torna-se uma cultura expressiva para a grande ameaca do



aumento demografico e seguranca alimentar, sobretudo no quadro de fome em

areas menos favorecidas e propensas a seca (Akram et al., 2018; FAO, 2023).

2.2 Problematizacdo da escassez hidrica no setor agricola

Em decorréncia das intensas alteracfes climaticas, as irregularidades na
distribuicdo e ocorréncia de chuvas sdo comuns, com impactos negativos mais
frequentes no cenario agricola mundial, sobretudo por agravar outros fatores,
abidticos e bidticos (Thiault et al., 2019, Gupta et al., 2020; Chaudhry e Sidhu, 2022).
Espera-se nos proximos 30 a 90 anos uma mudanca na magnitude da seca global,
ainda mais abrangente e intensa (Balyan et al., 2020). Logo, as secas Sao um risco

sistémico global a seguranca alimentar.

Somente na ultima década, o impacto global no setor agricola em detrimento
a seca resultou um prejuizo em US$ 30 bilhdes (Gupta et al., 2020). Estimativas
futuras sugerem que o impacto climatico atrelado as secas, acometerdo ainda mais
as culturas de maneira distinta em cada parte do continente, sendo mais precario
pra algumas regifes do globo do que outras (Dinar et al., 2019). Com isso, o Brasil
podera enfrentar nos préximos anos, uma reducdo de até 50% nos seus
rendimentos agricolas (Figura 2). Esse impacto sobre o rendimento das culturas esta
atrelado sobretudo as oscilagdes pluviométricas, o que afeta negativamente a
disponibilidade hidrica para as culturas e, portanto, seu crescimento e

desenvolvimento (Ashraf e Harris, 2013; Fita et al., 2015).
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Figura 2. Projecdo das variacdes percentuais no rendimento das culturas devido aos
impactos das mudangas climéticas até 2050. Retirado de: Dinar et al., 2019 -
segundo os dados do World Resources Institute (nd).

Grande parte do cultivo global do amendoinzeiro ocorre em areas propensas
a escassez de agua, com reducdes de 25-30% de sua produtividade dependendo da
cultivar (Akram et al., 2018, Abady et al., 2019) e até 50% em areas com secas
recorrentes (Songsri et al., 2008). Estima-se que cerca de US$ 520 milhdes
correspondam as perdas anuais no rendimento da cultura acometida pela seca
(Kambiranda et al., 2011).

Embora a seca seja facilmente reconhecida, sua gravidade € imprevisivel, ja
gue é dependente de muitos fatores. Além disso, engloba uma ampla definicdo (Ault
et al.,, 2022). Contudo, para as plantas, a seca pode ser compreendida como a
insuficiéncia de agua no solo para atender a demanda do vegetal, seu crescimento e
desenvolvimento, em um determinado momento, refletindo em seu estado hidrico
(Farooq et al., 2009; Kumar et al., 2019a; Tardieu et al., 2018). Ou também por um

desajuste na disponibilidade hidrica no solo juntamente a uma alta demanda



evaporativa e consequente reducao hidrica continua pela transpiracdo (Bandurska,
2022).

2.2.1. Repostas das plantas a seca e a geracao de espécies reativas de
oxigénio (ERO)

A medida que o potencial hidrico e o contetdo relativo de dgua diminuem
repercute em um dos processos mais sensiveis a seca — a fotossintese. E evidente
gue o grau de severidade da deficiéncia hidrica pode limitar a fotossintese, todo o
metabolismo da planta e iminentemente, refletir no crescimento e produtividade
(Galmés et al., 2007; Yi et al., 2016; Laxa et al., 2019).

De maneira geral, a resposta das plantas ao perceberem o déficit hidrico no
solo é o fechamento estomatico, mediado pelo aumento de acido abscisico (ABA)
(Kumar et al., 2019a) que restringe a perda de agua, entretanto também reduz a
assimilacdo de CO2 estomética (Farooq et al., 2009). Os movimentos estomaticos
por si s6 sdo dinamicos devido a complexidade da regulacdo mediada por varios
fatores (Hu et al., 2010). Entretanto, a sensibilidade do processo fotossintético a
seca atrelado a limitacdo de CO2, pode estar associado tanto pela baixa difuséo
estoméatica e mesobfila, quanto pelas alteracdes ndo estomaticas governadas pela
assimilacdo carbbnica (Flexas e Medrano, 2002; Lawlor 2002) que limitam e

interferem em reacdes cruciais nos processos bioquimicos.

As condi¢bes que levam a limitacdo de CO: favorecem a oxigenagédo da
Rubisco (ribulose-1,5-bifosfato) e acarreta declinio no consumo de energia,
estimulando a fotorrespiracdo (Flexas et al., 2004; Sharma et al., 2020). Esse
cenario de excessiva energia de excitacdo que é criado no processo fotoquimico,
desencadeia alteracbes na cadeia transportadora de elétrons, pigmentos
fotossintéticos e componentes nos cloroplastos, contribuindo no acumulo
exacerbado de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Hernandez et al., 2012, Das e
Roychoudhury, 2014).
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No entanto, essa superproducdo de ERO néo é restrita aos cloroplastos. Pois,
apesar da alocacéo de energia para a fotorrespiracao poder prevenir a fotoinibicdo e
amenizar a producdo de ERO na sede da fotossintese, as vias que reciclam o
carbono no processo fotorrespiratério acabam gerando H202 nos peroxissomos
(Noctor et al., 2002). Portanto, uma série de alteracbes em outros compartimentos
celulares além do cloroplasto, como peroxissomos e mitocéndria, também sucedem
devido a producdo de ERO (Tabela 1) (Herndndez et al., 2012; Das e
Roychoudhury, 2014).

Tabela 1. Principais fontes de ERO em células do mesofilo de plantas estressadas
pela seca. 'O2 (oxigénio singleto); O2 (radical superoéxido), H202 (per6xido de
hidrogénio); HO- (radical hidroxila); HOO- (radical peridroxil) (Retirado de Hernandez
et al., 2012).

Compartimento celular  Principais fontes de ERO Descricdo hreve da reacéo ERQ formada
PSIIPSI Transferéncia de energia da clorofila em estado 0
tripleto
Cloroplasto P
PSI (Reacédo de Mehler) Transferéncia de elétrons para Oz como aceptor 0z
altemativo de eléfrons
Peroxissomo Hz02
Glicolato oxidase Oxidacdo do glicolato pela fotorrespiracéo
0:-
N Cadeia respiratonia de transporte de Transferéncia de elétrons de diferentes complexos
Mitocondria elétrons para 0
_ _ 0z
NADPH oxidase Oxidacéo de NADPH simplastico para gerar Oz no
apoplasto
Apoplasto Poliamina oxidase i iami o
Catabolismo de poliaminas HOC", 0z~

Peroxidases de classe [l 0 ciclo catalitico das peroxidases de classe il

Reacéo de Fenton Geracdo de HO pela oxidacdo de mefais de
transicdo Ho-

Onipresente Ciclo de Haber-Weiss Atividade cafalitica de mefais de fransicdo na
presenca de 0z~ e Hz0: Ho-
Superdxido dismutase Dismutagéo de 02~ H:0z

Enquanto mantidas em baixas concentracdes, essas espécies sdo 0Otimos
mensageiros secundarios e reguladores-chave na sinalizagdo, intrinsecos do
crescimento e desenvolvimento, além das respostas a estresses abidticos (Das e

Roychoudhury, 2014; Reis et al., 2022). Entretanto, quando excedem a capacidade
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de desintoxicacdo celular, o cenario é alterado e as ERO assumem uma face
danosa (Miller et al., 2010). Em funcao da alta reatividade e potencial toxico dessas
espécies, sdo ocasionados danos oxidativos nos componentes celulares, como
peroxidagdo de lipideos da membrana, comprometendo a integridade das organelas;
danificando também acidos nucleicos, proteinas e consequentemente influenciando
em reacdes cruciais do metabolismo (Suzuki et al., 2012; Sharma et al., 2012; Yi et
al., 2016).

Notoriamente, as respostas coordenadas a seca sdo desencadeadas por vias
regulatérias complexas, desde a percepc¢do da tensdo gerada, transducdo de sinais
a regulacdo da expressdo génica e sinal de resposta em uma cascata de
sinalizacfes, juntamente a um crosstalk (interligacbes) entre uma série de
receptores, sensores, proteinas funcionais, metabdlitos de sinalizacéo e fitormodnios
modulando a niveis moleculares, bioquimicos, fisiologicos e morfolégicos o
metabolismo das plantas, sob um alto custo metabdlico e energético (Lamaouri et
al., 2018; Oguz et al., 2022).

2.3. Mecanismos adaptativos a seca e os efeitos documentados no

amendoinzeiro

A adaptacdo em um ambiente incerto e adverso fez com que as plantas
desenvolvessem caracteristicas adaptativas distintas, como escapar, evitar e/ou
tolerar as limitacdes impostas para sua sobrevivéncia (Bandurska, 2022). Através
dessas adaptacGes e um conjunto de ajustes metabdlicos sofisticado, as plantas sédo
capazes de manter suas atividades fisiol6gicas funcionais, até mesmo em periodos
de déficit hidrico severo (Farooq et al., 2009; Laxa et al., 2019; Kaur et al., 2021).

Plantas sob escape ou ‘fuga’ podem alterar seu ciclo fenolégico através de
compensacdes fenotipicas, como anteceder a floracdo e maturacdo (Kumar et al.,
20193, Oguz et al.,, 2022). Quando em ‘evitagdo’, sucedem-se modificacdes

morfoanatdmicas como ceras espessas, ajustamento osmotico, incremento e
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profundidade do sistema radicular, area foliar reduzida, entre outras alteracdes
(Farooq et al., 2009). A tolerancia a seca por sua vez, engloba a inducédo de
sinalizac6es intermoleculares, ativacao transcricional de genes-alvo responsivos a
seca e sintese de osmdlitos protetores, proteinas e substancias antioxidantes que

garantam a sobrevivéncia em um ambiente hostil (Lamaoui et al., 2018).

Evidéncias das duas ultimas décadas com gendtipos de amendoim cultivado
sugerem que as plantas podem evitar a seca através de distintas respostas
fisiologicas, sendo principalmente relatado o incremento na distribuicdo do sistema
radicular (Songsri et al., 2008; Girdthai et al., 2012; Graciano et al., 2016; Carrega et
al., 2020), alteracdo nos foliolos e reducdo da é&rea foliar (Reddy et al., 2004),
aumento no teor das ceras epicuticulares (Kottapalli et al., 2009), conteudo relativo
de agua (Akcay e al., 2010) e expressao génica (Pruthvi et al., 2013; Banavath et al.,
2018; Yuan et al., 2020; Liu et al., 2022).

A vulnerabilidade do amendoim aos eventos de deficiéncia hidrica é
dependente dos estadios de crescimento da cultura e da variabilidade fenotipica
(Puangbut et al., 2009). Apesar de certa tolerancia e mecanismos adaptativos, as
fases de florescimento e desenvolvimento da vagem sao mais afetadas pela
deficiéncia hidrica, j& que a maxima exigéncia hidrica ocorre nestes periodos
(Nogueira e Tavora, 2005, Singh et al., 2013). Desse modo, pode acarretar a queda
de flores e murchamento dos gin6foros, consequentemente, resultar em menor
namero de vagens. Em dltima insténcia, a formacdo de grdos em menor peso

especifico e/ou 0 ndo preenchimento dos mesmos é afetada (Boote et al., 1982).

