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RESUMO

JALES-FILHO, RENATO CARDOSO. M.Sc., Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa
Algodio, Marco de 2019. Acido salicilico e prolina como indutores de tolerancia a estresse
hidrico em feijao-caupi. Campina Grande, PB, 2019. 58p. Dissertacdo (Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Agrarias). Orientador: Prof. Dr. Alberto Soares de Melo; Coorientador:
Dr. Yuri Lima Melo.

O uso do &cido salicilico e da prolina pode mitigar os efeitos deletérios da deficiéncia
hidrica em plantas. Portanto, a pesquisa tem como objetivo avaliar em condi¢Ges de campo o
efeito do &cido salicilico e da prolina na atenuacdo do estresse por deficiéncia hidrica em feijdo-
caupi (genotipo Paulistdo) no seu periodo fenoldgico V5. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado usando o esquema fatorial 2 x 4, em um sistema de cinco repeti¢6es. Os
fatores foram constituidos por duas laminas de irrigacdo:100% da evapotranspiracdo (W100) e
50% da evapotraspiracdo (W50) e quatro tratamentos: Controle, AS (550 mg L™), Prolina (690
mg L™) e Prolina+AS (690 mg L™ de prolina e 550 mg L™ de AS). Realizaram-se avaliagdes de
status hidrico, crescimento e bioquimicas a fim de elucidar os efeitos do estresse sob estes
parametros. Sob restricdo hidrica durante o periodo de sete dias o genotipo avaliado ndo
apresentou diferenca significativa para as variaveis de status hidrico (CRA e U%) esta nédo
diferenciacdo possivelmente se deu devido ao acentuado aumento nas variaveis prolina (PRO),
aclcares sollveis totais(AST) e proteinas hidrossoliveis (PST) que demonstraram-se
responsivos ao estresse e as diferentes fontes de atenuacdo. O crescimento foi afetado pela
restricdo hidrica contudo o uso de prolina e Prolina+AS contribuiram para um melhor
desenvolvimento da planta mesmo sob estas condigdes. A atividade da enzima CAT foi
intensificada deficiéncia hidrica e pelo uso dos atenuadores Prolina e Prolina+AS. A atividade
das enzimas SOD e APX foi reduzida com o uso dos atenuadores, possivelmente pela acdo ndo
enzimatica de remocdo de EROs. Os compostos Prolina e Prolina+AS dimiram os danos
causados pela deficiéncia hidrica uma vez que as plantas submetidas a eles apresentaram as
melhores respostas em relagdo ao desenvolvimento e acimulo de osmolitos compativeis, 0 AS

promoveu incremento no aumento da atividade de enzimas sob deficiéncia hidrica.

Palavras-chave: Aminoacidos livres totais, metabolismo antioxidativo, deficiéncia hidrica.
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ABSTRACT

JALES-FILHO, RENATO CARDOSO. M.Sc., Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa
Algod&o, Marco de 2019. Acido salicilico e prolina como indutores de tolerancia a estresse
hidrico em feijao-caupi. Campina Grande, PB, 2019. 58p. Dissertacdo (Programa de Po0s-
Graduacdo em Ciéncias Agrarias). Orientador: Prof. Dr. Alberto Soares de Melo; Coorientador:
Prof. Dr. Yuri Lima Melo.

The use of salicylic acid and proline may mitigate the deleterious effects of water
deficiency on plants. Therefore, the research aims to evaluate in field conditions the effect of
salicylic acid and proline on stress attenuation due to water deficiency in cowpea (Paulistéo
genotype) in its phenological period V5. The experimental design was completely randomized
using the 2 x 4 factorial scheme in a five replicate system. The factors were constituted by two
irrigation slides: 100% of the evapotranspiration (W100) and 50% of the evapotranspiration
(W50) and four treatments: Control, AS (550 mg L -1), Proline (690 mg L -1) and Proline + AS
(690 mg L -1 proline and 550 mg L -1 AS). Water, growth and biochemical status assessments
were performed to elucidate the effects of stress under these parameters. Under water restriction
during the seven day period, the genotype did not present a significant difference for the water
status variables (CRA and U%). This non-differentiation was possibly due to the marked
increase in the variables PRO, total soluble sugars ) and water soluble proteins (PST) that have
been shown to be responsive to stress and the different sources of attenuation. Growth was
affected by water restriction however the use of proline and Proline + AS contributed to a better
development of the plant even under these conditions. The activity of the CAT enzyme was
enhanced water deficit and by the use of the attenuators Proline and Proline + AS. The activity of
the SOD and APX enzymes was reduced with the use of attenuators, possibly by the non-
enzymatic action of removing ROS. The compounds Proline and Proline + AS diminished the
damages caused by the water deficiency since the plants submitted to them presented the best
responses in relation to the development and accumulation of compatible osmolytes, the AS

promoted increase in the increase of the activity of enzymes under water deficiency.

Key words:. Total free amino acids, antioxidative metabolism, water deficiency.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) é uma das principais fontes de renda e
alimento na regido do semiéarido brasileiro (SILVA et al., 2018). Apesar do seu amplo cultivo e
rusticidade, a produtividade dessa cultura € amplamente afetada pela limitacdo hidrica,
caracteristica dessa regido que submete as plantas a um periodo de estresse por deficit hidrico
em, pelo menos, uma fase do seu desenvolvimento (SOUZA et al., 2015; SOUZA et al., 2018).

O deficit hidrico proporciona limitagcdo da produtividade dos vegetais pois com ele ha
uma série de alteracGes nas condicdes fisiologicas das plantas. Tais efeitos repercutem no
aumento da temperatura foliar, relacdo temperatura foliar/ambiente, reducdo do potencial hidrico
foliar, condutancia estomatica e produtividade de grdos (BASTOS et al., 2012).

Mediante os danos de carater fisioldgico, as plantas exibem resposta morfoldgica, como a
reducdo da &rea foliar, do tamanho da planta e do enchimento de grdos (CARVALHO et al.,
2017). Neste contexto, sob condicdes de restricdo hidrica o vegetal tem alteracdes em nivel
celular, as quais geram menor turgescéncia das células e, consequentemente, menor divisao
celular (NASCIMENTO et al., 2011; FREITAS et al., 2017).

Para atenuar o estresse pela deficiéncia hidrica, os vegetais promovem estratégias como o
acumulo de osmdlitos compativeis em nivel de citoplasma celular, visando a redugdo do
potencial hidrico (OLIVEIRA-NETO et al., 2016). Desse modo, compostos como prolina,
glicina betaina e carboidratos podem se acumular nos tecidos vegetais e beneficiar a planta no
processo de absorcao de 4gua do solo (COELHO et al., 2018).

Além do ajustamento osmético, a acdo de enzimas antioxidantes é um importante fator na
mitigacdo dos danos ocasionados pelo deficit hidrico, pois, a medida que o estresse acomete um
vegetal ele gera danos a suas estruturas celulares e promove o surgimento de espécies reativas de
oxigénio (EROs). As EROs interagem com proteinas e membranas da célula ocasionando
desestruturacdo e perda de sua estabilidade, desse modo, essas enzimas intensificam sua
atividade para as manterem em niveis adequados e reduzirem os efeitos seus danos a estruturas
celulares (BARBOSA et al., 2014).

Tendo em vista os danos promovidos pelo deficit hidrico, hd& uma necessidade de se
identificar procedimentos e compostos que atenuem os efeitos deletérios na limitacdo hidrica sob
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o rendimento dos vegetais. Neste sentido, o acido salicilico tem sido pesquisado como um
importante atenuador dos efeitos do estresse por déficit hidrico nas plantas (DURANGO et al.,
2013; DUTRA et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Seu uso tém demonstrado efeitos positivos na atenuacdo do estresse por déficit hidrico
por meio do incremento da atividade de enzimas antioxidativas (DUTRA et al., 2017), no
contedo de compostos fendlicos (DURANGO et al., 2013) e na remocdo, por acdo nhao
enzimatica, de radicais livres (LEE et al., 2019).

Assim como o &cido salicilico, a aplicacdo exdgena de prolina promove beneficios
consideraveis na tolerdncia ao estresse, pois, ela reduz os danos a estruturas celulares e promove
um melhor crescimento e rendimento as plantas (MERWAD et al., 2018), exerce acao
regulatoria nas trocas gasosas (YANCEY, 2005; BEKKA et al., 2018), promove aumento no
tamanho dos vegetais por participar da composicdo de proteinas celulares e do ajustamento
osmotico com o ambiente (DAWOOD et al., 2014).

Nessa perspectiva, o desenvolvimento de técnicas que promovam melhorias no cultivo
das culturas agricolas em regides de precipitacdo irregular é de grande importancia pois pode
garantir melhor rendimento mesmo em periodos de precipitacdo desfavoraveis a lavoura, deste
modo, elucidar os efeitos da agdo conjunta dos compostos &cido salicilico e prolina é

fundamental para a compreensdo de seus efeitos na inducao da tolerancia a estresses ambientais.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da aplicacdo de &cido salicilico e da prolina na mitigacdo do estresse

abidtico no crescimento inicial do feijdo-caupi.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o contetdo relativo de dgua, umidade foliar e indicadores de crescimento, do
feijoeiro em condicdes de irrigacdo plena e deficiéncia hidrica , tratados com acido salicilico e
prolina no seu desenvolvimento inicial.

Quantificar a atividade de enzimas antioxidantes em feijoeiro sob condicGes de
irrigacdo plena e de deficiéncia hidrica, tratados com 4&cido salicilico e prolina no seu

desenvolvimento inicial.



13

Analisar a produgdo dos osmolitos compativeis prolina, aminoacidos e carboidratos
solveis em feijoeiro, sob condicdes de irrigacdo plena deficiéncia hidrica, tratados com acido

salicilico e prolina no seu desenvolvimento inicial.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CULTURA DO FEIJAO-CAUPI

O feijdo-caupi € uma dicotileddnea pertencente a ordem Fabales, familia Fabaceae,
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae, género Vigna, espécie Vigna
unguiculata (L.) (FREIRE-FILHO, 2011). Dentre as leguminosas, o feijdo-caupi destaca-se pela
sua rusticidade, sendo cultivado principalmente nos paises da Africa, América Latina e Asia,
exercendo importante papel no suprimento das necessidades nutricionais das camadas mais
carentes desses paises (FREIRE FILHO et al., 2005).

