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PROLINA EXOGENA E SILICIO MINIMIZAM OS EFEITOS DO DEFICIT
HiDRICO EM FEIJAO-CAUPI

EXOGENOUS PROLINE AND SILICON MINIMIZE THE EFFECTS OF WATER
DEFICIT IN COWPEA

Anderson Reges dos Santos”
RESUMO

A agua ¢ um dos principais fatores limitantes para o crescimento ¢ desenvolvimento das
culturas quando cultivadas na regido semidrida, caracterizada pela limitacdo hidrica. Com
isso, deve-se atentar para o uso eficiente da agua, o que pode ser obtido com uso de cultivares
tolerantes a restricdo de dgua. O déficit hidrico na planta pode ser mitigado por meio da
aplicagdo de eliciadores endogenos como o Silicio e a Prolina. Objetivou-se avaliar a prolina e
o silicio como atenuadores de deficit hidrico na cultivar de feijao-caupi BRS Guariba
cultivado sob irrigagdo deficitaria por 14 dias. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4x2 com 4 repeticdes, onde o tratamento controle
correspondeu a aplicagdo de dgua sem adi¢do de prolina e/ou silicio, o tratamento com prolina
correspondeu a concentragdo de 0,69 g L', o tratamento com silicio correspondeu a
concentragio 0,15 g L' e o tratamento com prolina e silicio correspondeu a combinagdo das
concentragdes 0,69 g L' + 0,15 g L™ de prolina e silicio, respectivamente, aplicados em
plantas submetidas ao déficit hidrico e ndo submetidas ao déficit hidrico, com quatro
repeticdes e a parcela experimental constituida de duas plantas uteis. Foram analisadas
variaveis fisiologicas do status hidrico: contetido relativo de dgua; indicadores de
crescimento: area foliar total, massa seca total da parte aérea; variaveis bioquimicas: atividade
das enzimas catalase e ascorbato peroxidade e o conteudo de prolina livre como indicador de
ajustamento osmotico. A aplicagdo da prolina de forma isolada minimizou os efeitos do
deficit hidrico e contribuiu para a manuten¢ao do crescimento do feijao-caupi “BRS Guariba”,
em varidveis como massa seca total da parte aérea, contetido relativo de dgua, area foliar total.
Sob deficiéncia hidrica houve maior produgdo de prolina livre, o que sugere que os
atenuadores Silicio ou Prolina atuaram no ajustamento osmotico do “BRS Guariba”. Sob
déficit hidrico, o tratamento com prolina promoveu aumento da atividade das enzimas
Catalase e Ascorbato peroxidase, o que indica tolerdncia ao periodo de 14 dias de déficit
hidrico.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp. Osmorregulagdo. Restri¢ao hidrica.

ABSTRACT
Water is one of the main limiting factors for the growth and development of crops when
cultivated in the semi-arid region, characterized by water limitation. With this, something
must pay attention to the efficient use of water, someone can get which with the use of
cultivars that tolerate water restriction. It can mitigate the water deficit in the plant through
the application of endogenous elicitors such as silicon and Proline. The objective of this study
was to test proline and silicon as a water deficit attenuators in BRS Guariba cowpea cultivar
cultivated under irrigation deficit for 14 days. The experimental design was completely
randomized, in a 4x2 factorial scheme with 4 replicates, where the control treatment

" Aluno de Graduagdo em Ciéncias Biologicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus 1.
Email: regisanderson198@gmail.com



corresponded to the application of water without addition of proline and / or silicon, the
treatment with proline corresponded to the concentration of 0.69 g L-1, treatment with silica
corresponded to the concentration 0.15 g L-1 and the treatment with proline and silicon
corresponded to the combination of the concentrations 0.69 g L-1 + 0.15 g L-1 of proline and
silicon, respectively, applied in plants submitted to the water deficit and not submitted to the
water deficit, with four replications and the experimental plot comprising two useful plants. It
analyzed physiological variables of water status: relative water content; growth indicators:
total leaf area, total dry mass of shoot; biochemical variables: activity of catalase enzymes and
ascorbate peroxidase and the free proline content as an indicator of osmotic adjustment. The
application of proline in an isolated way minimized the effects of the water deficit and
contributed to the maintenance of BRS Guariba cowpea growth, in variables such as total dry
mass of shoot, relative water content, total leaf area. Under water deficiency there was greater
free proline production, which suggests that the Silicon or Proline attenuators acted in the
osmotic adjustment of the “BRS Guariba”. Under drought, proline treatment promoted an
increase in the activity of the enzymes Catalase and Ascorbate peroxidase, which indicates
tolerance to the 14 days period of water deficit.

Keywords: Vigna unguiculata (L.) Walp. Osmoregulation. Water restriction



1 INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) ¢ uma Fabaceae de consideravel
importancia nas regioes tropicais e subtropicais do mundo. Possui caracteristicas nutricionais
importantes como a presenga de proteinas, aminodcidos essenciais e carboidratos (BASTOS
et al., 2018). O cultivo de feijdo-caupi, que abrange cerca de 1.451.578 ha (LEITE, 2018),
estd localizado principalmente nas regides Norte e Nordeste e atualmente estd em expansdo na
regido Centro-oeste, despertando o interesse de agricultores empresariais e familiares que
utilizam préticas tradicionais de cultivo (SILVA et al., 2019).

