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EXTRATO DE FOLHA DE MORINGA COMO ATENUANTE DOS
EFEITOS DO ESTRESSE POR DEFICIT HIDRICO

EM PLANTAS DE ALGODAO

RESUMO - As mudancas climaticas tém intensificado os periodos de seca nas épocas
de cultivo das culturas agricolas, fator preocupante para o setor produtivo. No entanto,
conhecendo os mecanismos de defesa das plantas e as substancias envolvidas
nesses processos, busca-se desenvolver tecnologias para atenuar os efeitos dos
estresses em plantas. A moringa (Moringa oleifera Lam.), contém varios componentes
essenciais para o crescimento e equilibrio homeostéatico das plantas. Nesse contexto,
a aplicacao de extrato liofilizado de folhas de moringa (EFM) pode promover resposta
tanto bioestimulantes do crescimento quanto atenuantes dos efeitos do déficit hidrico
na cultura do algodao. Desta forma, estudamos a aplicagéo de quatro concentragdes
(0, 10, 20 e 30 g LY) de EFM em plantas de algodéo sob duas condicdes hidricas (80
e 40%) da capacidade de agua disponivel no solo (CAD). Nossos resultados mostram
efeitos positivos da aplicacdo de EFM, na manutencdo do status hidrico e
fotossintético, conteddo de pigmentos fotossintéticos, reducdo da peroxidacéo
lipidica, aumento da atividade enzimatica e incremento do crescimento das plantas. A
concentracdo de 10 g Lt de EFM mostrou-se mais eficiente tanto como atenuante dos

efeitos do déficit hidrico como bioestimulantes do crescimento das plantas de algodéo.

Palavras chave: Estresse oxidativo, Gossypium hirsutum L, Moringa oleifera Lam,

Bioestimulante.



MORINGA LEAF EXTRACT AS A MITIGATOR OF WATER DEFICIT-
INDUCED STRESS EFFECTS IN COTTON PLANTS

ABSTRACT - The effects of water deficit can reduce cotton productivity by up to 60%.
In this sense, climate change has intensified dry periods during the growing season for
this crop, a worrying factor for the production sector. However, knowing the defense
mechanisms of plants and the substances involved in these processes, we seek to
develop technologies to mitigate the effects of stress on plants. Moringa (Moringa
oleifera Lam.) in turn, contains several essential components for the growth and
homeostatic balance of plants. In this context, the application of lyophilized extract of
moringa leaves (MLE) can promote both growth biostimulant responses and mitigate
the effects of water deficit in cotton crops. In this way, we studied the application of 4
concentrations (0, 10, 20 and 30 g L) of MLE in cotton plants under two water
conditions (80 and 40%) of soil CAD. The results show positive effects of the
application of MLE, in maintaining water and photosynthetic status, content of
photosynthetic pigments, reduction of lipid peroxidation, increase in enzymatic activity
and increase in plant growth. In general, the highest concentrations of MLE reduced
the growth of cotton plants in both water conditions, thus, the concentration of 10 g L-
1 of MLE proved to be more efficient both as attenuator of the effects of water deficit

and as biostimulants. of cotton plant growth.

Keywords: Oxidative stress, Gossypium hirsutum L, Moringa oleifera Lam,

Biostimulant.



1. INTRODUCAO

A cotonicultura ocupa aproximadamente 35 milhdes de hectares, movimenta
cerca de US$ 12 bilhdes e sua cadeia produtiva envolve mais de 350 milhdes de
pessoas (ABRAPA, 2022). A producdo global de algodao esta prevista para 121
milhdes de fardos na safra 2022/23, sendo a China (24%), india (24%), Brasil (11%),
Estados Unidos (11%) e Paquistéo (5%) responséaveis por 75% desta produc¢do. Com
relacéo a exportacdo, os Estados Unidos e o Brasil lideram esse ranking (Meyer et al.,
2022). O algodao (Gossypium hirsutum L.) € uma planta de origem tropical, de
crescimento indeterminado, cultivada principalmente sob condi¢cdes de sequeiro, ou
seja, suas necessidades hidricas dependem exclusivamente da ocorréncia de chuvas
(ABRAPA, 2022; USDA, 2022).

As mudancas climaticas geram preocupacdes no setor produtivo, visto que
periodos de seca tém se tornado frequente durante a época de cultivo. Com isso, as
demandas hidricas das culturas ndo séao supridas ao longo de suas fases fenoldgicas
(Pilon et al., 2019; IPCC, 2021). Como reflexo deste cenario, estima-se uma reducao
de cinco milhdes de fardos de algodao na safra 2022/23 dos EUA devido a seca que
atingiu o Texas (USDA, 2022). De maneira geral, os efeitos do déficit hidrico podem
reduzir a produtividade de algodao em até 60%. (Almeida et al, 2017). A intensidade
da perda de produtividade depende do nivel do DH, se moderado ou severo (60 ou
40% respectivamente) do conteudo de agua disponivel (CAD) no solo; do tempo de
exposicao e da fase de crescimento da cultura (Jie et al., 2022; Quevedo et al., 2022).
Portanto, os maiores danos a produtividade ocorrem na fase de florescimento e
formacéo dos capulhos (Zou et al., 2020; Zhao et al., 2020).

O menor teor de agua nas plantas provoca desequilibrios fisiolégicos e
bioguimicos, o que causa fechamento estomatico, reducéo da fotossintese e elevada
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), moléculas que degradam
membranas celulares (Loka et al., 2020; Hu et al., 2021; Lobato et al., 2021). No
entanto, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa antioxidante para controlar
o nivel de ERO e manter a homeostase celular (Mansoor et al., 2022). Para isso, 0s
tecidos vegetais possuem sistemas compostos por enzimas antioxidantes, como:
superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), ascorbato



peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) dentre outras; e sistemas ndo enzimaticos compostos
por acido ascorbico (AsA), glutationa (GSH), flavonoides, carotenoides e vitaminas
que participam ativamente do controle das ERO nas células (Mansoor et al., 2022). A
percepcao do estresse e a modulagdo do metabolismo é realizada por fitohormonios
como acido abscisico (ABA), acido salicilico (AS), acido jasménico (AJ), auxinas
(AUX), giberelinas (GAs) e um conjunto de genes que compdem as vias de sinalizacao
(Mansoor et al., 2022).

Portanto, conhecendo os mecanismos de defesa e as substancias envolvidas
nesses processos, busca-se desenvolver tecnologias para atenuar os efeitos dos
estresses em plantas. Neste sentido, a aplicagdo exdgena de substancias
bioestimulantes (organicas ou inorgéanicas) surge como ferramenta eficaz para
aumentar a tolerancia das culturas aos estresses ambientais (Zulfigar et al., 2020). A
aplicacdo exdégena de AS em tomateiro, combinacdo de melatonina e ABA em
algodédo, AJ e AS em milho, melhorou as atividades antioxidantes, trocas gasosas e
reduziu as perdas de produtividade dessas culturas sob déficit hidrico (Hu et al., 2021;
Khattak et al., 2021; Lobato et al., 2021), assim como, a combinacéo de AS + Silicio
em ervilha sob toxicidade por boro (Oliveira et al., 2020) e AsA em amendoim sob

irrigacao salina (Alves et al., 2022).

No entanto, apesar dos resultados promissores dessas moléculas como
atenuadores dos efeitos dos estresses nas culturas agricolas, o uso isolado de muitas
delas é inviavel devido aos elevados custos de produc¢do. Portanto, tem-se buscado
fontes naturais alternativas que contenham um conjunto de compostos bioativos que
atuem nos mecanismos de defesa das plantas, para que sejam utilizadas de forma
sustentavel e com maiores retornos econdémicos (Zulfigar et al., 2020). Pesquisas
recentes comprovam que a moringa (Moringa oleifera Lam.) contém varios
componentes essenciais, como micro e macronutrientes (Arif et al., 2022), vitaminas
(Hala et al., 2017; Zulfigar et al., 2020), fitohormonios, antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos e outros fitoquimicos benéficos para as plantas (Abd El-Hack et al., 2018).
Com isso, o0 extrato de folhas, flores, frutos, sementes ou raizes de moringa tem sido
apontado como um bioestimulante com viabilidade econémica e ambiental (Zulfigar et
al., 2020; Arif et al., 2022).



