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“"Por vezes sentimos que aquilo que fazemos é se nao
uma gota de agua no mar. Mas o mar seria menor se lhe

faltasse uma gota .



-Madre Teresa de Calcuta
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SEED PRIMING PROMOVE PLASTICIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E
DE OSMOPROTECAO EM FEIJAO-CAUPI SOB DIFERENTES REPOSICOES
HIDRICAS

SEED PRIMING PROMOTES PLASTICITY OF ANTIOXIDANT AND
OSMOPROTECTION ENZYMES IN COWPEA UNDER DIFFERENT WATER
REPLACEMENTS
'Rayanne Silva de Alencar

RESUMO

No Brasil, o feijdo-caupi é amplamente cultivado por possuir valor nutritivo,
socioeconémico e moderada tolerancia a restricdo hidrica. Entretanto, nas regides
semiaridas essa cultura enfrenta sérios problemas com a ma distribuicdo espaco-
temporal das chuvas, além das altas variacées nos niveis de radiacdo solar e altas
temperaturas do ar, prejudicando seu desenvolvimento e crescimento. Desse modo,
€ necessario a busca por estratégias que mitiguem os efeitos deletérios da restricao
hidrica. Nesse contexto, surge uma possivel hipotese, de que o polietilenoglicol 6000
e o silicio, podem induzir tolerdncia ao estresse por seca ao atuar em conjunto na
técnica seed priming, viabilizando o cultivo do feijdo-caupi em condi¢cbes adversas. O
presente estudo avaliou o desempenho do seed priming com PEG 6000 e silicio na
atividade antioxidante e osmoprotetora de feijdo-caupi na cultivar BRS Tumucumaque
sob diferentes laminas de irrigacdo. O experimento foi conduzido em camara tipo
Fitotron, utilizando-se delineamento inteiramente casualizado, em fatorial 6x2, com
quatro repeticdes. Sendo seis combinacgdes de priming (WhO + 0Si, Yh0 Mpa +200Si,
Wh-0,4 + 0Si, WYh-0,4 + 200Si, Yh-0,8 + 0Si, WYh-0,8 + 200Si), duas laminas de
reposicdo de agua evapotranspirada (50 e 100% da ETc) e quatro repeticées. Foram
avaliados o potencial hidrico, as enzimas superédxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX), prolina (PRO) e massa seca total (MST). Os
dados foram submetidos a analise de variancia e a teste de comparacdo de médias.
A cultivar BRS Tumucumaque, foi mais responsiva ao priming principalmente pela
homeostase no mecanismo antioxidante e acimulo de massa seca total, sob ambas
reposicoes hidricas. Sob condi¢es de restricdo hidrica, os priming WYh-0,4 + 0Si, Wh-
0,4 + 200Si e Wh -0,8 + 0Si, apresentaram melhor osmoprotecdo, através do
incremento de prolina, resultando na tolerancia da cultivar aos estresses abidticos.
Logo, comprovamos a hipétese de que a técnica de seed priming com silicio e PEG
6000, promove tolerancia em cultivar de feijdo-caupi sob déficit hidrico, viabilizando o
seu cultivo, com melhor desenvolvimento.

Palavras-chave: Silicio. Recurso hidrico. Feijdo-caupi. Cultivo de horticolas.

ABSTRACT

In Brazil, cowpea is widely cultivated because of its nutritional and socioeconomic
value and moderate tolerance to water restriction. However, in semi-arid regions this
culture faces serious problems with the poor space-time distribution of rainfall, in
addition to the high variations in levels of solar radiation and high air temperatures,
prejudicing its development and growth. Thus, it is necessary to search for strategies
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that mitigate the deleterious effects of water restriction. In this context, a possible
hypothesis arises, that polyethylene glycol 6000 and silicon can induce tolerance to
drought stress when acting together in the seed priming technique, enabling the
cultivation of cowpea under adverse conditions. The present study evaluated the
performance of seed priming with PEG 6000 and silicon on the antioxidant and
osmoprotective activity of cowpea cultivar BRS Tumucumaque under different
irrigation depths. The experiment was conducted in a Fitotron type chamber, using a
completely randomized design, in 6x2 factorial, with four repetitions. There are six
combinations of priming (WYhO + 0Si, Yh0O +200Si, WYh-0.4 + 0Si, WYh-0.4 + 200Si, Wh-
0.8 + 0Si, Wh-0.8 + 200S:i), two evapotranspirated water replacement blades (50 and
100% of the water potential, the enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), ascorbate peroxidase (APX), proline (PRO) and total dry mass (MST) were
evaluated. The data were subjected to variance analysis and a average comparison
test. The cultivar BRS Tumucumaque was more responsive to priming, mainly due to
homeostasis in the antioxidant mechanism and accumulation of total dry mass, under
both water replacements. Under water restriction conditions, the priming Wh-0.4 + 0Si,
Wh-0.4 + 200Si and Wh -0.8 + 0Si, showed better osmoprotection, through the increase
of proline, resulting in the tolerance of cltivar to abiotic stresses. Therefore, we
confirmed the hypothesis that the seed priming technique with silicon and PEG 6000
promotes tolerance in cowpea cultivars under water deficit, enabling its cultivation, with
better development.