No cultivo do semidrido, verifica-se a limitagdo da produtividade do feijdo-caupi
devido aos estresses abiodticos, principalmente pela irregularidade das chuvas e as altas
temperaturas, as quais proporcionam um considerdvel déficit hidrico, sendo este um dos
fatores mais limitantes para o desenvolvimento da espécie (ARAUJO et al., 2018). A escassez
hidrica reduz o desempenho do feijdo-caupi, causando alteracdes nas propriedades das
membranas, aumento da respiracdo, inibicao da fotossintese, menor produgao de matéria seca,
senescéncia prematura e, consequentemente, reducdo da produgdo (DUTRA et al., 2017;
TAIZ et al., 2017).

As respostas das plantas as condi¢des de déficit hidrico variam de acordo com a
espécie, cultivar, tempo de exposi¢do, fatores edéficos, entre outros (NASCIMENTO et al.,
2011; CARVALHO et al., 2016). Como resposta mais comum, a redu¢do da produtividade,
causada pela inviabilizacdo do processo fotossintético, ¢ consequéncia das alteragdes na
atividade de algumas enzimas, proteinas e no crescimento da planta (FERRAZ et al., 2014;
ARAUJO et al, 2018; DUTRA et al., 2017). Sob restricdo de 4gua no solo, as plantas
apresentam ajustamento osmotico por meio da acumulacdo ativa de osmolitos compativeis
como um importante mecanismo de adaptacdo a seca (BABITA et al., 2010; OLIVEIRA
NETO et al., 2016; SILVA et al., 2016;). Esse processo faz com que o acimulo de solutos
promova a diminuicdo do potencial hidrico da planta e, consequentemente, garanta a
manutengdo da turgescéncia por meio da absorcdo de 4gua do solo, além de proteger as
estruturas celulares e estimular o crescimento das raizes (GONZALEZ et al., 2010; MENDES
et al., 2013).

Além da restricdo na aquisicdo de nutrientes, o estresse hidrico provoca o estresse
oxidativo, pois conduz a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas
espécies atuam como mensageiros de varios processos celulares, incluindo a tolerancia aos
diferentes estresses ambientais, as quais dependem do equilibrio entre sua producdo e sua
eliminagdo (SHARMA et al., 2012).

Para eliminar o excesso de EROs, as plantas apresentam sistemas enzimaticos
antioxidantes e nado-antioxidantes que constituem importante defesa primaria contra os
radicais livres gerados sob condigdes de estresse, como a superoxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT) e a ascorbato peroxidase (APX); bem como a osmoprotecdo por solutos
compativeis e removedores de radicais livres, como a prolina (YANG et al, 2015;
SZABADOS; SAVOURE, 2009; LISAR et al., 2012).

Nesse sentido, a indugdo de melhorias na fisiologia e morfologia do feijao-caupi torna-
se uma estratégia importante para a viabilidade do cultivo no semiarido. O estresse hidrico
pode ser atenuado por meio da aplicacdo de indutores de tolerancia, tais como o silicio
(FERRAZ et al., 2014) e a prolina (ARDABILI et al., 2013; MERWAD et al., 2018).

O silicio (Si) ¢ um elemento quimico benéfico aos vegetais por proporcionar aumento
na produtividade de diversas culturas, reduzir o excesso de metais potencialmente fitotoxicos
¢ promover maior tolerancia as situagdes de estresse, seja hidrico ou salino (RODRIGUES et
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al., 2011; FERRAZ et al.,, 2015), além de melhorar a eficiéncia do uso da agua e mitigar o
efeito do estresse oxidativo (ZANETTI et al., 2016).

A prolina contribui com o estabelecimento de membranas e proteinas, na eliminagao
de radicais livres e no ajuste do potencial redox da célula em condi¢cdes de estresse, em que
suas concentracoes geralmente sdo proporcionais ao nivel de tolerancia da espécie estudada
(ARDABILI et al., 2013; MERWAD et al., 2018).

Em alguns estudos, os pesquisadores mostram que a aplicagdo de prolina em plantas
submetidas a estresses ambientais provoca efeito preventivo ou de recuperagdo, entretanto,
altas doses podem ser prejudiciais, causando efeitos inibitdrios sobre o crescimento e
desenvolvimento das plantas e, mais especificamente, causando desbalanco metabolico
(DEUSCHLE et al., 2001; HARE et al., 2003; ARDABILI et al., 2013; ASHRAF, 2007).

Assim, considerando-se a importancia da producdo do feijao-caupi no Nordeste ¢ a
necessidade de melhoria na eficiéncia no uso da dgua para os sistemas de producao irrigados,
faz-se necessdria a realizacdo de pesquisas que visem a promog¢ao de cultivares promissores
com maior tolerdncia ao déficit hidrico e a caracterizagdo fisiologica e bioquimica dos
mecanismos antioxidantes e de ajustamento osmotico, bem com o entendimento da atuagao da
prolina e do silicio como agentes mitigadores do déficit hidrico.

Objetivou-se avaliar a agdo da prolina e do silicio como atenuadores do déficit hidrico
na cultivar BRS Guariba de feijdo-caupi, cultivada sob irrigacao deficitaria durante 14 dias
dando énfase para sua influéncia sob aspectos bioquimicos e fisiologicos.