E uma importante cultura do ponto de vista alimenticio pelo seu alto teor de proteinas,
carboidratos, vitaminas e minerais. Sua importancia para as regides Norte e Nordeste do Brasil
esta relacionada a fatores de nivel econdmico e de nivel nutricional, exercendo fungdo social no
suprimento das necessidades nutricionais e na geracdo de renda (PUBLIO-JUNIOR et al., 2017).

Embora a cultura adapte-se razoavelmente bem as condi¢@es de solo, clima e sistemas de
cultivo, em relacdo a outras leguminosas, nem sempre alcanca bons niveis de produtividade
(SILVA et al., 2016). Fato este atrelado ao uso de sementes ndo melhoradas, o cultivo em solos
de baixa fertilidade e a ocorréncia de precipitacdes irregulares ao longo do desenvolvimento da
cultura nas condigdes naturais (NASCIMENTO et al., 2011; SABOYA et al., 2013).

Existem fatores de ordem logistica que possivelmente influenciam na producéo da cultura
do feijdo-caupi, a falta de assisténcia técnica e a auséncia de um programa de producédo de
sementes de alta qualidade podem limitar a produtividade do feijoeiro devido a maior parte da
producéo da cultura ser proveniente da agricultura familiar (80%). E como esses produtores tém
recursos limitados, muitas vezes utilizam sementes de baixa qualidade e ndo desfrutam de
assisténcia técnica, o que pode comprometer a qualidade da producéo (SILVA et al.,2018).

O uso de préticas de irrigacdo e de adubacdo € necessario durante o desenvolvimento da
cultura uma vez que em determinados periodos o vegetal terd uma maior susceptibilidade as
condicBes abioticas. Estas praticas visam uma manutencdo das condic¢Ges ideais de cultivo
promovendo um desenvolvimento adequado e um desempenho produtivo ideal. Além das

praticas de irrigacdo e adubacéo, a selecdo de gendtipos adequados € um importante fator a ser
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avaliado quando nos referimos a cultura do feijdo-cupi, uma vez que os diferentes gendtipos
desta cultura apresentam respostas contrastantes aos niveis de estresse ao qual sdo submetidas
(FREIRE-FILHO, 2011).

2.1.1 Estadio fenologico V5

Considera-se atualmente a existéncia de dez fases do periodo fenoldgico do feijao . Essas
sdo divididas em fases do periodo vegetativo, representadas pela letra V, e do periodo
reprodutivo, representadas pela letra R (OLIVEIRA et al., 2018). Para o feijao-caupi observa-se
a presenca de 15 fazes sendo 10 do periodo vegetativo e 5 do periodo reprodutivo (CAMPOS,
2000)

Durante o desenvolvimento do feijoeiro nas lavouras, 0 mesmo pode ser acometido por
periodos de precipitacdo irregular em pelo menos um periodo fenoldgico acima descrito. Quando
0 estresse por déficit hidrico ocorre no periodo vegetativo, pode gerar danos de maneira indireta
na produtividade, uma vez que havera reducdo de area foliar e consequente diminui¢do da area
de absorcdo de CO, provocando uma menor producdo de fotoassimilados (FIGUEIREDO et al.,
2008). Quando ocorre no periodo reprodutivo, o estresse hidrico promove o abortamento de
orgdos reprodutivos e um menor enchimento de gréos (DIDONET, 2010).

O periodo fenoldgico V5, assim como os periodos de pré-floragdo e enchimento de gréos,
apresentam uma grande susceptibilidade a estresses abioticos no feijoeiro. Tendo em vista que
quando o vegetal é acometido pelo estresse nesses estadios, pode apresentar produtividade
reduzida, havendo a necessidade de implementacdo de compostos que sejam capazes de mitigar
a acdo do estresse nesse periodo para que se consiga induzir a tolerancia nas plantas, auxiliando

na mitigacao dos efeitos desfavoraveis a sua producao.

2.2 ESTRESSE POR DEFICIT HIDRICO

O déficit hidrico € um dos principais estresses que acomete as diversas culturas
produzidas em todo o mundo. A restricdo hidrica provoca alteraces fisioldgicas em nivel de
area foliar, matéria seca total, fotossintese, condutancia estomatica, transpiracdo, concentragao
interna de CO, e potencial hidrico foliar (FREITAS et al., 2017).

Quando submetida a deficiéncia hidrica, a planta tende a balancear o contetdo hidrico

interno através do fechamento dos estdmatos e da redugdo da éarea de suas folhas. Deste modo,
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gera uma interacdo conflitante entre a assimilacdo de CO; e a producgdo de fotoassimilados
(NASCIMENTO et al., 2011; SOARES et al., 2017).

O estresse por déficit hidrico ocasiona nos vegetais respostas bioquimicas, envolvendo a
producdo de espécies reativas de oxigénio e a producdo de solutos compativeis como a prolina.
Mediante a producdo de EROs, a planta demonstra uma acentuada elevacdo da atividade de
enzimas como a Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato peroxidase (APX),
que visam a degradacdo dos radicais livres, prejudiciais em altas concentragcdes nas plantas
(DUTRA et al., 2017).

Em condi¢bes de restricdo hidrica no solo, as plantas apresentam um processo
denominado ajustamento osmotico, promovido pelo acimulo de osmolitos compativeis em nivel
de citoplasma (OLIVEIRA NETO et al.,, 2016). O mecanismo consiste na diminuicdo do
potencial hidrico da planta e, consequentemente, a manutencdo da turgescéncia por meio da
absorcdo de agua do solo; além de atuarem na protecdo de estruturas celulares e estimulo do
crescimento radicular (GONZALEZ et al., 2010).

As respostas das plantas acometidas pelo estresse variam de acordo com o estadio
fenoldgico, espécie, cultivar, tempo de exposicao e fatores edaficos (CARVALHO et al., 2017).
Existem fases nas quais ha uma maior susceptibilidade do vegetal a incidéncia do estresse, estas
podem prejudicar o desenvolvimento e a produgdo das culturas, tanto no periodo vegetativo
quanto no periodo reprodutivo (FIGUEIREDO et al., 2008; DIDONET, 2010).

Com isso, as plantas desenvolvem estratégias para lidar com a deficiéncia hidrica,
classificadas em trés tipos: escape de seca, em que a planta completa seu ciclo durante a estacéo
chuvosa; conservacdo de agua, na qual a planta mantém o estado da 4gua em detrimento da
producdo fotossintética; e tolerancia a seca, que corresponde a mecanismos para tentar manter os
estomas abertos o maior tempo possivel, mesmo a custa do potencial hidrico reduzido. Estes
procedimentos adotados pelo vegetal variam de acordo com a espécie (SALEHI-LISAR et al.,
2016).

2.3 USO DE ACIDO SALICILICO EM PLANTAS

O acido salicilico (AS) é um composto de origem fendlica, classificado como um fitormonio
por atuar na sinalizacdo de processos fisiologicos, de defesa e em condigdes adversas no vegetal.
Ele é um indutor de resisténcia que retarda a senescéncia foliar em um processo antagdnico ao

fitorménio etileno (BORSATTI, 2014). Devido a sua caracteristica dual de inducdo de tolerancia
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a estresses bioticos e abioticos, ele € considerado uma molécula promissora a realizacdo de
estudos (KANG et al., 2014).

O efeito do AS nas plantas é inteiramente dependente de fatores como a cultura, a
concentracdo de AS utilizada no tratamento, o estagio fenoldgico da planta, o método de
aplicacio e o balanco oxidativo das células (PAL et al., 2014). Assim como 0s outros
fitorménios vegetais, mesmo em pequenas concentracdes, pode promover efeitos consideraveis
na planta (TAIZ et al., 2017).

Tendo em vista que na planta acometida pelo estresse hidrico havera a formacdo de
EROs, 0 uso do AS é uma alternativa por promover a sinalizacdo e remocao das espécies
reativas, propiciando um incremento a atividade enzimatica especialmente das enzimas SOD,
CAT e APX (DUTRA et al., 2017).

Além disso, 0 AS € responsavel por garantir a aclimatacdo bem como a defesa da planta a
agentes externos como patogenos e estresses ambientais que fragilizam o vegetal exercendo uma
funcdo crucial na sinalizacdo e inducdo da tolerancia a estresse ambiental (VICENTE;
PLASENCIA, 2011).

Sua acgéo relaciona-se a vias de sinalizacdo importantes do ponto de vista da tolerancia a
estresse abidtico, dentre estas a via dependente do gene NPRL1 e a sintese de prolina que séo
processos integrativos de controle redox sob a seca, que promove, além da acdo de incremento
da atividade enzimatica, uma alternativa ndo-enzimatica para o controle do acimulo de EROs
nos vegetais condicionados a deficiéncia hidrica (LEE et al., 2019).

Carvalho et al. (2007) avaliaram o efeito da interagdo do estresse hidrico com o estresse
térmico em sementes de Caléndula (Calendula officinalis L.) e observaram uma acéo positiva do
AS em relacéo ao processo da velocidade de germinacdo e taxa de germinacao.

Em mudas de eucalipto (hibrido E. urophylla x E. grandis) submetidas a deficiéncia
hidrica, Mazzuchelliet al. (2014) verificaram que a aplicacdo de AS reverteu a limitagcdo
estomatica, permitindo a manutencdo do potencial fotossintético. Segundo estes autores o AS
pode ser empregado em técnica de manejo auxiliar para processos de rustificacao.

Araujo et al. (2018), Dutra et al. (2017), Durango et al. (2013) e Nazar et al. (2011)
destacaram a ampla acdo do AS na cultura do feijoeiro, desde o estimulo ao desenvolvimento do
vegetal até respostas antioxidativas que geraram tolerancia a estresses ambientais como deéficit
hidrico e salinidade.