Com isso, a escassez hidrica no solo, limita ndo apenas as variaveis de
crescimento do amendoim, como impactam seu potencial produtivo. A producéo de
amendoim é totalmente inerente a geracdo e penetracdo do gindforo no solo.
Quando o solo permanece seco por um longo periodo, torna-se uma barreira fisica
para a penetracdo do ginéforo, e dessa maneira, restringe a fase de frutificagéo,
acarretando a supressao do enchimento das vagens pela formacdo de vagens
aéreas (Kambiranda et al., 2011). O comprometimento na matéria seca, também é
atribuido aos processos cruciais afetados pela seca (visto anteriormente na se¢éo

2.2.1) sendo também verificados no amendoinzeiro, a reducdo na abertura



13

estomatica, na assimilacdo de CO:2 e na taxa transpiratoria, enquanto a eficiéncia de
uso da agua também é alterada (Clifford et al., 2000; Flexas et al., 2004; Kottapalli et
al., 2009; Pilon et al., 2018).

Em dltima instancia e de similar relevancia, a seca ndo afeta somente o
rendimento do cultivo do amendoim, como também inferioriza o tempo de prateleira
e a qualidade dos produtos (Kambiranda et al., 2011), j& que ao alterar o peso da
semente, influencia no teor de éleo e consequentemente, na qualidade nutricional

dos gréaos.

2.4 Tolerancia a seca e mecanismos de defesa atrelados

A exposicdo das plantas a seca prolongada, torna ineficiente a elas apenas
‘evitar’ a desidratagdo, na qual exige a juncdo - ndo somente das caracteristicas
morfologicas funcionais - como a associa¢cdo ao menor dano oxidativo nas células.
Desse modo, séo cruciais a ativagdo dos mecanismos de tolerancia (Nogueira et al.,
2006; Pereira et al. 2016; Bandurska et al., 2022). Evidentemente, a capacidade de
tolerar a seca envolve a ativacdo de uma rede integrada de respostas metabdlicas
sendo dependentes de outros fatores ambientais e mutaveis conforme o estagio de
desenvolvimento do vegetal, severidade e duracdo do fator estressante (Flexas et
al., 2004; Chakraborty et al., 2015; Kaur et al., 2021; Oguz et al.,, 2022). Essas
respostas sdo veemente complexas, e 0 grau de tolerancia pode variar entre

espécies e mesmo entre cultivares da mesma espécie (Pruthvi et al., 2013).

As principais vias relacionadas a tolerancia a seca incluem a transducéo de
sinal, eliminagdo de ERO e manuten¢do do potencial osmético celular, viabilizando
as funcdes fisioloégicas apos o0 estresse pela preservacdo da integridade da
membrana e homeostase celular (Lamaouri et al., 2018). Os sinais redox Sao avisos
prévios, que visam o controle da geragdo e o consumo de energia (Suzuki et al.,

2012; Das e Roychoudhury 2014), sendo coordenados por uma série de transcritos,
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através de sinalizacbes sistémicas e desencadeando respostas multiniveis
(Lamaouri et al., 2018).

A manutencdo das ERO nos processos celulares é regulada pela eficiéncia
dos sistemas antioxidantes que modulam sua atividade para garantir o equilibrio
entre a producdo e eliminacdo de ERO. Esses componentes enddgenos -
enzimaticos e nao enzimaticos — compde a linha de defesa nas plantas,
desintoxicando o0 excesso dessas espécies (Mittler et al., 2002; Gratéo et al., 2015;
Choudhury et al., 2017; Checchio et al., 2021). Embora sejam escassos (comparado
a outras espécies) os estudos relacionados a atividade antioxidante em gendtipos de
amendoim estressados pela seca, sugerem forte correlacdo do sistema de defesa
antioxidante a toleréncia a seca em diversas cultivares (Chaves e Oliveira, 2004;
Laxa et al., 2019; Bandurska et al., 2022).

Sistemas nao enzimaticos sdo constituidos principalmente por compostos de
baixo peso molecular, como glutationa (GSH), ascorbato (AsA), carotenoides, entre
outros (Mittler, 2002; Soares et al., 2019). AsA e GSH sdo metabolitos encontrados
no interior das células em altas concentracfes. Sao importantes na regulacdo e
eliminacdo de ERO e ambos séo requeridos como doadores de elétrons para a
efetiva acdo das defesas enzimaticas. Atuando de forma sinérgica, 0 AsA reage
diretamente com o H202, enquanto a GSH tem papel na regeneracédo do AsA (Foyer
e Noctor, 2013; Gratdo et al., 2015; Choudhury et al., 2017).

Devido ao poder redutor, GSH também esta relacionado, além da regulacao
enzimatica, a sintese proteica e expressao génica responsiva ao estresse (Sharma
et al., 2012). AsA tem participacdo ativa como estabilizador de enzimas com ions
metalicos e no controle da mitose, senescéncia e morte celular (Gill e Tuteja, 2010).
Por sua vez, os carotenoides nos cloroplastos fazem parte da defesa nos complexos
pigmento-proteina, sendo os principais responsaveis pela dissipa¢do do excesso de
energia, através da extingdo da formacao de clorofilas excitadas em estado singleto
(1Chl*) (Sun et al, 2022).

Por outro lado, a defesa enzimética compde proteinas que catalisam reacdes
de eliminacdo de pré-oxidantes através de elétrons fornecidos pelos antioxidantes

Nao enzimaticos ou outros doadores de elétrons (NADPH, ferredoxina) (Hernandez
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et al., 2012). As enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPOX), glutationa peroxidase (GSH-PX)
entre outras, compde essa defesa (Choudhury et al., 2013; Foyer e Noctor, 2013;
Gratéo et al., 2015).

A metaloenzima SOD, primaria na linha de defesa, exerce funcédo na
conversdo do superéxido (O2.-) em O2 e H202, mas sua essencialidade se deve
principalmente por evitar a formacdo da HO pela reagcdo de Fenton ou Ciclo de
Haber-Weis (Gill e Tuteja, 2010). A SOD pode apresentar diferentes isoformas que
estdo presentes majoritariamente nos cloroplastos, matriz mitocondrial e citoplasma
celular, mas podem ser encontradas em outros compartimentos. O H202 formado
pela reacdo catalisada pela SOD ou pela prépria dismutacdo espontanea do OZ2.- é
desintoxicado pela acdo da CAT, APX entre outras peroxidases (Hernandez et al.,
2012; Sharma et al., 2012; Gratdo et al., 2015).

As APX séo classificadas como heme peroxidases com alta afinidade (uM)
por H202 e AsA, evidenciando seu papel ndo apenas em extinguir o H202, como
também no controle dos seus niveis na sinalizacdo redox (Foyer e Noctor, 2013).
Também sdo encontradas em distintos compartimentos celulares sob diferentes
isoformas, e constituem uma das vias antioxidantes mais prevalentes e necessarias
nas plantas — o ciclo ascorbato-glutationa (AsA-GSH) (Sharma et al., 2012; Gratao et
al., 2015). De forma contraria, CAT possui baixa afinidade pelo H202, no entanto,
sdo principalmente encontradas nos peroxissomas, glioxissomos, citosol e
mitocondrias. Sao responsaveis pela eliminacdo do H20:2 fotorrespiratério, através da
reducé@o de duas moléculas de H202 a duas moléculas de H20 e O2. Sugere-se que
as APXs sdo responsaveis pela modulacdo fina das ERO, enquanto CAT pelo

excesso bruto gerado durante condigc&o estressora (Mittler et al., 2002).

A GPOX, uma heme enzima onipresente nos organismos vivos, através de
suas isoformas basicas e acidas nas plantas, participa da defesa contra estresses
abidticos e bidticos. Além disso, sua isoforma acida também esta relacionada a
processos essenciais da parede celular, como biossintese de lignina e regulacéo do
acido-indolil-acético (AlA). Sabe-se que a GPOX, apesar da auséncia de substrato

especifico, remove o H202 através da oxidacéo de doadores de elétrons aromaticos,
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como guaiacol e piragalol (Das e Roychoudhury 2014). Devido a sua atividade
enzimatica intra e extra celular € sugerido através das pesquisas que a GPOX é uma
enzima chave na eliminacdo do H202 contra uma série de adversidades (Sharma et
al., 2012; Soares et al., 2019).

A GSH-PX, compreende uma ampla familia de isoenzimas, que por serem
peroxidases tiol, possuem alta afinidade com peréxidos (Soares et al., 2019). Desse
modo, oxidam preferencialmente o GSH para reduzir o H202, lipidios e peréxidos de
alquila, auxiliando as células vegetais contra o estresse oxidativo. A GSH-PX
juntamente com a deidromonoascorbato redutase (DHAR), sdo importantes também
na conversdo do H202 e deidroascorbato (DHA) em H20 e AsA, respectivamente
(Gill et al., 2013).

Na tolerancia das plantas a condicdo de seca, manter a homeostase celular é
imprescindivel. Como estratégia de defesa, as plantas podem acumular metabdlitos
secundarios e osmdlitos organicos compativeis (glicina betaina, prolina,
aminoéacidos, acucares) (Ramakrishna e Gokare, 2011), favorecendo a pressao de
turgor durante o déficit hidrico (Chaves e Oliveira, 2004; Lamaouri etal., 2018). Esse
ajuste osmotico preserva as membranas e estruturas celulares, conservando a
absorcdo de 4gua sob a condicdo de seca, além de outras fun¢gBes importantes nao
s6 relacionadas a osmoprotecdo, como na desintoxicacdo de ERO (Zhang et al.,
2008).

2.5 Perspectivas da Tolerancia a seca

As perspectivas da tolerancia a seca no amendoinzeiro sdo galgadas pelo
gerenciamento do estresse hidrico atrelado as abordagens disponiveis e
alcancaveis. Embora os esforcos para explorar a introgressdo de genes com
caracteristicas de adaptacdo a seca ainda constituam um grande desafio, sobretudo
devido a complexa variabilidade genética advinda da constante deriva evolutiva e
tetraploidia do amendoim (Bertioli et al., 2011; Leal-Bertioli et al.,, 2012). O



17

desenvolvimento de gendtipos de amendoim tolerantes a seca é um dos principais
focos dos melhoristas de plantas e programas de cultivo do amendoinzeiro (Sarkar
et al., 2016). Recentemente, houve um aumento consideravel das pesquisas sobre
as respostas moleculares a seca e a tolerancia no amendoim (Pruthvi et al., 2013;
Sarkar et al., 2016; Banavath et al., 2018; Thangella et al., 2018; Yuan et al., 2020;
Li et al., 2021; Zhao et al., 2021; Mou et al., 2022).

Além das abordagens voltadas ao campo da engenharia genética,
recentemente houve um crescente fomento na inducdo da tolerancia a seca em
diversas cultivares através da aplicacdo exdgena de substancias e extratos naturais,
como metabdlitos vegetais, bioestimulantes e outros compostos quimicos (Godoy et
al., 2021; Hasanuzzaman et al.,, 2021; Koh et al., 2021; Bandurska et al., 2022;
Hosseinifard et al., 2022). A adocdo de estratégias de aplicacdo exdgena de certas
substancias tem abrangido efeitos benéficos que refletem uma melhor performance
no desenvolvimento das plantas diante da imprevisibilidade da seca, além da
viabilidade de implementacao.

Contudo, as lacunas acerca da inducdo de respostas que podem ser geradas
com a aplicacdo de uma série de compostos aplicados exdgenamente permanecem,
e maiores esforcos sdo necessarios. Pois, como ressaltado anteriormente, as
diferenciacbes nas respostas metabodlicas entre cultivares na interacdo com o
ambiente, se devem a intensidade e tempo de exposicao ao fator externo e também
as préprias caracteristicas intrinsecas do vegetal e seu ciclo de desenvolvimento.
Somado a isto, existem formas distintas de aplicacdo e concentracdes, na qual, esta
altima em questéo ira designar o papel conclusivo na linha ténue entre benéfico a

maléfico, antioxidante a pr6 oxidante para o vegetal.

