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ACIDO SALICILICO E PROLINA ATENUAM O DEFICIT HIDRICO POR MEIO
DE OSMORREGULAGAO E REDUGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM Vigna
unguiculata (L.) Walp.

SALICYLIC ACID AND PROLIN ATTENUE WATER DEFICIT THROUGH
OSMOREGULATION AND REDUCTION OF OXIDATIVE STRESS IN Vigna
unguiculata (L.) Walp.

Venancio Eloy de Almeida Neto™
RESUMO

Acido salicilico e prolina sio utilizados como atenuadores de déficit hidrico, podendo mitigar
os efeitos negativos e deletérios do estresse. Desse modo, o objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos da aplicacdo de doses de acido salicilico e de prolina sobre indicadores de
crescimento ¢ da atividade enzimatica antioxidante em plantas de Vigna unguiculata (L).
Walp, genétipo Paulistdo, submetidas ao déficit hidrico. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, constituido de 5 tratamentos: W100 - controle com 100% da
reposi¢ao hidrica diaria; W50 - controle com 50% da reposi¢ao hidrica didria; W50 + AS —
50% da reposi¢ao hidrica + 4 mM de écido salicilico; W50 + PRO - 50% da reposi¢ao hidrica
+ 6 mM de prolina; W50 + AS + PRO- 50% da reposigao hidrica + 4 mM de AS + 6 mM de
PRO, com 5 repetigdes para cada tratamento. Para tanto, foram realizadas avaliagdes do status
hidrico, indicadores de crescimento e atividade antioxidante em folhas do feijdo-caupi sob
condigdes de estresse hidrico. A aplicagao dos atenuadores forneceu melhora nos indicadores
de status hidrico em plantas submetidas ao déficit hidrico, garantindo um melhor ajustamento
nos indicadores de crescimento para os mesmos. A aplicagdo de prolina exodgena tanto de
forma isolada como em associagdo com o acido salicilico foi suficiente para o aumento na
tolerancia das plantas de feijoeiro submetidas ao déficit hidrico, devido a acdo
osmorreguladora pelo acumulo de osmolitos compativeis. A prolina e acido salicilico podem
ter atuado como removedores ndo enzimaticos de espécies reativas de oxigénio, desse modo,
reduzindo a atividade das enzimas antioxidantes das plantas de feijao-caupi Paulistao.

Palavras-chave: Eliciadores, Seca, Osmorregulagao

" Aluno de Graduagédo em Ciéncias Biologicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus L.
E-mail: netove7@gmail.com



ABSTRACT

Salicylic acid and proline are used as attenuators of water deficit and can mitigate the negative
and deleterious effects of stress. Thus, the objective of the present study was to evaluate the
effects of the application of salicylic acid and proline doses on growth indicators and
antioxidant enzymatic activity in Vigna unguiculata (L) plants. Walp, genotype Paulistao,
submitted to water deficit. The experimental design was completely randomized, consisting of
5 treatments: W100 - control with 100% of daily water replacement; W50 - control with 50%
of daily water replacement; W50 + AS - 50% water replacement + 4 mM salicylic acid; W50
+ PRO - 50% water replacement + 6 mM proline; W50 + AS + PRO- 50% water replacement
+ 4 mM AS + 6 mM PRO, with 5 repetitions for each treatment. For this purpose, water
status, growth indicators and antioxidant activity were evaluated in cowpea leaves under
water stress conditions. The application of attenuators provided improvement in water status
indicators in plants subjected to water deficit, ensuring a better adjustment in growth
indicators for them. The application of exogenous proline either alone or in association with
salicylic acid was sufficient to increase the tolerance of common bean plants submitted to
water deficit due to osmoregulatory action by accumulation of compatible osmolytes. Proline
and salicylic acid may have acted as non-enzymatic removers of reactive oxygen species,
thereby reducing the activity of the antioxidant enzymes of Paulistao cowpea plants.

Keywords: Elicitors, Drought, Osmoregulation



1 INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) destaca-se pelo seu alto valor nutritivo,
fonte de aminoécidos, proteinas e nutrientes esséncias para o consumo humano, caracteristicas
essas que fazem dessa leguminosa uma das principais consumidas no Brasil. Além disso, o
feijdo-caupi tem importante valor comercial e social, por ser uma fonte de renda para
populacdes rurais, em destaque nas regides Norte e Nordeste (PUBLIO-JUNIOR et al., 2017).