2. METODOLOGIA

2.1 Localizacao, delineamento e fatores estudados

O presente estudo foi realizado em uma area experimental da Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB) / (Horto Florestal Lauro Pires Xavier) e no Laboratério de Ecofisiologia
Vegetal de Plantas Cultivadas (ECOLAB) da UEPB, localizado no Complexo Integrado de
Pesquisa Trés Marias (Campus I), ambos situados em Campina Grande-PB, Brasil (07° 13'
50" de latitude, 35° 52' 52" de longitude e 551 m de altitude).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), onde foram
estudados dois fatores: reposi¢do hidrica (RH) e a aplicacdo de dois atenuadores isolados e
combinados (Prolina - Pro e/ou Silicio- Si), além de um controle (CTRL). Para tanto, a
combinac¢do dos niveis dos dois fatores (4 ATE x 2 RH) resultou em 8§ tratamentos, com
quatro repetigdes, cuja parcela experimental foi constituida de 2 plantas uteis.

O atenuador ‘Si’ foi composto por dois niveis de concentragdo (zero e 0,15 g L™,
ajustados de Ferraz et al. (2014) na forma de silicato de potassio (K,Si03), cuja fonte utilizada
foi o silicio liquido comercial (Sifol®), com as seguintes caracteristicas: Silicio (Si) = 12%j;
Potassio (KO) = 15%; indice salino = 26; condutividade elétrica = 1,93 dS m™'; densidade =
1,40 g L pH = 10,96; natureza fisica = fliido. A ‘Pro’ teve dois niveis de concentragao (zero
¢ 0,69 g L), de acordo com Merwad et al. (2018). Ja a combinagdo de ‘Pro+Si, foi aplicada
com as duas doses: PRO 0,69 g L'+ SI1 0,15 gL".

No fator ‘RH’, os tratamentos foram divididos em plantas submetidas ao déficit
hidrico (W50) e n3o submetidas ao déficit hidrico (W100). Nesse fator, as parcelas, em
condi¢des de déficit hidrico, permaneceram a 50% da taxa da evapotranspiragdo . Ja as
parcelas sem restricdo hidrica foram irrigadas para manter o solo proximo a capacidade de
campo (100% da taxa evapotranspiracdo) (DUTRA et al., 2015). Ressalta-se que a irrigacao
foi efetuada diariamente, tendo como base a taxa de evapotranspiracao.
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A cultivar utilizada foi o BRS Guariba (Figura 1), com porte semiereto, crescimento
indeterminado e ciclo fenologico entre 65-70 dias (EMBRAPA, 2018), adquirido no Banco de
Germoplasma da Embrapa Meio Norte e armazenado em embalagens impermedveis no
Laboratorio de Ecofisiologia de Plantas Cultivadas da UEPB, até a instalagdo do experimento.

Figura 1 — ‘BRS’ Guariba, cultivar utilizada na pesquisa. Campina Grande, PB, 2018.

Legenda: BRS Guariba (A), Planta em estadio V3 (B)
Fonte: Santos (2018).

2.2 Instalacao e conducao do experimento

O experimento foi conduzido em vasos com capacidade de 25 litros, sob condi¢des de
campo, no periodo de setembro a dezembro de 2018, sendo distribuidos em 4 linhas, cada
linha com 8 vasos, totalizando 32 parcelas experimentais, com um espacamento de 1 m entre
linhas e 0,8 m entre vasos (Figura 2).

Figura 2 - Disposicdo dos vasos e espagamento utilizado para o arranjo em delineamento
inteiramente casualizados. Campina Grande, PB, 2018.

Fonte: Santos (2018)

As sementes de feijao-caupi utilizadas no experimento, foram triadas com o objetivo
de eliminar aquelas que continham danos fisicos, biologicos e/ou ma formagdo. Apds a
triagem, as sementes foram pesadas ¢ transferidas para rolo giratorio, construido de tubo de
PVC, juntamente com fungicida (Captan®) na concentracio de 0,22 g 100 g”' de sementes,
mantendo-o sob rotagdo durante 5 minutos e, em seguida, as sementes permaneceram em
repouso por 24 horas em temperatura ambiente, em baixa luminosidade, logo apds as 24h, as
sementes foram semeadas.
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Para a instalacdo do experimento, o solo foi previamente analisado (Tabela 1) e em
seguida corrigido e adubado conforme o resultado da andlise. A corre¢do da salinidade foi
realizada utilizando sulfato de célcio, e apds 30 dias, realizou-se a semeadura, adotando-se
seis sementes por unidade experimental, a uma profundidade padrao de 0,03 m da superficie
do solo. No quinto dia ap6s emergéncia, foram desbastadas quatro plantulas, deixando-se duas
plantulas em cada vaso.

As aplicacdes foliares da prolina e do silicato de potassio, de forma isolada e conjunta,
ocorreram na fase V9 (Gltimo n6 com trif6lio aberto, antes da floracdo). Apos 14 dias da
aplicacdo, ocorreram as coletas de todo o material foliar utilizado para as avaliagdes.

A reposicao hidrica foi realizada diariamente, com base na taxa de evapotranspiracdo
onde o cdlculo foi efetuado a partir da 4rea do vaso, estddio fenoldgico e evaporagao didria
fornecida por um atmdémetro modelo JR-120 da Soilcontrol.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado para o preenchimento dos vasos.
Campina Grande, PB, 2018.