Keywords: Silicon. Water resource. Cowpea. Growing vegetables.

1 INTRODUGAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma leguminosa que se destaca,
pelo seu alto valor nutricional, expressiva importancia socioecondmica, variabilidade
genética intrinseca, moderada tolerancia a restricdo hidrica e ampla faixa de
temperatura (entre 18 e 34°C) (VARELA et al., 2019; MELO et al., 2022a). Esta cultura
é cultivada em mais de 10 milhdes de hectares em todo o mundo, localizada
principalmente nas regides tropicais e subtropicais da América, Asia e Africa, com uma
producdo aproximada de 5,5 milhdes de toneladas (FAO, 2020). No Brasil, o feijao-
caupi tem sido cultivado em diversas regides semiaridas, onde a ma distribuicéo
espaco-temporal de chuvas ocasiona deficiéncia hidrica sazonal (LI et al., 2019;).
Nesse sentido, as plantas de feijdo-caupi cultivadas nessas areas, estdo sujeitas a
restricdo hidrica no decorrer do seu ciclo de desenvolvimento. (MELO et al., 2022b).

A restricdo hidrica, € um dos principais estresses abidticos no semiarido
brasileiro e seu efeito pode variar de acordo com sua duracdo e severidade
ocasionando alteragfes fisiologicas, morfolégicas e bioquimicas, por exemplo,
reducdes na expansao celular, area foliar, fechamento estoméatico, aumento na
abscisao foliar e diminuigéo da taxa de assimilagdo de CO2 (SALEMI et al., 2019). O
aumento a exposicao a restricdo hidrica, desencadeia outros danos, como 0 aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas plantas, que sé&o
produzidas de forma natural na célula vegetal promovendo o estresse oxidativo, que
esté relacionado a varios fatores, dentre eles o estresse hidrico (NUNES-JUNIOR et
al., 2017). Para reduzir os danos provocados pelas EROs, as plantas possuem
mecanismos enddgenos como 0s complexos antioxidantes de defesas enzimaticos e
nao-enzimaticos, que apresentam a capacidade de desintoxicar as células e mitigar
os danos fitotdxicos. Dentre elas destacam-se a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (BARBOSA et al., 2014).



Além da restricdo hidrica, as mudancas nas variaveis climaticas, como luz e
temperatura, podem influenciar a germinacdo das sementes, crescimento e
desenvolvimento das plantas, podendo ainda ser fator determinante para a
sobrevivéncia da planta, quando em condi¢des de estresses abioticos. O controle da
germinacao e desenvolvimento do vegetal esta condicionado, principalmente devido
a variagdes na quantidade e qualidade de luz, bem como da semente em perceber o
estimulo luminoso, sendo esta percepc¢ao realizada pelos fotorreceptores, sobretudo
os fitocromos da planta (EPRINTSEV et al., 2018; COSTA et al., 2024). A radiacéo
luminosa atua na aclimatacdo morfofisiologica especifica das plantas a diferentes
tipos de luz, promovendo a tolerancia do vegetal ao estresse (MELO et al., 2022b).
Segundo Marcos-Filho (2015), o estresse térmico durante o processo de germinacao
pode ser avaliado a partir de mudangas na porcentagem, velocidade e uniformidade
da germinacdo, uma vez que a temperatura afeta a absorcdo de agua e as rotas
metabolicas da germinagéo. Ainda, Barros et al., (2021) observaram que o acréscimo
de 4,8 °C na temperatura, promoveu um aumento no estresse oxidativo ocasionando
uma falta de sincronia no sistema de defesa antioxidante.

Diante do exposto, é de suma importancia a busca por novas tecnologias que
aumentem a eficiéncia do uso da agua e a melhoria das rotas metabdlicas, resultando
em adaptacdo das plantas aos estresses abioticos. Dentre essas tecnologias,
destaca-se o0 seed priming, que segundo Sano e Seo (2019), consiste no
condicionamento de sementes, um tratamento que controla o teor de agua das
sementes para ativar parcialmente 0s processos pré-germinativos, como as rotas
metabdlicas, porém impede a germinacao total das sementes, ou seja, a protrusao
radicular. Esse condicionamento, expfe a semente a estimulos, em resposta aos
quais ocorre um conjunto de alteracbes bioquimicas que estdo interligadas
(CHATTERJEE et al.,, 2018). Estudos realizado por Marthandan et al., (2020),
observaram alguns beneficios da técnica do seed priming, destacando-se um
processo de germinacdo aumentado e uniforme, tempo de embebicdo reduzido,
estimulacdo da atividade das enzimas pré-germinativas, relacionadas ao mecanismo
de defesa antioxidante. De acordo com Raj e Raj (2019), além da técnica de priming
a base de agua, que por si s6, ja tem efeitos benéficos contra os estresses abidticos,
existem outras técnicas utilizando-se substancia osmoticas, produtos bioldgicos,
quimicos, matriz sélida, etc.