Os efeitos bioestimulantes do extrato de folhas de moringa (EFM) foram
observados na germinacéo de sementes de Capsicum annuum (Hala & Nabila, 2017),
crescimento e rendimento de Pelargonium graveolens (Ali et al., 2018), nos melhores
parametros de condutancia estomatica, pigmentos fotossintéticos e translocacao de
fotoassimilados em Foeniculum vulgare e Curcubita pepo (Taia et al., 2017; El-Serafy
e El-Sheshtawy, 2020). Além disso, em condi¢cdes de estresse o EFM promoveu
respostas morfolégicas, fisiolégicas e bioguimicas positivas para manutencdo do
crescimento e da producdo, fotossintese, relagbes hidricas, estabilidade de
membrana, pigmentos fotossintéticos, osmolitos compativeis, antioxidantes nao
enzimaticos e enzimaticos, diminui¢do do nivel de ERO e malondialdeido (MDA) em
culturas sob salinidade (Desoky et al., 2019), seca (Hanafy et al., 2017; Maswada et
al., 2018) e metal pesado (Khalofah et al., 2020). No entanto, h4 escassez de
informacdes sobre a aplicacdo de EFM na cultura do algodao, tanto em relacédo aos
efeitos do EFM como a concentracdo ideal a ser utilizada nesta cultura (Zulfigar et al.,
2020; Arif et al., 2022).

Nesse contexto, a hipotese deste estudo € que a aplicacdo de EFM condiciona
respostas tanto bioestimulantes do crescimento quanto atenuantes dos efeitos do
déficit hidrico na cultura do algodéo. Objetivou-se investigar os efeitos de diferentes
concentracdes de EFM via aplicacao foliar nos parametros fisioldgicos, bioquimicos e
de crescimento da cultura do algod&o sob suficiéncia e deficiéncia hidrica, bem como
determinar a concentracdo de EFM com melhor resposta bioestimulante do

crescimento ou atenuante dos efeitos do estresse na cultura do algodéo.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Algodao

2.1.1. Aspectos botéanicos e fisiolégicos

O algodéao (Gossypium hirsutum) é uma planta pertencente as Malvaceae que
apresenta elevada complexidade morfofisioldgica, alta plasticidade fenotipica e
crescimento de ciclo anual ou perene (Vidal Neto e Freire, 2013). Fisiologicamente, a
espécie apresenta metabolismo fotossintético do tipo C3, com taxa de fotorrespiracao
superior a 40% da fotossintese bruta, no entanto isso depende do ambiente, da

luminosidade e da temperatura (Beltrdo, 2010). Por ser uma espécie glicofitica, a



planta de algoddo apresenta maior tolerancia a estresses quando comparada com

outras espécies (Zafar et al., 2023).

Morfologicamente, a planta de algodéo apresenta sistema radicular pivotante,
caule ereto, cilindrico e sublenhoso, as folhas sé@o pecioladas, geralmente cordiformes,
podendo apresentar consisténcia coriacea, inteira ou recortada (trés a nove I6bulos),
as flores séo hermafroditas, axilares e de coloracdo creme, os frutos sdo denominados
de macas quando verdes e de capulhos quando se abrem, sdo capsulares de
deiscéncia longitudinal, as sementes sao revestidas de pelos denominados de fibra
ou linter (Ferraz, 2012; Sousa, 2010).

Em relacdo ao ciclo da cultura, o algodoeiro pode ser classificado como
precoce, quando dura em média 130 dias; ciclo médio, de 140 a 170 dias e ciclo tardio,
guando dura mais de 170 dias (Doorembos e Kassam, 2000). A fenologia dessa
espécie esta organizada em estadios de crescimento e desenvolvimento que séo
caracterizados em funcéo das seguintes fases fenoldgicas: vegetativa (V), formacéo
de botbes florais (B), abertura da flor (F) e abertura do capulho (c). De forma mais
detalhada, como pode ser observado na figura 1, a fase vegetativa tem inicio na
emergéncia das plantulas até a emissao da primeira folha verdadeira, sendo chamado
de estadio V0. A partir da emisséo da primeira folha até que a segunda folha atinja 2,5
cm, o estadio sera V1. De forma crescente, ao passo que novas folhas sdo emitidas,
a planta avancara para os estadios V2, V3, Vn (Marur e Ruano, 2001; Dias e Santos,
2023)

A partir da emissdo do primeiro botdo floral, a planta passara para a fase
reprodutiva, sendo este o estadio B1, sucessivamente, a medida que um novo botao
floral € emitido em um novo ramo frutifero, a classificacdo passa a B2, B3, Bn. No
momento em que ocorre a abertura da primeira flor, a classificacdo passa para F1 e
assim sucessivamente. Por ultimo, com a emissao do primeiro capulho, o estadio de

desenvolvimento passara a ser C1 e assim sucessivamente (Dias e Santos, 2023)
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Figura 1 — Estadios de crescimento e desenvolvimento da planta de algodao (Fonte:

Agro Insight)
2.1.2. Importancia socioeconémica

A cotonicultura esté entre as mais importantes culturas de fibras e oleaginosas
do mundo, visto que todos os anos, em média 35 milhdes de hectares de algodao séo
plantados em todo o planeta (ABRAPA, 2023). O comércio mundial do algodao
movimenta anualmente cerca de US$ 12 bilhées e envolve mais de 350 milhdes de
pessoas em sua cadeia de producdo, desde as fazendas até a logistica,

descarogcamento, processamento e embalagem (ABRAPA, 2023; Voora et al., 2023).

Nos ultimos anos, o Brasil tem se mantido entre 0os cinco maiores produtores
mundiais, ao lado de paises como China, india, Estados Unidos da América e
Paquistdo (Zafar et al 2023). Além disso, o Brasil ocupa o primeiro lugar em
produtividade em sequeiro e tem figurado também entre os maiores exportadores
mundiais, desta forma o cenario interno é promissor, pois estamos entre 0os maiores
consumidores mundiais de algoddao em pluma (ABRAPA, 2023). Atualmente, o
algodéo é o quinto produto nacional em termos de Valor Bruto da Producao (VBP)
agricola, respondendo em média, no ano de 2021, pelo valor de R$ 26,07 bilhdes
(2,4% do VBP total) (Brasil, 2021; Conab, 2021).

Nacionalmente, os maiores produtores de algoddo sdo os Estados que se
localizam no bioma Cerrado, destacando-se Mato Grosso, Bahia, Minas Gerais,

Goiéas, e Mato Grosso do Sul. Sé a producdo do Estado do Mato Grosso representa



2,7 vezes a soma da producdo das demais regides do Pais (CEPEA, 2021). A
producado de algodao na regido semiarida do Brasil € bem menor que a da regido do
Cerrado, mas nem por isso, menos importante, pois ha producdo de algodao
convencional e transgénico em escala empresarial e producéo de algodao organico e
agroecologico, principalmente no Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco e Bahia. Estes campos abastecem nichos de mercado, como os da
Unido Europeia e de alguns estados do Sul e do Sudeste do Brasil (EMBRAPA, 2017).

De maneira geral, por ser uma fibra natural amplamente produzida, o algodao
proporciona rendimentos a milhdes de agricultores, além disso, 8 dos 10 principais
paises produtores de algodédo estdo classificados como paises em desenvolvimento
e a cotonicultura participa efetivamente do desenvolvimento econdmico deles (Sheth,
2017; ITC, 2019). Desta forma, a cultura do algodao é de grande importancia para a
economia mundial. Dada a importancia da cultura do algodéo, vale ressaltar que,
apesar desta cultura ja estd amplamente adaptada ao cultivo em ambientes
temperados, subtropicais e tropicais, devido as alteracdes climéticas, a cadeia
produtiva vem enfrentando desafios como mudanca na frequéncia e intensidade das
chuvas, periodos de seca, calor, menor disponibilidade de agua para irrigacdo e
salinizacdo das areas de cultivo (Haigh e Griffiths, 2009; Ton, 2011; Adefisan, 2018).

2.1.3. Estresse por Déficit Hidrico

O Déficit hidrico € um dos estresses abi6ticos mais significativos sobre o
desenvolvimento das plantas e da produtividade das culturas, visto que os efeitos da
escassez de agua podem reduzir em média 50% da produtividade das culturas
agricolas (Lamaoui et al.,, 2018). Neste sentido, apesar do algodao ser
moderadamente tolerante ao estresse por déficit hidrico na fase vegetativa, € bastante
sensivel a esse estresse na fase reprodutiva, ou seja, nos estadios de florescimento
e formagé&o do capulho, nesta fase, os efeitos do déficit hidrico pode causar aborto de
botdes florais ou reducdo de qualidade da fibra (Igbal et al., 2023; Niu et al., 2018;
Quevedo et al., 2022).