Caracteristicas fisicas Caracteristicas quimicas
Granulometria (%) Célcio (cmol, dm™) 1,42
Areia 86,63  Magnésio (cmol, dm™) 1,50
Silte 9,04  Sodio (cmol.dm™) 0,84
Argila 4,33  Potassio (cmol,dm™) 0,21
Classificagdo textural Areia franca S (cmol, dm™) 3,97
Densidade do solo(g/cm®) 1,44  Hidrogénio (cmol, dm™) 0,64
Densidade de 2,72 Aluminio (cmol, dm™) 0,00
particulas(g/cm’) 47,06 T (cmol, dm™) 4,61
Porosidade 40%  Carbonato de Calcio Qualitativo Auséncia
Umidade Carbono organico (%) 0,51
Matéria organica (%) 0,88
Nitrogénio 0,05
Fosforo Assimilavel mg/100g 1,35
pH H,O (1:2, 5) 6,11
Cond.elétrica—nmhos/cm 1,41

(Suspensio Solo-Agua)

Salinidade Fortemente

Fonte: Laboratorio de Irrigagdo e Salinidade da UFCG.

2.3 Variaveis estudadas

2.3.1 Variaveis de crescimento

No estadio V9, avaliou-se a area foliar total (AFT) e a massa seca total da parte aérea
(MST). A érea foliar total (cm?) de cada planta foi estimada utilizando-se um medidor de 4rea
foliar modelo Li-cor 3100 (Li-Cor Corporation, USA). Quanto a massa seca, as plantas com
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sua parte aérea, foram acondicionadas em sacos de papel e colocadas em estufa com
circulagdo de ar a 70 °C por um periodo de 48 horas para secagem (Figura 3). Posteriormente,
o material vegetal foi pesado em balanca analitica.

Figura 3 — Estufa para secagem do material para posterior obten¢do da massa seca, Campina
Grande, PB, 2019.

Fonte: Santos (2018).

2.3.2 Variavel Fisioldgica

Para a andlise do contetdo relativo de dgua (CRA em %), no estadio V9, folhas foram
coletadas, depois pesadas em balanga analitica para verificar a massa fresca das folhas (MF).
Em seguida, as folhas foram imersas em 4gua destilada por 24 horas, para pesagem da massa
turgida da folha (MT). Posteriormente, esse material foi levado a estufa com circulagdo de ar
a 80°C por periodo de 24 horas para afericdo da massa seca da folha (MS). A partir destes

dados, o CRA (%) foi calculado por meio da equagdo: CRA (%) = %x 100
(IRIGOYEN et al., 1992).

2.3.3 Variaveis Bioquimicas

As determinagdes bioquimicas foram mensuradas no estddio V9. Para a obtencdo do
extrato vegetal, foram pesados e macerados, para a extracdo enzimatica, 200 mg de tecido
foliar fresco (o foliolo central da primeira trifoliar de cada tratamento), separadamente, em 2
mL de tampao fosfato de potassio (50 mM e pH 7) acrescido de 4cido ascorbico (0,1 mM,
EDTA 0,1 mM e polivinilpirrolidona a 3%) (NAKANO; ASADA, 1981).

Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 14.000 rpm, 4 °C, durante 15
minutos. O sobrenadante foi transferido para microtubos de 2,5 mL, os quais foram mantidos
em freezer a -20 °C até o momento das analises.

A atividade da Ascorbato peroxidase (APX) foi calculada com base no consumo do
ascorbato (NAKANO; ASADA, 1981) por meio do monitoramento do decréscimo da
absorbancia a 290 nm em cubeta de quartzo. Foram misturados 100 pL de extrato enzimatico
ao meio de reagdo (2,7 mL), composto por tampao fosfato de potassio (50 mM e pH 6,0)
acrescido de acido ascorbico (0,8 mM). Em seguida, a reagao foi iniciada pela adigao de 200
pL de peroxido de hidrogénio 2 mM e monitorado o decréscimo da absorbancia durante |
minuto, com leituras realizadas a cada 10 segundos. Os calculos foram mensurados pela lei de
Lambert Beer, adaptados por Ahmed et al. (2016), conforme a equagao a baixo:
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Equacgdo 1. Act. = ( AA.Vt) / ( e.At.Ve.p ) onde,

Act: Atividade enzimatica expressa em nmol / min / mg massa fresca

&: coeficiente de extingao molar de M linear

A: Diferenca na absorbancia média

Vi: volume total da mistura reacional em ml

Ve: Volume de extrato de enzima em ml

L: largura da cubeta de medi¢ao em cm (1cm, valor utilizado na pesquisa)
p: teor de massa fresca em mg

At: Tempo de leitura em min

Os célculos foram realizados tendo como coeficiente de extingdo molar o do ascorbato
(2,8 mM™" ecm™). A atividade final de APX foi expressa em nmol de ascorbato min" g MF™.
Ressalta-se que todas as determinagdes bioquimicas foram realizadas em duplicata.

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada conforme Sudhakar et al. (2001), a
qual ¢ definida com base no consumo de peroxido de hidrogénio (H,0O,) pela enzima presente
no extrato. Iniciou-se a reagdo pela adicdo do extrato enzimatico (150 pL) a cubeta de
quartzo, contendo 1950 uL de tampdo fosfato de potassio (100 mM, pH 7,5), 150 uL do
tampao de extragdo (4cido ascorbico 0,1 mM, EDTA 0,1 mM e polivinilpirrolidona a 3%),
750 uL da solugdo do perdxido de hidrogénio (50 mM) (MISHRA,1976). Apds uma leve
agitacdo, a solugdo foi levada a espectrofotometro, regulado em 240 nm, onde foi observado o
decréscimo da absorbancia, durante o periodo de 2 minutos, com leituras realizadas a cada 10
segundos.