Diversos agentes indutores de tolerancia podem ser utilizados no seed priming.
por exemplo, o polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) e o silicio (Si). O silicio que é o
segundo elemento mais abundante na crosta terrestre e tem efeitos benéficos nas
plantas, como aumentar a capacidade fotossintética e melhorar a arquitetura aérea
das plantas (LACERDA et al., 2022). De acordo com Silva et al., (2019) e Melo et al.
(2022a) o silicio nas concentragdes de 100 e 200 mg/L ", minimizaram os efeitos do
estresse em diferentes cultivares de feijdo-caupi, através do aumento da atividade da
enzima ascorbato peroxidase. Além do aumento do potencial hidrico foliar, por meio
do incremento da concentracdo de prolina, garantindo a manutencgéo do crescimento
das plantas. Além do PEG 6000, € um agente osmopriming popular que pode mitigar
0s impactos negativos de estresses abidticos. Na maior parte dos casos, plantas
preparadas com PEG, demonstram efeitos positivos na germinacdo de sementes,
estabelecimento de plantulas e rendimento, porém o beneficio é variavel dependendo
de varios fatores, como espécie de cultura e tipo de estresse (TABASUM et al., 2018;
LEl et al., 2021).

Com base no exposto, sabe-se que a agua € um dos fatores mais limitantes
para o desenvolvimento de culturas agricolas no mundo. Esse elemento encontra-se



mal distribuido, ocasionando percas na produtividade do feijdo-caupi. Nesse contexto,
surge uma possivel hipotese, de que o PEG 6000 e o silicio, podem induzir tolerancia
ao estresse por seca ao atuar em conjunto na técnica seed priming, viabilizando o
cultivo do feijdo-caupi em condigbes adversas. O presente estudo avaliou o
desempenho do seed priming com PEG 6000 e silicio na atividade antioxidante e
osmoprotetora de feijao-caupi na cultivar BRS Tumucumaque sob diferentes laminas
de irrigacao.

2 METODOLOGIA
2.1 Localizagao do experimento

O experimento foi conduzido em duas etapas, a Fase | foi realizada em Camara
de Germinacao (B.O.D) e a Fase Il do experimento (formacdo de mudas em camara
de crescimento tipo Fitotron sob estresses hidrico e térmico) foi realizada na Estacao
Experimental pertencente a Universidade Estadual da Paraiba — UEPB e situada nas
coordenadas 07° 12' 42,99” de latitude, 35° 54' 36,27” longitude e altitude de 521 m,
As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Ecofisiologia de Plantas
Cultivadas (ECOLAB) da UEPB, localizado no Complexo Integrado de Pesquisa Trés
Marias (Campus I), em Campina Grande-PB, Brasil (07° 13' 50" de latitude, 35° 52
52" de longitude e 551 m de altitude).

2.2 Instalagao e conducgao do experimento

Inicialmente as sementes foram triadas, descartando as que continham danos
fisicos, bioldgicos e/ou com mé formacgédo. Apés a triagem, as sementes foram tratadas
com fungicida (Captan®), na dosagem de 0,22g para 100g de sementes,
permanecendo em repouso por 24 horas. ApOs esse periodo, as sementes foram
lavadas e secadas para a aplicacdo do priming. De imediato apds o processo de
assepsia, 50 sementes foram alocadas em caixas plasticas, tipo Gerbox®, medindo
11 x 11 x 3,5 cm de comprimento, largura e altura, respectivamente. O substrato no
interior das caixas foi constituido de duas camadas de folha de papel ‘germitex’
umedecidas com as solucfes correspondentes a cada condicionamento, em volume
correspondente a aproximadamente trés vezes a sua massa seca (FERREIRA et al.,
2017).

2.2.1 Aplicagao do condicionamento de sementes (Fase )

Para simulacédo do estresse hidrico moderado e severo (-0,4 MPa, -0,8 MPa),
no seed priming, foi utilizado Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000), diluido em agua
destilada. A condicédo de luminosidade (luz vermelha com comprimento de onda de
600 a 680 nm), foram reproduzidas por fitas de LED de 24W, luz vermelha para LVE,
uma temperatura constante de 40°C; com dois niveis de concentracao de silicio em
(zero e 200 mg L) na forma de nanoparticula (Tabela 1) (FERRAZ et al., 2014).



Tabela 1. Os priming sdo resultantes das combina¢cfes de uma temperatura, trés
potenciais hidricos do meio de cultivo, uma condicdo de luminosidade e dois niveis de
concentracdo de silicio (PRI; nivel do priming; Ww; potencial hidrico, Mpa:
megapascal, LVE: luz vermelha, Si: silicio).