A reducdo da produtividade e qualidade das culturas agricolas sob déficit
hidrico ocorrem como resultado dos efeitos desse estresse na morfologia externa e

estrutura interna, fisiologia e bioquimica dessas plantas (Yang et al., 2021). A reducéo



do crescimento (Altura de planta, nimero e area das folhas) esta relacionada a
senescéncia das folhas, reducdo da expanséao celular, mitose prejudicada, reducéo
da presséo de turgor celular, aumento da temperatura foliar e menor disponibilidade
de fotoassimilados (Li et al., 2020; Anjum et al., 2017; Misra et al., 2020). Desta forma,
a reducédo da area foliar, afeta diretamente a fotossintese e o rendimento das plantas
(Yang et al., 2021).

Fisiologicamente, o déficit hidrico provoca a reducéo da taxa fotossintética e da
taxa de transpiracdo, que podem ocorrer por fechamento estomatico, o que limita a
absorcdo de COz2ao mesmo tempo em que evita a perda de agua pela transpiragéo.
A taxa fotossintética também pode ser reduzida pelos efeitos ndo estomaticos, devido
a reducao da atividade ou do contetdo de componentes que compdem a maquinaria
fotossintética (Flexas et al., 2004). Dentre esses componentes, podemos citar a
diminuicdo dos pigmentos fotossintéticos, reducdo da atividade da Ribulose-1,5-
bifosfato, diminuicdo da taxa de transferéncia de elétrons, diminuicdo da fosforilagéo
que por sua vez provocam a fotoinibicdo (Ma et al., 2015). De maneira geral € relatado
gue as alteracdes na fotossintese, nas substancias osmoticas, nas proteinas, nas
enzimas antioxidantes e no status nutricional refletem todos os diferentes graus de

influéncia do déficit hidrico sobre as plantas (Yang et al., 2021).
2.1.4. Estresse oxidativo e sistema antioxidante de defesa

Os estresses abidticos frequentemente desestabilizam a homeostase e a
distribuicdo de ions nas células vegetais, 0 que provoca 0 aumento no acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (Rajput et al., 2021). As ERO séo produzidas em
diferentes organelas celulares, principalmente em mitocéndrias, cloroplastos e
peroxissomos, por meio de diferentes processos fisiolégicos e bioquimicos. No
processo de transporte fotossintético de elétrons, os cloroplastos produzem
consistentemente oxigénio, que é eliminado por reducdo e assimilacdo. No
fotossistema | (PS 1) e no ciclo fotorrespiratorio, a fotorredugéo do Oz a radical O2"
ocorre por componentes reduzidos do sistema de transporte de elétrons
(Bhattacharjee, 2019).

A producdo de anion superoxido (O2") é considerada a primeira resposta

oxidativa em uma célula porque esta envolvida na geracao de outras ERO e radicais


https://link.springer.com/article/10.1007/s12229-020-09231-1#ref-CR27

livres como o radical hidroxila (*OH) por meio da reacdo de Haber e Weiss e reacao
de Fenton, e por meio da reagdo Mehler o Oz~ é transformado em H202 (Caparros et
al., 2021). A geracao de H20: é realizada apds a reducédo do oxigénio molecular (O2)
em Oz através da dismutacdo de Oz com ajuda da enzima superoxido dismutase
(SOD) ou pelas oxidases (amino e oxalato oxidases) (Qiao et al., 2014 ). Dentre as
ERO, é necessario ressaltar que apenas o H202 é altamente estavel e capaz de
atravessar a membrana vegetal, o que a confere uma fungéo essencial na sinalizacéo
celular. Em condig®es fisioldgicas normais, em pequenas concentracdes as ERO séo
indispensaveis para o bom funcionamento do metabolismo, onde regulam processos
de multiplicacéo e diferenciacdo celular, respiracao e a fotossintese, além de serem
moléculas sinalizadoras que regulam o desenvolvimento vegetal em resposta a

estresses biodticos e abidticos (Noctor et al., 2014, Czarnocka e Karpinski, 2018).

No entanto, o aumento na producdo de ERO como: radical superoxido (O2"),
oxigénio singleto (*Oz2), radical hidroxila (*OH) e peréxido de hidrogénio (H202) é uma
das principais respostas das plantas sob diferentes condicbes de estresse. As
principais consequéncias do acumulo de ERO em nivel celular e bioquimico séo a
degradacédo de clorofilas; danos as moléculas de DNA e peroxidacao lipidica, o que
afeta a fluidez e permeabilidade da membrana devido a alteragdes na composicéo
dos lipideos e por fim, a morte celular (Alves et al., 2018, Kaya et al., 2018; He et al.,
2018; Mittler, 2017). Em respostas a essas perturbacdes as plantas desenvolveram
uma série de medidas de defesa que visam a eliminacdo de ERO livres nas células
vegetais (Mittler, 2002; Sharma et al., 2012).

Dentre essas medidas, destacam-se os mecanismos fisiobioquimicos que
podem atuar na eliminacdo de ERO pela via enzimatica por meio da acdo das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POX), glutationa
peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferases (GST),
ascorbato peroxidase (APX), monodeidroascorbato redutase (MDHAR) e
desidroascorbato redutase (DHAR) ou pela via ndo enziméatica através de compostos
como acido ascorbico (AA), glutationa (GSH), compostos fendlicos, alcaldides,
flavondides, carotendides, prolina, aminoacidos livres e a-tocoferdis (Zhou et al., 2018;
Zhou et al., 2017).


https://link.springer.com/article/10.1007/s12229-020-09231-1#ref-CR207
https://link.springer.com/article/10.1007/s12229-020-09231-1#ref-CR167

Na linha de defesa antioxidante enzimatica, a superéxido dismutase (EC
1.15.1.1) representa a primeira barreira contra o estresse oxidativo, uma vez que
realiza conversao ou dismutacao de anions Oz em ERO menos toxicas como o H20:2
(Chung, 2017). O H20:2 por sua vez pode ser dismutado a 4gua e oxigénio por meio
da enzima catalase (EC 1.11.1.6) (Liu et al.,2015). Outras duas enzimas muito
importantes nos processos de combate ao estresse oxidativo por meio da eliminagéao
de H202sdo a ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) que tem como doador de elétrons
0 ascorbato (AsA) e a glutaiona peroxidase (EC 1.11.1.9) que utiliza a tiorredoxina
como doador de elétrons para realizacdo de suas atividades. (Maruta et al., 2016;
Gratdo et al., 2005, Hippler et al., 2015, Liu et al., 2015). Na linha de defesa
antioxidante ndo enzimatica o GSH e AsA sdo 0s principais elementos que reduzem
0 H202, visto que sao rapidamente regenerados. O ciclo GSH-AsSA é responsavel pela
remocao de ERO. O AsA atua como cofator enzimatico e também é responsavel pela
formacéo do tocoferol e 0 GSH como matéria-prima para varias peroxidases (Zhang,
2013; Karmal-Eldin et al., 1996; Nisar et al., 2015)

De maneira geral, o mecanismo de reacao de diversas enzimas, envolvidas na
defesa das plantas contra as ERO para enfrentar as condi¢cdes de estresse, € bem
conhecido, o que tem possibilitado o melhoramento genético de varias culturas
agricolas para alcancar cultivares mais tolerantes aos efeitos dos estresses. Neste
sentido, tem se buscado desenvolver produtos que quando aplicados via sementes
ou folhas das culturas, sirvam de start ou substrato para o funcionamento eficiente
dos mecanismos de tolerancia aos estresses dessas culturas, sdo os chamados

bioestimulantes do crescimento ou atenuadores dos efeitos dos estresses.

