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Resumo - O cultivo do feijoeiro constitui um dos principais produtos da agricultura familiar brasileira,
produzido geralmente em cultivos de sequeiro, possibilitando a ocorréncia de deficiéncia hidrica em algum
estddio do desenvolvimento. Tal fato torna-se potencialmente significativo na regido Nordeste onde é
cultivado na safra da seca. Pela necessidade de se identificar genotipos adaptados ao déficit hidrico, nas
sementes podem ser mitigados através da aplicacdo de eliciadores como o nitrato de potassio (NP).
Objetivou-se analisar a tolerancia e caracterizacdao bioquimica em feijado-caupi submetido a estresse hidrico
com o atenuador nitrato de potassio no crescimento inicial. A pesquisa constou de um fatorial de 3x5, sendo
trés tratamentos de sementes (pré-embebicdo em agua destilada; pré-embebicdo em nitrato de potassio e sem
pré-embebicdo) e cinco potenciais osmoticos no substrato (0,0; -0,2; -0,4; -0,6 e -0,8 MPa). Avaliou-se a
germinacdo e o metabolismo bioquimico das plantulas, através do delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticGes e 25 sementes por repeticdo. Os dados obtidos das avaliacdes nas plantulas foram
submetidos a andlise de variancia (teste F até 5%), nos casos de significancia foi realizada analise de
regressdo para fator de natureza quantitativa. O aminodacido prolina pode ser considerado um osmorregulador
bioquimico de estresse hidrico -0,6 MPa embebido nitrato de potdssio (NP) com atenuador 10° mM. A
manutencdo do crescimento das plantulas de feijdo caupi submetidas ao déficit hidrico relaciona-se com o
aumento da capacidade antioxidativa das enzimas superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase,
sendo incrementada com a embebicdo das sementes em nitrato de potassio na cultivar BRS Paulistinha.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp., estresse, atividades enzimaticas.
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INTRODUCAO

O Feijao caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., Trata-se de uma leguminosa fundamental para
a alimentacdo, é fonte de proteina vegetal, principalmente das populagdes rurais da regido norte e
nordeste do Brasil. Sendo o seu cultivo de grande valor econdmico e sua cultura com sensibilidade
ao frio e ampla adaptacdo a estiagem, tem grande representatividade na cultura brasileira e
nordestina. (BEZERRA et al., 2003; COLMAN et al., 2014).

SituacOes ambientais diversas, como temperaturas extremas, umidade, alta radiacdo
luminosa e deficiéncia de nutrientes, podem ocasionar estresse multiplo nas plantas (YORDANOV
et al., 2000). Na regido semiarida brasileira, o regime de chuvas, concentrado num periodo de 3 a 4
meses por ano, ¢ marcado por forte irregularidade interanual. As temperaturas médias variam de
23°C a 27°C e a insolacdo anual chega a 2.800 horas. Isto determina altas taxas de
evapotranspiracdo, configurando estresse hidrico em quase toda a regido (MATALLO JUNIOR,
2000). Durante um estresse hidrico, a reducao na disponibilidade de agua para processos associados
ao transporte, conduz a mudangas na concentracao de muitos metabolitos, seguidas por disturbios
nos hidratos de carbono e no metabolismo de aminoacidos (OSBERT et al., 1995).

O estresse provoca modificagdes na composicdo das células das plantas superiores, levando
em muitos casos a producdo e acumulo de substancias osmoticamente ativas. Este processo,
conhecido como osmorregulacdo, é um componente de grande importancia no processo de
tolerancia a seca em varias espécies, (SUBBARAO et al., 2000). Uma das caracteristicas marcante
de mudanga nas proporcoes dos aminoacidos e frequente aumento na concentracdo de prolina se
ddo por distirbios no metabolismo das proteinas (LARCHER, 2000), e pela manutencao, provavel,
no potencial hidrico da folha, que em contrapartida aumenta o teor deste aminoacido, no sentido de
se ajustar osmoticamente e defender as plantas da desidratagdao (COSTA, 1999).

O actimulo de outros compostos organicos, encontrados no citoplasma, como os agucares
soluveis (SUBBARAO et al.,, 2000). Exemplo, deste, esta em plantas sensiveis a seca, como 0
espinafre (Spinacea oleracea), que aumenta a sintese de sacarose durante o estresse hidrico
(INGRAM e BARTELS, 1996).