Todavia, mesmo sendo uma cultura de moderada adaptacdo as condigdes de solo,
clima e sistemas de cultivo, em relagdo a outras leguminosas, o feijdo-caupi encontra
dificuldades em alcangar bons niveis de produtividade (SILVA et al., 2016). Um dos fatores
agravantes para a redugdo dessa produtividade ¢ o déficit hidrico, este que induz uma série de
consequéncias fisicas, bioquimicas e fisiologicas nas culturas vegetais, como diminui¢ao da
area foliar, alteracdes nos processos fotossintéticos, diminui¢do do potencial hidrico celular,
dentre outras (FREITAS et al., 2017).

O déficit hidrico pode também induzir a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), também conhecidos como radicais livres, causando danos oxidativas nas culturas
vegetais. A sintese de EROs influenciada pela seca leva a oxidacdo de pigmentos
fotossintéticos, lipidios de membrana, proteinas e acidos nucléicos, gerando danos suficientes
para a modificagdo do status redox celular (NAHAR et al., 2017).

No entanto, as plantas desenvolvem varios mecanismos na tentativa de evitar a
formacao de EROs, ou mesmo a eliminacdo destas, de tal modo que, a planta ndo sofra com o
estresse oxidativo e em casos mais graves venha a morrer (PINTO-MARIJUAN E MUNNE
BOSCH, 2014). A produgao de enzimas antioxidantes ¢ um importante mecanismo de defesa
primaria contra esses radicais livres, as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e ascorbato peroxidase (APX) merecem destaque por serem os principais participantes na
remoc¢ao das EROs do interior das células vegetais (YANG et al., 2015; LISAR et al., 2012).

Outra estratégia do metabolismo dos vegetais superiores ¢ a sintese e acumulo de
solutos organicos compativeis no citosol, sendo essa uma das principais estratégias do
ajustamento osmotico, mecanismo para contornar os efeitos do déficit hidrico. A prolina, por
exemplo, reduz o potencial osmoético e aumenta o potencial de turgescéncia na célula,
garantido a absor¢do de dgua e a manutencdo do crescimento celular, atuando ainda como
removedor de radicais livres do metabolismo vegetal (MERWAD et al., 2018).

Ha atualmente tentativas para se aprimorar as qualidades fisiologicas e bioquimicas de
espécies cultivadas em condi¢des de déficit hidrico, como a utilizagdo de substancias
indutoras exogenas ou endogenas, tais como o acido salicilico (AS) (AGOSTINI et al., 2013)
e a prolina (MERWAD et al., 2018). Com fung¢des reguladores na germinagao, crescimento e
desenvolvimento das plantas, o AS ¢ um composto fendlico que auxilia na absorcdo e
transporte de dgua e nutrientes, na taxa fotossintética e atua como agente antioxidante ndo-
enzimatico (KANG et al., 2014; DUTRA et al., 2017). Enquanto a prolina auxilia na
formacgao e estabilizacdo de proteinas e membranas celulares, participa como removedor nao
enzimatico de radicais livres e do ajuste do potencial redox da célula submetida ao déficit
hidrico (MERWAD et al., 2018).

Desse modo, ¢ fundamental a compreensdo dos mecanismos antioxidantes e de
ajustamento osmotico aliados com a aplicacdo de atenuadores, permitindo uma caracterizagao
precisa do Vigna unguiculata (L). Walp, e a selecdo de gendtipos mais resistentes as
condigdes de seca. Além do mais, pouco se sabe sobre as formas mais eficientes de aplicacao
do 4acido salicilico e prolina, bem como a contribuicdo conjunta desses dois eliciados na
mitigacao dos efeitos do déficit hidrico.



