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SILICIO COMO INDUTOR DE TOLERANCIA AO DEFICIT HIDRICO
NAS FASES DE GERMINACAO E CRESCIMENTO INICIAL DE
FEIJAO-CAUPI

Auta Paulina da Silva Oliveira*

RESUMO

O Feijao-caupi, também conhecido como: feijao fradinho ou feijdo macassar, tem
grande importancia nas regides onde é cultivado. E difundido nas regides semiridas
nordestinas, principalmente pela sua adaptagdo a seca, podendo ser submetido a
estresses multiplos. O estresse provoca modificagdes na composi¢ao das células das
plantas superiores, levando em muitos casos a produgdo e acimulo de substancias que
alteram seus processos metabolicos, as EROs (espécies reativas de oxigénio), assim
como a producdo de substancias osmoticamente ativas, na tentativa de amenizar seus
danos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a embebicdo de sementes de
feijao-caupi em silicio (ImM), como indutor de tolerancia ao déficit hidrico no gendtipo
BR 17 gurguéia, com o intuito de observar algumas variacdes bioquimicas ocorridas
durante a interagdo do estresse com o atenuador, no periodo de pré- semeadura,
emergéncia E crescimento inicial. A pesquisa foi realizada no Laboratério de
Ecofisiologia de Plantas Cultivadas (ECOLAB), localizado no Complexo Integrado de
Pesquisa Trés Marias, pertencente a Universidade Estadual da Paraiba. O Experimento
foi desenvolvido com fatorial 3x5 contando com embebi¢des na pré-semeadura (SE =
sem embebicdo; ES = embebicdo em silicio (I mM) e EAD = embebi¢do em agua
destilada) e 5 potenciais osmoticos. O déficit hidrico induzido por Polietinoglocol 6000
(PEG 6000) causa decréscimo no crescimento inicial das plantas de feijao-caupi. As
atividades de prolina possuem um aumento significativo no potencial osmotico mais
negativo (-0,8 Mpa), o que leva-nos a concluir que as enzimas foram degradadas ou
ocorreu uma maior produgao de prolina.

Palavras-Chave: Vigna unguiculata (L.) Walp. Estresse oxidativo. Andlise enzimatica.

1 INTRODUCAO

O Feijao-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., pertence a familia Fabaceae.
Trata-se de uma leguminosa fundamental para a alimentagdo de carater anual, ¢ fonte de
proteina vegetal, principalmente das populagdes rurais da regido norte e nordeste do
Brasil. Apesar da sua cultura difundida no Brasil, sua provavel origem situa-se na

Africa, nas regides central e oeste. (SANTOS, et al. 2011)."
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O seu cultivo apresenta grande valor econdmico, porém sua cultura possui
sensibilidade ao frio e ampla adaptacdo a estiagem, o que possibilita seu bom
desempenho e sua alta produtividade em ambientes secos, com baixa disponibilidade
hidrica. Sendo assim, tem grande representatividade na cultura brasileira e nordestina.
(FONTES et al. 2010; COLMAN et al., 2014).

O Feijao-caupi, também conhecido como: feijdo fradinho, feijdo macassar,
feijdo de corda,feijdo sertanejo, dentre tantos outros nomes vulgares, tem grande
importancia nas regides onde ¢ cultivado. O cultivo do feijoeiro ¢ desenvolvido nio so
para alimentar a economia brasileira e de outros paises onde o mesmo ¢ cultivado, pois
trata-se de um dos produtos principais para a agricultura familiar.

Situagdes ambientais diversas, como temperaturas extremas, umidade, alta
radiacdo luminosa e deficiéncia de nutrientes, podem ocasionar estresse multiplo nas
plantas (STOYANOVA e YORDANOV , 2000). Na regido semidrida brasileira, o
regime de chuvas, concentrado num periodo de 3 a 4 meses por ano, € marcado por forte
irregularidade interanual. As temperaturas médias variam de 23°C a 27°C e a insolagdo
anual chega a 2.800 horas. Isto determina altas taxas de evapotranspiragao,
configurando estresse hidrico em quase toda a regido (SILVA et al, 2011).

A deficiéncia hidrica ¢ um dos mais severos estresses ambientais, pois ocasiona
efeitos evidentes no crescimento e¢ no rendimento das culturas, limitando o
desenvolvimento urbano, industrial e agropecuario (SANTOS JUNIOR et al., 2011).
Além disso, provoca perda da homeostase hidrica e afeta os processos de absor¢do e
manutencao do acimulo de agua nos tecidos.

Os efeitos provocados nos vegetais refletem sobre a expansdo
¢ divisdo das células, afeta o funcionamento de enzimas, a nutrigdo mineral, a
condutancia estomatica, a fotossintese, a sintese de solutos compativeis, desencadeia
danos celulares e leva a desidratacdo e perda de turgescéncia (D’SOUZA & DEVERAJ,
2010; FLOWERS et al., 2014).

A reducdo da taxa pluviométrica no semidrido consequentemente reduzirda a
produtividade das plantas, causando a deficiéncia hidrica em algum dos seus estadios de
desenvolvimento, porém a planta poderd ativar mecanismos de defesa e ajustes
osmoticos, através de atenuadores endogenos ou exogenos, como o silicio usado na

forma de silicatos, afim de atenuar o estresse imposto no vegetal.



A fase inicial do feijoeiro, assim como das demais plantas € crucial para o seu
desenvolvimento, visto que, trata-se da fase fenologica mais sensivel ao déficit hidrico.
As reservas nutritivas provenientes da semente sdo utilizadas e o pequeno vegetal inicia
seus processos metabolicos com a dependéncia de agua para o desenvolvimento da
plantula, assim como taxas 6timas de temperatura e luminosidade.