PRI Combinacées

40 °C + Wh 0 MPa + LVE + 0 mg L de Si (controle)
40 °C + WYh 0 MPa + LVE + 200 mg L de Si

40 °C + Wh -0,4 MPa + LVE + 0 mg L de Si

40 °C + Wh -0,4 MPa + LVE + 200 mg L de Si

40 °C + Wh -0,8 MPa + LVE + 0 mg L! de Si

40 °C + Wh -0,8 MPa + LVE + 200 mg L de Si
Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

OO~ WNER

As caixas contendo as sementes foram acondicionadas em cémaras de
germinacgdo tipo B.O.D. adaptadas com painéis de LED para fornecimento das
condicBes de luminosidade. O tempo de aplicacdo do condicionamento foi de 5 h,
tempo necesséario para embebicdo das sementes sem que haja a conclusdo do
processo de germinacdo (Fase 1) (GUIMARAES et al., 2008). Posteriormente, as
sementes foram transferidas para caixas Gerbox® sem tampa, com duas camadas de
papel germitex secas, e submetidas a secagem nas mesmas condicbes de
luminosidade e temperatura utilizadas durante condicionamento.

Figura 1 - Aplicacdo dos priming nas sementes de feijdo-caupi com silicio e PEG
6000.

Fonte: Laboratorio de Ecofisiologia de plantas cultivadas (ECOLAB),
Campina Grande, 2022.

2.2.2 Camara de crescimento tipo Fitotron (Fase Il)

As sementes obtidas da Etapa | foram semeadas em vasos de polietileno com
capacidade de 0,8 L, preenchidos com 700g de solo + 300g de esterco, sendo postas
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trés sementes por vaso a 1 cm de profundidade. Os vasos foram irrigados até proximo
a capacidade de campo. Os vasos foram transferidos para a camara de crescimento
tipo Fitotron com temperatura ajustada para variacao em condicdo de estresse térmico
(32°C dia/ 28°C noite, 12/12 horas) e umidade relativa do ar constante de 60%. O
manejo da umidade do substrato foi realizado em turno de rega diario, utilizando-se
do método de pesagens (SILVA et al., 2020), em que foi reposta a 4gua perdida por
evapotranspiracao da cultura — ETc no dia que antecedeu cada evento de irrigacao.

ApGs a emergéncia, foi feito o desbaste das plantulas, mantendo duas plantas
por vaso. Transcorridos 16 dias apos a emergéncia (DAE) foi realizada a imposicao
da restricdo hidrica. As plantas foram mantidas nos vasos, em condi¢des controladas,
em que 16 dias apd6s a imposicdo da restricdo hidrica foram retiradas para as
avaliagOes das atividades antioxidantes e osmoprotetoras.

Figura 2 - Unidades experimentais distribuidas, em camara de crescimento tipo
Fitotron.

Fonte: Laboratério de Ecofisiologia de plant cultivadas (ECOLAB), Campina
Grande, 2022.

2.2.3 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 6x2, com 4 repeticbes. Os fatores consistiram em seis
condicionamento de sementes constituidos de priming 1 (40 °C + WYh 0 MPa + LVE +
0 mg L de Si (controle), priming 2 (40 °C + WYh 0 MPa + LVE + 200 mg L de Si),
priming 3 (40 °C + Wh -0,4 MPa + LVE + 0 mg L de Si), priming 4 (40 °C + Wh -0,4
MPa + LVE + 200 mg L de Si), priming 5 (40 °C + Wh -0,8 MPa + LVE + 0 mg L* de
Si), priming 6 (40 °C + WYh -0,8 MPa + LVE + 200 mg L de Si) e dois niveis de
reposicdo de agua evapotranspirada da cultura (50 e 100% da ETc), com quatro
repeticoes.

A combinagéo desses dois fatores resultou em 12 tratamentos, arranjados em
delineamento inteiramente casualizados, com quatro repeticdes, constituindo 48
unidades experimentais (vasos).
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2.3 Variaveis analisadas
2.3.1 Potencial hidrico (Ww)

O potencial hidrico foliar (WYw) das cultivares foi determinado 16 dias apods a
imposicdo a restricdo hidrica, utilizando-se uma cémara de pressdo do tipo
Scholander (SCHOLANDER et al., 1965) modelo 3005F01 da “Soil Moisture Corp”
(Santa Barbara, Califérnia, EUA) e expressos na unidade MPa. As leituras foram
realizadas em uma sala com o minimo de luz, no periodo de 17:00 as 19:00 horas.
Para isto, utilizou-se peciolos com folhas totalmente expandidas, situadas na regido
mediana das plantas (FREITAS et al., 2017).

Figura 3 — Bomba de Scholander, para analise de potencial hidrico (WYw).

Fonte: Laboratorio de Ecofisiologia de plantas cultivadas (ECOLAB), Campina
Grande, 2022.

2.3.2 Atividade de Superéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato
peroxidase (APX)

Para a determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes (Superéxido
dismutase, catalase e ascorbato peroxidase), 200 mg de tecido foliar fresco foram
macerados em 2 mL de tampéao fosfato de potassio (50 mM e pH 7,5), acrescido de
acido ascorbico (0,1 mM), EDTA (0,1 mM) e polivinilpirrolidona (3%). Posteriormente,
0s extratos foram centrifugados a 10000 rpm e temperatura de 4 °C durante 20
minutos, utilizando-se uma centrifuga refrigerada modelo Mikro200r. O sobrenadante
foi aspirado e transferido para tubos de centrifuga com capacidade para 2 mL, os
quais foram mantidos em freezer a -20 °C até o momento das analises