2.1.5. Extratos de moringa oleifera como atenuante dos efeitos dos estresses

em plantas

Frente as mudancas climaticas, que cada vez mais tém submetido os cultivos
agricolas a condicdes de estresses, a aplicacdo exdgena de substancias organicas
ou inorganicas tem se destacado como ferramenta eficaz para aumentar a tolerancia
das culturas a esses estresses ambientais (Zulfigar et al., 2020). Os bioestimulantes
sdo produtos derivados de materiais bioldgicos que promovem a melhoria da

produtividade das plantas, incluindo rendimento, qualidade ou eficiéncia de producéo,
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devido a presenca de reguladores de crescimento de plantas, nutrientes essenciais e
compostos protetores de plantas (Yakhin et al., 2017). Esses constituintes alteram o
metabolismo, a sinalizac&o e a regulacdo hormonal das plantas durante o crescimento

e desenvolvimento (Paradikovic¢ et al., 2019).

O uso de substancias como acido salicilico, melatonina, acido abscisico, acido
jasménico, acido ascorbico, e silicico, melhorou as atividades antioxidantes, trocas
gasosas e reduziu as perdas de produtividade de diferentes culturas sob diferentes
condicbes de estresse ambiental (Hu et al., 2021; Khattak et al., 2021; Lobato et al.,
2021; Oliveira et al., 2020; Alves et al., 2022). No entanto, o uso isolado de muitas
dessas moléculas se torna inviavel devido aos elevados custos de producédo. Portanto,
tem-se buscado fontes naturais alternativas que contenham um conjunto de
compostos bioativos que atuem nos mecanismos de defesa das plantas, para que
sejam utilizadas de forma sustentavel e com maiores retornos econémicos (Zulfigar et
al., 2020).

Pesquisas recentes relatam que a moringa (Moringa oleifera Lam.), arvore
nativa da india que cresce em regifes tropicais e subtropicais do mundo (Zulfigar et
al. 2020) possui em suas folhas, flores, sementes e raizes componentes nutricionais,
vitaminas, hormoénios e compostos antioxidantes que sao essenciais para a
manutencado de mecanismos de defesa das plantas (Arif et al., 2022; Hala et al., 2017,
Zulfigar et al., 2020; Abd El-Hack et al.,, 2018) (Tabela 1). A presenca desses
compostos evidencia o potencial do extrato das diferentes partes da planta de moringa
como base para produtos bioestimulantes do crescimento ou atenuante dos efeitos
dos estresses ambientes em culturas agricolas (Yasmeen et al. 2013; Rehman et al.
2014).

Até entdo, os efeitos bioestimulantes do extrato de folhas de moringa (EFM)
foram observados na germinagéao de sementes (Hala & Nabila, 2017), crescimento e

rendimento de algumas culturas horticolas (Ali et al., 2018; Yuniati et al., 2022).
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Tabela 1. Substancias que compdem o extrato de folhas de moringa com

propriedades bioquimicas importantes para o crescimento e desenvolvimento das

plantas
Grupo Substancias Referéncia
Nutrientes N, Ca, K, P, Na, Mg, Fe,
. : Zn, Mn, S, Cu, e Se Harif e Hayat, 2023
minerais
Hala e Nabila 2017;
Vitaminas A B C,eE Zulfigar et al. 2020
Arginina, Lisina, Fenilalanina, Histidina,
Triptofano, Valina, Metionina, Leucina,
Aminoacidos Isoleucina e Treonina Yasmeen et al. 2013
Fitohorménios ABA Auxmaéei?r?a? cllocininas Abd El-Hack e outros
2018
Fenois, Flayonéides, Carotenc’gides,
Tocoferol, Acido ascérbico e Acido
Antioxidantes oxalico Abd El-Hack et al. 2018

Além disso, em condicbes de estresse o EFM promoveu respostas
morfoldgicas, fisioldégicas e bioquimicas positivas para manutencdo do crescimento e
da producdo em culturas sob salinidade (Desoky et al., 2019), seca (Hanafy et al.,
2017; Maswada et al., 2018) e metal pesado (Khalofah et al., 2020). No entanto, o
potencial bioestimulante do extrato de moringa ird depender da parte da planta
utilizada (Semente, Folhas, flores ou raiz), do método e meio de extracao, por exemplo
folhas secas ou frescas, em alcool ou 4gua, do método de armazenamento e da
concentracao utilizada (Zulfigar et al., 2020; Arif et al., 2022).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Condigdes de crescimento e material vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo durante 70 dias,
contemplando o periodo entre a semeadura e o inicio do florescimento das plantas de
algodao, cultivar BRS 286. Os dados de temperatura e umidade relativa do ar foram

monitorados (Fig. 2). Antes da semeadura, as sementes passaram pelo processo
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quimico de deslintamento via umida com H2S0O4 (98%) (Queiroga et al., 2001). Seis
quilos de solo (Latossolo Vermelho Eutroférrico) foram acondicionados em vasos
plasticos de formato quadrado, com capacidade para sete litros, nas seguintes

dimensdes: 35,5 cm de altura, 16 cm de largura superior e 11 cm de largura inferior.
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Figura 2. Umidade relativa do ar (%) e variacdo da temperatura (°C) na casa de
vegetacao durante o periodo experimental.

A adubacéo foi realizada com base na analise quimica do solo, no volume de
solo utilizado por vaso e seguindo as recomendacdes para a cultura do algodéo. Desta
forma, aplicou-se 3,669 de ureia, 6,19 de superfosfato simples, 1,71g de cloreto de
potassio, 0,130g de sulfato de zinco e 0,0157g de acido bdrico por vaso. As doses de
ureia e cloreto de potassio foram fracionadas, e a metade foi disponibilizada na

adubacao de fundacéo junto aos outros nutrientes e a outra metade como adubagao
de cobertura 30 dias apés a semeadura (DAS).

3.2 Preparo e aplicagao do extrato de folhas de Moringa (EFM)

As folhas de moringa (Moringa oleifera Lam.) foram coletadas, separadas em

porcdes de 500g, lavadas em agua deionizada e armazenadas em freezer a -80°C por
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24 h. Em seguida, as folhas foram trituradas em liquidificador, aferido o volume e
adicionado agua deionizada na mesma proporc¢ao (1:1), a qual ficou em repouso por
24 h em geladeira. Procedeu-se a filtragem do material e por conseguinte a
centrifugagdo por 30 min a 4.000 g, sob 4°C. O sobrenadante foi retirado e
acondicionado em potes de vidro, protegidos da luz e armazenados por 24 h em
freezer a -20°C. O material congelado foi colocado em liofilizador de bancada (Série
LT-Torrone/Sao Carlos — SP) e o0 processo ocorreu a -40°C. Apos 72 h, o material
totalmente seco foi retirado, pesado e armazenado em potes hermeticamente

fechados, protegidos da luz e colocados em dessecador.

Para as aplica¢cbes do extrato de folhas de moringa (EFM) na parte aérea das
plantas de algod&o, um pulverizador de compressao foi utilizado. As aplicacdes
ocorreram sempre as 6 h da manha sob condi¢cdes de umidade relativa do ar entre 70
e 80%. O EFM foi dissolvido em agua deionizada de acordo com as concentracfes
em questdo e para garantir a absorcéo ideal nos tecidos foliares, uma solucdo de
Tween 20 a 0,1% (v/v) foi adicionada a solu¢cdo de pulverizacdo como agente
umectante. Foram pulverizados 20, 40, 60 e 80 mL de EFM da 12 a 42 aplicacdo em

cada unidade experimental, respectivamente.
3.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 2, correspondente a 4 concentracdes de EFM e duas condic¢des
hidricas, 80 e 40% da capacidade de agua disponivel (CAD) no solo, com 4 repeticdes.
Cada concentracéo de EFM (0, 10, 20 e 30 gL1) foi aplicada quatro vezes entre a fase
vegetativa e reprodutiva da cultura, aos 33 (V4), 38 (V4), 43 (B1) e 48 (B1) DAS e
seus respectivos estadios fenoldgicos (Fig. 3 a - b).