Contudo, a melhor compreensdo dos eventos de sinalizacdo ao estresse
desencadeados pela seca, atrelado as respostas fisioldgicas e bioquimicas nas
plantas de amendoim perante esses episddios de estiagem, ainda sdo primordiais
no critério de tolerancia a seca. Desse modo, estudos que possam explorar o
conjunto de respostas metabolicas no amendoinzeiro, podem contribuir, nao
somente na identificacdo de materiais com caracteristicas relacionadas a tolerancia,

como posteriormente, também na manipulacdo e viabilidade de aplicagdo exdgena
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dos compostos envolvidos. Uma vez que, sdo geradas mudancas no metabolismo
devido as cascatas de sinalizacbes, expressdo génica, modulando a atividade de

antioxidantes e osmoprotetores.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Experimento 1 - Respostas modulatérias dos status fisiolégico e
bioguimico estdo relacionadas aos niveis de tolerancia a seca em

cultivares de amendoim

3.1.1. Material vegetal e condicdes ambientais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, no periodo de
Marco a Maio de 2021. Localizado a uma altitude de 590m e coordenadas
geograficas: 21°15°17”S e 48°18’20”0. As quatro cultivares de amendoim utilizadas
no trabalho foram a IAC 503, IAC OL3, IAC OL6 e IAC SEMPRE VERDE, ambas
adquiridas através do Instituto Agronémico de Campinas (IAC).

As condi¢gdes ambientais de temperatura e umidade relativa do ar da casa
de vegetacdo foram parcialmente controladas, sendo os elementos meteoroldgicos
apresentados na Figura 3, extraidos de um conjunto de dados pertencentes ao

acervo da area de Agrometeorologia do Departamento de Ciéncia Exatas.
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Figura 3. Temperatura maxima e minima e umidade relativa do ar media durante o
periodo experimental. (Fonte: Estacdo Agroclimatologica Departamento de Ciéncias
Exatas da FCAV/UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL).
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3.1.2. Delineamento e conducéo experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4x3 (4 cultivares x 3 condi¢cfes hidricas), com trés repeticdes e trés plantas
por vaso, totalizando 36 unidades experimentais. Cada unidade experimental foi
composta por um vaso plastico (25 dm3®) de uma mistura de terra aravel de um
Latossolo vermelho eutroférrico tipico, textura argilosa e areia (3:1 v/v). Aliquotas
representativas dessa mistura foram submetidas a analise quimica e granulométrica,
apresentando os seguintes resultados: pH (CaClz): 6.1, matéria organica: 9,0 g dm-3,
P: 10 mg dm3, S: 13 mg dm3, Ca: 21 mg dm=, Mg: 7 mmol. dm=, Na: ns, K: 1.3
mmolc dm3, H+Al: 13 mmolc dm?3, soma de bases (SB): 28.5 mmolc dm3,
capacidade de troca de cations (CTC): 41.1 mmolc dm2 e saturacdo por bases (V%):
69%.

Durante a semeadura foram depositadas nove sementes nos vasos
previamente tratadas com inseticida e fungicida. Apds a emergéncia, foi realizado o
desbaste, mantendo-se trés plantas por vaso. Para estabelecer as diferencas no
regime hidrico que caracterizavam os tratamentos sem e com restricdo hidrica, foi
determinado anteriormente a capacidade de retencdo de agua (CRA) nos vasos,
sendo a CRA total considerada equivalente a 100% da CRA do solo dos vasos. No
entanto, o controle da agua foi considerado 80% deste valor, pois corresponde a
demanda usual para a maioria das culturas. Para a condi¢do de déficit hidrico, o
nivel de 4gua foi estabelecido a 30% da CRA dos vasos. A disponibilidade de agua
foi controlada pelo método de pesagem dos vasos apos a reposicdo de agua pela

evapotranspiracao.

Todas as plantas foram condicionadas a plena irrigacdo (tratamento CT —
controle) até 65 dias apds a semeadura (DAS). Posteriormente o grupo de plantas
do tratamento reidratado (RH) tiveram a irrigagdo suspensa e trés dias depois,
também foi suspendida a irrigacdo do grupo déficit hidrico (DH) até niveis proximos
a 30% da CRA dos vasos. A suspensao total de irrigagcdo nos dois grupos ocorreu
por 9 dias, sendo que as plantas do tratamento RH receberam novamente a

irrigacdo a 80% do CRA dos vasos, por trés dias antes da coleta. Na manha do dia
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seguinte, totalizados 74 dias de experimento, as plantas foram coletadas e avaliadas

conforme as analises a sequir.

3.1.3. Indicadores do status fisioldgico

3.1.3.1. Quantificagdo dos Pigmentos: Clorofila total e Carotenoides

Para a quantificacdo dos teores de clorofila total e carotenoides, os discos
foliares foram removidos e incorporados numa mistura contendo 2 mL de acetona
(80%), mantidos por 48h sob refrigeracédo. Apés este periodo, foram mensurados em
espectrofotometro nos comprimentos de onda: Clorofila a = 663 nm; Clorofila b =
647 nm; Carotenoides = 470 nm e calculados de acordo com as equacdes propostas
por Lichtenthaler (1987). Os resultados foram expressos em pg/mlt de massa

fresca.

3.1.3.2 Eficiéncia quéantica do PSII (Fv/Fm)

Para as avaliagbes da eficiéncia quantica do fotossistema II, foi utilizado um
fluorimetro (Hansatech, mod. PEA) medidos pela luz vermelha com pico de 650 nm,
de aproximadamente 3.000 pmol m=2 s, sendo os resultados expressos em unidade

relativa.

3.1.3.3 Trocas gasosas

As trocas gasosas foram avaliadas através de um sistema portatil IRGA
(Infrared Gas Analyzer — Li-Cor®, mod. LI-6400, Lincoln, Nebraska, USA), medidas
com uma intensidade luminosa constante de 1500 pmol m=2 s1. As medidas foram
realizadas 9:30h as 10:30h, em que as leituras de taxa de assimilacdo liquida de
CO2 (A — umol CO2 m? s1), condutancia estomatica (gs — ymol H20 m? s?) e

transpiracdo foliar (E — mmol H20 m? s1) foram armazenadas e trabalhadas. Para
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tanto, foram utilizados valores de CO: de referéncia de 400 ymol CO2 mol?; H20 de
referéncia de 14 mmol H20 mol?; a temperatura da camara foi fixada em 25°C; a

pressdo atmosférica em 1000 KPa; e a taxa de fluxo em 400 ymol s™.

3.1.4. Indicadores do status bioquimico
3.1.4.1. Determinacédo do conteudo de perédxido de hidrogénio (H202)

O conteudo de peréxido de hidrogénio (H20:2) foi determinado segundo
metodologia de Alexieva (2001), através da reacdo com iodeto de potassio, com

leitura em 390 nm. Os resultados foram expressos em ymol/mg™* de massa fresca.

3.1.4.2. Caracterizacao do estresse pela peroxidacéo lipidica

A peroxidacao lipidica foi estimada pelo conteudo de substancias reativas ao
acido tiobarbittrico (TBARS). A concentracdo de equivalente de malondialdeido
(MDA) foi calculada usando um coeficiente de extingdo de 1,55 x 10° mol! cm™,
com leituras em 535 e 600 nm (Mihara et al., 1980). Os resultados foram expressos

em ymol/mg? de massa fresca.

3.1.4.3. Extracdo de proteinas e determinacdo da atividade antioxidante

Para as analises enzimaticas foi feita uma extracdo seguindo a metodologia
de Azevedo et al. (1998) e as proteinas quantificadas pelo método de Bradford
(1976), sendo obtidos valores expressos em mg/proteina. Posteriormente foram

medidas as atividades especificas das enzimas a seguir.
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3.1.4.4. Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade especifica da SOD foi determinada conforme protocolo de
Giannopolitis e Ries (1977), através da inibicdo da reducéo fotoquimica do cloreto de
nitroblue tetrazodlio (NBT) e conduzida em uma camara de reacdo, sob lampada
fluorescente de 15 W, a 25 °C. A solugdo da reacdo foi constituida por tampéo
fosfato de potassio (50 mM) (pH 7,8), metionina (50 mM), NBT (1 mM), EDTA (10
mM), Riboflavina (0,1 mM) e o extrato. Posteriormente, os tubos com a solugéo
foram colocados na caixa por 5 minutos. A medida foi realizada em
espectrofotdbmetro a 560 nm. Os resultados foram expressos em U SOD mg™ de
proteina.

3.1.4.5. Ascorbato Peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade especifica da APX foi determinada através da andlise da taxa de
oxidagdo do ascorbato a 30 °C. A mistura de reacdo consistiu por uma solugao
contendo tampéo fosfato de potassio (80 mM) (pH 7,0), ascorbato (5 mM); EDTA (1
mM), H202 (1 mM) e o extrato vegetal. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro
a 290 nm por 1 minuto (Cakmak e Horst, 1991). Os resultados foram expressos em

umol mint mg* de proteina.

3.1.4.6. Glutationa Peroxidase (GSH-PX, EC 1.11.1.9)

A atividade de GSH-PX foi obtida adicionando o extrato a um meio reacional
que consistiu por tampéo fosfato de potassio (100 mM) (pH 7,0), EDTA (3 mM), 0,24
U GR mL?, GSH (10 Mm) e azida so6dica (1 mM). A mistura foi incubada a 37 °C
durante 10 minutos e a reagdo catalisada pela adicdo de NADPH (1,5 mM) e H20:2
(1,5 mM). A oxidagdo de NADPH foi vistoriada durante 5 minutos a 340 nm e a
atividade enzimatica calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 6,22
mM-1 cm (Anderson e Davis, 2004). Os resultados foram expressos em pmol mint

mg*de proteina.
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3.1.4.7. Guaiacol Peroxidase (GPOX, EC 1.11.1.7)

A atividade de GPOX foi determinada numa mistura contendo tampéo fosfato-
citrato pH 5,0 (fosfato de sédio dibasico 0,2 M: acido citrico 0,1 M), 0,5% de guaiacol
e 0 extrato. Posteriormente a solucéo foi agitada em vortex com a adi¢cdo de H20:2 e
incubados a 30°C durante 15 minutos (Gomes-Junior et al., 2006). A reacao foi
interrompida por transferéncia imediata para um banho de agua gelada, seguida
pela adicdo de 2% de solucdo de metabissulfito de sodio (Monteiro et al. 2011). A
atividade foi avaliada monitorizando a absorbancia no comprimento de onda de 450

nm.
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3.2. Experimento 2 — A glutationa exdgena pode atenuar os efeitos negativos

no amendoim ocasionados pela seca

3.2.1. Material vegetal e condi¢cdes ambientais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, S&do Paulo. Localizado a uma
altitude de 590m e coordenadas geograficas: 21°15’17”’S e 48°18'20”0. Os dados
de temperatura e umidade relativa do ar da casa de vegetacdo foram adquiridos
através de um conjunto de dados pertencentes ao acervo da area de
Agrometeorologia do Departamento de Ciéncia Exatas, sendo apresentados na

figura abaixo (Figura 4).
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Figura 4. Temperatura maxima e minima e umidade relativa do ar média durante o
periodo experimental. (Fonte: Estacdo Agroclimatolégica Departamento de Ciéncias
Exatas da FCAV/UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL)
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O controle da umidade do solo foi monitorado através de sensores
(Hidrofarm — Falker, modelo HFM 2030) e os dados obtidos no periodo de inducéo

dos tratamentos foram apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Dados de umidade média do solo dos vasos (%) com e sem restricdo
hidrica. O eixo x representou o periodo de avaliacdo (dias/meses) e 0 €ixo y 0S
valores de umidade do solo.