Durante um estresse hidrico, a redugdo na disponibilidade de agua para
processos associados ao transporte, conduz a mudancas na concentracdo de muitos
metabolitos, seguidas por distarbios nos hidratos de carbono e no metabolismo de
aminoécidos (OSBERT et al., 1995). O estresse provoca modificacdes na composi¢ao
das células das plantas superiores, levando em muitos casos a producdo e acumulo de
substancias que alteram os processos metabolicos dos vegetais, as EROs (espécies
reativas de oxigénio), assim como a producdo de substancias osmoticamente ativas, na
tentativa de amenizar os danos causados pelas EROs.

A osmorregulagdo, ¢ um componente de grande importancia no processo de
tolerancia a seca em varias espécies, (SUBBARAO et al., 2000).Uma das caracteristicas
marcantes de mudanga nas propor¢oes dos aminoacidos ¢ o frequente aumento na
concentragdo de prolina, que se dao por distirbios no metabolismo das proteinas
(LARCHER, 2000), e pela manuten¢do, provavel, no potencial hidrico da folha, que em
contrapartida aumenta o teor deste aminodcido, no sentido de se ajustar osmoticamente
¢ defender as plantas da desidratagao (COSTA, 1999).

Acréscimos nos niveis da atividade proteolitica, em resposta a seca, sdo
consistentes com a ideia de que a diminui¢do de proteina ¢ resultado da degradacdo de
proteinas (HEING, 2004). Dessa forma, sob déficit hidrico teremos alteracdo na
composicao das enzimas Ascorbato peroxidase (APX), superoxido desmutase (SOD),
catalase (CAT) dentre outras, e, um suposto aumento do aminoacido prolina que em
quantidade excessivas ¢ um possivel indicador de estresse hidrico nas plantas.

Atualmente torna-se necessario o uso de algumas substincias enddgenas ou
exogenas como o silicio, com o intuito de melhorar e atenuar as condicdes fisiologicas e
bioquimicas das plantas nas condi¢des de estresses e disturbios ambientais que limitam
e afetam negativamente a produtividade agricola (DEUNER et al, 2011).

Os estresses abidticos tem proporcionado interesse nos ramos das pesquisas
agricolas no intuito da busca e descoberta de cultivares que sejam mais adaptadas as

condigdes pouco favoraveis e mais produtivas. Tais estresses sdo fatores considerados
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como os mais prejuduciais as plantas, limitado a produ¢do a nivel mundial
(MONNTEIRO et al, 2014).

Diante da perspectiva abordada, o trabalho teve como objetivo avaliar a
embebicdo de sementes de feijdo-caupi em silicio, como indutor de tolerancia ao déficit
hidrico proporcionado pelo polietinoglicol 6000 no gen6tipo gurguéia, com o intuito de
observar algumas variacdes bioquimicas ocorridas no vegetal durante a interacdo do

estresse com o atenuador no periodo de pré-semeadura e emergéncia.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Feijao-caupi

O feijoeiro apresenta exigéncias nutricionais para seu bom desempenho, devido
o seu sistema radicular ndo ser muito extenso e seu ciclo de vida ser curto (ROSOLEN
E MARUBAYASHI, 1994). O feijoeiro caupi apresenta inumeras vantagens para seu
cultivo, apresenta-se bem adaptado as condi¢des do clima e solo brasileiro no qual ¢
altamente difundido como fonte de proteina vegetal (AZEVEDO, KIDO e ISEPPON,
2007).

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) ¢ conhecido vulgarmente por varios nomes,
dentre eles: feijdo de corda, macassar, sertanejo e fradinho. Tais denominagdes fazem
referéncia aos diferentes genotipos apresentados e suas respectivas coloragdes e
tamanhos. O caupi possui grande representatividade nas regides do norte ¢ nordeste por
ser cultivado principalmente por pequenos produtores, os quais podem consumir a
totalidade de 100% da sua produgdo. Sendo assim, torna-se a principal fonte proteica e
de renda dos agricultores (ASSSUNCAO et al, 2005).

A Africa destaca-se como maior produtor da leguminosa feijao-caupi, cuja
produtividade chega a ultrapassar de 350 kg por hectares. Em solos brasileiros,
principalmente na regido norte e nordeste, o feijdo-caupi ¢ altamente cultivado, a regido
apresenta maior area de cultivo deste vegetal, cuja produtividade pode chegar a 300 kg
por hectares (FONTES, 2010). O cultivo do caupi ¢ realizado nas regides do norte e
nordeste do Brasil principalmente por pequenos agricultores, seu bom desempenho
deve-se ao seu ciclo de 60 a 80 dias e seu desenvolvimento em solos pobres em
nutrientes (FERREIRA, 2017).

A condi¢do de sequeiro, imposta pelas condigdes climaticas, com alta
luminosidade, altas temperaturas e baixas taxas hidricas caracteristicas do semiarido,

caracteriza uma das técnicas mais difundida. O caupi pode ser considerado uma das
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leguminosas de maior adaptabilidade, possui caracteristica versatil, por apresentar
varios genoétipos eu possuem bom desempenho em regides aridas, além da fungdo
nutritiva, que supre as necessidades de proteinas, energias e fibras minerais e vegetais
necessaria para as populagdes que o consomem. Além da Africa e Brasil o feijoeiro
caupi é altamente difundido em vérias partes do mundo como, Asia, Estados Unidos da
América, Oriente Médio e América Central (FERREIRA et al., 2017).