Apesar da ampla gama de trabalhos publicados que fazem alusdo ao efeito atenuador do
AS em plantas submetidas ao estresse hidrico, 0s mecanismos exatos do modo de acdo deste

composto ainda ndo sdo bem elucidados, especialmente pela influéncia que o ambiente exerce
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sobre ele. Deste modo, a elaboragéo de estudos que visem elucidar a agdo deste composto na

planta é necesséria (PAL et al., 2014).

2.4 APLICACAO EXOGENA DE PROLINA EM PLANTAS

A prolina é um aminoécido comumente associado a aclimatacdo ao estresse por deficit
hidrico, sendo acumulada principalmente em plantas que se apresentam tolerantes a estresses
ambientais (BEKKA et al., 2018; CARVALHO et al., 2019). Além do deficit hidrico, alterac6es
nos niveis de prolina estdo associadas a temperaturas elevadas (CHEN et al., 2014 ), salinidade
(SILVA et al., 2016) e estresse oxidativo (LEE et al., 2019). Devido ao seu acumulo nos tecidos
vegetais, ela atua sobre a reducdo do potencial osmético de modo a promover o0 ajustamento da
planta com o ambiente, garantindo a absorcdo de agua mesmo em solos secos e/ou salinos
(MONTEIRO et al., 2014).

Além de estar associada a melhorias no potencial osmotico, a prolina atua como molécula
osmoprotetora, tal caracteristica garante a estabilidade de estruturas celulares que geralmente séo
expostas a acdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que, em deficiéncia hidrica, se
acumulam e geram prejuizos no desenvolvimento do vegetal (REJEB et al.,2014; LEE et al.,
2019). O papel ndo enzimatico da remocdo de radicais livres pela prolina é de fundamental
importancia na homeostase celular, este aminoacido atua como um “scavanger” de EROs nas
plantas e promove a remoc¢do de moléculas como o radical hidroxila (OH) e o oxigénio singleto
(*O,) (SIGNORELLI et al., 2014, REJEB et al., 2014, LEE et al., 2019).

A aplicagdo exdgena de prolina, assim como a de silicio e metionina, promove
beneficios para o desenvolvimento e producgéo do feijoeiro, uma vez que esses compostos atuam
na mitigacdo dos efeitos danosos do estresse por deficiéncia hidrica em diferentes niveis, por
causar melhorias na estabilidade de membranas, conteddo relativo de agua e atividade de
enzimas antioxidantes (MERWAD et al., 2018). Esse tipo de pratica tem sido uma alternativa
vidvel para a diminuigdo dos danos ocasionados pelo deficit hidrico e favorece o crescimento de
culturas como o milho (CAMARA et al., 2000)e o tomate (KAHLAQUI et al.,2013)submetidos
ao estresse salino.

Em culturas como o pimentdo, aplicacGes exdgenas de prolina em concentracfes de
12,8 a 16,8 mmol L™ aumentaram a atividade de trocas gasosas, reduzriram o efeito do estresse
salino, influenciaram positivamente a variavel fluorescéncia e diminuiram a eficiéncia quantica
do fotossistema 11 (SA et al., 2016).
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Para culturas como o tomateiro irrigado com aguas salinas, a adi¢cdo de prolina ou
glicinabetaina ao meio de cultura inibiu seriamente o crescimento das plantas. Este efeito
deletério pode ser explicado pelo fato de altas concentracdes destes aminoacidos apresentarem
efeitos toxicos (HEUER, 2003). Deste modo, é necessaria a realizagcdo de mais estudos que
elucidem a acéo do carater atenuador da prolina na determinacdo das doses, periodos e maneiras

adequados de aplicacao.

2.5 AJUSTAMENTO OSMOTICO

O ajustamento osmoético consiste no acimulo de solutos organicos no citoplasma celular.
Atraves dele, a planta mantém a condicdo homeostatica com o ambiente ao qual ela esta
acondicionada, garantindo a absor¢do de agua em niveis adequados a sua sobrevivéncia
(OLIVEIRA-NETO et al., 2016).

O potencial osmético pode ser regulado através de mudancas na concentracdo de
alguns osmorreguladores como prolina, acucares solUveis e proteinas solUveisque em altas
concetragdes contribuem na absorcdo de &gua em solos que apresentam um baixo potencial
hidrico (KHAN et al., 2015; COELHO et al., 2018; ZHANG et al., 2018).

Através do ajuste osmotico a planta consegue contornar os efeitos causados por estresses
que tendem a diminuir a disponibilidade de agua, a exemplo do déficit hidrico e da salinidade. A
acdo dos osmorreguladores cria um gradiente de concentragdo de solutos compativeis elevado,
regulando o potencial osmético, atuando na diminuicdo dos efeitos deletérios destes tipos de
estresse e promovendo a protecdo de estruturas celulares (KHAN et al., 2015; ZHANG et al.,
2018).

Entretanto, deve-se ressaltar que o ajuste osmotico exige um grande gasto energético por
parte do vegetal. Deste modo, mesmo ajustando-se osmoticamente com o ambiente, a planta que
¢ acometida por estresse ambiental apresentard reducdo, Seja em seu porte ou em sua
produtividade, adquirindo com esse a capacidade de tolerar melhor a condicdo estressante
(RODRIGUEZ et al., 1997).
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2.6 ESTRESSE OXIDATIVO E COMPONENTES ANTIOXIDANTES

Sobre a acdo de estresses ambientais, a geracdo de danos, principalmente relacionados
a proteinas do aparato respiratorio e/ou fotossintético, desencadeia a liberacdo de elétrons livres
que comumente reagem com a molécula de oxigénio, formando as conhecidas espécies reativas
de oxigénio (EROs) (BARBOSA et al., 2014, HOLZEROVA e PROKISCH, 2015). Essas
moléculas sdo radicais livres que atuam em uma série de mecanismos de sinalizacdo a respostas
bioquimicas na célula.Contudo, seu acumulo em niveis elevados causa prejuizos para estruturas
celulares (TRIPATHY e OELMULLER, 2012, REJEB et al., 2014).

Em concentracdes elevadas, devido a agdo de estresses ambientais, as EROs causam
um tipo de estresse adjacente, denominado estresse oxidativo. Esse estresse pode representar
uma ameaca as células por causar a peroxidacdo de lipidios, oxidacdo de proteinas, danos aos
acidos nucléicos, inibicdo enzimatica, ativacdo da morte celular programada e, finalmente,
levando & morte das células (SHARMA et al., 2012).

Devido ao carater prejudicial do acimulo das EROs, a manutencdo dos niveis
homeostaticos dessas moléculas nas células é fundamental para os organismos manterem a
integridade e estabilidade celular. Tal manutencdo envolve uma série de mecanismos
enzimaticos ou ndo enzimaticos. Pode-se incluir dentro dos mecanismos enzimaticos a acdo de
enzimas que atuam na eliminagdo de EROs, tais como: a superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e peroxidases como ascorbato peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GPX),
peroxidase (POD) e glutationa redutase (GR) (ZHANG et al., 2018).

Estudos com feijoeiro Vigna tem demonstrado que a agdo de enzimas como SOD, CAT
e APX sdo de fundamental importancia para a manutengdo da homeostase celular no que diz
respeito a concentracdo de EROs. Para esse género,tais enzimas atuam na eliminacdo dos
radicais livres e tem sua atividade intensificada pela acdo de diferentes tipos de compostos ditos
como atenuadores de estressse como o AS e o0 nitrato de potassio (DUTRA et al., 2017
ARAUJO et al., 2017, ARAUJO et al., 2018).
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Viveiro Florestal, situado a 07° 12' 42,99” de latitude
Sul, 35° 54' 36,27’ longitude Oeste a uma altitude de 521 metros, pertencente a Universidade
Estadual da Paraiba, Campus |, Campina Grande — PB durante os meses de novembro e
dezembro de 2019.

O clima da regido ¢ do tipo BSw’h’, segundo classificacdo de Kdppen, caracterizando-
se por ser semiarido quente, com duas estacdes distintas, uma chuvosa com precipitacédo irregular
e outra sem precipitacdo. A precipitacdo média anual é de 850 mm, temperatura média de 27°C
com periodo chuvoso concentrando-se entre os meses de fevereiro e abril.

Em campo foram estudados os fatores: deficit hidrico (DH) e aplicacdo de acido
salicilico (AS) e prolina (PRO). O fator DH foi constituido de duas condi¢es (controle:
irrigacdo com lamina de 100% da evapotranspiracao diaria e deficit hidrico moderado (lamina de
50% da evapotranspiracdao diaria). Para os fatores AS e PRO, os mesmos foram testados de
forma isolada e conjunta (0,0 mg L™ — controle; 550 mg L™ de AS; 690 mg L™ de PRO e 550
mg L™ de AS + 690 mg L de PRO), no genétipo Paulistéo de feijio-caupi (UFPB-Pombal) no
estadio V5. A combinacdo dos dois fatores (2 DH x 4 AS+PRO) resultou em 8 tratamentos,
organizados em delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, sendo a parcela

experimental composta por 2 plantulas por vaso, constituindo 40 unidades experimentais.