J& os célculos foram realizados pela equacdao de Lambert Beer, adaptados por Ahmed
et al. (2016) (Equagao 1), tendo como coeficiente de extingdo molar o do peroxido de
hidr(l)génio (39,4 mol em™). A atividade da catalase foi expressa em pmol de H,0, min™ g
MEF™.

A quantificagdo de prolina livre foi determinada pelo método colorimétrico proposto
por Bates et al. (1973) e modificado por Bezerra Neto e Barreto (2011). Foram pesados e
macerados 0,25 g de tecido foliar fresco (estadio V9), em 4cido sulfossalicilico a 3% (5 mL) e
centrifugado a 2.000 rpm por 10 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante foi retirado e utilizado nas determinagdes. Tubos de
ensaio contendo a mistura extrato + ninhidrina 4cida + 4cido acético glacial, na proporg¢ao 1:1:
1 (volume total 3 mL) permaneceram durante uma hora em banho-maria a 100 °C. Em
seguida, os mesmos foram resfriados em banho de gelo, sendo posteriormente adicionados 2
mL de tolueno, os quais foram agitados em agitador de tubos tipo Vortex por 20 segundos ¢
mantidos em repouso por 10 minutos, para que ocorresse a separagao das fases. As leituras do
sobrenadante foram realizadas em espectrofotometro a 520 nm, utilizando o tolueno puro
como branco. A concentracao de prolina livre foi quantificada com base na curva padrao de
L-prolina (0, 5, 10, 15, 20, 25, 50 mg L'l) e expressa em pumol gMF'l. A média da absorbancia
obtida nas duplicatas foi utilizada para o calculo de prolina.

2.4 Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram avaliados por andlise de varidncia (teste F até 5% de
probabilidade de erro), seguida por teste de comparagdo de médias (Tukey, P < 0,05) para os
niveis de silicio, prolina e de prolina + silicio. O teste de pares independentes (t de Student, P
< 0,05) foi utilizado para o fator déficit hidrico, utilizando-se o software SISVAR 5.6.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Indicadores de Crescimento

Ao analisar a massa seca total da parte aérea (Grafico 1) em plantas do estadio V9,
pode-se observar diminui¢do significativa de 40,4% na lamina W50 sem a aplicagdo de
atenuadores, quando comparada a ldmina W100 também na auséncia de atenuadores. Taiz et
al. (2017) relatam que modificacdes fenologicas, controle estomatico, estruturas
morfoanatdmicas capazes de reduzir as perdas de agua, ajuste osmoético e o aprofundamento
do sistema radicular sdo algumas das adaptacdes que podem ocorrer como resultado do déficit
hidrico em detrimento a diminuicdo da sua massa seca total.

Na lamina W100, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos com
atenuadores, comparados ao tratamento na auséncia dos mesmos. Na ldmina em estresse,
W50, quando adicionado os atenuadores Pro, Si e Si+Pro as plantas aumentaram os valores
médios de massa seca em 59,31%, 29,06% e 53,17%, respectivamente, quando comparados
ao tratamento W50 na auséncia de atenuadores, mesmo ndao havendo diferenga estatistica
entre eles (Grafico 1). Ao adicionar a prolina de forma isolada, observou-se que esse
atenuador apresentou o maior valor médio dentre os tratamentos estudados, neste caso ¢é
possivel que a prolina exerga fungdes importantes na planta, entre elas, a reserva de carbono,
a desintoxicacdo do excesso de amoOnia e a estabilizagdo de membranas (KAVI KISHOR et
al., 2005). Os mesmos autores relatam, ainda, que a prolina pode interagir com enzimas para
preservar a estrutura e a atividade das proteinas estruturais, o que aumenta seu esqueleto
carbOnico, consequentemente sua massa seca total.

Segundo El-samad et al. (2011), em trabalho realizado com plantas de milho e fava,
em diferentes condi¢des de estresse hidrico, a massa seca das plantas diminuiu em todos os
tratamentos em estresse e o tratamento com prolina a 10 mM adicionada no solo recuperou o
crescimento dessas plantas.

Ao adicionar o silicio, também houve aumento na massa seca total da parte aérea das
plantas de feijdo-caupi, esse aumento, provavelmente, ocorreu devido ao acumulo desse
nutriente nas folhas, o qual pode ter atuado na manutencdo dos processos metabdlicos € no
status hidrico, em consequéncia de menor perda de agua por transpiracdo foliar (PEREIRA et
al., 2004; TAIZ et al., 2017).

Esse aumento da MST quando adicionado os atenuadores PRO e SI de forma isolada,
na lamina em estresse (W50), pode ter sido favorecido pelo o aporte hidrico (CRA- Grafico
3), onde provavelmente os processos fotossintéticos ndo foram afetados, repercutindo na
producdo de biomassa, e consequentemente um aumento da MST. O que pode ser
corroborado por Araujo et al.,(2018), que trabalhou com aplicacdo de silicio e verificou que
este aumentou tanto o CRA quanto a MST quando as plantas de feijdo foram submetidas ao
estresse hidrico.
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Grafico 1- Massa seca total daparte aérea (MST) da cultivar BRS Guariba condicionada a
dois regimes hidricos (W100- 100% da ETc e W50 - 50% da ETc) e aplicagdo de dois
atenuadores isolados (Prolina - PRO ou Silicio- Si) e combinados (Prolina e Silicio), € um
controle (CTRL). Campina Grande, PB, 2019
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Fonte: Santos (2019).