2 METODOLOGIA

2.1 Localizacao do Experimento:

O presente estudo foi conduzido nas dependéncias do Complexo de Piscicultura e
Producdo de Mudas, proximo a Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e as analises das
plantas de Vigna unguiculata (L). Walp, genoétipo Paulistio foram realizadas nas
dependéncias do Laboratorio de Ecofisiologia de Plantas Cultivadas, localizado no Complexo
Trés Marias, do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da UEPB, situado na Rua Juvéncio
Arruda, s/n, Bairro Universitario, Campina Grande-PB (07° 12’ 42,99’ de latitude Sul, 35°
54’ 36,27 longitude Oeste), a uma altitude de 521 metros.

2.2 Tratamentos e delineamento estatistico

No feijdo-caupi genotipo Paulistdo, durante o estadio V5, 25 dias apds a emergéncia,
foi efetuada a aplicagdo dos tratamentos, conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), constituido por cinco tratamentos com cinco repeti¢des, distribuidos em 25
unidades experimentais, com parcela experimental de uma planta por vaso. Os tratamentos
para simular o déficit hidrico foram: W100 e W50, equivalentes a reposi¢des hidricas de 100
e 50% da evapotranspiracdo diaria, determinada utilizando-se um evaporimetro
(EVAPOREMETER® JR-120); além da adi¢do de acido salicilico (AS) e prolina (PRO) ao
tratamento W50, correspondendo a: W50 + 4,0 mM de AS (W50 + AS), W50 + 6,0 mM de
PRO (W50 + PRO); e a combinacdo W50 + AS + PRO, todos com aplicagdo via foliar.

2.3 Instalacao e conducao

Para o presente estudo foram utilizadas as sementes de feijado-caupi Paulistdo,
passando por uma prévia triagem eliminando aquelas que continham danos fisicos, biologicos
e/ou ma formacgdo. ApoOs a triagem, as sementes foram pesadas e tratadas com fungicida
Captan® em po6, na dosagem de 0,22 g. 100 g de sementes, ficando em repouso por 24
horas.

Ap0s se elevar a umidade do solo ao nivel proximo ao da capacidade de campo, foram
alocadas seis sementes por vaso a uma profundidade média de 2 cm. A semeadura foi
realizada manualmente em vasos de polietileno com capacidade para 20 litros, preenchidos
com material de solo de textura franco-arenosa, com as seguintes caracteristicas fisico-
quimicas: pH (H,0) = 5;00; P = 36 mg dm?; K" = 0,19 cmolc dm™; Na” = 0,21cmolc dm™;
Ca™ = 1,37 cmolc dm™; Mg™ = 2,81 cmolc dm™ ; Al = 0,0 cmolc dm™; H = 3,22 cmolc
dm™; M.O. = 1,53%; N% = 0,09; areia = 659 g kg'l; silte =101 g kg'l; argila =240 g kg'l;
densidade aparente = 1,38 g cm™; densidade real = 2,63 g cm™; porosidade total = 0,48 m’® m’
3 umidade = 75 g kg'; argila natural = 240 g kg'. O solo foi corrigido conforme a
necessidade nutricional da espécie (MELO et al., 2005). Ainda, foram realizados tratos
culturais de modo a manter a cultura livre de plantas invasoras, doencas e pragas.

Apos a emergencia das plantulas, foram realizados desbastes, deixando-se aos 7 dias
apos a emergéncia (DAE), apenas duas plantas por vaso. A aplicacdo dos tratamentos com e
sem déficit hidrico (W100 e W50), além dos tratamentos com AS e PRO (0,0 mM — controle;
4,0 mM de AS; 6,0 mM de PRO e 4,0 mM de AS + 6,0 mM de PRO) foi realizada de forma
simultdnea, onde os tratamentos com atenuadores foram aplicados via foliar, por meio de
pulverizacao até o ponto de escorrimento, no inicio do estadio V5, correspondendo a 25 DAE.
Assim, folhas das plantas de feijdo-caupi, submetidas aos diferentes tratamentos propostos no
presente estudo, ficaram expostas aos tratamentos durante um periodo de sete dias, com
posterior coleta do material vegetal para as analises laboratoriais.
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2.4 Variaveis analisadas
Para comprovar os efeitos dos diferentes tratamentos propostos no presente estudo,
afericdes quanto a indicadores do status hidrico, indicadores de crescimento e varidveis
bioquimicas da atividade antioxidante foram realizadas em plantas de feijao-caupi submetidas
ao déficit hidrico, tratadas ou ndo com acido salicilico e prolina, representados por:

2.4.1 Indicadores de status hidrico
Conteudo relativo de dgua:
Para aferir o contetido relativo de d4gua (CRA) foi utilizada a metodologia de Irigoyen
et al. (1992), utilizando-se a expressdo matematica:
CRA = (MF —MS/MT —-MS) x 100
Onde: “MF”, “MS” e “MT” correspondem a massa fresca, seca e tirgida do tecido vegetal.