3.1 INSTALACAO E CONDUCAO

As sementes do gendtipo de feijao-caupi Paulistdo, obtidas no municipio de Pombal-PB,
passaram por uma prévia triagem com o objetivo de eliminar aquelas que continham danos
fisicos, bioldgicos e/ou ma formacdo. Apds a triagem, as sementes foram pesadas e tratadas com
fungicida Capitan® na dosagem de 0,22 g 100 g™ de sementes, ficando em repouso por 24 horas.
A semeadura foi realizada manualmente em vasos de polietileno com capacidade volumétrica de
20 litros, preenchidos com material de solo de textura franco-arenosa. Apés se elevar a umidade
do solo ao nivel préximo ao da capacidade de campo de vaso, foram alocadas seis sementes por

vaso a uma profundidade média de 2 cm.
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Foram coletadas amostras de solo da area experimental, para as analises quimicas e
fisicas, obtendo-se os seguintes resultados: pH (H,0) = 5:00 P = 36 mg dm™; K+ = 0,19 cmolc
dm™; Na*= 0,21 cmolc dm™ ; Ca*?= 1,37 cmolc dm™; Mg = 2,81 cmolc dm™; AlI*™® 0,0 cmolc
dm™; H* = 3,22 cmolc dm™; M.O = 1,53%; N” = 0,09 areia = 659 g/kg™; silte= 101g kg™; argila
= 2409 kg™; densidade aparente = 1,389 cm™; densidade real= 2,63g cm™; porosidade total =
0,48m® m™; umidade = 75 g kg™; argila natural = 240 g kg™; classe textural = Franco argilo
arenosa.

O solo utilizado no experimento 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, doengas e pragas. Apos a emergéncia das plantulas, foram realizados
desbastes, deixando-se aos 7 dias apds a emergéncia (DAE), apenas duas plantulas por vaso. As
irrigagcdes foram realizadas normalmente até 25 DAE, sendo entdo iniciadas as duas formas de
manejo hidrico no solo através da evapotranspiracao diaria observada pelo Evaporimetro atraves
da equacdo citada por Villa-Nova e Ometto (1981) (Equacdo 1) em que foi considerada a
evapotranspiracdo em mm/dia(Pi) e a funcdo da temperatura do ar ( W=0,483+0,01 x T < T <
32°C):

Equacdo 1. ETPi= 0.28 xP1
(1-w)

A aplicacdo dos tratamentos com AS e PRO (0,0 mgL™ — controle; 550 mgL™ de AS; 690
mgL™? de PRO e a associacdo de 550 mgL™ de AS + 690 mgL™* de PRO) foi realizada via foliar,
por meio de pulverizagdo, no inicio do estadio V5, correspondendo a 25 DAE. As folhas de
plantulas de feijoeiro, submetidas aos diferentes tratamentos propostos no presente estudo, foram

coletadas no inicio do estadio R2.

3.2VARIAVEIS ANALISADAS

Para comprovar os efeitos dos diferentes tratamentos propostos no presente estudo,
afericbes quanto ao status hidrico, indicadores de crescimento, indicadores bioquimicos do
ajustamento osmotico e da atividade enzimatica foram realizadas em plantas de feijdo-caupi

submetidas ao déficit hidrico, tratadas ou ndo com &cido salicilico e prolina.
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3.2.1 Indicadores de status hidrico

O conteudo relativo de agua (CRA) foi aferidopor meio da metodologia de Irigoyenet al.
(1992), utilizando-se a expressdao matematica: CRA = (MF — MS / MT — MS) x 100 Onde:
“MF”, “MS” e “MT” correspondem a massa fresca, seca e turgida do tecido vegetal,
respectivamente. O percentual de umidade foi aferido com base na expressdo matematica de
Slavick (1974), utilizando-se a relacdo: %U = [(MF — MS) / MF] x 100.

Para a determinag@o da massa seca, as plantas coletadas foram acondicionadas em sacos
de papel e mantidas em estufa de circulacdo e ar forcada a 65 °C para secagem, durante um
periodo de 72 horas. Em seguida, o material vegetal foi pesado, obtendo-se a massa seca (MS).
A massa fresca (MF) foi obtida atraves da pesagem da massa foliar no momento da retirada do
experimento e a massa targida (MT) foi obtida pela pesagem da folha submetida ao periodo de
24h sob embebicdo em &gua destilada (SILVA et al., 2000).

3.2.2 Variaveis de crescimento e ecofisiologicas

A area foliar (AF) de cada planta foi obtida utilizando um medidor de area foliar Li-cor
3100 (Li-Cor Corporation, USA) expressa em cm?.

O diametro do caule (DC) foi medido utilizando o paquimetro digital (mm). A altura da
planta (ALT) foi medida do colo a gema apical com uma régua graduada em centimetros. Foram
realizadas duas avaliacGes de plantas, uma no inicio do ciclo e outra na fase final (SILVA et al.,
2000).

De posse dos dados de diametro e altura foi possivel realizar a determinacdo da Taxa de
crescimento absoluta (TCA cm dia™) para a altura, aplicando-se a equacio (TCA= M2-M1/T2-
T1) e para a taxa de expansdo absoluta (TEA mm dia™) através da equagdo (TEA= D2-D1/ T2-
T1) seguindo os procedimentos desenvolvidos por Benicasa (2003) e Floss (2004): em que para
TCA, M1 corresponde a medida de altura da planta na primeira coleta (T1) e M2 medidas
realizadas em intervalo até a Gltima coleta (T2). Para a TEA, D1 corresponde a medida de

didmetro na coleta 1 (T1)e D2 medidas realizadas em intervalo até a tltima coleta (T2).
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3.2.3 AvaliagOes Bioquimicas

3.2.3.1 Agucares Soluveis Totais (AST)

Para a determinagdo dos niveis de carboidrato nas folhas de feijoeiro, foram macerados
200 mg de material vegetal fresco em Etanol 80%. Apds a macera¢do, 2ml dos extratos, foram
transferidos para microtubos e acondicionados em banho maria a 60°C por 20 minutos.
Posteriormente foi centrifugado a 2000xg por cinco minutos. O sobrenadante foi coletado e
transferido para um tubo de ensaio, repetindo-se o0 processo por duas vezes, gerando um total de
6 mL de extrato.

A determinacdo de AST seguiu o método do fenol-sulfirico descrito por Dubois et al.
(1956). Utilizou-se 50 pL de material vegetal, ao qual foram adicionados 450 pL de agua, 2,5
mL de &cido sulfarico (80%) e 500uL de fenol (5%).Posteriormente, os tubos foram passados
pelo vortex e, apés o resfriamento, as amostras foram lidas em espectofotdmetro em um

comprimento de onda de 490 nm, com resultados expressos em pg/gMF™.

3.2.3.2 Aminoacidos Livres Totais (AALT) e Prolina (PRO)

Quanto aos aminoacidos livres totais (AALT), o extrato foi obtido a partir da massa
fresca do tecido vegetal, utilizando 250 mg da massa para 5 mL de &cido sulfosalicilico. A
solucdo liquida foi centrifugada e o sobrenadante foi armazenado a -20 °C, para posterior
dosagem de osmorreguladores. A concentracdo de AALT foi determinada segundo o método
descrito por Peoples et al. (1989), com modificacdes.

Nessa determinagdo, aliquotas de 100 puL do extrato foram colocadas em tubos de ensaio
acrescidas de 400 pL de 4agua destilada e em seguida adicionados 250 pL de solucdo de Tampao
Citrato a 200 mM (pH = 5,0) e 250 puL de reagente de ninhidrina (0,1 mmol L™ de KCN e 5% de
ninhidrina em methoxy etanol). Os tubos foram hermeticamente fechados, agitados em vortex e
levados ao banho-maria a 100 °C por 15 minutos. Em seguida, a reagdo da solucdo foi
interrompida imediatamente com banho de gelo. Por fim, foram adicionados a solugdo 1,5 mL de
etanol a 50% (v/v). Apds nova agitacdo em vortex, os tubos permaneceram por 20 minutos em
temperatura ambiente para posterior leitura em espectrofotdbmetro a 570 nm, com resultados
expressos em pmol de AALT mg de mf™.

O mesmo extrato vegetal foi utilizado para determinacdo dos niveis de Prolina livre,

segundo Bates et al (1973).Em tubos de ensaio foram colocadas aliquotas de 500 uL do extrato
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obtido e adicionado 1 mL do reagente de ninhidrina acida, mais 1 mL de acido acético glacial
(98%). Apo6s homogeneizacdo os tubos foram hermeticamente fechados, agitados em vortex e
levados ao banho-maria por 1 hora a 100 °C. Logo apos, a reacdo foi interrompida
imediatamente com banho de gelo e posteriormente foram adicionados a solucdo 2 mL de
tolueno (97%); na ocasido os tubos foram agitados em voértex por 20 segundos. Apds
estabilizacdo, duas fases se formaram, a fase aquosa superior formada pelo tolueno + cromoéforo

de coloragdo avermelhada foi aspirada e submetida a leitura em espectrofotdmetro a 520 nm.

3.2.3.3 Extracdo de Proteinas sollveis Totais (PST)

O extrato vegetal para a determinacdo de enzimas e proteinas sollveis totais foi obtido
com 200 mg de tecido foliar fresco, macerados em 2 mL de tampao 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, os quais foram mantidos em freezer a -20 até o

momento das analises.

Para a determinagdo de proteinas hidrossoluveis totais foram utilizados 23,4uL do extrato
vegetal ¢ 700 pL de Bradford, para a leitura do branco utilizou-se essa mesma quantidade de
reagentes sendo substituido o extrato por dgua. As leituras foram realizadas em espectofotémetro
em 595 nm de comprimento de onda (BRADFORD, 1976). A concentragdo foi expressa em mg

de proteinas g mf™.

3.2.3.4 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada com base na capacidade de
inibicdo da fotorreducdo do cloreto de nitrotetrazdlio azul (NBT) pela enzima presente no extrato
vegetal (GIANOPOLIS e REIS 1977). Aliquotas de 100uL foram adicionados em tubos de
ensaio, protegidos da luz, contendo o meio de reagdo (1900 pL) composto por tampdo 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 reacdo 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

espectrofotémetro regulado em 560 nm.
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Os tubos com extrato mantidos no escuro (0s quais representam 0% da inibicdo de NBT -
branco do escuro) foram considerados como branco da reacao e os tubos sem o extrato mantidos
sob iluminagédo (os quais representam 100% da inibicdo 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 fotorredugdo do NBT em comparagdo com o branco do claro, sendo a atividade

expressa em U minmg de proteina™.