A baixa disponibilidade hidrica, associada a redug¢do dos nutrientes oriundos do
solo, causa no caupi varias alteragdes, como a plasticidade fenotipica ou aclimatagio,
reducdo da 4area foliar e diminui¢do da produtividade, cujas plantas podem ser
acometidas com algum patdgeno, submetida 4 diversas condicdes estressantes, que

podem limitar sua producdo (ASSUNCAO et al., 2005).

2.2 Complexo antioxidante

O complexo antioxidante nos vegetais trata-se de uma forma de minimizar os
danos causados por espécies reativas de oxigénio, resultantes dos processos metabolicos
realizados na respiragdo celular e fotossintese. As espécies reativas de oxigénio,
também conhecidas como EROs, podem ser produzidas em situagdes estressantes para
as plantas, oriundas de estresses térmico, hidrico, luminoso (TAIZ, 2017).

Os efeitos primérios dos estresses podem causar alteragdes nas propriedades
quimicas ¢ fisicas da célula, entretanto, os efeitos secundarios apresentam-se mais
deletérios, cuja resposta do vegetal pode ser alteragdo na sua integridade celular, ou
morte celular. Para evitar ou amenizar as perdas do vegetal para o ambiente, seu proprio
metabolismo apresenta um sistema de reparo, induzido por vérias enzimas dentre elas
pode-se destacar: superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e aminoacido

prolina.

2.2.1 Superdxido Dismutase

Superoxido dismutase, ou SOD trata-se de uma das principais enzimas do
complexo antioxidante. E o primeiro mecanismo de defesa contras as espécies reativas
de oxigénio (EROs), as quais podem ser originadas pela adicdo de elétrons ao oxigénio
formando oxigénio singleto ('0,) e formacgdo de radicais hidroperoxila (HO), por
exemplo (BARBOSA, et al, 2014). S3o responsdveis por catalisar a reacdo de
dismutagdo de radicais superoxidos livres, os quais sdo oriundos de diversas partes da

célula, produzindo como resultado da sua reagdo o peroxido de hidrogénio,sendo assim
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funcionam como moduladoras de perdxido de hidrogénio na célula (DUTRA et al,
2011; ROSSI, 2012; BARBOSA, et al, 2014).

2.2.2 Catalase

A catalase ¢ uma das enzimas principais do complexo antioxidante formado a
partir da respiragdo aerobica dos organismos vegetais, a mesma atua de forma similar a
ascorbato peroxidase eliminando o peréxido de hidrogénio oriundos da fotorrespiragdo
(ciclo C2), convertendo-o em agua e moléculas de oxigénio (DUTRA et al, 2011;
ROSSI,2012;). Devido as suas isoformas, a catalase podera dismutar diretamente o
peroxido de hidrogé€nio ou agir sob outros substratos como metanol e etanol. A
atividade de CAT ocorre sem moléculas redutoras, ¢ fundamental em condigoes de altas
taxas de H,O,, induzidas principalmente por estresses severos nos vegetais (BARBOSA
et al, 2014).

2.2.3 Ascorbato peroxidase

Diferentemente da catalase, a ascorbato peroxidasse (APX) necessita de
moléculas redutoras, que reagem e proporcionam a quebra da molécula de H,O; em
oxigenio e agua. O seu agente redutor ¢ o acido ascorbico, substincia cujo potencial de

afinidade pelo peroxido de hidrogénio ¢ alto (BARBOSA et al, 2014).

2.2.4 Prolina

A prolina trata-se de um dos osmolitos principais que se acumulam em uma
variedade de espécies de plantas como o feijado-caupi, por exemplo. Tal acimulo deve-
se a resposta aos diversos estresses ambientais como a restricdo hidrica, a salinidade,
temperaturas extremas, alta intensidade luminosa e exposicdo a metais pesados
(ASHRAF E FOOLAND, 2007).

A prolina atua na omeostase celular, no equilibrio redox e também no estado
energético do vegetal, a mesma também terd fungdo sinalizadora no metabolismo
vegetal( SZABADOS e SAVOURE, 2010). O acimulo deste aminoacido pode estar
relacionado a degradacdo de enzimas do complexo antioxidante (SOD, CAT, APX,) ou

simplesmente ser produzido em quantidades maiores na decorréncia de algum estresse.
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2.2.5 Silicio

O silicio trata-se de um composto abundante na terra, presente principalmente
nas formas de silicatos, podendo ser usado como fertilizantes ou atenuadores nos
vegetais, devido a sua atuagdo benéfica, induzindo a tolerancia aos diferentes tipos de
estresse, proporcionado maior atuacdo de enzimas do complexo antioxidante e
auxiliando no ajustamento osmotico. (EPSTEIN e BLOOM, 2006; IMTIAZ et al, 2016).

De acordo com os conceitos de essencialidade dos nutrientes minerais, o Si ndo
seria considerado um nutriente essencial, pois as plantas conseguem completar o seu
ciclo de vida sem a sua presenca, e também porque o Si ndo participa da constituicao de
nenhuma molécula essencial a planta, porém sua atuacdo ¢ benéfica se associada da
forma correta ao vegetal (TEXEIRA et al. 2008)

O efeito positivo do silicio ja foi demonstrado em varias espécies vegetais,
principalmente quando estdo submetidas a algum tipo de estresse por fatores bidticos e
abioticos. Esse composto atua diretamente na redugdo da taxa de transpiracdo, através
da silica que depositada entre as células possibilita maior resisténcia do vegetal, agindo
contra agentes patogenos (GUEDES, et al, 2015). Além de atenuador de estresse, o
silicio também ¢ considerado como uma tecnologia ambientalmente correta, cujo
potencial contra o ataque de inseticidas ¢ altissimo (MIRANDA et al., 2010;
DALASTRA et al, 2011).