Percentual de umidade:
O percentual de umidade (%U) foi determinado segundo Slavick (1974), utilizando-se
a relacao:
%U = [(MF — MS) / MF] x 100.

2.4.2 Variaveis de crescimento e ecofisiologicas
Taxa de crescimento absoluto (TCA) e Taxa de expansdo caulinar (TEA):

O diametro do caule (DC) (mm) foi medido utilizando o paquimetro digital. A altura
da planta (ALT) (cm) foi medida do colo a gema apical com uma régua graduada em
centimetros. Foram realizadas duas avaliacOes de plantas, uma no inicio dos tratamentos e
outra no dia da coleta das plantas, percorrendo um periodo de sete dias (SILVA et al., 2000).

Para a Taxa de crescimento absoluto (TCA) e Taxa de expansdo caulinar (TEA),
foram utilizadas as formulas propostas por Benicasa (2003) e Floss (2004), respectivamente:
TCA=(A2-A1)/(T2-T1) e TEA=(D2-D1)/(T2-T1), expressas em cm.cm 'dia”, onde Al e DI
representam as alturas e didmetros dos caules das plantas aferidas antes da aplicacdo dos
atenuadores, no tempo inicial (T1); A2 e D2 sdo as alturas e didmetros dos caules das plantas
aferidas 7 dias ap6s a aplicacdo dos atenuadores, no tempo final (T2), em dias.

Massa fresca total:

A massa fresca total foi obtida a partir da pesagem de toda parte aérea da planta,
incluindo folhas, peciolos, caule, ramos, e demais estruturas, com elas ainda frescas logo apds
a coleta. Para evitar a perda de agua, as plantas foram retiradas e vedadas em sacos plasticos e
reservados em caixas térmicas.

Area foliar total:

A area foliar total (AFT) (sz) de cada planta foi obtida utilizando um medidor de

area foliar Li-cor 3100 (Li-Cor Corporation, USA) (SILVA et al., 2000).

2.4.3 Avaliacao dos caracteres bioquimicos
Extracdo e determinacdo de prolina livre (PRO):

Para quantificacdo de prolina livre foi utilizado o método colorimétrico proposto por
Bates et al. (1973), modificado por Bezerra Neto e Barreto (2011). Desse modo foram
pesados e macerados 0,25 g de matéria foliar fresca no estadio V5, adicionando &cido
sulfossalicilico a 3% (5mL) e centrifugando o material a 2.000 rpm por um periodo de 10
minutos. Apo6s, foi retirado o sobrenadante para a utilizagao nas determinagdes.

Utilizou-se tubos de ensaio contendo o extrato + acido acético glacial + ninhidrina
acida, na propor¢ao de 1:1:1, totalizando um volume de 3 mL, esses tubos permaneceram
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durante uma hora em banho-maria a 100° C. Em seguida, os tubos foram colocados em banho
de gelo para que ocorresse a quebra da reacdo e fossem resfriados, sendo posteriormente
adicionados 2 mL de tolueno. Os tubos foram posteriormente agitados em vortex por 20
segundos e mantidos em repouso por 10 minutos, de modo que ocorresse a separacao entre as
fases da reacdo. As leituras utilizaram a fase do sobrenadante, no espectrofotometro a 520 nm,
utilizando o tolueno puro para zerar o equipamento. Na etapa final, as concentragdes de
prolina livre foram quantificadas baseadas na curva padrao de L-prolina (0, 5, 10, 15, 20, 25,
50 mg L") e expressa em pmol gMF'. As leituras foram feitas em duplicatas e as médias das
absorbancias foram utilizadas para o calculo de prolina.