3.2.3.5 Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada conforme Kar e Mishra (1976), a qual €
definida com base no consumo de perdxido de hidrogénio (H,0,) pela enzima presente no
extrato. Iniciou-se a reacdo pela adicdo do extrato enzimatico (150 pL) a cubeta de quartzo,
contendo 1950uL tampdo de determinac¢ao (100 mM, pH:7,0); 150uL tampédo de extragdao (50
mM, pH: 7,5) e 750 uL solugdo de H,O, (50 mM).

Apobs uma leve agitacdo, a solucdo foi levada a espectrofotdmetro, 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 calculos foram mensurados pela lei de Lambert Beer,
conforme a equacao a baixo:

Equacdo 2: A=¢. b.c

Em que: A = decréscimo da absorbancia (média da triplicata); € = coeficiente de extin¢do
molar do peréxido de hidrogénio (39,4 moL cm™ ); b = caminho éptico; ¢ = concentragdo da
enzima expressa em mol L™ . A atividade da catalase foi expressa em pmol de H,O, min™mg de

protefna™

3.2.3.6 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 tampéo fosfato de potassio (50 mM, pH 6,0) acrescido de
acido ascorbico (0,8 mM). Em seguida, a reagdo foi iniciada pela adi¢do de 200 pL de perdxido
de hidrogénio (2 mM) e monitorado o decréscimo da absorbancia durante 1 minuto, com leituras

realizadas a cada 10 segundos. Ja os calculos foram realizados pela equacdo de Lambert Beer
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(Equacéo 1), tendo como coeficiente de extingdo molar o ascorbato (2,8 mM cm™ ). A atividade

final de APX foi expressa em nmol de ascorbato min™ mg de proteina™

3.3 Andlises Estatisticas

Os dados obtidos foram avaliados por andlise de variancia (teste F até 5% de
probabilidade). Foi realizado teste de comparacdo de médias (Tukey, p < 0,05) para 0s
atenuadores Prolina, AS, Prolina+AS e para o tratamento controle e o teste de pares
independentes (t de Student) para as laminas de irrigagdo W100 e W50, utilizando-se do
software SISVAR 5.6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONTEUDO RELATIVO DE AGUA E UMIDADE FOLIAR

A restricdo hidrica e a aplicacdo dos atenuadores Prolina e AS isolados ou em
associagdo ndo exercerem influéncia nas variaveis de contetdo relativo de agua (CRA) e
umidade (U%) (P>0,05) no estadio fenologico V5 da cultivar “Paulistdo” (Tabela 1).

Tabela 1 Quadrado médio das varidveis: Conteddo relativo de dgua (CRA) e umidade foliar
(U%) sob duas condicbes de regime hidrico e diferentes tratamentos com &cido salicilico e

prolina, no estagio fenolégico V5

Quadrado Médio Indicadores de Status Hidrico

FV GL CRA U%
AS, Prolina e 3 123,082™ 47,77
Prolina+AS

Laminas 1 274,276"™ 94,7
Atenuadores*laminas 3 68,90™ 26,26™
Residuo 32 84,518 29,37
CV(%) - 12,26 6,51

FV= fator de variagdo, GL= grau de liberdade, C.V= coeficiente de variagdo, **, * - Significativo a 1 e 5%
respectivamente; ns — N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Campina Grande-PB, 2019.

As manutencdes nos niveis de CRA e %U tanto na auséncia (Controle) quanto na
presenca dos diferentes atenuadores apresentaram porcentagens de CRA entre 82 e 70% e de %U
entre 89 e 80% (Figural A e B).

Para 0 CRA, observa-se diminui¢do de 2,42% na lamina W50 em relacdo a Iamina

W100 para o tratamento sem o uso de atenuador (Controle). No cultivo na lamina W50 e com o
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uso de atenuadores observou-se que houve reducédo de 12,20, 10,78 e 6,14% em relagdo a ldmina
W100, para os tratamentos com AS, Prolina e Prolina+AS, respectivamente (Figura 1 A). A %U
foi reduzida em 8,25% no tratamento controle, com a aplicagdo dos atenuadores as diminuicgdes
foram de: 1,82, 5,59, 0,62% para os tratatmentos Com AS, Prolina, Prolina+AS (Figura 1 B) .

100 - BWI100 # W50 A 100 4 BW100 ® W50 B
A Aa A
Aa Aa % Aa Aa I Aa Aa
80 - Aa a 80 A
o 60 - 60 -
- =\°
o >
Y40 - 40
20 A1 20 A
0 - 0 -
Controle Prolina P101ma+AS Controle Prolina P101u1a+AS

Figura 1. Variaveis de status hidrico, (A) Contetdo relativo de 4gua(CRA) e (B) Umidade (U%). Letras minGsculas
diferenciam os tratamentos pelo teste de Tukey (P> 0,05). Letras maiusculas diferenciam as laminas de irrigacdo
dentro de cada tratamento pelo teste t (P>0,05).

Em estudo de Nascimento et al. (2011), o CRA de feijdo-caupi foi afetado severamente
quando acondicionado em um ambiente seco, havendo diminui¢Ges de até 62% em comparacao
as plantas irrigadas. De forma contraria, o presente estudo realizado com o gendtipo Paulistdo
ndo apresentou variagOes representativas entre as laminas de irrigacdo quando as plantas foram
submetidas a sete dias de estresse. Adicionalmente, em trabalhos com trigo e lentilha, Bekka et
al. (2018) observaram que a aplicacdo exdgena de prolina apresenta um importante papel na
diminuicdo dos efeitos deletérios do estresse, uma vez que esse aminoacido reduz a transpiracéo
através do seu efeito regulador na abertura e fechamento dos estbmatos, além de manter o
conteldo interno de dgua em niveis adequados.

Assim como no presente estudo, ao analisar a cultivarde feijdo-caupi “Pele de Moc¢a”,
Coelho et al. (2014) observaram que ndo houve reducdo consideravel nos niveis de umidade
foliar, quando a cultura foi submetida a estresse hidrico e salino, o que denota uma alta
tolerancia das cultivares dessa espécie a desidratagéo.

Um fator que possivelmente colaborou para a manutencdo do CRA e U% em niveis

adequados foi o ajuste osmotico, realizado pelas plantas quando essas sdo expostas a condi¢des
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hidricas desfavoraveis. Tal mecanismo permite, através do acumulo de osmolitos compativeis, a
absorcdo e manutencdo de agua nos tecidos vegetais, garantindo que suas condicdes fisiologicas
se mantenham estaveis mesmo sob estresse (OLIVEIRA-NETO et al., 2016).

4.2 AJUSTAMENTO OSMOTICO

O uso de é&cido salicilico e prolina, de maneira conjunta ou isolada, promoveram
alteracdes nos niveis de acucares sollveis totais (AST), aminoacidos livres totais (AALT),
prolina (PRO) e proteinas soltveis (PST) nas diferentes condic¢Bes de irrigacdo (P<0,01) (Tabela
2).

Tabela 2 Quadrado médio das varidveis: agUcares solUveis totais (AST), aminoéacidos livres
totais (AALT), prolina (PRO) e proteinas soltveis (PTS) de feijdo-caupi submetidos a duas
condigdes de regime hidrico e diferentes tratamentos com acido salicilico e prolina, no estadio

fenoldgico V5.

Quadrado Médio Variaveis de Ajuste Osmético

FV GL AST AALT Prolina PTS
AS, Prolina e 3 318,799** 0,999** 1,912** 124,017**
Prolina+AS

Laminas 1 24,242* 0.157* 2,309** 96,498**
Tratamentos*laminas 3 121,843**  0,251** 2,104** 53,042**
Residuo 32 3,836 0,035 0,048 2,672
CV(%) - 10,35 11,06 13,22 18,19

FV= fator de variacdo, GL= grau de liberdade, C.V= coeficiente de variacdo, **, * - Significativo a 1 e 5%
respectivamente; ns — N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Campina Grande-PB, 2019.

Sem a aplicacdo dos atenuadores (Controle), a restricdo hidrica (W50) influenciou
positivamente o acumulo de osmdlitos compativeis no feijoeiro em relagdo aos niveis de
acucares soluveis totais (AST), com um aumento de 58,54% (Figura 2 A).

O aumento nos niveis de AST obtido quando se induziu as plantas ao estresse, pode
estar relacionado ao processo de ajuste osmotico, pois o0 acumulo de carboidratos no citoplasma é
um dos mecanismos utilizados pelas plantas quando estdo condicionadas a ambientes com

restricdo hidrica. O aumento de AST no citoplasma pode ainda estar relacionado a quebra de
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amido que intensifica ainda mais o processo de ajustamento osmético vegetal (COELHO et al.,
2018).
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Figura 2. Variaveis de ajustamento osmotico do genotipo Paulistdo submetido a 100% (W100) e 50% (W50) da
reposicao hidrica com base na ETo, com aplicagfes foliares de acido salicilico (AS) e prolina (PRO) de forma
isolada e conjunta: (A) concentracBes de agucares sollveis totais (AST), (B) concentracdes de aminoacidos livres
totais (AALT), (C) concentracfes de prolina (PRO) e (D) concentragdes de proteinas (PTS) (D). Letras mintsculas
diferenciam os tratamentos pelo teste de Tukey (P< 0,01). Letras maiGsculas diferenciam as laminas de irrigacdo

dentro de cada tratamento pelo teste t (P<0,01).

Comparando-se as laminas W100 com W50, na presenca da aplicacdo dos diferentes
atenuadores, ndo foram identificadas diferencas (P > 0,05) em nenhum dos tratamentos avaliados

(Figura 2 A). Contudo, a aplicagdo isolada de prolina exdgena e aplicagdo associada Prolina+AS
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promoveram reducgdes de 17 e 26%, respectivamente, nos niveis de AST na ldmina W100. Na
lamina W50 o uso dos atenuadores diminuiram a concentracdo interna de AST em 34%, ap0s
aplicacdo de AS, 60% apos aplicacdo de PRO e 57%, apés a aplicacdo de Prolina+AS (Figura 2
A).