Aos 55 DAS, suspendeu-se a irrigacao das parcelas correspondentes ao DH
até atingirem 40% da CAD do solo contido no vaso, essa condi¢cao foi mantida até os
70 DAS (Fig. 3 c). As condigOes hidricas do experimento foram controladas por meio
de duas pesagens diarias dos vasos, seguida da aplicagdo da lamina de agua

necessaria para manutencao das condi¢des de suficiéncia e deficiéncia hidricas.
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A) 0 80% CAD :
f | DAS
Aplicagdo de EFM
B)
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/‘P( 0 g/L (H20)
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) 20 g/l
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| | DAS
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Figura 3. Representacao das etapas e processos da conducdo do experimento. A)
Periodo entre a germinacgéo e inicio do surgimento dos botdes florais (54 DAS) sob
80% da CAD. Periodo de aplicacdo do EFM (Plantas no estadio V4 até surgimentos
dos botdes florais). B) Concentracbes, épocas e forma de aplicacdo do EFM. C)
Periodo de imposicdo do déficit hidrico (40%) e do controle (80%) da CAD.
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3.4 Analises
3.4.1 Conteudo relativo de agua (CRA) foliar

Foram coletados 15 discos (5 mm diametro) da terceira folha do 4pice para a
base totalmente desenvolvida. Os discos foram pesados para obtencdo da massa
fresca (MF) e acondicionados em placas de Petri com agua deionizada por 8 h, logo
apos, os discos foram novamente pesados, obtendo-se a massa turgida (MT). Em
seguida, foram secos a 60°C por 48 h. O teor relativo de 4gua na folha foi obtido pela
expressdo matematica: TRA (%) = (MF-MS) / (MT-MS) x 100.

3.4.2 Eficiéncia quantica de PSII (Fv/Fm)

A eficiéncia quantica do PSIlI (Fv/Fm) foi medida entre 8 e 9 h da manha. A
leitura foi realizada na terceira folha totalmente expandida do apice para a base da
planta, para isso a folha foi adaptada ao escuro por 30 min usando clipes, e entéao
obteve-se a medida da relacdo Fv/Fm (Quantum de eletron') por meio de um

fluorémetro portatil (Opti-Sciences, Os30P).
3.4.3 Conteludo de pigmentos fotossintéticos

Os teores de clorofilas total e carotendides foram determinados segundo
Lichtenthaler (1987). Amostras frescas (0,025 - 0,030 g) das folhas foram coletadas
das plantas de algoddo de cada tratamento e as leituras foram realizadas em
espectrofotdometro Beckman DU nos seguintes comprimentos de onda 663, 647 e 470
nm para adquirir os respectivos teores de clorofila a, b e carotendides. O teor de

clorofilas total foi resultado da soma entre as concentracdes de clorofila a e b.
3.4.4 Peroxidacéo lipidica (MDA) e teor de H202

O teor de MDA foi determinado de acordo com Shimizu et al. (2006) e Gratao
etal. (2012). A quantificagéo foi realizada em espectrofotometro utilizando substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) como malondialdeido (MDA) que é
quantificado em um comprimento de onda entre 535 e 600 nm. Os resultados foram
expressos em pmol mg™* de biomassa fresca, utilizando-se o coeficiente de extingédo

molar de 1,55 x 10 mol* cm™.
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O teor de peréxido de hidrogénio foi determinado seguindo a metodologia de
Alexieva et al. (2001). As amostras foram misturadas com uma solucdo tamponada
de 100 mM de fosfato de potéssio (pH 7,0) e 1 M de iodeto de potéssio. A reacédo
ocorreu no escuro e no gelo por 1 h. Posteriormente, as amostras foram lidas em
espectrofotometro a absorbancia de 390 nm, onde os resultados foram expressos em

pMmol mg-1 de biomassa fresca.

3.4.5 Determinacgdo da atividade de enzimas antioxidantes
3.4.5.1 Superoéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada através do meio reacional contendo uma
aliquota de extrato vegetal, tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 50
mM, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 10 mM, cloreto de nitrotetrazélio 1 mM
(NBT) e riboflavina 0,1 mM. O meio reacional foi colocado em tubos de ensaio que
foram mantidos em camara com luz fluorescente de 15 W e temperatura de 25 °C por
5 min, para que a reacdo ocorresse através da degradacdo do composto azul
formazan. Posteriormente, as amostras foram lidas em espectrofotbmetro a uma
absorbancia de 560 nm, e os valores foram expressos em proteina U SOD mg-1
(Giannopolitis e Ries, 1977).

3.4.5.2 Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A determinagdo da CAT foi realizada em espectrofotdmetro, onde o meio
reacional foi composto por uma mistura contendo extrato vegetal, tampéao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) e perdxido de hidrogénio 30%. A reacdo ocorreu durante
um minuto onde a degradacdo do perdxido de hidrogénio foi monitorada a uma
absorbancia de 240 nm (Cia et al., 2012). Os resultados foram expressos em pmol

min mg de proteina.
3.4.5.3 Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada em espectrofotdmetro a uma absorbéancia
de 290 nm onde o ensaio foi monitorado por um minuto a uma temperatura de 30°C.
O meio reacional foi composto por uma mistura contendo extrato vegetal, tampéao
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,5), acido ascorbico 0,5 mM, EDTA 0,1 mM e H202
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0,1 mM (Gratéo et al., 2012). Os resultados foram expressos em pmol de proteina

ascorbato min't mg?.
3.4.5.4 Glutationa peroxidase (GSH-Px, EC 1.11.1.9)

A atividade da GSH-PX foi determinada em um espectrofotdbmetro monitorando
a oxidacdo do NADPH por cinco minutos a uma absorbancia de 340 nm. O meio
reacional foi composto por uma mistura contendo uma aliquota de extrato vegetal,
tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), EDTA 3 mM, 0,24 U GR/mL, GSH 10
mM e azida de sédio 1 mM. As amostras foram incubadas a 37°C por 10 min e,
posteriormente, 1,5 mM de NADPH e 1,5 mM de H20:2 foram adicionados a solucao
para catalisar a reacao (Anderson e Davis, 2004). Os resultados sao expressos em

nmol min-t mg* de proteina.
3.4.5.5 Guaiacol Peroxidase (GPOX, EC1.11.1.7)

A atividade da GSH-PX foi determinada em um espectrofotdbmetro monitorando
a oxidacdo do NADPH por cinco minutos a uma absorbancia de 340 nm. O meio
reacional foi composto por uma mistura contendo uma aliquota de extrato vegetal,
tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), EDTA 3 mM, 0,24 U GR/mL, GSH 10
mM e azida de sédio 1 mM. As amostras foram incubadas a 37°C por 10 min e,
posteriormente, 1,5 mM de NADPH e 1,5 mM de H202 foram adicionados a solucao
para catalisar a reacao (Anderson e Davis, 2004). Os resultados sao expressos em

nmol min't mg* de proteina.
3.4.6 Parametros de crescimento

Como parametros de crescimento foram aferidos o comprimento de planta
(cm), area foliar (cm?planta!) por meio do medidor (LI 3000C), o niimero de botdes
florais por planta e amassa seca da parte aérea (mgplanta), a qual foi seca em estufa
a 60°C por 72 h e determinada via balanga analitica (Devem Instrument Company AA-
200).

3.4.7 Anélise estatistica

A homoscedasticidade e normalidade dos dados foram avaliadas pelos testes

de Bartlett e Shapiro-Wilk, respectivamente (p < 0,05). Em seguida, foram submetidos
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a andlise de variancia (ANOVA) pelo teste F (p < 0,05) e, quando significativo, as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O

processamento dos dados foi feito em ambiente R versao 4.2.0 (R Core Team, 2022).

4. RESULTADOS

4.1. Status hidrico e fotossintético

A condicao de DH reduziu 41% do CRA foliar (Fig. 4 a) quando comparado com
o tratamento de SH. Sob DH, as plantas tratadas com 10, 20 e 30 gL'de EFM
apresentaram CRA foliar 52% maior que o do tratamento controle desta condicdo. Na
condicdo de SH a aplicacdo das diferentes concentracfes de EFM ndo apresentou
diferencas no CRA foliar quando comparadas com o tratamento controle (0 g L™ de
EFM) desta condigéo.

A eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) (Fig. 4 b) também foi afetada
pelo DH. Quando o tratamento controle foi comparado (0 de EFM) nas condi¢des de
SH e DH, a eficiéncia quantica do PSIl no DH ficou abaixo de 0,65 (Quantum de
eletront), o que indica comprometimento do PSII. No entanto, assim como para CRA
foliar, as concentracdes de EFM mantiveram a eficiéncia quantica do PSIl em niveis
entre 0,76 e 0,82(Quantum de eletrént), semelhantes aos do tratamento de SH e
dentro dos padrfes de eficiéncia quantica do PSII ideais para as culturas.