3.2.2. Delineamento e conducao experimental

O delineamento experimental realizado foi em blocos casualizados, em
esquema fatorial 2x2, com quatro repeticdes, sendo os tratamentos formados pela
combinacdo de glutationa (0 e 150 mg/L) e auséncia e presenca de agua. As
sementes de amendoim da cultivar IAC OL3 (previamente tratadas) foram semeadas
nos vasos com capacidade de 10 litros e preenchidos por uma mistura de terra
aravel de um Latossolo vermelho eutroférrico tipico, textura argilosa e areia (2:1 v/v),
mantendo-se duas plantas por vaso. Aos 51 apl0s a semeadura (DAS),
correspondendo a fase de florescimento da cultura, os grupos de plantas
pertencentes ao tratamento com aplicagdo exogena de glutationa, foram

pulverizadas pela manh& com uma solugdo contendo o composto glutationa (yy-L-
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Glutamil-L-cilteinil-glicina, GSH - Sigma-Aldrich) na concentracdo de 150 mg/L,
incluindo 0,1% de tween-20 como surfactante. A aplicacdo foi realizada com o
auxilio de um pulverizador costal pressurizado por CO2, munido de barras com
quatro bicos tipo leque (TTJ60-11002 VP), espacadas de 0,5m, o qual foi regulado
com pressdo constante de 2,3 kgfcm™, proporcionando volume de calda
correspondente a 200 L hat, com deslocamento a 1ms™, barra a 0,5m de altura em

relacdo ao alvo.

A disponibilidade de agua foi controlada pelo monitoramento através dos
sensores, sendo todas as plantas condicionadas a plena irrigacéo até 63 DAS, neste
periodo final também foi realizada a primeira avaliacdo de trocas gasosas com o
sistema portétil IRGA (Infrared Gas Analyzer). No dia seguinte (64 DAS), os
tratamentos correspondentes ao déficit hidrico tiveram a irrigagdo suspensa, sendo a
umidade do solo monitorada duas vezes ao dia. Totalizados 72 DAS, as plantas

foram coletadas e avaliadas conforme as andlises descritas a seguir.

3.2.3. Indicadores do status fisiolégico

3.2.3.1. Conteudo relativo de agua

O conteudo relativo de agua (CRA) foi determinado a partir de dez discos
foliares (1 cm de diametro) ao final da coleta experimental. Inicialmente foram
pesados para obtencdo da massa fresca (MF), sendo posteriormente imersos em
recipiente com agua deionizada por 24 horas na auséncia de luz. Apés, os discos
foram novamente pesados, obtendo-se a massa turgida (MT). Por fim, os mesmos
foram secos em estufa de ventilagéo forcada a 65°C por 48 horas, sendo novamente
pesados e resultando a massa seca (MS). O CRA foi obtido através da férmula: CRA
= (MF-MS)/(MT-MS). E a unidade expressa em porcentagem (%) (Slavick, 1979).
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3.2.3.2. Quantificacao do teor de clorofila total e parametros de trocas gasosas

O teor de clorofila total foi quantificado através de um clorofildmetro portatil
(Falker, modelo CFL 1030) e os resultados foram expressos em UR. As trocas
gasosas foram realizadas em dois periodos no desenvolvimento experimental, a
primeira antecedendo a fase de estresse e a segunda ao final do experimento. Para
isso, utilizou-se o sistema portatil IRGA (Infrared Gas Analyzer — Li-Cor®, mod. LI-
6400, Lincoln, Nebraska, USA), pela mesma metodologia citada anteriormente na

secdo de Material e métodos, do experimento 1.

3.2.4. Indicadores do status bioquimico

3.2.4.1. Determinacédo do contetdo de perédxido de hidrogénio (H202)

O conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) foi determinado segundo
metodologia de Alexieva (2001), conforme descrito anteriormente. Os resultados

também foram expressos em ymol/mg* de massa fresca.

3.2.4.2. Caracterizacao do estresse pela peroxidacgao lipidica

A peroxidacao lipidica foi estimada pelo contetdo de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) através da metodologia de Mihara et al. (1980),
conforme descrito anteriormente. Os resultados foram expressos em pmol/mg? de

massa fresca.

3.2.4.3. Extracao de proteinas e determinacgéo da atividade antioxidante enziméatica

As analises enzimaticas foram feitas através da extracdo seguindo a
metodologia de Azevedo et al. (1998) e as proteinas quantificadas pelo método de
Bradford (1976). Os valores obtidos foram expressos em mg/proteina.

Posteriormente foram medidas as atividades especificas das enzimas Ascorbato
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Peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) e Guaiacol Peroxidase (GPOX, EC 1.11.1.7)
descritas anteriormente, conforme os protocolos de Cakmak e Horst (1991) e

Gomes-Junior et al. (2006), respectivamente.

3.24.7. Compostos antioxidantes ndo-enzimaticos

O teor de glutationa (GSH) foi estimado conforme os protocolos de Anderson
(1985) e Israr et al. (2006), com modificacdes. As folhas foram maceradas com 0,1%
de acido sulfosalicilico. Ap6s homogeneizadas, a mistura foi inserida em tubos e
centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos a 4°C. Posteriormente, foi retirada 250 pl
de sobrenadante e adicionados na cubeta juntamente a 1,75 mL de 0,1 M de tampéo
fosfato de sodio (pH 7) contendo EDTA e 100 uL de 3 mM de DTNB (acido 5,5’-ditio-
bis-(2-nitrobenzobico)). Apds 5 minutos, o teor de glutationa reduzida foi determinado
em espectrofotdmetro a 412 nm, sendo posteriormente adicionados no mesmo tubo
0,4 mM de NADPH 2 pl de glutationa (GT) para a leitura da glutationa total no
mesmo comprimento de onda. A quantificacdo da GSH baseou-se em uma curva
padrdo obtida a partir de concentracfes de GSH conhecidas. E a partir do célculo da
diferenca entre os valores de glutationa total e GSH foi determinada a quantidade de
GSSG, sendo possivel estimar a razdo GSH/GSSG.

O teor de ascorbato total (AsA) foi determinado através do protocolo de
Ribeiro et al. (2012), com modificacdes. Folhas foram maceradas em 1 mL de TCA
(6%), homogeneizadas e posteriormente centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos
a 4°C. Em um tubo foram adicionados uma aliquota do sobrenadante (50 pl), 400 pl
de TCA (6%), 100 yl de 10 mM DTT (em 0,02 M tampéo fosfato de sédio pH 7,4) e
200 pl tampao fosfato de sodio (0,02 M, pH 7,4) e incubados por 15 minutos a 40°C.
Apos, adicionou-se 100 pl de 0,5% (p/v) NEM (N-etilmaleimida), 100 pl de 50% (p/v)
TCA, 400 pl de 42% (v/v) H3POa (acido fosforico), 400 pl de 4% (p/v) 2,2-dipiridil em
etanol e 200 ul de 0,3% (p/v) de FeCls. A mistura foi incubada por 40 minutos a 40°C.
Posteriormente, a reacdo foi parada através da insercdo dos tubos em gelo e a

leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 525 nm. A quantificacdo do ascorbato
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também foi realizada com base em uma curva padrdo obtida a partir de

concentracfes conhecidas de acido ascorbico.

3.3. Andlise estatistica dos dados

Os dados foram analisados por meio do software estatistico AgroEstat®
(Barbosa e Maldonado Junior, 2015) e submetidos a analise de variancia pelo teste
F. As diferencas significativas entre as meédias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Além disso, para o primeiro experimento, afim de
identificar o comportamento das cultivares em resposta aos tratamentos propostos, e
também para integrar todos os dados das avaliacdes fisiologicas e bioquimicas, uma
analise de componentes principais (PCA) foi realizada. O processo foi desenvolvido
reduzindo a matriz multivariada de dados a um biplot bidimensional interpretavel que
explica a maior proporcao de variacdo dos dados obtidos nas condi¢des de DH e
RH, separadamente. Os graficos foram feitos com a utilizacdo do software Origin v.
9.0 (Microcal®).
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1 — Respostas modulatérias dos status fisiolégico e
bioquimico estdo relacionadas aos niveis de tolerdncia a seca em

cultivares de amendoim

4.1.1. Quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos

As menores concentragdes de clorofila total entre as cultivares foram
constatadas na cultivar IAC OL3 sob DH e na IAC Sempre Verde (SV) sob RH
(Figura 6). Em relacdo ao controle, nenhuma cultivar reduziu seu conteudo de
clorofila com a exposi¢cdo ao estresse. Apenas a cultivar IAC SV expressou essa
reducdo apoés a reidratacdo. Em contrapartida, a cultivar IAC 503 aumentou seu

conteudo sob estresse, mantendo-o apos a reidratacdo (Figura 6A).

O conteudo de carotenoides foi similar aos dados de clorofila entre as
cultivares sob as condi¢cdes DH e RH (Figura 6B), sendo as menores concentragdes
verificadas nas cultivares IAC OL3 e IAC SV, respectivamente. Entre os tratamentos,
as cultivares IAC 503 e IAC OL3 reduziram seu conteudo de carotenoides em
resposta ao estresse, recuperando seus niveis equivalente aos seus respectivos
controles apdés a reidratacdo. Em contrapartida, a cultivar IAC SV foi a mais afetada,
apresentando declinio continuo nos carotenoides entre as condicdes. A cultivar IAC
OL6 néo diferiu seu contetdo de clorofila e carotenoides entre nenhum dos niveis de

disponibilidade hidrica (Figura 6).
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Figura 6. Contetdos de Clorofila total (A) e Carotenoides (B) nas cultivares de
amendoim (IAC 503; IAC OL3; IAC OL6; IAC SV) sob trés condigbes hidricas (CT-
DH-RH). Letras mailsculas comparam as médias das cultivares dentro de uma
mesma condigdo e letras mindsculas comparam as médias entre as condigbes
dentro de uma mesma cultivar. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.1.2. Eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm)

A eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm) variou entre as cultivares independente
da condicdo hidrica (Figura 7), na qual os menores valores observados nas
condicbes DH e RH foram referentes as cultivares IAC 503 e IAC SV,
respectivamente. Entre os tratamentos, quando comparado as plantas plenamente
irrigadas, o estresse ocasionou o decréscimo nos valores de Fv/Fm nas plantas IAC
503 e IAC SV. ApoOs a reidratacdo esses valores foram aumentados nas cultivares
IAC 503 e OLG6, diferentemente da SV, que apresentou expressiva queda nessa
condicdo. Nao houve diferenca estatistica para a cultivar IAC OL3 entre 0s

tratamentos (Figura 7).
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Figura 7. Eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm) nas cultivares de amendoim (IAC 503;
IAC OL3; IAC OL6; IAC SV) sob trés condi¢cdes hidricas (CT-DH-RH). Letras
maiusculas comparam as médias das cultivares dentro de uma mesma condicéo e
letras minUsculas comparam as médias entre as condi¢cdes dentro de uma mesma
cultivar. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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4.1.3. Trocas gasosas

A taxa de assimilacdo liquida de CO:2 (A), condutancia estomética (gs) e a taxa
transpiratoria (E) evidenciaram um padrdo de resposta analogo entre as condi¢cdes
hidricas. A cultivar IAC 503 apresentou a maior taxa nos trés parametros entre as
cultivares sob déficit hidrico, enquanto a cultivar IAC SV, os menores valores sob
reidratacdo (Figuras 8A-C). De maneira contraria, a concentracdo interna de carbono
(Ci), eficiéncia da carboxilacéo instantanea (A/Cj) e eficiéncia do uso da agua (EUA)

variou entre as cultivares dentre as condi¢c@es hidricas (Figuras 8D-F).