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi determinada com base
na capacidade de inibicdo da fotorreducéo do cloreto de nitrotetrazolio azul (NBT),
pela enzima presente no extrato vegetal. Aliquotas de 100 pL do extrato enziméatico
foram adicionados em tubos de ensaio, protegidos da luz, contendo o meio de reacéo
(1,5 mL), composto por tampao fosfato de potassio (100 mM, pH 7,5) e acrescido de
EDTA (0,1 mM), metionina (13 mM), e NBT (0,75 pM). Em seguida, a reacao foi
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iniciada pela adicéo de riboflavina (2 uM). Posteriormente os tubos foram alocados em
uma caixa de reacdo vedada, com iluminacdo interna (35 watts) a temperatura
ambiente, por 15 min. E por fim, a leitura do branco do claro foi realizada (os quais
representam 100% da reducéo do NBT) para zerar o espectrofotobmetro e logo apos,
foram feitas leituras das solu¢cdes com seus respectivos extratos enzimaticos. Todas
as leituras das solugdes foram realizadas em espectrofotometro (modelo Nova 2000
UV) regulado em 560 nm de absorbancia, cuja atividade foi expressa em U por min
por mg de massa fresca (BEAUCHAMP & FRIDOVICH, 1971).

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada de acordo com Kar e
Mishra (1976), a qual é definida com base no consumo de perdoxido de hidrogénio
(H202) pela enzima presente no extrato. Para isso, iniciou-se a rea¢cdo com a adi¢éo
do extrato enzimatico (150 uL) na cubeta de quartzo, contendo o meio de reacéo (2,85
mL), contendo 1950uL de tampao de determinacdo (100 mM, pH: 7,5); 150 pL do
tampao de extracdo (50 mM, pH: 7,0) e 750 yL de solugdo de H202 (50 mM). Apds
uma leve agitacdo, a solucéo foi levada ao espectrofotbmetro, regulado em 240 nm,
cujos decréscimos da absorbancia foram observados durante 2 min e as leituras
realizadas a cada 10 segundos. A equacédo de LAMBERT-BEER (A =¢.b.c), onde A =
diminuicdo da absorbancia (média em triplicata); € = coeficiente de extingdo molar
(39,4 molt cm™); b = comprimento do caminho 6ptico (1 cm); e ¢ = concentragdo da
enzima expressa em mol L™, foi usada. A atividade da CAT foi expressa em pumol por
mint gMF1.

A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) foi calculada com base no
consumo do ascorbato, através de monitoramento do decréscimo da absorbéncia a
290 nm em cubeta de quartzo (NAKANO & ASADA, 1981). Para isso, foram
misturados 300 pL de extrato enzimatico ao meio de reacao (2,5 mL) composto por
tampao fosfato de potassio (50 mM e pH 6,0) acrescido de acido ascorbico (0,8 mM).
Em seguida, a reacéo foi iniciada adicionando-se 200 pL de peroxido de hidrogénio (2
mM), a qual foi monitorada pelo decréscimo da absorbancia, durante 1 min, com a
realizacdo das leituras a cada 10 segundos. Os calculos para quantificacdo da
atividade de APX foram realizados pela equacdo de Lambert Beer, tendo como
coeficiente de extincdo molar o ascorbato (2,8 mM cm). A atividade final de APX foi
expressa em pumol mint gMF1.

2.3.3 Quantificagao de Prolina (PRO)

O teor de prolina (PRO) foi quantificado pelo método colorimétrico, descrito por
Bates et al. (1973) e modificado por Bezerra Neto & Barreto (2011). Para isso, 250 mg
de tecido foliar fresco foram macerados em 5 mL de acido sulfossalicilico a 3%, e
centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi retirado
e armazenado em tubos para centrifuga com capacidade de 2,5 mL, para posterior
determinacdo da concentracdo de PRL. O desenvolvimento da cor foi realizado
através do aquecimento, em banho maria regulado a 100 °C, dos tubos de ensaio
rosqueaveis contendo a mistura: extrato + ninhidrina acida + 4cido acético glacial, na
propor¢cdo 1:1:1 (volume total 3 mL), durante uma hora. Apdés esse periodo, 0s
mesmos tubos foram resfriados em banho de gelo para estabilizar a reagao e
posteriormente foram adicionados 2 mL do reagente tolueno aos mesmos, 0s quais
foram agitados em agitador de tubo tipo Vortex por 20 segundos e mantidos em
repouso por 15 minutos, até a separacdo da solucdo em duas fases (croméforo e
translicida). A leitura do sobrenadante ocorreu em espectrofotometro (520 nm),
utilizando-se o tolueno puro como branco, para zerar o aparelho. A concentracdo de
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prolina livre foi quantificada com base na curva padréo de L- prolina e expressa em
umol PRO g " MF.

Figura 4 — Analise de prolina (PRO).
7

(

Fonte: Laboratério de Ecofisiologia de plantas cultivadas (ECOLAB),
Campina Grande, 2022.