Nossos resultados mostram que a condicdo de DH reduziu 11% do teor de
clorofilas totais (Fig. 4 c) quando o tratamento controle (0 gL de EFM) foi comparado
nas condi¢cbes de DH e SH. Ao observarmos a condigcdo de DH e os efeitos das
concentracbes de EFM, as concentracdes de 10 e 20 gL' promoveram protecédo das
moléculas de clorofilas, mantendo os teores 17% acima dos valores encontrados no
tratamento controle (0 g L'* de EFM), no entanto, na maior concentragéo (30 gL-1) o
teor de clorofilas totais nao diferiu do tratamento controle (0 g L'1).

Em relacdo aos efeitos das concentracées de EFM no teor de clorofilas totais
nas plantas de algoddo sob SH, as concentracdes de 10 e 20 gL lincrementaram 23
e 8% do teor desses pigmentos nas plantas, respectivamente. Na condicéo de SH a

maior concentracdo de EFM (30 g L) apresentou efeito de toxicidade em relacéo aos
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teores de clorofilas totais, quando comparado com o tratamento controle (0 g L)

dessa condicéo, a reducao foi de 21%.
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Figura 4. Efeito da aplicacao foliar de diferentes concentracdes (0, 10, 20 e 30) g L
de EFM em plantas de algodao sob suficiéncia hidrica (SH) e déficit hidrico (DH) no:
a) conteudo relativo de agua da folha (CRA), b) eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm),
c) conteudo de clorofila total (a + b), e d) conteddo de carotendides. As barras
representam + o erro padrdo. Médias seguidas por letras diferentes, minUsculas entre
as diferentes condicdes hidricas em cada concentracdo de EFM e maiulsculas entre
cada concentracdo de EFM nas diferentes condic¢des hidricas, indicam diferencas pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia entre os tratamentos.

Para os teores de carotenoides (Fig. 4 d), os efeitos do DH causaram reduc¢ao
de 24% quando o tratamento controle (0 gL?) de EFM é comparado entre as
condicdes de DH e SH. Por outro lado, as concentracdes de EFM (10, 20 e 30 gL™?)
dentro da condi¢éo de DH, promoveram incrementos de aproximadamente 33% nos
teores de carotenoides quando comparados com o controle dessa condicéo.

Resultados semelhantes foram encontrados para os efeitos das concentracdes de
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EFM dentro da condicdo de SH. As concentracdes de 10 e 20 gL' de EFM
promoveram incremento de22%, contudo, na maior concentracdo (30 gL?), os
incrementos foram de apenas 12%, o que mostra a tendencia fitotdxica de doses de

EFM mais elevadas.
4.2. Peroxidacdao lipidica e contetado de H20:2

O conteudo de MDA (Fig. 5 a) nas folhas de algoddo, aumentaram
acentuadamente sob DH, ou seja, 33% a mais que no tratamento controle da condi¢cao
de SH. De maneira geral, a aplicacdo de EFM nas trés concentracbes estudadas
reduziram aproximadamente 25% da peroxidacao lipidica nas plantas de algodao sob
DH. Quando os efeitos do EFM na condi¢éo de SH foram observados, apenas a maior
concentracdo (30 gL') promoveu reducdo do conteldo de MDA comparada aos

tratamentos com aplicagdo de (0, 10 e 20 gL) de EFM.
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Figura 5. Efeito da aplicacéo foliar de diferentes concentragdes (0, 10, 20 e 30)

g L-1 de EFM em plantas de algodao sob suficiéncia hidrica (SH) e déficit hidrico (DH)

no: a) conteudo de malondialdeido (MDA), e b) conteudo de H202. As barras

representam + o erro padrdo. Médias seguidas por letras diferentes, minlsculas entre

as diferentes condi¢fes hidricas em cada concentracdo de EFM e maiusculas entre
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cada concentracdo de EFM nas diferentes condic¢des hidricas, indicam diferencas pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia entre os tratamentos.

A condi¢do de DH aumentou 43 % o conteudo de H202(Fig. 5 b) em ralacdo a
condicédo de SH no tratamento controle (0 gL) de EFM. Porém, a aplicacéo de EFM
nas concentragées de 10 e 20 gL' promoveram respectivamente reducéo de 7 e 16%
no contetdo de H202 das plantas de algod&o sob DH. Essa tendencia de reduc¢éo do
contetdo H202 ndo foi mantida na maior concentracdo de EFM. Em contraste ao DH,
a aplicacdo de EFM nas plantas de algodéo cultivadas sob SH, quando comparadas
com o tratamento controle (0 gL™) apresentaram aumento gradativo de42,59 e 52%
do contetido de H20:2 respectivamente para as concentracdes de 10, 20 e 30 g L' de
EFM.

4.3. Atividade enzimatica antioxidante

Em relacdo a atividade enziméatica antioxidante (Fig. 6), comparando as plantas
de algoddo sob SH e DH, ambas no tratamento controle (0 g L) de EFM, observamos
que o DH, aumentou a atividade da SOD (Fig. 6 a), APX (Fig. 6 d) e GSH-PX (Fig. 6
e) em 55, 38 e 17%respectivamente. Em contraste, a atividade da CAT (Fig. 6 b) e da
GPOX (Fig. 6 c) apresentou reducdo de 27 e 41%sob esta mesma condicdo. Soba
condicéo de DH, a aplicacdo de EFM (10,20 e 30 g L) respectivamente incrementou
30; 21 e 53% a atividade da SOD (Fig. 6 a) e 37, 44 e 47% a atividade da GPOX (Fig.
6 c¢) nas plantas de algoddo quando comparadas ao tratamento controle (0 g L™ de
EFM) desta condigéo.

Resultados semelhantes foram encontrados para a condicdo de SH, visto que,
guando comparamos o tratamento controle (0 g L'*) de EFM com os tratamentos que
receberam aplicacéo foliar de 10, 20 e 30 g L do extrato, houve incremento de 31;
51 e 61% respectivamente, na atividade da SOD (Fig. 6 a) e 28, 25 e 20% na atividade
da GPOX (Fig. 5 c¢). A aplicacdo de EFM melhorou a atividade da SOD e GPOX na
cultura do algodao, tanto na condi¢cdo de DH como na condic&o de SH.

Ainda em relagdo aos efeitos das concentracoes de EFM na atividade
enzimatica, as enzimas CAT (Fig. 6 b), APX (Fig. 6 d) e GSH-PX (Fig. 6 €)
responderam de maneira oposta aos resultados da SOD (Fig. 6 a) e da GPOX (Fig. 6
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c). No entanto, entre si, elas responderam de forma semelhante dentro de cada

concentracdo de EFM para cada condicéo hidrica estudada.

Dentro da condicdo de DH, comparando o tratamento controle (0 g L) e os
outros trés tratamentos (10, 20 e 30 g L'!) de EFM, os resultados mostram que a menor
concentragdo (10g Lt) de EFM aumentou em 37% a atividade das enzimas CAT, APX
e GSH-PX respectivamente e a maior concentracdo (30 g L) apresentou resposta
semelhante para CAT e APX, porém, a atividade da GSH-PX n&o diferiu do tratamento
controle nesta concentracdo. De forma contraria, a concentracdo de EFM
intermediaria (20 g LY) modulou respostas de inibicdo da atividade de CAT, APX e
GSH-PX com decréscimos na atividade enzimatica de 26, 15 e 7% respectivamente

na condicéo de DH.
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Figura 6. Efeito da aplicacao foliar de diferentes concentracdes (0, 10, 20 e 30) g L-1
de EFM em plantas de algodao sob suficiéncia hidrica (SH) e déficit hidrico (DH) na
atividade enzimatica antioxidante: a) Superdxido dismutase (SOD), b) Catalase (CAT),
c) Guaiacol peroxidase (GPOX), d) Ascorbato peroxidase (APX) e e) Glutationa
peroxidase (GSH-PX). As barras representam + o erro padrdo. Médias seguidas por
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letras diferentes, minusculas entre as diferentes condi¢cdes hidricas em cada
concentracdo de EFM e maiusculas entre cada concentracdo de EFM nas diferentes
condi¢des hidricas, indicam diferencas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia entre os tratamentos.