Em comparacéo as plantas controle, apenas nas cultivares IAC 503 e IAC SV
a A, gs e E tiveram uma reducado constante entre as condic6es hidricas, ndo sendo
os valores reestabelecidos apos a reidratacdo (Figura 8A-C). Os parametros de Cie
A/Ci para a cultivar 503 foram reduzidos somente na reidratacdo (Figura 8D-E), nédo
apresentando diferenca estatistica para EUA (Figura 8F). Ja para a cultivar SV, o C;
reduziu significativamente entre as condi¢cdes hidricas, enquanto a A/Ci reduziu
apenas sob RH quando comparado ao controle (Figura 8D-E). De maneira contraria,
a EUA para esta cultivar aumentou com a reidratacdo em comparacao as plantas

controle (Figura 8F).

A cultivar IAC OL6 apresentou queda na A, gs, E (Figura 8A-C) e A/C; (Figura
8E) quando submetidas ao déficit hidrico, entretanto, também apresentou
recuperacao equivalente (A, gs, A/Ci) e parcialmente (E) aos niveis do controle, apés
a reidratacdo. N&o houve diferenca estatistica na EUA para esta cultivar (Figura 8F).
Com relacdo a IAC OL3, a A nao foi comprometida com o déficit hidrico, apesar da
diminuicdo em gs, E e Ci na mesma condi¢éo (Figura 8A-D). Contudo, esses valores
foram reestabelecidos equivalente ao controle apés a reidratacdo. A estimativa da
A/Ci e EUA (Figura 8E-F) tiveram o mesmo padrdo de resposta para esta cultivar,
apresentando aumento sob DH, demonstrando elevada utilizacdo dos recursos
nesta condicdo e consequente adaptacdo ao estresse; apds a reidratacdo, o0s

valores foram reestabelecidos equivalentes aos do controle.
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Figura 8. A — assimilacédo liquida de CO:2 (A), gs — condutancia estomatica (B), E — taxa transpiratéria (C), Ci— concentracao
interna de carbono (D), A/C; — eficiéncia da carboxilacédo instantédnea (E) e EUA — eficiéncia do uso da agua (F) nas cultivares
de amendoim (IAC 503; IAC OL3; IAC OL6; IAC SV) sob trés condicdes hidricas (CT-DH-RH). Letras mailusculas comparam
as médias das cultivares dentro de uma mesma condic¢ao e letras minusculas comparam as médias entre as condi¢des dentro
de uma mesma cultivar. Médias seguidas pela mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.1.4. Medigbes do metabolismo oxidativo e enzimas antioxidantes

As maiores concentracbes de malondialdeido (MDA), indicativo da
peroxidacgéo lipidica, foram observados nas cultivares IAC OL6 e SV, independente
da condicdo hidrica. Em comparacado a condi¢do controle, o déficit hidrico promoveu
aumento de MDA em todas as plantas de amendoim. Apoés reidratacdo, essa
concentracdo de MDA foi reduzida em todas as cultivares, ndo diferindo de seus

respectivos controles (Figura 9B).

A concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202) foi superior nas cultivares
IAC OL6 e SV sob deficiéncia hidrica e reidratacdo. Em relacdo ao tratamento
controle, o aumento de H20:2 verificado na maioria das plantas estressadas, foi
reduzido apenas na IAC 503 e OL3 com a reidratacdo. Em contrapartida, a
concentracdo aumentou para as cultivares IAC OL6 e SV nesta mesma condi¢cao
(RH) (Figura 9A).
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Figura 9. Quantificacdo do conteudo de H20:2 (A) e MDA (B) nas cultivares de
amendoim (IAC 503; IAC OL3; IAC OL6; IAC SV) sob trés condicdes hidricas (CT —
DH — RH). Letras mailusculas comparam as médias das cultivares dentro de uma
mesma condicdo e letras minUsculas comparam as médias entre as condicdes
dentro de uma mesma cultivar. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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As atividades antioxidantes enziméticas da superdxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GSH-PX) e guaiacol peroxidase
(GPOX) diferiram entre as cultivares independente do tratamento (Figura 10A-D).
Sob DH e RH, a atividade mais expressiva da SOD foi observada na cultivar IAC
OL3, enquanto a menor atividade nas cultivares IAC 503 e SV (Figura 10A). Entre os
tratamentos (excecdo a IAC 503), todas as cultivares apresentaram aumento na
atividade de SOD na condi¢cdo DH. Apds a reidratacdo, houve reducéo da atividade

desta enzima, somente para a IAC OL3 (Figura 10A).

A atividade especifica da APX foi mais expressiva na cultivar IAC OL3 nos
tratamentos CT e DH (Figura 10B). Na condicdo RH, a cultivar IAC 503 obteve um
aumento na atividade da APX, igualando-se a IAC OL3. A menor atividade entre as
cultivares foi notada na cultivar IAC SV sob déficit hidrico, juntamente com a IAC
OL6 na reidratacdo. O estresse ocasionou a ativagdo da APX em todas as
cultivares, sendo a atividade da IAC 503 crescente entre os tratamentos, enquanto
na IAC SV aumentou apenas na reidratacdo em relacdo ao controle. Somente para
as cultivares IAC OL3 e OL6, houve reducdo da atividade da APX ap0s reidratacéo
(Figura 10B).

Entre as cultivares, a IAC OL3 apresentou a maior atividade de GSH-PX,
independentemente do tratamento. Por outro lado, a IAC OL6 sob DH, juntamente
com a IAC SV sob RH obtiveram os menores valores. Em relacdo as condicfes
hidricas, todas as cultivares tiveram o mesmo padréo de resposta, aumentando a
atividade sob déficit hidrico e ndo alterando ap6s a reidratacdo (Figura 10C). As
maiores atividades de GPOX foram observadas nas cultivares IAC OL3 na condi¢ao
DH, juntamente com a IAC OL6 sob RH (Figura 10D). Todas as -cultivares
expressaram aumento de GPOX sob estresse (exceto a IAC 503), quando
comparado ao tratamento controle. Houve reducdo na atividade enzimatica com a
reidratacdo em todas as cultivares, quando comparadas as plantas DH (com
excecao a IAC OL6) (Figura 10D).
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Figura 10. Atividade especifica das enzimas SOD (A), APX (B), GSH-PX (C) E GPOX (D) nas
cultivares de amendoim (IAC 503; IAC OL3; IAC OL6; IAC SV) sob trés condic¢des hidricas (CT
— DH — 718 RH). Letras mailusculas comparam as medias das cultivares dentro de Letras
maiusculas comparam as médias das cultivares dentro de uma mesma condigdo e letras
mindsculas comparam as médias entre as condi¢bes dentro de uma mesma cultivar. Médias
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4.1.5. Analise de componentes principais

A andlise de componentes principais agrupou as variaveis nas condi¢des de
déficit hidrico (Figura 11A) e reidratacdo (Figura 11B), isoladamente. Os modelos
utilizaram trés componentes, evidenciando 89,1 e 93,6% dos dados,
respectivamente. De maneira geral, independente das condi¢cdes, as enzimas
antioxidantes (SOD, APX, GPOX, GSH-PX) apresentaram correlacdo direta a
cultivar IAC OL3, sendo fator critico na defesa antioxidante perante o estresse
(Figura 11A). Apds a reidratacdo, juntamente ao metabolismo antioxidante, os
parametros de gs, Ci e E também foram determinantes na homeostase celular e
recuperagdo das plantas (Figura 11B), novamente sendo diretamente relacionados
ao PC1.

Os danos oxidativos (MDA, H202) foram fortemente associados a IAC SV
independente da condicdo hidrica (Figura 11). A IAC 503 se correlacionou,
sobretudo, ao parametro de condutancia estomatica perante o estresse, enquanto a
IAC OLG6 foi correlacionada aos danos oxidativos, juntamente a cultivar SV (Figura
11A). Para a reidratacdo, os pigmentos, a APX, e a taxa de carboxilacao instantanea
(A/Cj) foram associados também a recuperacdo da cultivar IAC 503; enquanto que
para a IAC OL6, foram os antioxidantes e parametros E, C; e gs, no entanto, com

menor intensidade em comparacdo a IAC OL3 (Figura 11B).
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4.2 Experimento 2 — A glutationa exdgena pode atenuar os efeitos negativos no

amendoim ocasionados pela seca

4.2.1. Determinacgéo do conteudo relativo de dgua (CRA)

O conteudo relativo de agua (CRA) nas plantas foi reduzido com a imposicao
do déficit hidrico, independente da aplicacdo de GSH exdgena, quando comparado
aos tratamentos com disponibilidade hidrica. Embora a aplicacdo foliar de GSH nao
tenha diferido estaticamente no CRA dentro da condi¢éo de plena irrigacdo, houve
um aumento na CRA das plantas tratadas dentro da condicdo de estresse (Figura

12).
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Figura 12. Conteudo relativo de agua nas cultivares de amendoim IAC OL3. Letras
minusculas diferentes comparam as médias significativas nas concentracdes de
GSH entre as condic¢des hidricas e letras mailsculas comparam as médias entre as
concentracbes de GSH dentro de cada condicdo hidrica. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.2.2. Quantificacdo do teor de clorofila

N&o houve diferenca estatistica com relacdo ao contetdo de clorofila total nas
plantas sob restricdo hidrica e auséncia de aplicacdo foliar, em comparagdo as
plenamente irrigadas. Contudo, a aplicacdo de GSH exdgena promoveu um
aumento significativo no conteudo de clorofila nesta mesma comparacdo. Além
disso, a maior concentracdo de clorofila dentre os tratamentos foi evidenciada nas
plantas tratadas com GSH na condicdo de estresse, enquanto na auséncia de

estresse ndo houve diferenca estatistica (Figura 13).
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Figura 13. Conteudo de clorofila total nas cultivares de amendoim IAC OL3. Letras
minuUsculas diferentes comparam as médias significativas nas concentracbes de
GSH entre as condicbes hidricas e letras mailsculas comparam as médias entre as
concentracbes de GSH dentro de cada condicdo hidrica. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.2.3. Trocas gasosas

A taxa de assimilacdo liquida de CO:2 (A), condutancia estomética (gs) e a taxa
transpiratoria (E) analisados antes da imposicdo do estresse (Figura 14 — lado
esquerdo), ndo apresentaram diferenca estatistica. De maneira oposta, a avaliacédo
das trocas gasosas realizadas apos o periodo de estresse (Figura 14 — lado direito),
evidenciou respostas analogas entre 0s parametros com a interacdo entre as

concentracdes de GSH e condi¢des hidricas.