Extracdo de enzimas:
O extrato vegetal para a determinacdo de enzimas foi obtido a partir de 200 mg de

tecido foliar fresco, macerados em 2 mL de tampdo fosfato de potassio (50 mM e pH 7.8),
acrescido de acido ascorbico (0,1 mM), EDTA (0,1 mM) e polivinilpirrolidona (0,3%).
Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 5000 rpm, 4 °C, durante 20 minutos. O
sobrenadante foi transferido para microtubos (2 mL), os quais foram mantidos em freezer até
o momento das analises.

Superoxido dismutase (SOD):

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada com base na capacidade
de inibicdo da fotorreducao do cloreto de nitrotetrazolio azul (NBT) pela enzima presente no
extrato vegetal (GIANOPOLIS e REIS 1977). Aliquotas de 100 uL foram adicionados em
tubos de ensaio, protegidos da luz, contendo o meio de reacdo (1900 pL) composto por
tampao fosfato de potassio (100 mM, pH 7,8) acrescido de EDTA (0,1 mM), metionina (13
mM) e NBT (750 uM). Em seguida, iniciou-se a reacao pela adicdo de riboflavina (7 uM) e a
transferéncia dos tubos para a caixa de reacdo vedada, com iluminacdo interna (35 w) e
temperatura ambiente, onde permaneceram durante 15 minutos. As leituras de absorbancia
foram realizadas em espectrofotometro regulado em 560 nm.

Os tubos com extrato mantidos no escuro (os quais representam 0% da inibicdo de
NBT- branco do escuro) foram considerados como branco da reagdo e os tubos sem o extrato
mantidos sob iluminaga@o (os quais representam 100% da inibi¢ao do NBT- branco do claro).
Deve-se ressaltar que uma unidade de SOD foi considerada como a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT em comparagdo com o branco do claro,
sendo a atividade expressa em UA min"' mg de proteina™.

Catalase (CAT):

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada conforme Kar e Mishra (1976), a qual
foi definida com base no consumo de peroxido de hidrogénio (H>O,) pela enzima presente no
extrato. Iniciou-se a reacdo pela adi¢do do extrato enzimatico (150 uL) a cubeta de quartzo,
contendo o meio de reagdo que foi composto de 1950 pL. tampao de determinagao (100 mM,
pH 7,0); 150 puL tampao de extra¢do (50 mM, pH 7,5) e 750 pL solugdo de H,O, (50 mM).

ApoOs uma leve agitagdo, a solucdo 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. Os céalculos foram mensurados pela lei de Lambert
Beer, conforme a equacdo a baixo:

Equacdo 1: A=¢.b.c
Em que: A = decréscimo da absorbancia (média da triplicata); € = coeficiente de extin¢ao
molar do peréxido de hidrogénio (39,4 mol cm™); b = caminho dptico; ¢ = concentragio da
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enzima expressa em mol L. A atividade da catalase foi expressa em pmol de H,0, min™ mg
de proteina™.

Ascorbato peroxidase (APX):

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi calculada com base no consumo do
ascorbato (NAKANO e 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 reacdo (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 adi¢do de 200
pL de peroxido de hidrogénio (2 mM) e monitorado o decréscimo da absorbancia durante 1
minuto, com leituras realizadas a cada 10 segundos. J4& os célculos foram realizados pela
equacdo de Lambert Beer (Equagdo 1), tendo como coeficiente de extingdo molar o do
ascorbato (2,8 mM cm™). A atividade final de APX foi expressa em nmol de ascorbato min™
mg de proteina .

2.5 Analises estatisticas
Os dados das varidveis respostas foram submetidos a andlise de variancia pelo teste
F(P < 0,05) e Teste de Tukey para as médias (P < 0,05), utilizando-se o programa
computacional Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Indicadores de status hidrico e de crescimento

Utilizados como importantes indicadores de tolerdncia a seca, o contetido relativo de
agua (CRA) e a umidade (U) sdo duas das principais variaveis determinantes da atividade
metabolica e sobrevivéncia da folha, além de indicar se as folhas estdo em bom status hidrico.

No presente estudo, tanto o CRA quanto a umidade da folha, apresentaram redugdes
significativas entre o tratamento na auséncia (W100) e presenca (W50) do déficit hidrico.
Para o CRA, a redugdo foi de 7%, enquanto que para a umidade, a reducao foi de 11%
(Tabela 1).