Ao analisar a é4rea foliar, embora ndo significativa, pode-se observar que houve
diminuicdo de 30,53% no nivel de reposicao hidrica W50 na auséncia de atenuadores, quando
comparado ao nivel de reposi¢do hidrica W100 também sem atenuadores (Grafico 2). Com
area foliar menor a planta transpira menos, conservando, efetivamente, um suprimento de
agua limitado no solo por um periodo mais longo. Portanto, a reducdo da area foliar pode ser
considerada a primeira linha de defesa contra a seca (ANJUM et al., 2011) e de acordo com
Taiz et al. (2017) as plantas utilizam trés principais mecanismos contra a deficiéncia hidrica:
fechamento estomadtico, que reduz as perdas de dgua pela evapotranspiragdo; redugdo da
expansado foliar, que reduz a area foliar transpirante; e alongamento das raizes, que permite as
plantas obter d4gua em camadas profundas do solo. Como consequéncia, a reducdo da area
foliar poderd afetar a fotossintese, resultando na reducdo do crescimento das plantas
(HUANG, 2018). E evidente que nessas condi¢des a restri¢do hidrica que causou redugdo do
CRA (Grafico 3), também provocou a reducdo da AFT (Grafico 2) como forma de defesa e
consequente diminuigdo na producgao de MST (Gréfico 1).

No nivel de reposicao hidrica, quando adicionada prolina de forma isolada, houve
aumento no valor médio da area foliar de 44,60% em relagdo ao tratamento na mesma
condi¢do hidrica sem atenuadores (Grafico 2). O efeito mitigador da aplicacdo de prolina,
sobre os efeitos nocivos da restri¢do hidrica no solo, se confirma com o ganho expressivo em
CRA, MST e AFT (Grafico 3, 1 e 2). Isso indica que esse atenuador foi benéfico, uma vez
que proporcionou o desenvolvimento da cultura, mesmo sob restricdo hidrica, atuando
possivelmente como um indutor de tolerancia ao estresse. Tem sido proposto que as folhas
acumulam mais prolina para manter a taxa de divisdo celular, o turgor ¢ o contetido de
clorofila para manter a atividade fotossintética, mesmo sob estresse hidrico. Resultados
similares foram encontrados, por exemplo, em milho (FREITAS, 2013) e arroz
(HASANUZZAMAN et al., 2014), ambos em estresse hidrico.

Na lamina W100, mesmo irrigado pode se perceber uma diminuicdo de 53,57% no
tratamento PRO+SI, quando comparado ao controle desta ldmina. Em trabalhos como em
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pimentdo a aplicacdo de doses elevadas de prolina via foliar, possivelmente provocaram
alteracdes no pH citosolico e no estado redox, causando danos irreversiveis as membranas
celulares das plantas, afetando severamente o crescimento e a area foliar do pimentdo.
(LIMA, et al.,2016).

Grafico 2 — Area foliar total (AFT) da cultivar BRS Guariba condicionada a dois regimes
hidricos (W100- 100% da ETc e W50 - 50% da ETc) e aplicagdo de dois atenuadores isolados
(Prolina - PRO ou Silicio- Si) e combinados (Prolina e Silicio), € um controle (CTRL).
Campina Grande, PB,2019
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Fonte: Santos (2019).
3.2 Contetido Relativo de Agua (CRA)

Ao analisar o contetido relativo de dgua (CRA) em folhas, no estadio V9 (Grafico 3),
observou-se que, em condigdes de restricdo hidrica (W50), sem atenuadores, houve
diminuicao de 29,6% em relacdo ao controle (W100). Deve-se salientar que em condi¢des de
estresse hidrico, a expansdo celular e a sintese da parede celular sdo as primeiras alteragdes
fisiologicas comprometidas (TAIZ et al., 2017), de modo que esta reducdo ocasionou reducdo
no acumulo de matéria seca, notadamente, pela limitacdo do crescimento do feijoeiro sob
déficit hidrico (CARVALHO et al., 2016).

Avaliando apenas a nivel de reposi¢ao hidrica W50, observou-se que houve diferenga
significativa apos a aplicagdo dos atenuadores, quando comparados ao sem atenuadores
(Grafico 3). No tratamento com a aplica¢do de prolina, as plantas alcangaram 87% de CRA,
mesmo sobre estresse, sendo o atenuador que apresentou o maior valor médio para esta
variavel. Com a aplicagdo do silicio, as plantas aumentaram 24,7% seus niveis de CRA em
relagdo ao tratamento W50 na auséncia de atenuadores, alcangando o valor médio de 82% do
seu conteudo relativo de agua (Grafico 3). Ao aplicar os dois em conjuntos, houve diferenga
significativa e registrou estabilidade. Esse comportamento pode ser atrelado ao efeito
responsivo do Si e da PRO sobre os processos de ajuste osmotico (FERRAZ et al., 2015;
MERWAD et al., 2018). No milho, por exemplo, a adi¢do de Si aumentou a eficiéncia do uso
da agua, reduzindo a transpiracao da folha e a taxa de fluxo de agua no vaso do xilema (GAO
et al., 2006). Segundo Liu et al. (2015), o uso de atenuadores como a prolina e o silicio esta
envolvido no aumento da expressdo de aquaporinas presentes na membrana plasmatica, que
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contribuem para o aumento da absorcdo de dgua do solo, mesmo em condi¢cdes de baixa
disponibilidade de agua.