Sob déficit hidrico o AS restringiu a formacao de ASTs nas plantas em estudo, Nazar et
al. (2011) ao avaliar a acdo do AS em duas cultivares de Vigna radiata, observaram que houve
reducdo da condutancia estomatica, concentracdo de CO; intracelular e fluorescéncia da clorofila
nas plantas que foram submetidas a 1,0 mM de AS. A aplicacdo de AS causou para o tratamento
controle efeito inibicdo para os parametros fotossintéticos. Nesta perspectiva, ao utilizar-se de
uma dose superior em quatro vezes a dose de AS estudada pelos autores, no o tratamento em
estudo podemos aferir que a reducdo dos niveis de AST observada pode estar relacionada ao
carater inibidor do AS aos parametros fotossintéticos.

O uso de prolina de maneira isolada ou associada ao AS promoveu redu¢des dos niveis
de AST, principalmente quando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico. Este aminoacido,
quando aplicado via foliar, reduz a abertura dos estobmatos (RAI; SHARMA, 1991; YACER,
2005; BEKKA et al., 2018), o que restringe a formacao de compostos derivados da fotossintese
pela menor captagdo de CO, atmosférico. Nas condi¢bes do presente estudo, o fechamento
estomatico pode ter diminuido a perda excessiva de agua através da transpiracao.

Além da maior conservacdo de &gua, ressalta-se que para os individuos que foram
submetidos ao tratamento com prolina exdgena ela possivelmente tenha atenuado os danos
relacionados a deficiéncia hidrica e, deste modo, tenha garantido que as plantas de feijoeiro
tenham um bom desenvolvimento mesmo sem o acimulo de AST no citoplasma.

Quanto aos AALT, Comparau-se as laminas de irrigacdo W100 e W50 no tratamento
sem a aplicacdo de atenuadores (Controle) e ndo foram observadas diferencgas significativas
(Figura 2 B). Neste caso, é possivel que os AALT ndo participem do metabolismo de
ajustamento osmético do gendtipo Paulistdo, nas condi¢bes do presente estudo. Contudo, a
aplicacdo de AS de forma isolada (AS) e conjunta com PRO (AS+PRO) reduziram os niveis de
AALT em 25 e 14%, respectivamente na lamina W50, comparada a lamina WZ100.
Contrariamente, a aplicacédo isolada de PRO aumentou os niveis de AALT em 24% na lamina
W50, comparada a W100 (Figura 2 B). Logo, a reducdo observada no tratamento Prolina+AS
possivelmente se deve a agéo do AS.

Avaliando a acdo da presenca e auséncia dos diferentes atenuadores, na lamina W50,

observou-se que a aplicacdo de AS reduziu significativamente a concentracdo de AALT em
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37%, quando comparado ao tratamento Controle sob a mesma disponibilidade hidrica (Figura 1
B).

O AS isolado reduziu os teores de AALT nas plantas de feijoeiro, pois a producgédo de
aminoacidos demanda muitos esqueletos de carbono, assim h& maior conversdo de amido em
sacarose e maior gasto dos compostos carbonados (ROCHA, 2018) como podemos observar
reducdes significativas nos teores de ASTs podemos aferir de maneira indireta que a producéo
dos aminoacidos foi afetada pela pouca disponibilidade de carboidratos no tratamento com AS.
Pois, como observa-se neste trabalho houve reducdo nos niveis de AALT tanto no tratamento
com AS isolado, como no associado com prolina.

Diferentemente do AS, a aplicacdo de Prolina exdgena exerceu influéncia positiva no
acumulo de AALT no feijoeiro sob condicédo de estresse, segundo Santos et al. (1996) a prolina
exogena atua como fonte de nitrogénio e como osmorregulador, deste modo a maior formacao de
amino&cidos nos tratamentos observados se deu em decorréncia da suplementacéo de nitrogénio
provida pela aplicagéo foliar de prolina.

Comparando-se as laminas W100 e W50, no tratamento sem a aplicacdo de
atenuadores, observou-se que sob a condicdo de restricdo hidrica houve um incremento de 85%
nos niveis de PRO das plantas de feijoeiro, comparado a lamina W2100.

O aumento da concentragdo de PRO, quando as plantas foram submetidas ao déficit
hidrico, pode ser ocasionado pela acdo das proteinases, que geram a manutencdo do potencial
hidrico da folha a0 aumentarem a concentracdo deste aminoacido no citoplasma, isso assegura
que a planta ajuste-se osmoticamente e evite a desidratacdo (SOUSA et al., 2015; CARVALHO
et al., 2019) além da hidrolise proteica que desencadeia 0 acumulo desse aminoacido outros
mecanismos como a sintese mediada pela via do glutamato e da ornitina asseguram
concentracdes de prolina adequadas sob estresse ambiental (HAYAT et al., 2012).

Nos tratamentos com aplicacdo exdgena de prolina de forma isolada e associada ao AS
(Prolina+AS), observaram-se aumentos de 27 e 107% dos niveis desse aminoacido no tratamento
W50, respectivamente, comparados aos seus respectivos tratamentos W100 (Figura 1 C). Ainda,
quando foram avaliados os diferentes tratamentos na auséncia e presenca dos atenuadores, na
lamina W50, observaram-se aumentos de aproximadamente 30 e 101%, ap0ds a aplicacdo de
Prolina e Prolina+AS, respectivamente, em relagdo ao tratamento sem atenuador (Controle)
(Figura 2 C).

As tendéncias dos valores medios observados no presente estudo condizem com o
trabalno de Merwad et al. (2018), realizado com aplicacdo de prolina exdgena, no qual

observaram incremento de 18% no acumulo de prolina enddgena nas plantas submetidas a
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deficiéncia hidrica em relacdo aos controles irrigados. No estudo citado, a aplicacdo de prolina
exogena indica que a mesma desempenha importante papel de ajuste sob condi¢bes
desfavoraveis uma vez que ela ajudou as plantas a ter um melhor desempenho em termos de
crescimento e produtividade. No entanto, o tratamento realizado com &cido salicilico de maneira
isolada promoveu uma reducdo de 36% dos niveis de prolina enddgena na lamina W50,
comparada a W100. O menor acimulo de prolina nos tratamentos com AS pode ser tido como
decorréncia da acdo antagbnica do AS em relacdo ao acido abscisico (ABA), pois 0 ABA atua
como mediador da sintese de prolina relacionada ao cobre, nesse sentido, a sintese de prolina
possivelmente pode ter sido prejudicada nos tratamentos com AS isolado (HAYAT et al.,2012).

Em relacdo as proteinas sollveis totais dos feijoeiros cultivados na auséncia de
atenuadores, observou-se que o déficit hidrico (W50) provocou reducdo de 38% nos niveis de
PTS, comparado ao tratamento W100 (Figura 1 D).

Com a deficiéncia hidrica houve reducdo dos niveis enddgenos de proteinas no
tratamento sem o uso de atenuadores (Controle) este comportamento € esperado, pois o déficit
hidrico induz uma série de alteracdes no metabolismo celular dentre as quais incluem-se a
protedlise, dificuldades nos processos de sintese proteica, distirbios no metabolismo de

aminoacidos, problemas nos processos de traducéo.

As aplicagbes de AS de forma isolada e conjunta com a prolina (Prolina+AS) causaram
reducdes de 41 e 46% nas concentrages de PTS no tratamento W50, comparados aos seus
respectivos tratamentos W100 (Figura 1 D). Ja a aplicacdo de prolina de forma isolada aumentou
os niveis de PTS em 51% na lamina W50, comparada a W100 (Figura 1 D). Ressalta-se que 0s
valores médios encontrados nas concentracdes de PTS, seguem a mesma tendéncia dos valores
médios encontrados em AALT, o que sugere distirbios no metabolismo de aminoacidos que
pode ter dificultado a sintese proteica, neste caso.

Avaliando apenas o efeito dos diferentes atenuadores sobre PTS na lamina W50,
observou-se que houve aumento de 173, 140 e 82% nos niveis de PTS dos feijoeiros tratados
com AS, Prolina e Prolina+AS, respectivamente, comparados ao tratamento com a mesma
lamina na auséncia de atenuadores (Figura 1 D).

O favorecimento no aumento nos niveis de PST, apos a aplicacdo de prolina exdgena,
quando os feijoeiros foram submetidos ao déficit hidrico, sugere a participacdo desse aminoacido
na composicdo de proteinas essenciais as plantas, que assegura a integridade das moléculas
proteicas e evitam sua desnatura¢do enquanto os vegetais estdo submetidos a algum estresse
(SHARMA et al., 2012; QU et al., 2013).
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O efeito de incremento da concentra¢do proteica com o uso do AS, observado apos sua
aplicacdo na lamina W50, possivelmente se deve ao fato de que esta molécula é um sinalizador
celular que desencadeia cascatas de eventos bioquimicas que culminam em reacfes que estdo
relacionadas a mitigacdo dos efeitos deletérios dos diferentes estresses ambientais (PAL et al.,
2014).

4.3 VARIAVEIS DE CRESCIMENTO

Houve interacdo para todos os tratamentos e laminas de irrigacdo em relacdo as
varidveis de crescimento do feijoeiro (P<0,01) (Tabela 3). A restricdo hidrica provocou
alteracGes sobre os indicadores de crescimento, porém a aplicacdo dos atenuadores

proporcionaram ajustes importantes nesses parametros.

Tabela 3 Quadrado médio das variaveis de crescimento do gendtipo Paulistdo no estadio V5
submetido a 100% e 50% da reposicdo hidrica com base na ETo, com aplicacGes foliares de
acido salicilico (AS) e prolina (PRO) de forma isolada e conjunta: taxa de expansdo absoluta
(TEA), taxa de crescimento absoluto (TCA), mateéria fresca total (MFT) e area foliar total (AFT).