O silicio pode trazer inumeras vantagens para agricultores com o bom
desenvolvimento do vegetal. Apresenta baixo custo, melhora na fotossintese e tolerancia
ao estresse hidrico (CAMARGQO et al., 2010), sendo o seu uso vantajoso nas condi¢des
do semiarido nordestino, onde as taxas pluviométricas sao baixas, com alta restrigdo

hidrica e altas intensidades luminosas.

3 METODOLOGIA

A presente pesquisa foi realizada no Laboratorio de Ecofisiologia de Plantas
Cultivadas (ECOLAB), localizado no Complexo Integrado de Pesquisa Trés Marias,
pertencente a Universidade Estadual da Paraiba, Campus I, Campina Grande — PB,
situado na Rua Juvéncio Arruda, s/n, Bairro universitario (07° 12’ 42,99’ latitude sul,
35° 54’ 36,27 longitude oeste) a uma altitude de 521 metros, durante os meses de maio
a dezembro de 2016.
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O Experimento foi desenvolvido com fatorial 3x5 contando com 3 condigdes na
pré-semeadura (SE = sem embebicdo; ES = embebi¢do em silicio (1 mM) e EAD =
embebicdo em agua destilada, durante o periodo de 8 horas) e 5 potencial hidricos,
induzidos por polietilenoglicol 6000, durante a germinagdo e o crescimento inicial ( -
0,8; -0,6; -0,4, -0,2 e 0 MPa, para o potencial de 0 MPa foi utilizado apenas a agua
destlada), que fatorialmente combinados resultaram em 45 tratamento.

Inicialmente foi realizada uma triagem das sementes com o objetivo de eliminar
aquelas que continham danos visiveis a olho nu, sendo invidveis para o experimento
(Figura A). Apds a triagem, as sementes foram pesadas e transferidas para um rolo
giratorio, construido de tubo de PVC, juntamente com fungicida (Captan®) na dosagem
de 0,22 g 100 g'l de sementes, mantendo-o sob rota¢do durante 5 minutos e, em
seguida, as sementes permaneceram em repouso por 24 horas.

Apos o periodo de 24 horas, as sementes foram divididas em trés lotes, sendo
dois deles envolvidos em papel toalha na forma de rolos para posterior embebi¢do em
solucdo de silicio a ImM por um periodo de 8 horas (Figura B). O terceiro lote foi
mantido em um recipiente protegido pelo mesmo periodo, para evitar alteracdes na
umidade das sementes e contato com agentes patdgenos.

Apos o periodo de embebicdo, todas as sementes foram distribuidas em caixas
de acrilico (gerbox), sob dois papeis germitest cada uma contendo 25 sementes
(MONTEIRO, 2014). Apods a alocagdo das sementes, as mesmas foram cobertas com
um terceiro papel germitest e fechadas com filme plastico. Em seguida, pesadas em
balan¢a analitica, obtendo a massa do conjunto caixa + papel germitest + sementes +
filme plastico (Figura C).

O valor encontrado para o conjunto mencionado anteriormente foi utilizado
como base para a reposicao hidrica diaria. Por fim, as caixas foram alocadas em camara
de germinagao, tipo B.O.D (Figura D), regulada a 27 + 2 +C e fotoperiodo de 12 horas
(BRASIL, 2009), onde permaneceram durante 14 dias. O consumo hidrico foi
monitorado diariamente no periodo da manhd, por meio da pesagem das caixas
contendo as sementes e a reposicdo de agua foi efetuada até atingir a massa inicial do

conjunto caixa + papel germitest+ sementes+ filme plastico.
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D)
Figura A, B, C e D. Triagem das sementes de feijdo-caupi gendtipo BR 17 Gurgueia (A). Embebigdo das

sementes nos tratamentos-embebeicdo em silicio, embebi¢do em agua destilada e sem emebicdo (B).
Distribuicdo das sementes em caixas de acrilico- gerbox (C). Alocacdo das caixas na camara de

germinacdo- B.O.D (D) Fonte: Autor, maio de 2017.

A determinagdo da quantidade de polietilenoglicol (PEG 6000) necesséria para
cada solucdo osmoética foi realizada utilizando-se da equacdo proposta por Michel e
Kaufmann (1973), com a qual se obteve os seguintes valores: 88,715 g de agua para o
potencial negativo de -0,8 MPa, 53,505 g ;-0,6 MPa ¢ 35,872 g ; -0,4 MPa, 35,668¢g ¢ -
0,2 MPa, 23,714. A diluicdo foi realizada em 200 mL de agua destilada (25° C) sendo,
em seguida, acrescido de 100 mL do mesmo solvente. As solucdes preparadas foram
mantidas na temperatura ambiente para que nao houvesse alteracdo na sua composi¢ao
quimica.

Durante 13 dias, no mesmo horario (pela manha), foram realizadas as contagens
de emergéncia e germinagdo das sementes (Figura E), considerando como germinadas
as sementes que emitissem a radicula com extensdo minima de 2 mm de comprimento
(FORTES, 2009). Com posse desses dados, foi realizado o calculo da porcentagem
final de germinacdo (G) e do indice de velocidade de germinacao (IVG) (CARVALHO
e CARVALHO, 2009). Para avaliagdo do efeito dos tratamentos sobre a germinagdo
das sementes foram obtidas a percentagem de sementes germinadas (G) (%) ¢ o indice

de velocidade de germinagao (IVG).