Grafico 3 — Conteudo relativo de agua (CRA) da cultivar BRS Guariba condicionada a dois
regimes hidricos (W100- 100% da ETc e W50 - 50% da ETc) e aplicagdo de dois atenuadores
isolados (Prolina - PRO ou Silicio- Si) e combinados (Prolina e Silicio), ¢ um controle
(CTRL).Campina Grande, PB, 2019
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Fonte: Santos (2019).
3.3 Teor de Prolina Livre

Na auséncia de atenuadores, pode-se constatar aumento de 80,23% do teor de prolina
livre, quando as plantas foram submetidas ao estresse, quando comparadas a lamina W100,
também sem atenuadores (Grafico 4). A prolina é aminoéacido responsavel pelo ajustamento
osmotico, auxiliando na manutencdo da integridade das membranas celulares contra os efeitos
deletérios das espécies reativas de oxigénio e na manutencdo da turgescéncia celular (TAIZ et
al, 2017), podendo ser acumulada na planta para proporcionar tolerancia a estresses abioticos,
principalmente o hidrico e salino (GILL;TUTEJA, 2010).

Quando aplicada a prolina exdgena na lamina W50, pdde-se observar aumento
significativo de 44,60% comparado a mesma lamina na auséncia de atenuadores (Grafico 4).

Pode-se inferir que este aumento esta relacionado com aplicacdo exdgena da prolina,
que estimulou o mecanismo de osmorregulacdo, indicando que o feijdo-caupi acumula este
aminoacido quando exposto a baixas quantidades de agua, com o intuito de proteger as
estruturas celulares dos danos provocados durante o periodo de estresse, esses dados
corroboram, com o encontrado no trabalho de Meward et al. (2018), onde foi observado
aumento do teor de prolina livre, quando aplicada a prolina exogena. Estd bem documentado
que a exposicao a condig¢des adversas induz o acaimulo de prolina livre na planta, por meio do
aumento da sintese ou inibi¢ao da sua degradagdo, o que pode melhorar a tolerancia a varios
estresses abioticos especialmente o hidrico e o salino (GILL; TUTEJA, 2010).

Ao aplicar o silicio de forma isolada (SI) e associado a prolina (SI+PRO) na lamina
W50, apesar de nao haver diferencga significativa, pode-se observar aumentos de 26,79% e
23,96%, respectivamente, quando comparado a mesma lamina na auséncia de atenuadores
(Grafico 4). Esses resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Ouzounidou, et al.
(2016), os quais verificaram aumento de prolina na espécie Cucumis sativus L., condicionada
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a salinidade e tratada com silicio. Para esses pesquisadores, o Si promoveu maior tolerdncia
ao estresse salino, possivelmente pelo ajustamento osmotico.

Grafico 4 — Teor de Prolina livre (PRO) da cultivar BRS Guariba condicionada a dois
regimes hidricos (W100- 100% da ETc e W50 - 50% da ETc) e aplicag@o de dois atenuadores
isolados (Prolina - PRO ou Silicio- Si) e combinados (Prolina e Silicio), ¢ um controle
(CTRL). Campina Grande, PB,2019
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Fonte: Santos (2019).

3.4 Ascorbato Peroxidase (APX)

Ao analisar a APX, pode-se observar um aumento significativo de 60,65% na lamina
W50 na auséncia de atenuadores, quando comparada a ldmina W100, também sem
atenuadores (Grafico 5). O aumento na atividade da APX mostrou a importancia dos
antioxidantes como mecanismo de defesa em resposta ao agravamento do déficit hidrico,
prevenindo o estresse oxidativo (NIKOLAEVA et al., 2017). Os resultados obtidos nesta
pesquisa indicam ativacdo de sistemas de defesa da do feijoeiro, uma vez que as enzimas do
mecanismo antioxidativo das plantas estdo presentes em diferentes compartimentos celulares
e contribuem efetivamente para o controle das EROs, o que confere a homeostase redox no
sistema, destacando-se entre essas enzimas a ascorbato peroxidase, responsavel pela remocao
de peroxido de hidrogénio do sistema (GIL;TUTEJA,2010)

Entre os atenuadores aplicados na ldmina W50, a aplicacdo de prolina de forma
isolada aumentou significativamente em 32,12% a atividade da APX, quando comparada ao
tratamento sem atenuadores na mesma lamina (Gréafico 5). A prolina tem mostrado funcionar
como uma chaperona molecular, capaz de proteger a integridade de proteinas e aumentar a
atividade de enzimas responsaveis pela eliminagdo das espécies reativas de oxigénio. Além
disso, pode reduzir a peroxidacao de lipideos, proteger o aparato fotossintético e restaurar o
equilibro oxidorredutivo (SZABADOS; SAVOURE, 2009). Nos trabalhos de Meward et al.
(2018), Yan et al. (2000), Hua e Guo (2002), todos trabalhando com uso de prolina exdgena
em soja ¢ feijao, em estresse salino ¢ hidrico, também observaram aumentos na SOD e APX,
0 que contribuiram para maior tolerancia ao estresse.