Quando comparadas as plantas plenamente irrigadas, os parametros de A, gs
e E foram consideravelmente reduzidos com o déficit hidrico, independente da
concentracdo de GSH aplicada (0, 150 mg/L). Dentro da condi¢cdo de estresse, a
aplicacdo de GSH foi indiferente em todos os parametros, ndo demonstrando
diferenca estatistica. Diferentemente do observado na condi¢cdo de plena irrigacéo,

em que A, gs e E foram maiores nas plantas tratadas com GSH.
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Figura 14. A — assimilacao liquida de CO2 (A), gs — condutancia estomatica (B) e E —
taxa transpiratéria (C) nas cultivares de amendoim IAC OL3. Letras mindsculas
diferentes comparam as médias significativas nas concentracdes de GSH entre as
condicdes hidricas e letras mailsculas comparam as médias entre as concentracdes
de GSH dentro de cada condi¢do hidrica. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.2.4. Indicativos do estresse

A peroxidacdo lipidica, estimada como teor de malondialdeido (MDA)
representa um indicativo de danos na membrana. Entre as condi¢des hidricas, o
déficit hidrico promoveu o aumento no teor de MDA nas plantas independente da
aplicacéo foliar de GSH. Contudo, na condicdo estressora, as plantas tratadas com
GSH apresentaram menor teor de MDA quando comparadas as plantas nao
tratadas, enquanto as plantas plenamente irrigadas néo diferiram estatisticamente

entre si com a aplicagéo (Figura 15).
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Figura 15. Quantificagdo do conteuddo de MDA nas cultivares de amendoim IAC
OL3. Letras minusculas diferentes comparam as médias significativas nas
concentracbes de GSH entre as condi¢cbes hidricas e letras mailsculas comparam
as médias entre as concentracdes de GSH dentro de cada condicdo hidrica. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

De maneira similar aos dados de MDA, o contetdo de peréxido de hidrogénio
(H202) quantificado também foi aumentado com a imposicdo do déficit hidrico
independente da aplicacao foliar de GSH, quando comparado as plantas plenamente

irrigadas. Contudo, na condicdo de déficit hidrico as plantas tratadas com GSH
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apresentaram menor contetudo de H202 quando comparada as plantas néo tratadas
(Figura 16).
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Figura 16. Quantificacdo do conteddo de peréxido de hidrogénio (H202) nas
cultivares de amendoim IAC OL3. Letras minusculas diferentes comparam as médias
significativas nas concentracbes de GSH entre as condi¢Bes hidricas e letras
maiusculas comparam as médias entre as concentracbes de GSH dentro de cada
condicao hidrica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

4.1.4. Antioxidantes enzimaticos e ndo enziméaticos

A atividade especifica das peroxidases APX E GPOX evidenciaram padrbes
distintos de respostas. A atividade da APX aumentou nas plantas ndo tratadas com
GSH sob déficit hidrico, quando comparada as plantas que nédo foram tratadas e
irrigadas. Apesar do incremento de atividade visivel no grafico em relacédo as plantas
tratadas na mesma comparacdo, nao ocorreu diferenca estatistica. Entretanto,
dentre ambas as condi¢Bes hidricas a maior atividade foi notada nas plantas que
receberam aplicacdo exdgena de GSH (Figura 17A). A atividade de GPOX por sua
vez, aumentou na condicdo de déficit hidrico, independente do tratamento de GSH,
comparadas as plantas plenamente irrigadas. As plantas tratadas com GSH

apresentaram menor atividade da enzima na condicdo de plena irrigacao
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comparadas as plantas néo tratadas, enquanto ndo houve diferenca estatistica na

aplicacdo de GSH dentro da condicéo de estresse (Figura 17B).
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Figura 17. Atividade especifica das enzimas APX (A) e GPOX (B), nas cultivares de
amendoim IAC OL3. Letras minasculas diferentes comparam as médias
significativas nas concentracbes de GSH entre as condigbes hidricas e letras
maiusculas comparam as médias entre as concentracbes de GSH dentro de cada
condicao hidrica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Com relacdo aos compostos ndo enzimaticos, o conteudo de AsA total foi
reduzido nas plantas com a imposicéo do déficit hidrico independente do tratamento
de GSH, quando comparado as plantas controle (hidratadas). Contudo, o maior
conteudo de AsA total dentre ambas as condi¢cBes foi averiguado nas plantas que

receberam a aplicacdo exdégena de GSH (Figura 18).
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Figura 18. Conteudo de ascorbato (AsA) total nas cultivares de amendoim IAC OL3.
Letras minuUsculas diferentes comparam as médias significativas nas concentracdes
de GSH entre as condi¢Bes hidricas e letras mailsculas comparam as médias entre
as concentracbes de GSH dentro de cada condicdo hidrica. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os dados de quantificagdo do composto GSH evidenciaram que houve
incremento do conteldo de GSH em todas as plantas sob condi¢cao de déficit hidrico
independente da aplicacdo exdgena, quando comparado a condicdo de plena
irrigacdo. Dentre as condi¢cdes, ndo ocorreu diferenca estatistica entre as
concentracbes de GSH sob plena irrigacdo. Entretanto, na condicdo de déficit
hidrico, o maior aumento de GSH foi evidenciado nas plantas que receberam a

aplicacao exdégena do composto (Figura 19A).

O estado redox celular refletido pela razdo GSH/GSSG, exibiu que somente
nas plantas que foram tratadas com GSH sob déficit hidrico tiveram razdo maior,
guando comparada as plantas tratadas na condicdo de plena irrigacdo. Na mesma
comparacao hidrica, plantas que nao foram tratadas nao diferiram estatisticamente.
Dentre ambas as condi¢Bes hidricas, ndo ocorreu diferenca estatistica entre as
concentracdes de GSH na razdo GSH/GSSG (Figura 19B).
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Figura 19. Contetdo de glutationa (GSH)(A) e Razdo GSH/GSSG (B) nas cultivares
de amendoim IAC OL3. Letras minusculas diferentes comparam as médias
significativas nas concentracbes de GSH entre as condigbes hidricas e letras
maiusculas comparam as médias entre as concentracbes de GSH dentro de cada
condicao hidrica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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5. DISCUSSAO

5.1 Experimento 1 — Respostas modulatorias dos status fisiolégico e
bioquimico estdo relacionadas aos niveis de tolerdncia a seca em

cultivares de amendoim

A extensao de trabalhos referentes a tolerancia a seca em plantas concorda
gue o comprometimento metabdlico é afetado usualmente pela diminuicdo da
condutancia estomatica, declinio e limitacbes nos pigmentos e atividade
fotossintética, assim como nas trocas gasosas influenciando na fixacdo de COq,
além do acumulo e danos de espécies reativas de oxigénio (ERO). No entanto, a
amplitude dos resultados varia, assim como o nivel de tolerancia ou sensibilidade da
planta (Lexa et al., 2019). Nesse contexto, as alteracbes na quantificacdo de
pigmentos, declinio nas variaveis de trocas gasosas e eficiéncia fotoquimica, além
dos danos oxidativos evidenciados pelo acimulo de ERO, atrelado as respostas do
metabolismo antioxidante enzimatico (SOD, APX, GPOX e GSH-PX) foram avaliados

neste trabalho, sendo os dados mais significativos discutidos a seguir.

A essencialidade dos pigmentos fotossintéticos no metabolismo energético
das plantas é inegavel, sobretudo quando expostas as condicbes ambientais
desfavoraveis (Sun et al., 2022). A alteracdo no teor de clorofila total e carotenoides
em detrimento ao déficit hidrico foi relatada em uma série de trabalhos, contribuindo
na distingdo de cultivares tolerantes e sensiveis ao estresse (Farooq et al., 2009;
Masoumi et al., 2011; Ashraf e Harris, 2013; Anjum et al., 2017; Morey et al., 2021).

O decréscimo no conteudo de clorofila total na cultivar IAC SV apés a
reidratagdo (Figura 6A) sugere certa sensibilidade a condicdo estressora. Essa
reducdo € uma indicacdo comum de fotooxidacédo de pigmentos e desnaturacéo da
clorofila ocasionada pela sintese de ERO, em resposta ao déficit hidrico (Fath e Tari,
2016; Bhalani et al., 2019). Em contrapartida, a manutencao do contetdo elevado de

clorofila total nas cultivares IAC OL3 e OL6 sob estresse, sugere uma resposta
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adaptativa das cultivares, pela regulacédo da sintese de clorofila (Sun et al., 2022) e
também provavelmente relacionado a ativacdo de mecanismos de protecdo ao
magquinario fotossintético, resultando na manutencdo dos valores de eficiéncia
guantica do fotossistema Il (F//Fm — Figura 7). De maneira semelhante, Chakraborty
et al. (2015) também relataram aumento no teor de clorofila total em cultivares de

amendoim sob escassez hidrica.

O déficit hidrico também ocasionou uma reducdo no conteddo de
carotenoides na maioria das cultivares (Figura 6B), sugerindo que tal decréscimo
estd associado ao aumento na concentracdo de ERO promovidas pela condi¢cédo
estressante (Yu et al., 2007), também refletidos nos altos valores de MDA obtidos
(Figura 9B). Nossos dados corroboram com outros estudos com amendoim sob seca
que também evidenciaram uma reducdo no conteudo de carotenoides, sendo
relativamente menor nas cultivares tolerantes (Chakraborty et al., 2015; Morey et al.,
2021).

Os carotenoides desempenham funcdo mudltipla ao aparato fotossintético,
atuando também na protecdo contra os danos oxidativos (Jaleel et al., 2009; Sun et
al., 2022). Nesse cenario, esses pigmentos atuam como uma barreira de defesa
contra o oxigénio singleto (*O2), através da interferéncia no estado tripleto da
clorofila, evitando o excesso da transferéncia de energia de excitacdo e consequente
formacéo de ERO (Farooq et al., 2009; Foyer e Noctor., 2013). No presente trabalho,
a capacidade de recuperacdo das plantas também foi observada a partir da
reidratacdo, em que as cultivares IAC 503 e OL3 restabeleceram seus contetdos de
carotenoides similares aos das plantas controle, diferentemente da cultivar SV
(Figura 6B).

Grande parte dessas e outras modificacfes que ocorrem nos vegetais podem
ser mensuradas, sendo um indicativo do nivel de estresse (Lichtenthaler e Miehé,
1997; Dabrowski et al., 2019; Kaur et al., 2021). Nesse contexto, as trocas gasosas
governam os processos metabolicos e a producdo de biomassa nas plantas, sendo
constantemente alteradas pelas flutuacdes ambientais. Neste estudo, os danos ao
aparato fotossintético foram mais expressivos para a cultivar IAC SV, observado
pelos baixos valores na eficiéncia fotoquimica (Figura 7) e taxa de assimilagédo

liguida de CO2 (A — Figura 8A), os quais ndo se reestabeleceram apés o retorno da
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irrigacdo. A taxa de assimilacdo liquida de CO2 é um dos parametros de maior
sensibilidade a seca, sobretudo, resultante do fechamento estomatico (Reddy et al.,

2004), também observados no presente estudo (Figura 8B).

Pilon et al (2018) concluiram que a condutancia estomatica (gs) pode ser um
parametro eficiente para refletir o status hidrico em plantas de amendoim
estressadas pela seca. A reducdo nos parametros de gs e E foram observadas em
todas as cultivares avaliadas (Figura 8B-C), sugerindo uma sensibilizacdo ao déficit
hidrico. Como resposta, as plantas alteraram essas func¢des fisiologicas, a fim de
manter um suprimento de agua necessario para o funcionamento celular. No
entanto, a diminuicdo na condutancia estomatica reduz a absor¢do de CO:2 e pode
prejudicar o processo fotossintético nas plantas (Dutra et al., 2015), conforme

observado na Figura 8A.

Essas alteracBes decorrentes do déficit hidrico puderam ser constatadas —
além da A - pela reducéo da gs, E, concentracdo interna de carbono (Ci) e eficiéncia
de carboxilacdo instantanea (A/Ci), também sem reestabelecimento apds a
reidratacdo na IAC 503 e IAC SV (Figura 8A-E). Contudo, diferentemente da IAC SV,
os dados de Fv/Fm da cultivar IAC 503 (Figura 7), sugerem gue outros mecanismos
adaptativos estavam envolvidos e permitiram o funcionamento fotossintético das
plantas sob estresse. Rosas-Anderson et al. (2014) concluiram que 0s mecanismos
de recuperacdo e tolerancia do amendoim a seca sdo interdependentes a
manutencao hidrica foliar e a economia de agua, destacando que uma cultivar do
acesso Virginia, embora tenha mantido a hidratacdo dos tecidos sob estresse,
apresentou capacidade limitada de recuperacdo a seca. Os mecanismos de
tolerancia a seca sdo importantes ndo somente durante a fase de estresse, como na
recuperacdo das plantas ap0s reidratacdo (Laxa et al., 2019), porém envolvem um
alto custo metabdlico e energético para as plantas podendo limitar a recuperacao,

como averiguado pela IAC 503.