16

Apos a afericdo dos comprimentos (Figura F), as partes da plantula (Altura
plantula) foram organizadas, separadamente, em sacos de papel devidamente
identificados e alocadas em estufa de circulacdo de ar forcado a uma temperatura de 60
°C durante 48 horas. Ao final, obteve-se, por meio de pesagem em balanca analitica, a
fitomassa seca total (FST), assim como a separacdo do material para as analises
bioquimicas de superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX) e prolina (PRO) (Figura G).

Para a extragdo enzimatica, 200 mg de material fresco (folha) foram triturados,
separadamente (Figura I), em 2 mL de tampao fosfato de potdssio (concentragao final
50 mM e pH final 7) acrescido de acido ascorbico (0,1 mM), EDTA (0,1 mM) e
polivinilpirrolidona (5%). Em seguida os extratos foram centrifugados a 20000 g e
temperatura de - 4 °C durante 15 minutos. O sobrenadante foi aspirado, alocados em
tubos tipo eppendorf e mantidos em refrigerador até¢ o0 momento das analises.

A atividade de CAT foi medida seguindo a oxidagdo de H,O, a 240 nm. A
reagdo enzimdtica do extrato foi determinada na presenca de tampao fosfato de
potassio 50 mM (pH 7,0) contendo 20 mM de H,0,. A reagdo foi monitorada a cada
15 segundos a absorvancia de 240 nm durante 90 segundos (Sudhakar et al., 2001). A
atividade da CAT foi ecpressa em pmol de H,O, MF"' min™'. A concentragdo de
prolina foi determinada segundo a metodologia descrita por Bates (1973), na qual a
prolina foi determinada com base em curva padrao de L-Prolina, com seus resultados
expressos em pmol g de massa fresca e a leitura realizada em espectofotdmetro a
520 nm de absorvancia.

A atividade da dismutase do superoxido (SOD) foi determinada pela inibigao
da foto-redugdo do cloreto trotetrazolio azul (NBT). Retirou-se de 0,1 mL do extrato
proteico o qual foi transferido para tubos de ensaio contendo meio de reacdo
composto por tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, L-
metionina 13mM e NBT 75 uM. A reacdo foi iniciada pela adi¢ao de riboflavina 2
uM, seguido da iluminagdo do meio de reacdo com lampadas fluorescéncias de 30W
em caixa fechada. Apds 5 min, a reagdo foi interrompida pelo desligamento das luzes
e as leituras foram realizadas a 560 nm. Uma unidade de atividade da SOD foi

expressa em UA g MS min .
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G)

Figura E, F e G. Contagem de emergéncia e germinagdo das sementes (E). Aferi¢do do comprimento das

plantulas (F). Ilustracdo de um dos momentos das analises enzimaticas (G). Fonte: Autor, maio de 2017.

Para a mensuracdo da atividade de ascorbato peroxidase (APX), o consumo
de ascorbato foi detectado pelo decréscimo da absorbancia a 290 nm, foram
utilizados 0,1 mL do extrato, o liquido foi transferido para tubos de ensaio contendo
2,7 mL de tampao fosfato de potassio S0 mM (pH 6,0) e L-ascorbato 0,8 mM para

realizar a reagdo. A reagdo foi iniciada pela adigdo de H,0, mM ¢ a atividade

enzimatica foi expressa em upmol ascorbato g-1 MS min_l. A quantificagdo da
prolina livre nos tecidos foi realizada pelo método colorimétrico proposto por Bates et
al. (1973), modificado por Bezerra Neto e Barreto (2011).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com 3
repeti¢des, sendo a parcela experimental composta por 25 sementes (BRASIL, 2009).
Os dados das varidveis respostas foram submetidos a andlise de variancia pelo teste
F (a0 < 0,05) os modelos de regressdo, para o fator quantitativo, foram ajustados de
acordo com o coeficiente de determinagdo até 5% de significancia. Para as analises
estatisticas ¢ confec¢do dos graficos utilizou-se os softwares Sisvar 5,3, Assistat ¢
Excel. Apds o décimo terceiro dia de montagem do experimento, foram coletados os
dados referentes a altura, diametro do caule, area foliar, cumprimento da raiz e

pesagem para posterior analise bioquimica.
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O material para anélise bioquimica foi armazenado em freezer para conservar
as estruturas e composicao das folhas, e o material restante foi colocado em estufa a
60° para obtencdo da massa seca, durante 72 horas. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia, e as médias dos tratamentos com diferencga significativa pelo

teste F foram comparadas pelo teste de Tukey ou pela andlise de regressao.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 indice de velocidade de germinacdo

A capacidade germinativa das sementes ¢ um fator intrinseco para avaliar seu
nivel de tolerancia a estresses abidticos. A germinacdo ¢ a fase crucial para o
desenvolvimento do vegetal, visto que, a semente comporta todas as informagdes
genéticas das plantas, assim como as substancias de reserva para suprir suas
necessidades, enquanto a mesma ndo realiza fotossintese. As condi¢cdes nas quais as
sementes sdo submetidas podem interferir no seu desenvolvimento, sendo necessario
submeté-las as condigdes 6timas de luminosidade, temperatura e disponibilidade hidrica
para um bom desenvolvimento (ZUCARELI, 2007).