2.3.4 Massa seca total (MST)

Para afericdo da massa seca total, as plantas foram colocadas,
separadamente, em sacos de papel devidamente identificados e colocadas em estufa
com circulacdo de ar forgado a 70 °C por um periodo de 72 horas para secagem. Apos
esse periodo, o material vegetal foi pesado em balanca analitica (e = 0,0001 g).

2.4 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro — Wilk
(SHAPIRO & WILK, 1965). Atendidos os pressupostos de normalidade, os dados
foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F (P < 0,05), seguidos pelo teste
de Tukey (P < 0,05) para as combinag¢des de priming, e pelo teste T-Student (P <0,05)
para as laminas de irrigacdo, utilizando-se o software estatistico, Sisvar 5.6
(FERREIRA, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas andlises de variancia verificou-se que houve diferenca
significativa entre os priming em todas as variaveis. Observou-se diferencas
significativas entre as laminas nas varidveis superéxido dismutase (SOD), prolina
(PRO) e massa seca total (MST). Constatou-se também diferencas significativas na
interacdo entre os fatores (priming x LAmina) nas variaveis SOD, catalase (CAT) e
PRO (Tabela 2).
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Tabela 2- Resumo das analises de variancia das variaveis de status hidrico, enzimas
antioxidantes, ajustamento osmoético e acumulo de matéria seca total em cultivar de

feijdo-caupi sob diferentes niveis de reposicao hidrica e seed priming com silicio e
Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000).

Quadrados Médios

5:2;53 GL Pw SOD (pm%lA\rEin'l (umé)llbﬁin'l (Iillr?ncgl MST
(Mpa) (UA/gMF) gMF-l) gMF—l) PRO/QMF) (g)

Priming 5 0,0009**  280,3** 0,00683** 0,7650** 67609,3** 1,693318**
Lamina

WL 1 0,0123rs 2222,0%* 0,00052"s 0,0317ns 108415,1**  1,351528**
Interacdo
priming 5 0,0022"s  914,1** 0,0031** 0,0567ns 32055,3** 0,239772"s
X L
Residuo 36 0,0009 51,2 0,00093 0,0323 4603,1 0,049419
CV % 40,32 13,43 28,39 29,21 35,84 21,79

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

GL- grau de liberdade; **,* - significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F; "S- ndo significativo;
WYw — potencial hidrico: SOD — superéxido dismutase; CAT — catalase; APX — ascorbato peroxidase;

PRO - prolina; MST — massa seca total; CV — coeficiente de variacdo. Fonte: Elaborada pelo autor,
2022.

Em condi¢Bes de restricdo hidrica (W50), os maiores potenciais hidricos foram
observados nos priming WYw0 + 0Si (-0,06 MPa), priming WYw0 + 200Si (-0,08 MPa) e
priming WYw-0,8 + 0Si (-0,09 MPa), enquanto que 0s menores nos priming Yw-0,4 +
0Si(-0,10 MPa), priming Yw-0,4 + 200Si (-0,13 MPa) e priming WYw-0,8 + 200Si (-0,11
MPa). J4 na lamina W100, os maiores potenciais hidricos foram constatados nos
priming Yw-0,4 + 0Si (-0,05 MPa), priming Yw-0,4 + 200Si (-0,05 MPa) e o0 menor no
priming Yw-0,8 + 0Si (-0,09 MPa), conforme figura 1.
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Figura 1- Potencial hidrico foliar (Ww) da cultivar de feijdo-caupi BRS Tumucumaque,
condicionadas a duas laminas de irrigacdo (W100 e W50) e combinacfes de seed
priming. Letras maiusculas diferenciam as combinac¢des de priming (Tukey P < 0,05)
e letras minusculas diferenciam as laminas de irrigacao (T-Student P < 0,05). Campina
Grande, 2022.

Seed priming

Yw0 + 0Si Yw0 +200Si “Yw-04+0Si Yw-04+200Si YWw-0,8+0Si Yw-0,8+ 200Si
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ABa T
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-0,14 ow100 oWwWs0 Aa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Quando as plantas sdo impostas a restricdo hidrica, ocorrem inumeras
alteracdes fisiol6gicas e bioquimicas que podem ser utilizadas contra o estresse. No
presente estudo a restricdo hidrica reduziu o potencial hidrico das plantas, podendo
ocasionar danos em suas fun¢des normais, por fatores morfolégicos e alteracdes
fisiologicas, principalmente devido ao desequilibrio no sistema de oxirreducéo,
gerando perdas nos 6rgdos em desenvolvimento no decorrer do crescimento, como
constatado por Dutra et al. (2017).

O silicio mitiga os efeitos deletérios do estresse hidrico em cultivares de feijéo-
caupi, sendo capaz de aumentar o potencial hidrico, garantindo o crescimento da
cultura (SILVA et al, 2019). Com base no exposto, 0 aumento do potencial hidrico nas
laminas W50 e W100, pode estar relacionado a maior concentracao de Si (200 mg/L"
1) no priming, resultado sendo incrementado pela agdo do PEG 6000, de modo que,
em condicdes de restricao hidrica, este polimero induz tolerancia a estresse (SALLEH
et al. 2021).