Na condicdo de SH, quando as concentracdes de EFM (10, 20 e 30 g L) foram
comparadas com o tratamento controle (0 gL™), as maiores reducdes ocorreram na
concentracdo de 10 g L, correspondendo a 72, 27 e 45% respectivamente para CAT,
APX e GSH-PX. Nas concentracdes de 20 e 30 g L, a reducéo da atividade da CAT
e APX ficou em média 40%, contudo, essas concentracdes ndo alteraram a atividade

da GSH-PX em relagdo ao tratamento controle nesta condic¢ao hidrica.
4.4. Parametros de crescimento

De maneira geral o DH prejudicou o crescimento das plantas de algod&o.
Quando comparamos os tratamentos controles (0 g L) de EFM entre as condi¢Ges
de SH e DH (Fig. 7). O DH reduziu em 27 % a altura de planta (Fig. 7 a), 37 %a area
foliar (Fig. 6 b), 51 % o numero de botdes florais (Fig.6 c) e o conjunto desses danos
resultou em decréscimo de 49% da massa seca da parte aérea das plantas (Fig.7 d).

Porém, a aplicacdo de EFM nas plantas de algoddo sob DH desencadeou
respostas de atenuacédo dos efeitos do déficit hidrico, o que resultou em reducédo dos
danos do déficit hidrico ao crescimento desta cultura. Essas respostas variaram de
acordo com a concentracdo de EFM utilizada. Neste sentido, 10, 20 e 30 g L-1 de
EFM respectivamente promoveram incrementos de 17, 10 e 10% na altura de plantas;
32, 23 e 4% na area foliar; 34, 23 e 18% no numero de botdes florais e 24, 16, 9% na
massa seca da parte aérea das plantas de algodao sob DH quando comparadas com

o tratamento controle (0 g L-1) de EFM desta mesma condicéo hidrica.
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Figura 7. Efeito da aplicacao foliar de diferentes concentracdes (0, 10, 20 e 30) g L-1
de EFM em plantas de algodé&o sob suficiéncia hidrica (SH) e deficit hidrico (DH) nos
parametros de crescimento: a) altura, b) area foliar (AF), c) nimero de botées (NB), e
d) massa seca da parte aérea (MSPA). As barras representam * o erro padrdo. Médias
seguidas por letras diferentes, minusculas entre as diferentes condi¢c6es hidricas em
cada concentracdo de EFM e mailsculas entre cada concentracdo de EFM nas
diferentes condic¢des hidricas, indicam diferencas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

de significancia entre os tratamentos.

5. DISCUSSAO

O status hidrico da planta esta intrinsicamente relacionado com os parametros
fisiologicos, bioquimicos e de crescimento, portanto, a reducdo do CRA na planta €
uma das primeiras respostas as condi¢des de seca (Hu et al., 2018). Como observado
neste trabalho, plantas de algoddo submetidas ao déficit hidrico, reduziram
significativamente o CRA foliar, o que consequentemente danificou o contetudo de

pigmentos fotossintéticos e a eficiéncia quantica do PSIl. Resultados semelhantes
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foram obtidos também para Gossypium hirsutum (Hu et al., 2021; Loka et al., 2020),
Zea mays (Maswada et al.,2018), Solanum lycopersicum (Lobato et al., 2021) e Glicina
max (Hanafy, 2017) na condi¢do de seca. Portanto, de maneira geral, o baixo CRA
foliar inicialmente inibe a condutancia estomatica devido ao fechamento dos
estdbmatos via sinalizacdo hormonal do ABA (Hussain et al., 2012) e em condicdes
mais severas provoca foto-oxidacdo, degradacao das clorofilas e deterioracdo dos

cloroplastos via estresse oxidativo (Vurayai et al., 2011).

Neste contexto, observamos que a aplicacdo de EFM preservou o CRA foliar e
a eficiéncia quantica do PSIl em niveis ideais mesmo nas plantas de algoddo sob
deficit hidrico, assim como o incremento do teor de carotenoides e clorofilas totais em
ambas as condic¢des hidricas. Os efeitos benéficos do EFM nesses parametros estao
relacionados com a composicdo quimica (fitohormonios, antioxidantes, aminoacidos)
e mineral das folhas de moringa (Arif et al., 2022) e as respostas metabdlicas que
esses compostos desencadeiam para o crescimento ou para a tolerancia ao estresse

nas plantas (Zulfigar et al., 2020).

O EFM é rico em citocininas (Zeatina), hormoénio responsavel pela prevencao
da senescéncia foliar, de forma que protege as clorofilas (Yasmeen et al., 2012; Rady
et al., 2015; Abd El-Hack et al., 2018) e possui elevado teor de nutrientes, dentre estes
0 magnésio, elemento fundamental para a constituicdo das clorofilas (Zaki & Rady,
2015) o que pode estar diretamente relacionado com o aumento dos teores de
clorofilas totais, tanto na condicdo de suficiéncia como de deficit hidrico nas
concentracdes intermediarias de EFM utilizadas neste trabalho.

Além disso, o EFM apresenta em sua composi¢do teores significativos de
antioxidantes, dentre eles carotendides (a, B caroteno, xantina e luteina), moléculas
importantes tanto para a fotoprotecdo das clorofilas via complexo antena, como na
eliminacdo de ERO (Zaki & Rady, 2015; Abd El-Hack et al. 2018). Portanto, a
aplicacdo de EFM promoveu aumento dos teores de carotenoides das plantas de
algoddao em ambas as condi¢cbes hidricas, o que proporcionou maior protecdo as
moléculas de clorofilas, assim como a manutencgao da eficiéncia quantica do PSIl em

condicdes ideais mesmo sob deficit hidrico.
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Neste caso, a manutencdo da eficiéncia quantica do PSII indica que o fluxo
excessivo de fétons causado pelo déficit hidrico foi reduzido, o que resultou em menor
fotoinibicdo (Khoshbakht & Asgharei, 2015). Portanto, assim como os resultados
observados para algodao neste trabalho, a aplicacdo de EFM apresentou resultados
bioestimulantes no teor de pigmentos fotossintéticos, atividade do fotossistema e
eficiéncia quantica do PSII em Phaseolus vulgaris sob salinidade (Abd El-Mageed et

al., 2017) e Zea mays sob estresse térmico (Batool et al., 2019).

Um dos efeitos mais danoso do deficit hidrico nas plantas € a formacéo
excessiva de ERO devido a juncédo de moléculas de O2com elétrons que escapam da
rota normal nas vias respiratérias assim como na cadeia de transporte de elétrons da
fotossintese (Ali, 2017). Por sua vez, o acumulo de ERO provoca estresse oxidativo
nas plantas, causando danos as células, proteinas, acidos nucléicos, lipidios de
membrana, entre outros (Nadeem et al., 2019; Alves et al., 2020). Neste sentido, a
quantificacdo do teor de MDA, é um excelente indicador do estresse oxidativo nos
tecidos vegetais (Hu et al., 2016) e neste trabalho ficou evidente que os efeitos do
deficit hidrico provocam elevada peroxidacéo lipidica nas plantas de algodao. Porém,
satisfatoriamente a aplicacdo de EFM nas plantas de algoddo promoveram reducéo

do estresse oxidativo, uma vez que reduziram a peroxidacao lipidicas.

Em concordancia, Maswada et al. (2018) e Pervez et al. (2017) estudando o
potencial do EFM para atenuar os efeitos da seca em plantas de Zea mays,
observaram que a aplicacdo de EFM promoveu reducdo da peroxidacdo lipidica.
Resultados similares foram observados por Khalofah et al. (2020) em plantas de
Phaseolus vulgaris sob estresse por Cd. Portanto, esses efeitos positivos da aplicacéo
de EFM na reducéo dos niveis de MDA podem estar intimamente ligados ao sistema
de defesa antioxidante que por meio da acdo enzimatica remove ERO, o que torna as
plantas mais tolerantes a condi¢des de estresses (Niu e Liu, 2016; Alves et al., 2020).

Vale ressaltar que as ERO além de atuar como produtos téxicos que causam
danos as células, também atuam como moléculas sinalizadoras, ativando diferentes
respostas hormonais e enzimaticas (Suzuki et al., 2011). Os sistemas antioxidantes
por sua vez, sdo 0s responsaveis por manter as ERO a um nivel ndo téxico (Mansoor

et al., 2022). Nossos resultados mostram que o deficit hidrico aumenta a producéo de
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H202 nas plantas de algoddo, o que pode ser muito bem correlacionado com o
aumento da peroxidacédo lipidica das plantas sob esta condicdo hidrica. Porém, a
aplicacédo de EFM promoveu efeitos diferentes tanto em relagédo a condi¢éo hidrica,
como em relacdo as concentragdes utilizadas, o que pode estar atrelado ao seu
potencial atenuador do estresse e bioestimulante do crescimento (Arif et al., 2022;
Zulfigar et al., 2020).