As sementes sdo as estruturas de resisténcias dos organismos vegetais, as
mesmas podem suportar condigdes adversas e se desenvolverem. As sementes do
genotipo de feijdo-caupi BR 17 gurguéia ¢ um exemplo de sementes resistentes a
condicdes estressantes. Neste trabalho foram submetidas a condigdo estressante
proporcionada pelo PEG 6000 e apresentaram um bom desempenho quanto a
velocidade de germinacdo. O indice de velocidade de germinagao foi avaliado de acordo
com Carvalho e Carvalho (2009), Fortes (2009) e Oliveira et al (2009) utilizando a
tormula de Maguire, na qual G representa a quantidade de sementes germinadas ao dia e
T o tempo em dias:

Gl+ G2+ G@G3 +

IVG =

T1 T2 T3

Houve germinagdo das sementes para todos os tratamentos, similar ao ocorrido
no trabalho de Carvalho e Carvalho (2009). Foi observado um melhor desempenho nas
sementes de caupi submetidas ao potencial hidrico -0,2 Mpa sob a agdo do atenuador

Silicio (1ImM), havendo um decréscimo nos potenciais mais negativos. Houve
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diferencas entre os tipos de embebigdes analisados, porém o potencial -0,4 Mpa destaca-
se pelo melhor indice de germinacdo das sementes submetidas ao trés tratamentos (sem
embebicao-SE, com embebicdo em agua destilada-EAD e embebicio em silicio-ES). O
potencial -0,8 Mpa destaca-se por apresentar um decaimento no indice germinativo em
todos os tratamentos, destacando-se o tratamento sem embebi¢do. Para todos os
tratamentos o potencial OMpa teve o melhor indice germinativo. Todos os valores dos
indices de velocidade de germinagdo sofreram forte influéncia dos tratamentos

aplicados, (figura 1).

- 1,2
ES y=0,87+1,1333*x+0,4167*x2 R*= 0,97 1
EAD y =0,78 + 0,1167*x-0,4167*x2 R*= 0,95 ]
SE y=0,378+0,8117*x+0,7083**x2 R* = 0,86 .
-4 08
s
B
4 _e--TTT . - 0,6
____________ S
o e T I ¢ 0,4
________________________ - e
S e .- S s - 0,2
I I I I 0
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0

Potencial hidrico (MPa)

Figura 1. indice de velocidade de germinagdo (IVG) da cultivar de feijio-caupi: BR 17 Gurguéia,
acondicionadas durante a pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por
PEG 6000. Campina Grande, PB, 2017. SE— sem embebi¢do; EAD — embebi¢do em agua destilada e ES

— embebigdo em silicio.

4.2 Porcentagem de germinacao

A porcentagem de germinagdo das sementes do genétipo gurguéia de feijdo-
caupi apresenta um destaque no potencial 0Mpa para todos os tratamentos (figura 2). A
atuacdo do atenuador do estresse hidrico, o silicio, possui destaque, foi observado

melhor porcentagem entre os potenciais -0,2 e -04 Mpa. Destaca-se a maior reduc¢do na

IVG
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porcentagem de germinagdo para o potencial sem embebi¢do, cujo declinio é aumentado
a medida que o potencial hidrico diminui.

Para os tratamentos com embebicdo em dgua destilada e embebi¢do em silicio
também houve um declinio nos potenciais mais negativos -0,6 e -0,8 Mpa, porém o
tratamento sem embebi¢do apresenta diferenca significativa neste aspecto, apresentando

um maior decréscimo no potencial -0,8 Mpa.

120
i __________________ 100
T ;? ''''''' o § L 80
‘E——.'_ e
e - 60
- 40
g ¥=86,771-32,286%x-92,857*x2 R*=0,91
EAD Y =91,829-26,714*x-82,143*»2R*=0,87 | .
SE  y=95,943-19,571*x-60,714**x2R?=0,86
I 1 1 I O
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0

Potencial hidrico (MPa)

Figura 2. Porcentagem de germinagdo da cultivar de feijdo-caupi: BR 17 Gurguéia, acondicionadas
durante a pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por PEG 6000. Campina

Grande, PB, 2017. SE— sem embebicdo; EAD — embebig¢do em agua destilada e ES — embebigdo em

silicio.
4. 3 Altura de plantulas

A condicdo estressante imposta pela embebigdo do gendtipo gurguéia de feijao-
caupi causou alteragdo na altura das plantas, sendo este aspecto negativamente afetado
assim como na analise feita por Monteiro (2014), avaliando germinagdo e crescimento
inicial de plantulas de guandu. Tal situagdo pode estar relacionada a alteragdo no
metabolismo do vegetal, decréscimo no crescimento, proporcionada pelo PEG 6000,
visto que, em condi¢des adversas, estressantes, o vegetal tende a adaptar-se, alterando
seu metabolismo, reduzindo o tamanho das suas folhas, diminuindo suas taxas

transpiratorias e acionando complexos enzimaticos (Taiz, 2017).

Germinagao (%)
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O potencial hidrico negativo intermediario (-0,4 MPa) apresenta para
todos os tratamentos maior altura das plantulas, entretanto ocorre diminui¢cao no
potencial -0,6 e -0,8 Mpa (figura 3). A reducdo do tamanho das plantulas €
explicada pela diminuicdo das atividades enzimaticas (APX, SOD,
CATALASE), e consequente acimulo do aminoécido prolina, devido a possivel
ocorréncia da perda de turgor e consequente reducao celular, proporcionada pelo
estresse.