Ao adicionar Pro+Si nas plantas submetidas ao nivel hidrico W50, houve aumento de
92,14% tendo uma atividade de 23,88 pmol de ASC min" g'MF, quando comparado ao
atenuador silicio+ prolina na lamina W100. Pressupde-se, entdo, que o silicio junto com a
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prolina pode mitigar os efeitos deletérios do déficit hidrico por promover a reducdo de
radicais livres, devido ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes, e consequentemente
pode induzir maior tolerancia ao estresse nas plantas (FERRAZ et al., 2015; ARAUJO, 2018).

Grafico 5 — Atividade da Ascorbato peroxidase (APX) da cultivar BRS Guariba condicionada
a dois regimes hidricos (W100- 100% da ETc e W50 - 50% da ETc) e aplicagdo de dois
atenuadores isolados (Prolina - PRO ou Silicio- Si) e combinados (Prolina e Silicio), € um
controle (CTRL). Campina Grande, PB, 2019
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Fonte: Santos (2019).
3.5 Catalase (CAT)

Quando avaliada a catalase, pdde-se observar aumento significativo correspondente a
35,61% no tratamento W50 sem atenuadores, comparado ao WI100 na auséncia de
atenuadores. A CAT ¢ uma proteina que catalisa a detoxificagdo de H202 gerado durante a
fotorrespiracdo, a P-oxidagcdo dos acidos graxos das células e o catabolismo de purinas
(GILL;TUTEIJA, 2010; BARBOSA et al., 2014;TAIZ et al., 2017), convertendo o peroxido de
hidrogénio a H20 e O2 sem a necessidade de um agente redutor para a remogdo do H202
(SHARMA et al., 2012), o que pode favorecer maior eficiéncia na remocgdo de altas
concentragdes de H202 em estresse severo (DUBEY, 2011).

Ao adicionar a prolina de forma isolada no tratamento W50, pode-se perceber
aumento no valor médio de 20,98%, quando comparado & mesma lamina na auséncia de
atenuadores (Grafico 6). A aplicacdo exdgena de solutos organicos ou osmolitos nas plantas
tem sido sugerida como forma de reduzir o estresse oxidativo e assim, promover o aumento
da produtividade das culturas sob condi¢des de estresse (MERWAD et al., 2018).

Em trabalhos como o de Butt et al. (2016), a prolina aplicada exogenamente conferiu
tolerancia ao estresse salino em cultura de pimenta, aumentando as atividades de APX e CAT.
A aplicagdo de prolina também melhorou a tolerdncia a seca nas plantas de feijao-caupi,
ativando as enzimas antioxidantes envolvidas no sistema de defesa (MEWARD, 2018).

Ainda na situacdo de restricdo hidrica, pode-se observar aumento na atividade da
catalase de 18,21%, quando adicionado o silicio de forma isolada, quando comparado a
lamina W50 sem atenuadores (Grafico 6). Para Zanetti et al. (2016) e Ferraz et al. (2015), o Si
potencializa a atividade antioxidante da CAT a qual tem alta afinidade pelo peroxido de
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hidrogénio, permitindo a sua eliminagdo em baixas concentracdes. Pressupde-se, entdo, que o
silicio pode mitigar os efeitos deletérios do déficit hidrico por promover a reducdo de radicais
livres, devido ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes, e consequentemente pode
induzir maior tolerancia ao estresse nas plantas (FERRAZ et al., 2015; ARAUIJO, et al.,2018).
Quando adicionado o SI + PRO no estresse, as plantas tiveram atividade 2,65 pmol
H,0, min' g' de MF, representando diminui¢do significativa, quando comparado ao
tratamento destes mesmo atenuadores de forma isolada. Alguns estudos mostram que a
aplicacdo de prolina em plantas submetidas a estresses ambientais provoca um efeito
preventivo ou de recuperacdo, entretanto, altas doses podem ser prejudiciais, causando efeitos
inibitorios sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas e, mais especificamente,
causando desbalanceamento metabolico (DEUSCHLE et al., 2001; HARE et al., 2003).

Grafico 6 — Atividade da Catalase (CAT) da cultivar BRS Guariba condicionada a dois
regimes hidricos (W100- 100% da ETc e W50 - 50% da ETc) e aplicagao de dois atenuadores

isolados (Prolina - PRO ou Silicio- Si) e combinados (Prolina e Silicio), e um controle
(CTRL). Campina Grande, PB,2019
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Legenda: Letras minusculas diferenciam os atenuadores. Letras maitisculas diferenciam as condigdes hidricas.
Fonte: Santos (2019).

4. CONCLUSOES

Sem o uso dos atenuadores prolina e silicio, o déficit hidrico causou reducdo do
crescimento, do conteudo relativo de 4gua nas folhas e promoveu aumento na atividade das
enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase ¢ catalase.

Prolina e silicio aplicados de forma isolada atuaram na producdo de prolina e
contribuiram para o ajustamento osmotico do feijao-caupi “BRS Guariba” sob deficiéncia
hidrica.

A aplicacdo da prolina de forma isolada minimizou os efeitos do déficit hidrico e
contribuiu para a manutengdo do crescimento do feijdo-caupi “BRS Guariba” ¢ aumento da
atividade das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase ¢ catalase.
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