A redugdo na quantidade de 4gua no interior da planta pode levar ao déficit hidrico de
tal modo que cause estresse ao vegetal, afetando processos fisiologicos essenciais para o
individuo, como redugdo na taxa fotossintética, fechamento dos estdomatos e redugdo na
condutancia estomatica (CECHIN et al., 2015; MOTA e CANO, 2016). Geralmente as plantas
tem um conjunto de respostas ao déficit hidrico, onde um mecanismo influencia no outro, por
exemplo, a redugdo na atividade fotossintética em fun¢do do fechamento estomatico causado
pela diminui¢do do potencial hidrico desencadeia um menor suprimento de carbono para o
vegetal, afetando negativamente parametros de crescimento da planta, como altura, didmetro,
massa fresca e seca e area foliar (FERRAZ et al., 2011; SOUZA et al., 2016).
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Tabela 1 - Conteudo relativo de agua (CRA), umidade (U), taxa de crescimento absoluto
(TCA), taxa de expansdo absoluta (TEA), massa fresca total (MFT) e area foliar total (AFT)
de feijdo-caupi Paulistdo submetido a diferentes tratamentos na auséncia (W100) e presenca
(W50) do déficit hidrico, acrescido de 4,0 mM de 4acido salicilico (W50 + AS), 6,0 mM de
prolina (W50 + PRO) e de ambos os tratamentos (W50 + AS + PRO).

TG (o) ) mds) eomas) @ @m
w100 80,1 a* 89,8 a 0,071'b 0,135a 11,31a 150,09 a
W50 74,5 be 80,0 b 0,100 b 0,071'b 9,56 b 159,02 a
W50 + AS 78,2 ab 84,9 ab 0,071'b 0,071b 5,88b 140,69 a

W50 + PRO 77,2 abc 82,1b 0,143 a 0,071 b I1,61a  143,29a
W50+ AS+PRO  72,7¢ 84,5 ab 0,071'b 0,143 a 8,29b 125,08 a

*Letras mintsculas comparam as médias dentro das colunas, para os diferentes tratamentos (P
<0,05).
Fonte: claborada pelo autor, 2019.

Contudo, apos as aplicagdes do AS e da PRO ao tratamento W50 (W50 + AS e W50 +
PRO, respectivamente), de forma isolada, observaram-se aumentos de 4,9 e 3,6% nos valores
médios do CRA, quando comparados ao tratamento W50 (Tabela 1). Em condi¢des de déficit
hidrico, a aplicacdo de AS de forma isolada (W50 + AS) e associada a prolina (W50 + AS +
PRO), observaram-se aumentos de aproximadamente 6% do CRA em ambos os tratamentos,
comparados a W50 (Tabela 1).

O ajustamento osmotico contribui para a manutengdo do status hidrico vegetal através
do actimulo de osmolitos compativeis, como a prolina, que garantem a manutencdo de agua
nos tecidos vegetais, resultando em condigdes fisioldgicas estaveis sob condi¢des de estresse
(OLIVEIRA-NETO et al., 2016).

J& anélises referentes a indicadores de crescimento sdo técnicas valiosas para entender
a fisiologia do vegetal sobre a influéncia de determinadas varidveis ambientais, genéticas e/ou
agrondmicas, permitindo um acompanhamento do desenvolvimento das plantas em diferentes
intervalos de tempo.

Apbs 7 dias de submissdo aos diferentes tratamentos, observou-se que o déficit hidrico
(W50) reduziu a taxa de expansdo absoluta caulinar (TEA) e a massa fresca total (MFT) em
47 e 15%, respectivamente, comparados aos seus respectivos tratamentos W100 (Tabela 1). A
taxa de crescimento absoluta ¢ a altura foliar ndo foram afetadas pelo déficit hidrico.

Limitagdes no crescimento dos vegetais observado no presente estudo ocorreram
devido ao déficit hidrico que leva a perda do potencial hidrico celular, promovendo a
diminuicdo da divisdo celular, assim como no alongamento celular, acarretando redugdo no
crescimento e desenvolvimento do vegetal (NASCIMENTO et al., 2011).