Ao avaliar a atividade da superdxido dismutase (SOD), sob a lamina W50,
verificou-se aumento dessa variavel nos priming YwO0 + 200Si (21%), WYw-0,4 + 0Si
(28%) e Yw-0,4 + 200Si (31%), quando comparados ao controle (priming WYwO + 0Si),
da respectiva lamina. J& em W100, observou-se maior atividade dessa enzima no
priming Yw-0,8 + 0Si, com aumento de 97,5% em relacdo ao priming 1 (YwO0 + 0Si),
conforme figura 2.
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Figura 2- Superoxido dismutase (SOD) da cultivar de feijdo-caupi BRS
Tumucumaque, condicionadas a duas laminas de irrigacdo (W100 e W50) e
combinacdes de seed priming. Letras maiusculas diferenciam as combinacfes de
priming (Tukey P < 0,05) e letras minusculas diferenciam as laminas de irrigacéo (T-

Student P < 0,05). Campina Grande, 2022
BW100  EWS50
80 Ab
AB ABa Aa —
ABa — ABCa
60 ABa
s oca B
>3 BCb Ca
-] - _
o4 | ©P Cb ch
o)
0]
20
00

YwO + 0Si YwO + 200Si  Ww-0,4+0Si Ww-0,4+200Si Ww-0,8+0Si Ww-0,8+ 200Si
Seed priming

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Quando determinada a atividade da catalase (CAT) sob W50, verificou-se
acréscimos de 20,1 e 32,7%, nos priming Yw-0,8 + 0Si e Yw-0,8 + 200Si,
respectivamente, quando relacionados ao priming YwO0 + 0Si (W50). Em W100, foi
possivel observar incrementos de 155 e 207% dessa enzima nos priming WYw-0,4 +
0Si e WYw-0,8 + 0Si, em comparacado ao priming Yw0 + 0Si (W100), conforme figura
3.
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Figura 3- Catalase (CAT) da cultivar de feijdo-caupi BRS Tumucumaque,
condicionadas a duas laminas de irrigacdo (W100 e W50) e combinacfes de seed
priming. Letras maiusculas diferenciam as combinac¢des de priming (Tukey P < 0,05)
e letras minusculas diferenciam as laminas de irrigacao (T-Student P < 0,05). Campina

Grande, 2022.
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Seed Priming
Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Sob restricdo hidrica, a determinacdo da atividade de ascorbato peroxidase
(APX), foram constatados nos priming Yw-0,8 + 0Si e Yw-0,8 + 200Si, aumentos de
127,3 e 53% dessa variavel, respectivamente, em comparacéo ao priming WYwO0 + 0Si
(W50). Mediante a W100, observou-se maior atividade da APX nos priming YwO0 +
200Si e Yw-0,8 + 0Si, com diferencas percentuais de 114 e 209%, respectivamente,
em relacdo ao priming YwO + 0Si, conforme figura 4.
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Figura 4- Ascorbato peroxidase (APX) da cultivar de feijdo-caupi BRS Tumucumaque,
condicionadas a duas laminas de irrigacdo (W100 e W50) e combinacfes de seed
priming. Letras maiusculas diferenciam as combinac¢des de priming (Tukey P < 0,05)
e letras minusculas diferenciam as laminas de irrigacdo (T-Student P < 0,05). Campina
Grande, 2022.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

A protecao contra danos ocasionados por condi¢cOes de estresse, sao ativadas
pelas plantas, principalmente pelas enzimas SOD, CAT e APX que séo capazes de
neutralizar a toxicidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) (IQBAL et al., 2018).

A SOD, atua como a primeira linha de defesa antioxidante de plantas, que
metaboliza o radical superdéxido em H202, que a posteriori serdo eliminados pela CAT
e APX (BARBOSA et al., 2014). No presente estudo, 0 aumento da atividade da SOD
em feijdo-caupi sob lamina W50, nos priming Ww-0,4 + 0Si e WYw-0,4 + 200Si pode
ter sido devido a acdo do PEG 6000 e quanto ao priming WYwO + 200Si pelo incremento
do Si, corroborando os resultados de Sattar et al. (2017), Parveen et al. (2019) e Uddin
et al. (2021), em que observaram o aumento da atividade antioxidante em plantas de
trigo, milho e feijdo-mungu, respectivamente, sob aplicacdes de priming com silicio,
PEG 6000 e em condi¢cBes de restricdo hidrica.

Nesta pesquisa, o0 aumento da CAT nos priming Yw-0,4 + 0Si, Yw-0,8 + 0Si e
WYw-0,8 + 200Si e APX nos priming WYw0 + 200Si, Yw-0,8 + 0Si e WYw-0,8 + 200Si,
seria resultado da utilizacdo do Si e PEG 6000, visto que ambos atuam como indutores
de tolerancia ao déficit hidrico. Esse fato também foi constatado por Borborema
(2022), na cultivar BRS Itaim, onde a autora verificou aumento das enzimas CAT e
APX, mediante a aplicacdo dos priming ¥-0,8 + 0Si e W0 + 200Si, comprovando o
efeito benéfico do PEG 6000 e Si na indugéo a estresse abidticos.