Quadrado Médio Variaveis de Crescimento

FvV GL TEA TCA MFT AFT

AS, Prolina e 3 0,006370** 0,008298**  19,758603** 742,654965™
Prolina+AS

Laminas 1 0,002759™  0,001148™ 20,377562** 1198,017128™

Atenuadores*laminas 3 0,003681** 0,003188**  21,825876** 2619,992686**
Residuo 32 0 000744 0,000446 0,695165 371,738898

CV(%) - 27,96 20,76 8,73 13,07

FV= fator de variagdo, GL= grau de liberdade, C.V= coeficiente de variagdo, **, * - Significativo a 1 e 5%
respectivamente; ns — N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Campina Grande, 2019.

Ao avaliar os indicadores de crescimento dos feijoeiros submetidos ao tratamento W50,
na auséncia de atenuadores, verificou-se que o déficit hidrico provocou reducdes de 47% na TEA
e de 15% na MFT, comparados aos seus respectivos tratamentos W100 (Figura 3 A e C).
Contrariamente, a submissao das plantas a lamina W50, na auséncia de atenuadores, aumentou

os valores médios da TCA em 40%, comparado a lamina W100 (Figura 3 B). Ja a AFT néo
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apresentou variacdes significativas quando as plantas foram submetidas ao tratamento W50,
comparado ao tratamento irrigado (W100) (Figura 3 D).

Observou-se que a deficiéncia hidrica promoveu limitagcdes no crescimento dos vegetais,
isso ocorre pois sob déficit hidrico a perda do potencial hidrico celular gera nas células uma
menor turgescéncia e impede a divisdo celular, deste modo, promove reducdo da area foliar e do
tamanho da planta, além disso, alteracbes como fechamento estomatico, menor aquisicdo de
fotoassimilados contribuem para o menor incremento de tamanho dos vegetais submetidos a
deficiéncia hidrica (NASCIMENTO et al., 2011; CARVALHO et al., 2017).

As manutengdes nos valores médios da TCA e da AFT em feijoeiros submetidos ao
déficit hidrico na auséncia de atenuadores, sugerem gue 0 ajustamento osmético atribuido em
parte aos osmorreguladores avaliados foi eficiente em manter os processos basicos da
fotossintese (SANTOS; CARLESSO, 1998;). A manutencdo da AFT, mesmo em condicdes de
estresse, favoreceu o aumento da sintese de carboidratos que contribuiram para o ajustamento
osmotico nestas condi¢oes.

Apos a aplicacdo de AS nas plantas submetidas a lamina W50, observou-se reducao de
34% nos valores médios apenas da MFT, comparada ao tratamento W2100. Os demais
indicadores de crescimento dos feijoeiros submetidos ao déficit hidrico (W50) ndo foram
influenciados significativamente pela aplicagdo de AS foliar, comparados aos seus respectivos
tratamentos W100 (Figura 3 A, B e D).

Segundo Colli (2008), o AS pode inibir a germinacdo e o crescimento da planta,
interferir na absorcao das raizes, reduzir a transpiracdo e causar abscisdo das folhas, em estudo
com feijoreiro submetido a salinidade, Nazar et al. (2011) verificam que a dose de 1,0 mM desse
composto pode interferir significativamente na redugdo da condutancia estomatica , concentracéo
de CO; intracelular e fluorescéncia da clorofila o que pode desta maneira ter influenciado no

crescimento dos vegetais tratados com esse elicitor.
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Figura 3. Variaveis de crescimento do genotiipo Paulistdo, (A)Taxa de expansdo absoluta (TEA), (B) Taxa de
Crescimento Crescimento absoluto (TCA), (C) Matéria Fresca Total (MFT), (D) Area foliar total (AFT). Letras
mindsculas diferenciam os tratamentos pelo teste de Tukey (P< 0,01). Letras maiUsculas diferenciam as laminas de

irrigacdo dentro de cada tratamento pelo teste t (P<0,01).

Avaliando a acdo da aplicacdo de AS apenas na ldmina W50, observaram-se reducdes
de 16 e 34% na TCA e MFT, respectivamente, quando comparados ao tratamento Controle na
mesma condi¢do hidrica (Figura 3 B e C).

Para Araujo et al. (2018) a aplicagdo isolada do AS promove incremento no crescimento
do feijoeiro sob condicéo de estresse e seu desenvolvimento inicial. Portanto, a manutencdo da
TEA, TCA e AFT sugerem o efeito benéfico do AS sobre indicadores de crescimento mesmo em
condigdes de restricdo hidrica. Contudo, € importante destacar que a acdo do AS, no tocante ao

crescimento, demonstra-se variavel dependendo de fatores como a cultura, a concentracdo de AS
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utilizada no tratamento, o estagio fenoldgico da planta, o0 método de aplicacdo e o balanco
oxidativo das células (PAL et al., 2014).

A aplicagdo foliar de prolina de forma isolada também n&o provocou alteragdes
significativas nos indicadores de crescimento avaliados em plantas submetidas ao déficit hidrico
(W50), com excecdo da MFT, quando comparados aos seus tratamentos W100 (Figura 3). A
aplicacdo de prolina exdgena promoveu um aumento de 32% na MFT das plantas submetidas ao
déficit hidrico, comparado ao tratamento irrigado (Figura 3 C).

A aplicacdo de prolina de forma isolada, na lamina W50, também favoreceu o aumento
de 32% nos valores médios da MFT, , comparado ao tratamento controles submetido ao déficit
hidrico (Figura 3 C).

No que se refere a acdo da prolina, em estudo de Merwad et al. (2018) em feijao
submetido ao deficit hidrico, foi comprovada que a aplicacdo exdgena desse composto promove
melhorias no crescimento e desenvolvimento dos vegetais, auxiliando a uma maior tolerancia a
estes tipos de estresse que restringem a disponibilidade de agua no solo. A prolina é um
aminoacido constituinte de proteinas celulares, deste modo sua aplicacdo € benéfica a planta,
tendo em vista que uma maior disponibilidade deste aminoécido, mais proteinas serdo formadas,
contribuindo para o crescimento da planta mesmo em condi¢do de estresse (SHARMA et al.,
2012).

A aplicacdo conjunta de prolina e AS (Prolina+AS) reduziram a maioria dos indicadores
de crescimento em condi¢Ges de déficit hidrico (W50), com excecdo da TEA, quando
comparados aos seus respectivos tratamentos W100 (Figura 3). Em contrapartida, na lamina
W50, o tratamento atenuador Prolina+AS aumentou os valores médios da TEA em 22%, mas
também reduziu em 44 e 31% a TCA e a AFT, respectivamente, quando comparados aos seus
respectivos tratamentos Controles na lamina W50 (Figura 3 A).

A acdo do atenuador Prolina+AS restringiu a TCA e AFT das plantas analisadas,
segundo Taiz et al. (2017) a diminuicdo da area foliar € a primeira linha de defesa biofisica
contra o estresse por déficit hidrico, isso ocorre, pois, diminuindo-se a area foliar a planta perde
diminui sua superficie de perda de agua para o ambiente, contudo, isso provoca diminuicdo da
area de absorcdo de CO, e deste modo influencia nos processos fotossintéticos e no ganho de
matéria fresca pelo vegetal, o que pode ter influenciado a reducdo nos niveis de AST.

Rocha (2018) ao avaliar a agdo do &acido salicilico nas caracteristicas morfofisioldgicas
e bioquimicas em mudas de Schinus terebinthifolius Raddi. e Cedrela fissilis VELL, verificou

diminuicdo para as variaveis de crescimento quando as plantas foram submetidas ao AS. Para o
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autor, o AS pode ter gerado fitotoxicidade e influenciou de maneira negativa os parametros de
crescimento como a area foliar e a matéria seca total.

O uso de &cido salicilico e prolina isolados bem como em conjunto diminuiram a taxa
de expansdo relativa (TEA) na lamina W100 obtendo-se valores que sdo 25,89% (tratamento
com AS isolado); 47,13%(tratamento com prolina isolada) e 13,18% (tratamento com associagao
entre AS e Prolina) inferiores ao obtido no tratamento sem atenuadores (Controle) para esta
mesma lamina de irrigacédo (Figura 3 A).

Apesar da reducdo na TEA na lamina W100 o uso associado de Prolina e AS amenizou
os efeitos deletérios do estresse na ldmina com restricdo hidrica (W50), para essa lamina as
plantas aumentaram sua TEA em cerca de 100% quando comparadas as plantas cultivadas no
tratamento controle.

O uso de prolina exdgena dobrou a TCA das plantas na lamina W100 quando
comparada ao tratamento Controle, ja na lamina W50 observa-se aumento de 42,88% para esta
variavel (Figura 3 B). Deste modo a aplicacdo de prolina exdgena demonstra acdo positiva no
que se refere ao crescimento das plantas seja em condi¢fes adequadas de irrigagdo ou sob
deficiéncia hidrica.

A prolina exdgena e o AS diminuiram em 22,46 e 20,26% a matéria fresca total (MFT)
das plantas analisadas na lamina W100 (Figura 3 C), na lamina W50 o AS, de mesmo modo,
diminuem a MFT em 38,47 % em relacdo ao tratamento Controle. A prolina exerceu acdo
positiva na lamina com restricdo hidrica proporcionando aumento de 21,44% da materia fresca
total quando comparado ao tratamento controle.

Notou-se que com a restri¢cdo hidrica nos tratamentos com Prolina+AS, controle e com
AS houve reducdo da variavel MFT de 30,58, 15,50 e 34,80% respectivamente. Por outro lado o
uso do atenuador Prolina isolado promoveu o incremento de 32,35% na MFT das plantas
analisadas na lamina W50 em relacdo a W100.