A aplicagdo de AS de forma isolada ndo provocou alteragdes significativas nos
diferentes indicadores de crescimento. Contudo, apos a aplicagao de PRO de forma isolada ao
tratamento W50 (W50 + PRO), verificou-se aumentos de 101% na TCA e 21% na MFT,
quando comparados aos seus respectivos tratamentos W50 (Tabela 1). Adicionalmente, a
aplicacdo de PRO associada ao AS nas plantas submetidas ao déficit hidrico (W50 + AS +
PRO), aumentou a TEA em 101%, comparada ao tratamento W50 (Tabela 1).

A aplicagdo da prolina de forma isolada como atenuador para essas variaveis foi
satisfatoria, principalmente para a TCA e a MFT, assim como a sua ac¢do associada ao AS na
variavel TEA. A prolina ¢ um aminoécido constituinte de proteinas celulares, atuando no
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crescimento e desenvolvimento do vegetal, levando ainda a uma maior tolerancia ao estresse
hidrico (MERWAD et al., 2018). A aplicagdo exdgena desse aminoacido como atenuador
pode aumentar sua disponibilidade para o vegetal, levando a uma maior sintese proteica,
aporte hidrico e contribuindo no crescimento da planta (SHARMA et al., 2012).

3.2 Concentracao de prolina e atividade de enzimas antioxidantes

Ao avaliar a concentracdo de PRO nas folhas do gendtipo Paulistdao, verificou-se um
aumento de 84% deste osmolito no tratamento W50, quando comparado ao tratamento W100
(Tabela 2).

A prolina ¢ um aminodcido que exerce importante papel como molécula sinalizadora
em plantas submetidas ao estresse hidrico, desencadeando uma série de respostas que fazem
parte do processo de ajustamento osmotico, a partir do acimulo desse aminoédcido na planta,
garantindo maior tolerancia aos estresses abioticos (GIL; TUTEJA, 2010). Estudos feitos por
Monteiro et al. (2014) com feijao guandu mostraram como a sintese de prolina ¢ induzida em
plantas submetidas as condigdes de estresse bidtico e abiodtico, desempenhando papel
essencial na manuten¢do da turgescéncia celular.

Em condigdes de déficit hidrico, as aplicagdes de PRO (W50 + PRO) e AS associada a
PRO (W50 + AS + PRO) promoveram aumentos de 30 e 102%, respectivamente, quando
comparados ao tratamento W50 (Tabela 2).

O actmulo de prolina no interior das células vegetais geralmente ¢ correlacionado com
a capacidade de tolerancia da planta quando submetida ao déficit hidrico, de tal modo que,
maiores concentracoes desse aminoacido sdo encontradas em individuos mais tolerantes ¢
menores concentragdes em individuos sensiveis ao déficit hidrico (ASHRAF e FOOLAD,
2007). Desse modo, a prolina atua efetivamente como um mecanismo de osmorregulacao,
buscando proteger a planta dos efeitos negativos e danosos oriundos do déficit hidrico.

A aplicacdo de prolina exdgena em plantas ja submetidas ao déficit hidrico pode ter
contribuido no incremento desse aminoacido no citoplasma celular do vegetal, o que pode ter
gerado efeitos benéficos na manutengdo do status hidrico da planta e de indicadores de
crescimento. A aplicagdo de prolina exdgena ofereceu resultados semelhantes nos trabalhos
de Ferraz et al. (2015) e Merwad et al. (2018), devido a melhoria na estrutura
morfofisiologica da planta que ofereceu melhor aproveitamento da dgua disponivel no solo.
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Tabela 2 — Concentragdo de prolina (PRO), atividade da superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) de feijao-caupi Paulistdo submetido a diferentes
tratamentos na auséncia (W100) e presenca (W50) do déficit hidrico, acrescido de 4,0 mM de
acido salicilico (W50 + AS), 6,0 mM de prolina (W50 + PRO) e de ambos os tratamentos

(W50 + AS + PRO).
PRO SOD APX CAT
Tratamentos (umol g (UA mg™ prot (umol asc min™ mg™ (H20, min mg™
MF) min™) prot) prot)
W100 0,79d 269,75 cd 9,36 b 0,36 ab
W50 1,46 ¢ 604,66 a 17,60 a 0,47 a
W50 + AS 1,23 ¢ 188,75 d 432 ¢ 0,25b
W50 + PRO 1,91 b 390,58 b 8,36 b 0,24 b
W50+AS+PRO 295a 292,97 ¢ 847D 0,46 a

*Letras mintisculas comparam as médias dentro das colunas, para os diferentes tratamentos (P
<0,05).
Fonte: elaborada pelo autor, 2019.