As plantas sdo capazes de resistir até certo limiar o estresse pela seca, e
podem recuperar progressivamente seu potencial fotossintético e funcdes
metabdlicas, apos a reidratagdo (Lechner et al., 2008). Apesar da reducdo na A, gs,

E e principalmente A/Ci perante o déficit hidrico (Figura 8A-D), todos os parametros
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foram reestabelecidos ap0ds a reidratacdo na cultivar IAC OL6, inclusive os valores
de Fv/Fm — (Figura 7). Contudo, cultivares mais tolerantes ao estresse pela seca
possuem tendéncia de recuperar a capacidade fotossintética mais rapidamente do
que as sensiveis durante a reidratacdo (Rivas et al., 2016). Como demonstrado pela
cultivar IAC OL3, que apesar da diminuicdo de gs, E e Ci (Figura 8B-D) sob seca,
seu metabolismo fotossintético foi pouco alterado e ndo houve comprometimento na
taxa de assimilacdo de CO:2 nesta condicdo (Figura 8A). Além disso, diferente das
demais cultivares, houve maior eficiéncia na carboxilagdo instantanea perante o
estresse (Figura 8E) para a IAC OL3, o que possibilitou que esta cultivar também
otimizasse a utilizagdo dos recursos (como observado pelos dados de EUA — Figura
8F). Revisdes acerca da tolerancia a seca, relatam que espécies adaptadas mantém
altos valores de EUA (Farooq et al., 2009), corroborando os resultados obtidos neste

trabalho.

Essas respostas fisioldgicas relatadas anteriormente, como o declinio na
fotossintese e danos ao fotossistema pelo déficit hidrico, se devem, sobretudo,
também a um cenério de alto potencial redox, protagonizado pelas ERO,
superproduzidas nesta condicdo e, quando acima da capacidade antioxidante
celular, ocasionam o estresse oxidativo (Gill e Tuteja, 2010; Das e Roychoudhury,
2014; Gratdo et al., 2015; Kaur et al., 2021). Essas ERO sdo citotoxicas e
responsaveis pela peroxidacao lipidica e oxidacdo de macromoléculas essenciais,
como os acidos nucleicos e proteinas. A peroxidacao lipidica gera o aumento do
subproduto malondialdeido (MDA), um indicador de dano aos lipidios da membrana
(Figura 9B) (Gratéo et al., 2015; Checchio et al., 2021; Mou et al., 2022).

Nesse contexto, houve acumulo no conteddo de H202 na maioria das
cultivares submetidas a condicdo de estresse (Figura 9A). Logo, danos oxidativos
foram verificados pelo acumulo de MDA nas folhas de todas as cultivares sob déficit
hidrico (Figura 9B). Entretanto, apesar do dano ocasionado pela peroxidacao lipidica
ser superior nas cultivares IAC OL6 e Sempre Verde, quando atrelado aos dados
fotossintéticos, a cultivar IAC Sempre Verde se mostrou mais suscetivel ao estresse.
Aventa-se a possibilidade de que o dano oxidativo nesta cultivar pode ter sido

potencializado pela producdo excessiva de ERO em decorréncia da limitacdo na
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assimilacado de CO2 (Figura 8A), bem como da reducédo na transferéncia de elétrons
nas membranas dos tilacoides (também observados pelos baixos valores de Fv/Fm —
Figura 7A), gerando o excesso do poder redutor e desencadeando essas espécies
(Yi et al., 2016). Semelhantemente, outros trabalhos também relataram o acumulo
de ERO induzido pela seca no amendoinzeiro (Celikkol Akcav et al., 2010; Furlan et
al., 2014 e 2016; Chakraborty et al., 2015; Kabbadj et al., 2017; Bhalani et al., 2019;
Mou et al., 2022).

Em contrapartida, apesar do acumulo de H202 sob déficit hidrico, as cultivares
IAC 503 e IAC OL3 apresentaram reducdo deste composto apos a reidratacao,
atingindo valores equivalentes aos do controle (Figura 9A). Estudos recentes
evidenciaram que espécies vegetais que conseguem manter um baixo estado
estacionario de ERO sdo mais adaptaveis a tolerar eventuais condi¢cdes de estresse
(Chakraborty et al.,, 2015), estando fortemente correlacionada ao aumento dos
sistemas de defesa antioxidantes (Bhalani et al., 2019; Laxa et al., 2019; Zhou et al.,
2020).

Sabendo-se que a potencializacdo na atividade das enzimas que compdem o
sistema pode revelar a acdo contra o estresse (Gratéo et al., 2015; Checchio et al.,
2021), as atividades da SOD, APX, GPOX e GSH-PX foram medidas como
parametros de defesa enzimético neste trabalho, verificando-se a ativacdo e
variacdo nas distintas cultivares (Figura 10). O processo de acdo antioxidante
desencadeado pela SOD é a primeira barreira enzimatica contra o estresse
oxidativo, atuando na dismutagdo do O2" a Oz e H20:2 (Gratdo et al.,, 2015).
Enquanto que a APX, GPOX e GSH-PX sao fundamentais na desintoxicagdo do
H202 que foi acumulado nas plantas, reduzindo-o a 4gua (Gill e Tuteja, 2010; Gratéo
et al., 2015).

De maneira geral, foi verificado uma resposta diferencial entre os sistemas de
defesa nas cultivares contra os danos oxidativos para tolerar o déficit hidrico. Sendo
na maioria, constatada pela ativacdo dos antioxidantes ao decréscimo de H20: e
MDA perante o estresse, evidenciando uma eficiéncia desses sistemas na remocéao
das ERO (exceto IAC SV). Esses dados estdo de acordo com outros estudos

relatando a modulacdo dos sistemas de defesa enzimaticos em amendoim sob
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restricdo hidrica (Celikkol Akcay et al., 2010; Chakraborty et al., 2015; Furlan et al.,
2016; Banavath et al., 2018; Bhalani et al., 2019).

Ja na condigdo de reidratacdo, a reducdo na atividade de APX (Figura 10B)
nas cultivares IAC OL3 e OL6 parece ser devido ao restabelecimento da
homeostase celular, jA que os niveis de MDA foram reduzidos para valores
equivalentes ao controle nessa condicdo. Esses dados corroboram com os
encontrados por Furlan et al (2016) em plantas de amendoim sob auséncia hidrica e

posterior reidratacao.

E importante ressaltar que a magnitude da ativacdo dos sistemas
antioxidantes e a minima alteracdo dos parametros fotossintéticos da cultivar IAC
OL3 (Figuras 8 e 10), sugerem uma melhor aptiddo da cultivar em tolerar o estresse.
As disfuncdes no aparato fotossintético e na cadeia transportadora de elétrons
ocasionados pela seca, resultam na producéo excessiva de oxigénio ativo via reacao
de Mehler (Reddy et al., 2004). Ou seja, sob estresse, a potencializacdo do sistema
de defesa possivelmente aumentou a dissipacdo de espécies toxicas, fazendo com
gue a atividade fotossintética ndo fosse interrompida (Figura 8A), mantendo assim a

integridade das membranas.

Apesar da ativacao dos sistemas enzimaticos na cultivar SV a seca (Figura
10), ndo houve declinio na concentracdo de H20: (Figura 9A). Provavelmente, a
producdo excessiva de ERO foi superior a capacidade antioxidante da cultivar,
tornando-a mais susceptivel ao estresse. A amplitude da modulacdo enzimatica,
bem como os antioxidantes ativados sdo decisivos no cenario oxidativo gerado pela
seca (Laxa et al., 2019), na qual exige alta capacidade de desintoxicacdo pela APX,
por exemplo (Liebthal et al., 2018). Independentemente da minima redu¢do de MDA
apos a reidratacao (Figura 9B), quando atrelado aos danos significativos ao aparato
fotossintético (Figura 8), pode se inferir que a reidratagcdo por trés dias ndo foi
suficiente para a atenuacdo dos danos ocasionados pelo estresse, sendo
possivelmente necessario maior tempo de recuperacdo para esta -cultivar.
Componentes da defesa ndo enzimatica, como osmdlitos compativeis,
possivelmente estdo envolvidos no restabelecimento da homeostase celular da

cultivar.
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Essas respostas influem ndo s6 no metabolismo da planta, como mormente,
no desempenho agrondémico das cultivares. Contudo, ainda sao incipientes 0s
estudos conduzidos & campo avaliando a tolerancia a seca das plantas selecionadas
neste estudo. Desse modo, para a ampla compreensdo da linha ténue entre
suscetibilidade e tolerancia a seca no amendoinzeiro, sdo indispensaveis estudos
futuros que sejam conduzidos até a produtividade para corroborar as respostas
encontradas até aqui.

Ao todo, é concludente nesta pesquisa que o conjunto de dados elucidados
anteriormente evidenciaram padrfes de tolerancia a seca diferencial entre as
cultivares, sendo o metabolismo antioxidante fortemente correlacionado a cultivar
IAC OL3, como visto pela andlise dos componentes principais (Figura 11). Dessa
forma, a aquisicdo a cultivares tolerantes, e o entendimento dos mecanismos de
respostas fisiologicas e bioquimicas envolvidas na condicdo estressante, contribui
para a viabilidade e manipulacdo dos compostos envolvidos e no aporte de
pesquisas ao melhoramento da cultura do amendoim, especialmente fornecendo

base para o desenvolvimento e selecdo de cultivares tolerante a seca.
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5.2 Experimento 2 — A glutationa exégena pode atenuar os efeitos negativos

no amendoim ocasionados pela seca

A capacidade multifuncional da glutationa (GSH), abrange uma série de
eventos celulares, desde a sinalizacdo redox até a sintese proteica a defesa celular.
Por interagir com varias moléculas, atua no controle direto e indireto dos niveis de
ERO e na manutencdo do ambiente redutor intracelular, prevenindo oxidacoes
descontroladas na membrana e proteinas (Foyer, 2012; Gill et al., 2013). Nos
altimos anos, sua essencialidade inegavel tem recebido destaque através de sua
aplicacdo exogena, por induzir a modulacdo de respostas metabdlicas e contribuir
na tolerancia a estresses abioticos em distintas espécies (Cheng et al., 2015; Nahar
et al.,2015; Khan et al., 2016; Akram et al., 2017; Yan et al., 2018; Jung et al., 2019;
Sohag et al., 2020; Yao et al, 2021). Contudo, ainda ndo foram investigados os
efeitos da aplicacdo exdégena de GSH na cultura do amendoim sob estresses

abidticos.

De maneira geral, revisbes acerca da tolerancia a seca nos vegetais, aludem
a respeito de suas adaptacbes atreladas as respostas morfofisiologicas
desencadeadas diante do cenario de deficiéncia hidrica, sendo a perda do contetdo
relativo de 4gua e turgescéncia foliar dentre os efeitos fisiolégicos comuns (Lawlor
2002; Farooq et al., 2009). Em concordancia com o exposto, o déficit hidrico reduziu
o conteudo relativo de 4gua (CRA) nas plantas de amendoim, ndo sendo restaurado
com o tratamento exdgeno de glutationa (GSH), quando comparado a condicdo de
plena irrigacdo. Contudo, as plantas que receberam a aplicacao foliar parecem ter
prevenido a perda de CRA na condicdo de déficit hidrico, como averiguado pelo
aumento desse conteudo nas plantas tratadas com GSH, em comparacéo as plantas

nao tratadas (Figura 12).