Na condicdo de estresse, o EFM desencadeou respostas antioxidantes e
promoveu reducdo do conteudo de H202. Resultados semelhantes foram obtidos
guando se aplicou ABA e MT em Gossypium hirsutum sob deficit hidrico (Hu et al.,
2021; Khattak et al., 2021) e EFM em Phaseolus vulgaris sob salinidade (Howladar,
2014; Rody & Mohamed, 2015), o que evidencia a interacdo entre hormoénios e ERO
para as respostas de defesa antioxidante nas plantas sob estresse, assim como o
potencial do uso de EFM para essas respostas em plantas. Em condic&o hidrica
suficiente, onde o conteado de H202 naturalmente estava em equilibrio, o EFM
promoveu aumento gradativo do contetdo de H20:2 para cada concentracao.

Alves et al. (2022) observou que a aplicacdo AsA em plantas de Arachis
hypogea cultivadas em condi¢bes de salinidade da agua, aumentou o contetdo de
H202, no entanto nesta mesma condicdo os pigmentos fotossintéticos, a atividade
antioxidante enzimatica e os parametros de crescimento foram melhorados, tanto na
condicdo controle, como na condicdo de salinidade. Esses efeitos podem estar
atrelados a interacdo dos compostos enzimaticos e hormonais contidos no EFM com
as ERO. Uma vez que as ERO atuam como sinalizadores nos processos de ativacao
ou inativacao de fatores de transcricdo, responsaveis pela modulacédo de respostas
enzimaticas e hormonais, necessarias para estimular o crescimento das plantas
(Mansoor et al.,2022).

Em relacéo ao sistema de defesa antioxidante enzimético, observamos que o
deficit hidrico naturalmente estimulou o aumento da atividade das enzimas (SOD, APX
e GSH-PX), o que pode estar relacionado ao proprio mecanismo de defesa ao
estresse da cultura do algodao (Ahmad et al., 2010; Sekmen et al., 2014; Khattak et
al.,2021). Contudo, a atividade de CAT e GPOX foram reduzidas. No entanto, a

atividade de cada enzima depende do tipo de estresse e dos mecanismos utilizados
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por cada espécie (Mansoor et al., 2022). Portanto, observando os efeitos do EFM na
atividade enzimatica das plantas de algoddo, constatamos que dependendo da
concentracdo ele pode atuar potencializando ou reduzindo a atividade enziméatica.
Segundo Elzaawely et al. (2017) esse mecanismo de dose resposta se deve ao fato
de o EFM possuir diferentes compostos que participam ativamente do metabolismo
das plantas. De maneira geral, 0 aumento gradativo da SOD e da GPOX nas plantas
de algoddo em ambas as condi¢Bes hidricas por meio da aplicacdo de EFM
evidenciam fortemente sua capacidade de atenuar os efeitos do estresse, uma vez
gue a SOD é descrita como a primeira enzima da linha de defesa contra ERO sendo
responsavel pela conversdo de Ozem H20:2 pelo processo de dismutagédo, que

também reduz a formacéo de OH (Lu et al., 2017; Alves et al., 2018).

Além disso, sistematicamente o H202 gerado a partir da atividade da SOD e de
outros processos metabolicos pode ser eliminado por varias enzimas que realizam
reducdo do H202a Oz e H20 (CAT, GPOX, APX e GSH-PX) (Gratéo et al., 2015; Liu
et al., 2015; Alves et al., 2018). Neste sentido, em condi¢cdo de deficit hidrico, a
concentracdo de 10 g Lt de EFM aumentou a atividade dessas enzimas e reduziu o
estresse oxidativo nas plantas de algodao. Semelhante a esses resultados, o EFM
melhorou a atividade de CAT e APX em Glicina max sob seca (Hanafy, 2017), assim
como Khalofah et al. (2020) observou maior a atividade CAT e SOD em Lepidium

sativum sob estresse por metal pesado.

Esses resultados estéo relacionados a capacidade do EFM em disponibilizar
para as plantas, moléculas que atuam na composicao de proteinas, ou como substrato
para a atividade enzimatica, como por exemplo o AsA que doa elétrons para a
atividade da APX que elimina H202tanto no ciclo agua-agua como pelo ciclo ascorbato
glutationa (Singh et al., 2015), assim como outras moléculas: fendis, flavonoides,
carotenoides e tocoferol, vitaminas e aminoacidos que estdo envolvidas nos sistemas

antioxidantes enzimaticos e ndo enziméticos (Arif et al., 2022).

O crescimento das plantas é o resultado da interacdo dos fatores ambientais
com os processos metabalicos e fisioldgicos das plantas, neste sentido o deficit hidrico
afetou de forma consideravel o comprimento, a area foliar, 0 nimero de botdes florais

e a massa seca da parte area das plantas de algodao. Portanto, essa reducéo do
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crescimento € resultado do desequilibrio da homeostase celular causado pelo deficit
hidrico nas plantas (Mukarram et al., 2021). A aplicacdo de EFM (10 g L) foi eficiente
para aumentar os parametros de crescimento das plantas de algod&o, tanto na
condicdo de suficiéncia como de deficit hidrico. Estes resultados sdo reflexos dos
efeitos do EFM no restabelecimento dos processos fisioldégicos e bioquimicos de
plantas sob déficit hidrico, assim como da bioestimulagdo dos processos de
crescimento dessas plantas em condi¢cdo de suficiéncia hidrica como observamos
neste trabalho. Em concordancia com esses resultados, a aplicacao de extrato a base
de moringa estimulou o aumento dos pigmentos fotossintéticos, antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos, osmoprotetores e 0os parametros de crescimento de
Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum, Raphanus sativus (Culver et al., 2012;
Ashraf et al., 2016; Elrys et al., 2018;).

Além dos incrementos dos compostos antioxidantes, Zulfigar et al., (2020)
relata que o extrato de EFM aplicado em Eruca vesicaria e Phaseolus vulgaris
aumentou a concentracdo de auxinas enddgenas, giberelinas e citocininas, o que
melhorou o crescimento e a biomassa das plantas (Zulfigar et al.2020). Porém a
aplicacdo de EFM apresenta efeito opostos nos niveis dos fitohormonios, Elzaawely
et al. (2017) relata que baixa concentracao de EFM liquido (1:30) aumentou o teor de
ABA, enquanto alta concentracgéo (1:20) diminuiu o teor de ABA. Outros fitohormonios
como auxinas, giberelinas e citocininas respondem de forma diferente as
concentracfes de EFM (Abdalla, 2013; Latif e Mohamed 2016; Zulfigar et al., 2020).
O que pode explicar os efeitos de elevadas concentracbes de EFM na reducéo dos
parametros de crescimentos das plantas.

De maneira geral, nossos resultados mostram que o extrato aquoso de folhas
de moringa liofilizado, quando aplicado em plantas de algodao (Gossypium hirsutum)
cultivar BRS 286 promoveu respostas atenuantes dos efeitos do deficit hidrico, assim
como respostas bioestimulantes do crescimento dessa cultura em condic¢des hidricas
ideais. Estas respostas se deram principalmente pela manutencdo do CRA foliar e
eficiéncia quantica do PSIl, aumento dos teores de pigmentos fotossintéticos e
antioxidantes, aumento das enzimas SOD, GPOX, CAT, APX e GSH-PX que
reduziram significativamente a peroxidar lipidica. Em resposta ao melhor

funcionamento desses mecanismos bioquimicos e fisiol6gicos os parametros de
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crescimento: altura, area foliar, nimero de botdes florais e massa seca da parte aérea

foram melhorados significativamente em ambas as condic¢des hidricas.

6. CONCLUSOES

A concentragdo de 10 g L't de EFM mostrou-se eficiente tanto como atenuante
dos efeitos do deficit hidrico (40% da CAD) como bioestimulante do crescimento das
plantas de algodao sob SH (80% da CAD). As concentracdes mais elevadas de EFM
reduziram os parametros de crescimento das plantas de algoddo em ambas as
condi¢bes hidricas. Portanto, o extrato de folhas de moringa apresenta grande
potencial de uso como atenuante dos efeitos dos estresses ou bioestimulante natural

economicamente viavel para agricultura sustentavel.
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