Ao avaliar as atividades das enzimas antioxidantes, verificou-se aumentos nas
atividades da SOD (124,1%), APX (88%) e CAT (30,5%) em condicdes de déficit hidrico
(W50), comparado ao tratamento controle (W100) (Tabela 2).

Em plantas submetidas ao déficit hidrico, ocorre a formacgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que em excesso podem afetar diretamente a fisiologia e metabolismo do
vegetal, podendo levar at¢ a morte celular (MAIA et al.,, 2012; LISAR et al., 2012;
BARBOSA et al., 2014). No entanto, mecanismos de defesa sio comumente acionados nessas
situagdes, bem representados pelas enzimas antioxidantes, superoxido dismutase, catalase e
ascobarto peroxidase que estdo totalmente relacionadas com mecanismos de sinalizacdo e
defesa da planta contra o déficit hidrico, auxiliando na remogao das EROs (BARBOSA et al.,
2014). O incremento na atividade das enzimas SOD, CAT e APX, em plantas de feijoeiro em
estagio de desenvolvimento inicial submetidas ao déficit hidrico foi observado também em
trabalho de Dutra et al. (2017).

Apos a aplicacdo do AS de forma isolada ao tratamento com déficit hidrico (W50 +
AS), observou-se reducdes nas atividades da SOD (68,7%), APX (75,4%) e CAT (46,8%). Da
mesma forma, a aplicagdo isolada de PRO ao tratamento W50 (W50 + PRO) reduziu as
atividades da SOD em 35,4%, da APX em 52,5% e da CAT em 48,9%, comparados ao
tratamento W50 (Tabela 2). Adicionalmente, a aplicacdo de AS associada a PRO, no
tratamento com déficit hidrico (W50 + AS + PRO) provocou reducdes nas atividades de SOD
e APX de aproximadamente 51,5% e 51,8%, respectivamente (Tabela 2).

No presente estudo, ¢ possivel que a aplicacdo exdgena de prolina e dcido salicilico
tenha influenciado positivamente sobre a osmorregulagao por meio do acumulo de compostos
nitrogenados, além disso, esses atenuadores podem ter atuado, de forma direta ou indireta,
como compostos ndo enzimatico, removendo os radicais livres em excesso no citoplasma
celular da planta, dessa forma, contribuindo para a reducdo na atividade das enzimas
antioxidantes estudadas (SIGNORELLI et al., 2014).

Em sintese, a reducdo da atividade enzimatica nos tratamentos com atenuadores foi
suprida pela acdo destes que atuaram tanto como moléculas ndo enzimaticas, removendo
EROs, como produtos da osmorregulagdo no ajustamento osmotico, desse modo, garantindo a
cultura estudada melhor tolerancia ao déficit hidrico.
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4 CONCLUSOES

A aplicacdo dos atenuadores prolina, acido salicilico e a associacdo entre prolina e
acido salicilico em plantas submetidas ao déficit hidrico melhorou o status hidrico.

A manutencdo do status hidrico das plantas submetidas ao déficit hidrico e tratadas
com atenuadores contribuiu no ajustamento nos indicadores de crescimento.

A aplicagdo de prolina exdgena tanto de forma isolada como em associagdo com o
acido salicilico foram suficientes para a melhora na tolerancia das plantas de feijoeiro
submetidas ao déficit hidrico devido a acdo osmorreguladora.

A reducdo na atividade das enzimas antioxidantes pode ter ocorrido devido a acdo
prévia de mecanismos do ajustamento osmotico, principalmente devido ao acimulo de prolina
livre no citosol das células vegetais das plantas de feijoeiro da cultura estudada.
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