A acgao do silicio para esta analise mostra-se positiva, foi observado que
este tratamento apresentou melhores dados em relagdo ao demais, tal acao
atenuadora também foi comprovada por Miranda et al. (2010), em seu estudo

com clones de Anacardium occidentale L.

4.4 Fitomassa seca total

Quanto a fitomassa seca total-FST (figura 4) houve um decréscimo
para todos os tratamentos, havendo maior redu¢do nos potenciais mais
negativos. O potencial 0 Mpa destaca-se pelos melhores resultados, porém a
partir do potencial  -0,2 ocorrerda um decréscimo significativo que
permaneceu constante até os potenciais -0,4 4 -0,8 Mpa. A reducao na FST
para o genotipo BR 17 Gurguéia de feijdo-caupi estd relacionada a
diminuicdo na altura das plantulas, proveniente das alteracdes ocorridas,

devido o tratamento com o PEG 6000.
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Figura 3. Altura de plantulas da cultivar de feijao-caupi: BR 17 Gurguéia, acondicionadas durante a
pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por PEG 6000. Campina

Grande, PB, 2017. SE— sem embebi¢do; EAD — embebi¢do em agua destilada e ES — embebi¢cdo em

silicio.
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Figura 4.. Fitomassa seca totsl da cultivar de feijdo-caupi: BR 17 Gurguéia, acondicionadas durante a

pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por PEG 6000. Campina
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Grande, PB, 2017. SE— sem embebi¢do; EAD — embebi¢io em agua destilada e ES — embebi¢do em

silicio.
4.5 Atividade enzimatica do complexo antioxidante

A enzima superoxido dismutase, atua em conjunto com outras enzimas do
complexo antioxidante. Sua atuagdo neste trabalho, foi alterada devido os efeitos da
deficiéncia hidrica, havendo decaimento nos tratamentos com embebicdo em dagua
destilada e embebi¢do em silicio. O tratamento sem embebicao manteve constante sua
acdo enzimatica. Destaca-se o potencial 0 MPa por apresentar os melhores resultados e
o potencial -0,8 MPa por apresentar diminuicdo na quantidade da enzima analisada.

O comportamento da SOD (figura 5), pode ser explicado pelo aumento na
quantidade de prolina ilustrado na figura 8. A SOD possui atuacdo inicial que precede a
atuacdo das enzimas catalase e ascorbato peroxidase, a mesma atua transformando os
radicais livres, hidroxilas em peroxido de hidrogénio para agdo posteriores de CAT e

APX, que possuem fun¢ado similares.
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Figura 5. Quantificagdo de superéxido dismutase da cultivar de feijdo-caupi: BR 17 Gurguéia,
acondicionadas durante a pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por
PEG 6000. Campina Grande, PB, 2017. SE— sem embebicdo; EAD — embebi¢do em dgua destilada e

ES — embebigdo em silicio.

A enzima catalase atua sem moléculas redutoras diferentemente da ascorbato

peroxidase, cujas fungdes sao similares. E fundamental em condigdes de altas taxas de
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H,0,, induzidas principalmente por estresses abidticos nos vegetais (BARBOSA et al,
2014). Neste experimento o estresse abidtico foi proporcionado pelo polietinoglicol
6000 nas sementes de feijao-caupi.

Através da quantificagdo da CAT (figura 6), pode-se contatar que a mesma
apresentou os melhores resultados para os trés tratamentos no menor potencial osmotico
induzido pelo peg 6000. Entretanto, nota-se um decréscimo significativo nos potenciais
mais negativos -0,4. -0,6 e -0,8 MPa. Destaca-se os potenciais -0,2 e -0,4 por apresentar
os melhores valores ap6s o potencial 0 MPa, porém 4 medida que o estresse aumentou
ocorreu uma diminui¢do na quantificagdo da enzima; o potencial -0,8 merece destaque
por apresentar os menores valores de CAT, confirmando a ideia de que o estresse nos
vegetais favorece a atuacdo de um complexo antioxidante e que enzimas podem ser

desnaturadas, aumentando a quantidade de aminoéacidos como a prolina, por exemplo.
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Figura 6. Quantificacdo de catalase da cultivar de feijdo-caupi: BR 17 Gurguéia, acondicionadas
durante a pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por PEG 6000.
Campina Grande, PB, 2017. SE—- sem embebicdo; EAD — embebicdo em agua destilada e ES —

embebicdo em silicio.

A agdo da enzima do complexo antioxidante ascorbato peroxidase,
apresentou-se crescente ao longo dos diferentes potenciais osmoticos proporcionados
pelo Peg 6000 (Figura 7). A atuacdo do silicio como atenuador, destaca-se por

apresentar atividade quase constante da APX comparada aos demais tratamentos. O
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potencial -0,8 Mpa apresenta maior acdo de APX, para todos os tratamentos (embebicao
em silicio, embebicdo em agua destilada e sem embebicdo), constatando que a enzima
atua na prote¢do do vegetal no estresse hidrico proporcionado pelo peg 6000.

Nota-se que a medida que o potencial torna-se mais negativo, a enzima possui
maior atuacdo. Tal fato pode ser explicado pela atuagdo da enzima APX quebrando a
molécula de H,O, (peroxido de hidrogénio) em oxigénio e agua cujo agente redutor, o
acido ascorbico, o mesmo possui alto potencial de afinidade por esse composto.

(BARBOSA et al, 2014).