A area foliar (AF) foi afetada pelo tratamento Prolina+AS na lamina W50, havendo
uma diminuicdo de 31,10% em relacdo a W100. Possivelmente a diminuicdo da AF pode estar
relacionada com mecanismos que sdo ativados com a presenca do AS em contracfes foliares
elevadas, por isso 0s tratamentos com esse composto podem ter exercido uma sinalizacdo a
diminuigdo dessa variavel morfoldgica na planta jd que a diminuicdo da &rea foliar representa
uma importante estratégia para diminuicio da perda de agua pela evapotranspiragdo (DIAZ-
LOPEZ et al., 2012)

Houve diminuicéo tanto na matéria fresca total quanto na TEA nas plantas tratadas com

Prolina+AS, de mesmo modo que a concentragdo interna de AST foi diminuida para estes
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mesmos tratamentos, neste sentido, a conjectura de que a prolina exerce uma forte influéncia no
que diz respeito a assimilacdo de compostos carbonados ganha énfase, pois com a aplicacéo
desse tratamento a planta apresentou atraso em seu ganho de mateéria fresca e TEA na situacéo de
deficiéncia hidrica.

Esta diminuicdo possivelmente esta relacionada com o alto investimento energético que
a planta submetida a deficiéncia hidrica investe no ajustamento osmético com o ambiente, pois,
mesmo mantendo os niveis de AST consideravelmente altos houve uma reducdo do tamanho do
vegetal sugerindo que estes compostos participam do ajuste osmético da planta com o ambiente
nestas condi¢Oes de estudo e ndo do incremento de tamanho.

4.4 ACAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Para este estudo houve interacdo entre os fatores lamina e atenuadores (P<0,01) para
todas as variaveis estudadas em relacdo a atividade das enzimas Superoxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Ascorbato Peroxidase (APX) (Tabela 4).

Tabela 4 Quadrado médio das varidveis de enzimas antioxidantes do genotipo Paulistdo no
estadio V5 submetido a 100% e 50% da reposicdo hidrica com base na ETo, com aplicacdes
foliares de &cido salicilico (AS) e prolina (PRO) de forma isolada e conjunta: Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato Peroxidase (APX).

Quadrado Médio Enzimas Antioxidantes

FVv GL SOD CAT APX

AS, Prolina e 3 224704,810248** 0,105540** 111.350099**
Prolina+AS

Laminas 1 250719,040586** 0,002237™ 24.504986**

Tratamentos*laminas 3 44529,359290**  0,124472** 64.610010**
Residuo 32 1314,342782 0,006255 1.752896

CV(%) - 1250 22,64 14.87

FV= fator de variacdo, GL= grau de liberdade, C.V= coeficiente de variacdo, **, * - Significativo a 1 e 5%
respectivamente; ns — N&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. Campina Grande-PB, 2019.

Quando comparadas as laminas W100 e W50, na auséncia de atenuadores (Controle),
notou-se aumentos de 124; 32 e 88% nas atividades das enzimas SOD, CAT e APX,
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respectivamente, quando os feijoeiros foram submetidos a lamina W50, comparado ao
tratamento W100 (Figura4 A, Be C).

O aumento da atividade das enzimas do complexo antioxidativo, na condi¢do de
deficiéncia hidrica, é considerado um mecanismo comum para promover a remocao de espécies
reativas de oxigénio que se formam em condigdes de estresse, essa remoc¢do auxilia na
integridade e estabilidade de membranas e estruturas celulares e facilita o processo de
osmorregulacdo por parte dos ajustadores osmoticos (BARBOSA et al., 2014). O aumento da
atividade dessas enzimas garantem a remocdo de radicais livres e regulam suas concentracfes
para niveis adequados . Dutra et al. (2017), ao analisarem o feijoeiro ap6s submissdo ao deficit
hidrico, durante o desenvolvimento inicial, também verificaram incremento da atividade das
enzimas SOD, CAT e APX.

A aplicacdo foliar de AS aumentou cerca de 700% a atividade de SOD e
aproximadamente 75% a atividade da enzima CAT, quando as plantas foram submetidas a
deficiéncia hidrica na lamina W50, comparada as suas respectivas laminas W100 (Figura 4 A e
B). Contrariamente, observou-se a reducdo de 21% na atividade da APX apo6s aplicacdo do AS

via foliar no tratamento W50, comparado a W100 (Figura 4 C).
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Figura 4. Variaveis de enzimas antioxidantes do gendtipo Paulistdo, (A) Atividade da SOD mg de proteinas * (B)
Atividade da CAT em pmol de H,0, por mg de proteinas *, (C) Atividade da APX em pmol de ASC min™ por mg
de proteinas™. Letras mindsculas diferenciam os tratamentos pelo teste de Tukey (P< 0,01). Letras mailsculas

diferenciam as laminas de irrigacdo dentro de cada tratamento pelo teste t (P<0,01).

O aumento na atividade das enzimas SOD e CAT no tratamento com AS esta de acordo
com os resultados descritos por Dutra et al. (2017), os quais afirmam que a aplicacdo de AS é um
importante estimulador da atividade destas enzimas em feijoeiro submetido ao déficit hidrico,
agindo como agente atenuador do estresse. A reducéo na atividade da APX, que atua na remogao
de H,0O; nas células, apos aplicacdo do AS, pode estar relacionada a supressdo da sua atividade
em detrimento ao aumento expressivo da atividade da enzima CAT, que também atua na

remocdo de H,O, (BARBOSA et al., 2014). Contudo, 0s mecanismos ndo enzimaticos, a
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exemplo da sintese de osmorreguladores mediados pela acdo do AS, podem ter favorecido ao
menor acumulo de EROs neste tratamento.

Apos a aplicacdo foliar de prolina nos feijoeiros submetidos a lamina W50, verificou-se
que as atividades das enzimas SOD e APX néo apresentaram diferencas significativas quando
comparadas ao tratamento W100 (Figura 4 A e C). No entanto, a aplicagéo de prolina diminuiu
em 56% a atividade da CAT em comparagdo ao tratamento irrigado, com 100% da reposicdo
hidrica da evapotraspiracdo (Figura 4 B).

No presente estudo, é possivel que a aplicacdo foliar de prolina tenha causado efeitos
preponderantes sobre a osmorregulacdo por meio de compostos nitrogenados, a exemplo da
sintese de aminoacidos, proteinas e da propria prolina enddgena. Neste caso, o papel ndo
enzimatico da prolina tanto na remocdo de radicais livres, quanto no auxilio ao ajustamento
osmético, pode ter contribuido para a reducdo na atividade das enzimas antioxidantes estudadas
(SIGNORELLI et al., 2014).

Em condicBes de déficit hidrico (W50), a aplicacdo foliar conjunta de prolina e AS
(Prolina+AS) aumentaram as atividades enzimaticas de SOD, CAT e APX em 51; 50 e 46%,
respectivamente, comparados aos seus respectivos tratamentos W100 (Figura 4 A, B e C). Neste
caso, € possivel que o efeito no aumento das atividades enziméticas tenha ocorrido
principalmente pela presenca do AS na solucdo atenuadora, ja que a aplicagdo de prolina de
forma isolada nédo causou variac@es representativas nos valores médios apresentados.

Os incrementos nas atividades enziméticas devido a agdo conjunta da prolina e AS,
além de provocarem efeito atenuador sobre a producdo de EROs, por meio ndo enzimatico,
atuam no estimulo a atividade de enzimas antioxidantes sob condi¢Ges de estresse, 0 que
contribui para a tolerancia do feijoeiro a deficiéncia hidrica (DUTRA et al., 2017; MERWAD et
al.,, 2018). Meward et al. (2018) afirmaram que a atividade das enzimas do complexo
antioxidante € intensificada com o uso de prolina ex6gena. Nesta mesma perspectiva, Dutra et al.
(2017) registraram que o AS é um importante estimulador da atividade das enzimas SOD, CAT e
APX.

Esta assertiva se confirma, através de estudos como os de Rejeb et al. (2014), Signorelli
et al. (2014) e Lee et al. (2019) que afirmam que estes compostos desempenham papel tanto no
incremento da atividade enziméatica quanto na agdo ndo enzimética de remocdo de EROs em
plantas, garantindo niveis homeostaticos destas moléculas, deste modo mitigando os efeitos
danosos dos estresses ambientais.

Avaliando a acdo dos agentes atenuadores sobre a ldmina W50, observaram-se redugdes

nas atividades de todas as enzimas estudadas, quando comparadas ao tratamento Controle na
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mesma lamina de irrigacdo. Nestas condicOes, as reducdes nos valores médios da atividade da
SOD, apos a aplicacdo de AS, Prolina e Prolina+AS, foram de 68, 35 e 51%,, respectivamente
(Figura 4 A). Para a atividade da CAT, as reducdes nas atividades das enzimas nos tratamentos
AS; Prolina e AS+Prolina foram de 32 ; 75 e 50% respectivamente (Figura 4 B). J& a atividade
da enzima APX foi reduzida em 75; 52 e 52% na lamina W50, apés a aplicacdo dos tratamentos
AS, Prolina e Prolina+AS, respectivamente, comparados ao tratamento Controle na mesma
condicdo hidrica (Figura 4 C).

De maneira geral a atividade das enzimas quando ndo intensificadas pelos atenuadores
Prolina, AS e Prolina+AS foi devidamente suprida pela remocdo de forma ndo enzimatica das
EROs ou pelo acumulo de ajustadores osmoticos nas células que possibilitaram melhor
tolerancia da cultura avaliada as condicdes de estresse, deste modo, destaca-se a acdo do
atenuador Prolina e Prolina+AS no que se refere ao incremento de crescimento e AS no aumento

da atividade das enzimas do complexo antioxidativo.
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5 CONCLUSOES

Em condicBes de estresse hidrico ou ndo os atenuadores &cido salicilico e prolina néo
influenciaram nas varidveis CRA e U%.

Sob deficiéncia hidrica houve maior producdo de prolina nos vegetais analisados no
tratamento Prolina+AS, assim podemos aferir que este aminoacido atua no ajuste osmético do
genotipo Paulistdo no estadio fenoldgico V5.

Prolina e Prolina+AS garantiram crescimento adequado do vegetal mesmo sob
deficiéncia hidrica gerando acéo positiva na TEA, TCA e MFT.

A atividade das enzimas SOD e APX foi reduzida com o uso dos atenuadores AS,
Prolina e Prolina+AS, o que pode estar associado a a¢ao ndo enzimatica de remocao de EROs na

cultura analisada.
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