Na tolerancia das plantas a condicdo de seca, manter a homeostase celular é
imprescindivel, como estratégia de defesa as plantas podem acumular metabdlitos
secundarios e osmolitos organicos compativeis (glicina betaina, prolina,
aminoacidos, acucares), favorecendo a pressao de turgor durante o déficit hidrico

(Chaves e Oliveira, 2004; Ramakrishna e Gokare, 2011; Lamaouri et al., 2018). Esse
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ajuste osmatico preserva as membranas e estruturas celulares, conservando a
absorcdo de agua sob a condicdo de seca, além de outras fun¢des importantes nao
s6 relacionadas a osmoprotecdo, como na desintoxicacdo de ERO (Zhang et al.,
2008). Estes dados corroboram com outros trabalhos também avaliando a aplicacéo
exdgena de GSH em outras espécies sob condi¢des adversas, incluindo o estresse
pela seca (Nahar et al., 2015; Semida et al., 2021; Abd El Mageed et al., 2023).

Outros efeitos do déficit hidrico comumente relatados séo as alteragfes no
aparato fotossintético, como a degradacao de clorofila (Sadak et al., 2020). Nao foi
observado neste trabalho uma reduc¢éo no contetdo de clorofila com a imposicéo do
estresse (Figura 13). Pelo contrario, as plantas tratadas com GSH tiveram um
incremento significativo no conteddo diante da exposicdo ao déficit hidrico, podendo
estar relacionado a uma prevencdo da degradacdo de clorofila ou uma maior
biossintese do pigmento devido a presenca do composto tiol. Alam et al. (2013) e
Nahar et al. (2015) também observaram maior contetdo de clorofila em mudas de
Brassica juncea L. e feijdo mungo, respectivamente, tratadas com GSH sob restricao
hidrica. Isso se deve a capacidade funcional da GSH de prevenir ou retardar a
degradacédo de clorofila em uma situacao de estresse oxidativo (Kattab 2007; Nahar
et al., 2015; Ibrahim et al., 2017).

Por ser o processo chave no metabolismo primario e determinante no
desempenho perante a seca é factual que a reducéo de 4gua no solo ira convergir
sobretudo na funcionalidade fotossintética, especificamente na condutancia
estomatica, assimilacdo de CO: e transpiracdo (Chaves et al., 2003; Flexas et al.,
2004; llyas et al.,, 2020), sendo constatados na Figura 14 o decréscimo destes

parametros com a imposi¢ao do déficit hidrico nas plantas.

Apesar de revisdes acerca do papel, ndo somente da GSH como também do
AsA, relatarem o envolvimento favoravel nos niveis de pigmentos fotossintetizantes,
pouco ainda se sabe a respeito de seus papéis no gerenciamento fotossintético,
como exemplo na regeneracdo da RuBP, Ciclo de Calvin e regulacdo da
condutancia estomatica (Hasanuzzaman et al.,, 2019). Contudo, alguns autores
constataram a possivel relacdo da GSH na sinalizacdo do ABA e uma maior inducéo

de seus niveis (Okuma et al., 2011; Cheng et al., 2015). Em nossos dados, apesar
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de ndo haver diferenca estatistica com a aplicacdo sob condicdo estressora é
oportuno destacar o aumento em todos os parametros com a aplicacdo exogena de
GSH nas plantas irrigadas (Figura 14), provavelmente estando relacionadas com a
sinalizagdo do ABA. Contudo, assim como também evidenciado pelos autores, o
mecanismo pelo qual a GSH regula essa sinalizacdo de ABA e também o controle

transpiratorio ndo esta esclarecido.

Como visto nas sec¢des anteriores, a producdo de ERO é inevitavel, j& que
uma série de circunstancias leva o oxigénio a assumir a dualidade toxica, e
consequentemente, as plantas a assumirem um constante desafio de equilibrar a
producdo dessas espécies (Gratdo et al., 2015). Os danos oxidativos constatados
pelo indicativo da peroxidacéo lipidica (MDA) evidenciaram o aumento de MDA
(Figura 15), além do aumento significativo de H202 (Figura 16), em decorréncia do
estresse gerado pela restricdo hidrica nas plantas. Contudo, plantas com GSH foliar
tiveram um menor acumulo no conteudo de ambos indicadores, ou seja, 0os danos
oxidativos foram minimizados. Alguns trabalhos também constataram a reducédo
nesses parametros com a aplicacdo exdégena de GSH em outras condicdes
abidticas, como seca, salinidade, alta temperatura, sendo mais explorados em
trabalhos com estresse por ions metélicos (Nahar et al., 2015; Khan et al., 2016;
Akran et al., 2017; Zhou et al., 2017; Hasanuzzaman et al., 2019; Jung et al., 2019;
Sohag et al., 2020; Yao et al., 2021).

A manutengdo das ERO diante de condigbes normais e adversas se deve,
sobretudo a essencialidade de vias antioxidantes de desintoxicacdo dessas espécies
(Miller et al., 2010; Gratdo et al., 2015; Checchio et al., 2021). Nesse contexto,
enzimas e outros compostos sao cruciais no gerenciamento do equilibrio das ERO
no ambiente celular visando a tolerancia a seca (Farooq et al., 2009; Sharma et al.,
2012; Laxa et al., 2019). Como observadas aqui, pelo aumento das atividades de
APX (Figura 17A) e GPOX (Figura 17B), principalmente nas plantas tratadas com
GSH, estando de acordo com outros trabalhos (Xu et al., 2015; Yan et al.; 2018).

Dentre os caminhos antioxidantes, a AsA-GSH é uma das principais vias,
indispensavel nos sistemas de defesa, integrando o ascorbato e a glutationa como

compostos multifuncionais, cada qual com suas caracteristicas especificas, mas que
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de maneira coordenada, sdo capazes de interagir com outras moléculas, bem como
em sua atividade proteica, influenciando assim o potencial redox e sinalizacéo
celular (Foyer e Noctor 2011; Hasanuzzaman et al., 2019; Dorion et al., 2021).
Apesar do conteudo total de AsA ter sido reduzido com o déficit hidrico quando
comparado as plantas plenamente irrigadas, foi notado que as plantas tratadas com
GSH apresentaram um incremento no conteuddo de AsA total independente da
condicao hidrica, quando comparadas as plantas que ndo receberam a aplicacdo
foliar (Figura 18). O mesmo foi observado por Nahar et al (2015) em mudas de feijao
mungo sob condicbes de alta temperatura, pela reducdo do conteudo de AsA
independente da aplicacdo, porém maior conteudo evidenciado nas plantas tratadas

com 0 composto.

Por ser um potente antioxidante, o AsA € capaz de impedir que ERO mais
danosas sejam formadas, mas além disso, atua também como cofator para enzimas
antioxidantes, como a APX (Hasanuzzaman et al., 2019). Sabendo disso, a
interacdo dos dados de MDA e H20:2 (Figura 15 e 16), APX (Figura 17A) e AsA
(Figura 18) nos permite verificar que pelo aumento significativo de H202 sob déficit
hidrico e posterior reducao de danos (verificado pelo MDA), quando atrelados a alta
atividade de APX nos sugere a acdo da enzima na reducdo do H202 a agua,
utilizando o AsA como cofator e, portanto, levando a sua oxidacdo. Apesar de nao
terem sido avaliadas neste trabalho, a atividade especifica das enzimas
monodesidroascorbato redutase (MDHAR) e dehidroascorbato redutase (DHAR),
responsaveis por renegerarem o AsA (Sharma et al., 2012; Banerjee e Roychodhury,
2019), sob déficit hidrico, também poderia estar relacionada a uma possivel reducao

na atividade dessas enzimas, como observado por Nahar et al (2015).

Quando a forma reduzida do AsA é regenerada via DHAR, usa-se GSH como
redutor, o que resulta na oxidacdo de GSH para produzir GSSG, podendo a GSH ser
reciclada novamente através da glutationa redutase (GR) (Gill et al., 2013). De
maneira geral, a atuacdo efetiva do Ciclo AsA-GSH compbe duplas redox
interdependentes (AsA/DHA, GSH/GSSG, NADPH/NADP) que ao interagirem com o
ambiente oxidativo, desencadeiam alteragbes nas concentracbes de ERO e
antioxidantes, pois vao atuar a favor do equilibrio redox e interferir na sinalizacéo e

regulacdo da expressdo génica durante o desenvolvimento e defesa ao estresse
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(Noctor et al., 2012; Banerjee e Roychodhury, 2019). Entédo, tanto o AsA quanto o
GSH estdo conectados a uma cascata de reacdes que dependem de outros
componentes na via, portanto a via AsA-GSH reabastece seus contetdos na célula,
determinando também seu suprimento constante.

Dessa forma, o nivel de GSH é variavel nas células sob estresses abidtico e
um nivel elevado deste composto esta intimamente correlacionado com a
capacidade de suportar o estresse oxidativo (Gill e Tuteja, 2010). Nossos dados
evidenciaram o aumento de GSH em todas as plantas de amendoim quando
submetidas ao déficit hidrico, sendo nesta condi¢cdo, o maior aumento constatado
apenas nas plantas que receberam a aplicacdo exdégena do composto, indicando

que aplicacdo exdégena induziu a uma melhor atenuacéo dos danos (Figura 19A).

Além do mais, as mudancas na proporcdo de GSH com sua forma oxidada
(GSSG) podem indicar o reflexo da aclimatacdo ao estresse (Noctor et al., 2012). A
partir disto, foi calculada a razdo GSH/GSSH (Figura 19B) e notado que a raz&o foi
maior apenas nas plantas tratadas com GSH sob estresse em relagdo as plantas
irrigadas. Na mesma comparacao, plantas que ndo foram tratadas nao diferiram
estatisticamente. Nesse contexto, a aplicacdo de GSH exdgena conferiu um maior
nivel de poder redutor, pois beneficiou a demanda por GSH na condicdo de
estresse, através de uma melhor sintese e regeneracdo do composto, favorecendo a
homeostase redox. De acordo com Zagorchev et al. (2013) o ajuste fino da
proporcao de GSH/GSSH dita em dltima analise, o estado redox universal, induzindo
a sobrevivéncia das plantas durante o estresse.

Importante salientar que o uso da GSH comparado a outros atenuantes se
deve, sobretudo a vantagem de ser o composto tiol ndo proteico mais abundante da
célula, e conforme mencionado, estar atrelado ao ciclo AsA-GSH e exibir multiplas
fungdes e interagbes moleculares (Noctor et al., 2012; Gill et al., 2013). Ao todo,
conclui-se que a aplicacdo exodgena de GSH favoreceu a maquinaria antioxidante,
induzindo uma melhor resposta diante a seca pelas plantas. Apesar de haver a
necessidade de maiores investigacfes, este estudo é inédito na cultura do
amendoim, podendo servir de base para novas pesquisas conduzidas a campo

validarem a metodologia de aplicacdo utilizada, (concentracdo/ modo de aplicagcéo/
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estagio de desenvolvimento) como uma estratégia viavel e benéfica na atenuacéo

do estresse pela seca.
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6. CONCLUSAO

Os danos nos status fisiologico e bioquimico foram mais expressivos na
cultivar IAC Sempre Verde. As cultivares IAC 503, IAC OL3 e IAC OL6 apresentaram
variacdo nas respostas correlacionadas aos seus respectivos niveis de tolerancia.
Entretanto, houve maior atribuicdo do sistema antioxidante de defesa na cultivar IAC
OL3.

A aplicacdo exdgena foliar de GSH (150 mg/L) na cultivar IAC OL3 de
amendoim amenizou os efeitos ocasionados pelo déficit hidrico, induzindo a uma
melhor defesa ao estresse em resposta a modulacdo da atividade do metabolismo

antioxidante.
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