- 120
! £
e an S 100
T s Tt - 80 &0
ST DT %~*_*§r- Eree 4 §
e - i 60 S
=
g
- 40 2
ES Yy =654-67,333%x +8,3333**x2 R2=(,88 2
EAD  y=74.8+58,667*+18333*x2R2=0,94 | ,,
SE y= 53’6 — 35’167*)( ‘|‘54,167*X2 R2= 0,95
(c)
0
0.8 0,6 0.4 0.2 0

Potencial Hidrico (MPa)

Figura 7. Quantificacdo de ascorbato peroxidase da cultivar de feijdo-caupi: BR 17 Gurguéia,
acondicionadas durante a pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por
PEG 6000. Campina Grande, PB, 2017. SE— sem embebi¢do; EAD — embebi¢do em agua destilada e

ES — embebi¢do em silicio.

4.5 Teor de prolina livre

O aminoacido prolina, assim como a glicina betaina, manitol, sacarose,
poliamina, dentre outros, sdo acumulados nos vactolos das células vegetais em
condigdes estressantes participando do ajuste osmoético (MONTEIRO, 2014). A prolina

em muitos casos € considerada um indicador de estresse, trata-se de um osmolito muito
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estudado, devido o seu maior acimulo em condigdes estressantes para os vegetais. E
considerado um osmoprotetor ¢ osmorregulador bioquimico, cuja principal fungdo ¢ a
manutencao da integridade celular, amenizando os efeitos maléficos das EROS.

Através da andlise de prolina neste trabalho, pode-se constatar seu aumento
significativo no potencial negativo -0,8 Mpa para todos os tratamentos. Destaca-se o
potencial 0 Mpa por apresentar os melhores resultados, ja os potenciais, -0,2, -0,4 ¢ -0,6
apresentam valores crescentes, ilustrando que o aminoécido prolina aumenta de acordo
com o aumento do estresse proporcionado pelo peg 6000. Provavelmente este aumento
significativo estd associado desnaturacdo de enzimas. A agdo combinada de prolina,
catalase, superoxido dismutase, ascorbato peroxidase e de outros osmolitos compativeis
como glicina betaina, proporciona maior resisténcia das plantas e plantulas as condi¢des

estressantes proporcionadas por fatores abioticos.
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Figura 8. Quantificacdo de prolina da cultivar de feijdo-caupi: BR 17 Gurguéia, acondicionadas
durante a pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por PEG 6000.
Campina Grande, PB, 2017. SE- sem embebi¢do; EAD — embebicdo em dgua destilada e ES —

embebicdo em silicio.

5 CONCLUSOES

O Silicio atua como atenuador do estresse hidrico induzido por Polietinoglocol

6000 (Peg 6000). A indugdo do estresse causa decréscimo no crescimento inicial das
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plantas de feijao-caupi (genotipo BR 17 gurguéia). A altura das plantulas, assim como
fitomassa seca total ¢ acimulo de enzimas foi reduzida, entretanto os tratamentos com
embebicdo no silicio apresentaram melhores resultados em relacdo aos demais. Devido
estresse hidrico, constatou-se um aumento de prolina e alteracdo nas atividades
enzimaticas de superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, enzimas do
complexo antioxidante .

Através da realizagdo do trabalho foi possivel averiguar que a embebicdo das
sementes em solucdo de silicio (1,0 mM) pode ser utilizada na inducdo de tolerancia
ao déficit hidrico durante a germinagdo e crescimento inicial para a cultivar BR 17
Gurguéia. As atividades de prolina possuem um aumento significativo no potencial
osmotico mais negativo proporcionado pelo peg (6000), o que leva-nos a concluir que
as enzimas foram degradadas ou ocorreu uma maior producdo de prolina, visto que, tal
composto pode ser considerado um osmorregulador, sendo o mesmo um possivel

indicador de estresse em vegetais.

SILICON AS A INDUCTOR OF TOLERANCE TO THE WATER DEFICIT IN
THE GERMINATION AND INITIAL GROWTH PHASES OF BEANS-CAUPI

ABSTRACT

Bean-cowpea, also known as: fradinho beans or macassar beans, has great importance in
the regions where it is cultivated. It is widespread in the northeastern semi-arid regions,
mainly due to its adaptation to drought, but the plant can be submitted to multiple
stresses in the plants. Stress causes changes in the composition of the cells of higher
plants, leading in many cases to the production and accumulation of substances that
alter the metabolic processes of plants, ROS (reactive oxygen species), as well as the
production of osmotically active substances, in an attempt to mitigate its damages. The
objective of this study was to evaluate the imbibition of bean seeds in silicon (1mM) as
an inducer of water deficit tolerance in the gurguéia genotype, in order to observe some
biochemical variations occurring in the vegetable during the interaction of the stress
with the attenuator, in the pre-sowing and emergency period. The research was carried
out in the Laboratory of Ecophysiology of Cultivated Plants (ECOLAB), located in the
Trés Marias Integrated Research Complex, belonging to the State University of Paraiba.
The experiment was developed with 3x5 factorial counting with 3 pre-seeding mbibition
(SE = no imbibition, ES = imbibition in silicon (I mM) and EAD = imbibition in
distilled water) and 5 osmotic potentials. The water deficit induced by Polietinoglocol
6000 (PEG 6000) causes a decrease in the initial growth of the cowpea plants. Proline
activities have a significant increase in the most negative osmotic potential (-0.8 Mpa),
which leads us to conclude that the enzymes were degraded or a higher proline
production occurred.

Keywords: Vigna unguiculata (L.) Walp. Oxidative stress. Enzymatic analysis.
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