Para determinacdo de Prolina, sob W50, observou-se incrementos
significativos de 420 e 254% dessa variavel, nos priming YwO0 + 200Si e Yw-0,4 + 0Si,
respectivamente, quando relacionadas ao priming WYwO0 + 0Si. Na lamina W100, essa
variavel apresentou aumentos nos priming Yw0 + 200Si e Yw-0,8 + 0Si, em
comparacao ao priming YwO0 + 0Si, com diferengas percentuais de 208,3 e 217,4%,
conforme figura 5.
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Figura 5- Prolina (PRO) da cultivar de feijdo-caupi BRS Tumucumaque,
condicionadas a duas laminas de irrigacdo (W100 e 50) e combinacfes de seed
priming. Letras maiusculas diferenciam as combinac¢des de priming (Tukey P < 0,05)
e letras minusculas diferenciam as laminas de irrigacao (T-Student P < 0,05). Campina
Grande, 2022.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022

Existe fortes indicadores da acdo osmoprotetora associada ao mecanismo
antioxidante, mediada por solutos compativeis que colaboram para a homeostase
celular e auxiliam o desenvolvimento da planta (MELO et al., 2022a).

Na tentativa de atenuar o desequilibrio celular da agua, as plantulas de feijao-
caupi produzem osmodlitos compativeis, sendo exemplo a prolina, que favorece o
ajustamento osmético e previne a desidratacdo dos tecidos (ARAUJO et al., 2017;
MELO et al., 2022a). Logo, o0 aumento da prolina verificado nos priming YwO0 + 200Si,
Yw-0,4 + 0Si e Ww-0,8 + 0Si (W100) e nos priming Yw0 + 200Si e WYw-0,4 + OSi
(W50), foi devido a aplicacdo do Si, que junto ao PEG 6000, potencializou o
incremento desse aminoacido de osmoprotecdo. Visto que, acréscimos de solutos
organicos, como a prolina e os agUcares sollUveis totais, sao frequentes em plantulas
oriundas de sementes condicionadas ao seed priming e cultivadas sob estresse
hidrico, promovendo maior germinacao e crescimento (COSTA et al., 2022).

Ao avaliar a massa seca total (MST), sob W50, verificou-se aumentos
significativos de 77,6 e 87,7% dessa variavel, nos priming Yw-0,4 + 200Si e Yw-0,8
+ 200Si, respectivamente quando relacionadas ao priming WYwO + 0Si. No que diz
respeito, a lamina W100, os maiores valores foram observados nos priming WYw-0,4 +
0Si e WYw-0,4 + 200Si, com diferencas percentuais de 474 e 492%, respectivamente,
em comparacao ao priming WYwO + 0Si, conforme figura 6.
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Figura 6- Massa seca total (MST) da cultivar de feijao-caupi BRS Tumucumaque,
condicionadas a duas laminas de irrigacdo (W100 e w50) e combinacfes de seed
priming. Letras maiusculas diferenciam as combinac¢des de priming (Tukey P < 0,05)
e letras minusculas diferenciam as laminas de irrigacao (T-Student P < 0,05). Campina
Grande, 2022.
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Ao fim da fase vegetativa do feijdo-caupi, o déficit hidrico diminui a abertura
estomatica e dificulta a assimilacdo do carbono no metabolismo fotossintético (MELO
et al., 2018), prejudicando o crescimento, a expansao da area foliar, a producdo em
massa seca, (MELO et al., 2018; ANDRADE et al., 2021), o peso da vagem e 0
rendimento (DUTRA et al., 2015). Nesse sentido, mudas geradas de sementes
submetidas ao priming melhoram as caracteristicas fisiologicas, bioquimicas,
biométricas, acumulo de matéria seca e indices de crescimento para maior tolerancia
aos estresses abioticos (BONOU, 2022), desse modo verificando o beneficio do
priming 4 e 6 da lamina W50.

Para Borborema (2022) o acumulo de MST obtido pela lamina W50 sob o SP
¥-0,4 + 0Si (1,05 g), foi em resposta a agado do PEG 6000, que melhorou o potencial
de germinacédo, aumentando o peso das reservas mobilizadas de sementes e a massa
seca total das plantulas sob restricdo hidrica, como observado por Tounekti. et al.
(2020), enquanto avaliava variedades de sorgo saudita.

4 CONCLUSAO

A cultivar BRS  Tumucumaque, foi mais  responsiva  aos
priming WYh-0,4 + 0Si, Wh-0,4 + 200Si e Wh -0,8 + 0Si, principalmente pela homeostase
no mecanismo antioxidante e acumulo de massa seca total, sob ambas reposi¢coes
hidricas. Sob condi¢Bes de restricdo hidrica, os priming WYhO + 200Si e Yh-0,4 + 0Si,
apresentaram melhor osmoprotecéo, através do incremento de prolina, resultando na
tolerancia da cultivar aos estresses abioticos. Logo, comprovamos a hipétese de que
a técnica de seed priming com silicio e PEG 6000, promove tolerancia em cultivar de
feijdo-caupi sob déficit hidrico, viabilizando o seu cultivo, com melhor
desenvolvimento.
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