AlteracOes na atividade de enzimas a APX, catalase e a SOD, também ocorrem devido ao
ajuste osmotico em tais condicdes, e que as respostas destas enzimas na regulacdo, podem diferir
entre as espécies, cultivares, tecidos analisados, duracdo e intensidade do estresse, em diversas

plantas (DEBOUBA et al., 2006).
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Acréscimos nos niveis da atividade proteolitica, em resposta a seca, sao consistentes com a
ideia de que a diminuicdo da proteina é resultado da degradacao de proteinas (HEING, 2004). A
presente pesquisa visou avaliar através de algumas caracteristicas bioquimicas (prolina,
carboidratos, proteina e enzimas: APX, catalase, SOD) a tolerancia a estresse hidrico de genotipos

de feijdo-caupi sob atenuador nitrato de potassio, no crescimento inicial.
MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido durante os meses de janeiro a maio de 2016, no Laboratorio de
Ecofisiologia de Plantas Cultivadas (ECOLAB), localizado no Complexo Integrado de Pesquisa
Trés Marias, pertencente a Universidade Estadual da Paraiba, Campus I, Campina Grande — PB.

O estudo foi realizado em esquema fatorial 3 x 5, composto por 3 condi¢Ges na pré-
semeadura (SE = sem embebicdo; AN= embebi¢do em NP — nitrato de potassio (10° M) e AD =
embebicdo em 4gua purificada), ambos os tratamentos com embebicdo ocorreram durante o periodo
de 8 horas e 5 potenciais hidricos, induzidos por polietilenoglicol 6000, durante a germinacao e o
crescimento inicial (-1,0; -0,8; -0,6; -0,4 e 0 MPa- agua purificada), que fatorialmente combinados
resultaram em 45 tratamentos.

Inicialmente foi realizada uma triagem das sementes com o objetivo de eliminar aquelas que
continham danos fisicos, biologicos e/ou ma formagao. Apos a triagem, as sementes foram pesadas
e transferidas para rolo giratério, construido de tubo de PVC, juntamente com fungicida (Captan®)
na dosagem de 0,22 g 100 g' de sementes, mantendo-o sob rotacio durante 5 minutos e, em
seguida, as sementes permaneceram em repouso por 24 horas. Passado esse tempo, as sementes
foram divididas em trés lotes, sendo dois deles envolvidos em papel toalha na forma de rolos
(BRASIL, 2009) para posterior embebi¢do em solugdo de nitrato de potassio (10°M) em &gua
purificada (AD) por um periodo de 8 horas.

Apods o periodo de embebicao, todas as sementes foram distribuidas em vasos com 20 cm
largura por 5 de profundidade , 25 sementes, contendo substrato organica (turfas), previamente
umedecidas com agua purificada e solugdes osmoticas de polietilenoglicol 6000 (-0,8; -0,6; -0,4 e
-0,2 MPa) na propor¢ao de 50 ml de dgua deionizada no solo. Em seguida, pesadas em balanca
analitica, obtendo a massa do conjunto vaso + substrato + sementes, a qual foi utilizada como base
para a reposicao hidrica didria. Por fim, os vasos foram alocadas em cdmara de germinacdo, tipo

B.0.D, regulada a 27 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas (BRASIL, 2009), onde permaneceram

(83) 3322.3222
contato@conidis.com.br

www.conidis.com.br



= CONIDIS

| CONGRESSO INTERNACIONAL
DA DIVERSIDADE DO SEMIARIDO
oIVERSID

durante 14 dias. O consumo hidrico foi monitorado diariamente por meio da pesagem dos vasos
contendo as sementes, e a reposicdo de agua foi efetuada até atingir a massa inicial do conjunto
vaso + substrato+ sementes.

A determinacdo da quantidade de polietilenoglicol (PEG 6000) necessaria para cada solucao
osmotica foi realizada utilizando-se da equacdo proposta por Michel e Kaufmann (1973), com a
qual se obteve os seguintes valores: 88,715 g de agua para o potencial negativo de -0,8 MPa,
53,505 g ;-0,6 MPa e 35,872 g ; -0,4 MPa, 35,668g e -0,2 MPa, 23,714. A diluicdo foi realizada em
200 mL de agua purificada (25 °C) sendo, em seguida, acrescido de 100 mL do mesmo solvente. Por
fim, a solucdo foi mantida em frascos de vidro vedados, temperatura ambiente, com o intuito de
minimizar a perda de agua e, consequentemente, a alteracdo no potencial, até o momento da
utilizacao.

Foram avaliados os teores de atividade da ascorbato peroxidase APX (EC 1.11.1.1),
proteinas soltiveis totais, carboidratos soltiveis totais, e prolina, em todos os tratamentos propostos.
Para a atividade de APX (EC 1.11.1.1), a enzima foi extraida de acordo com o método de
Wissemann & Lee (1980), com pequenas modificagcoes. No sistema de reacdao foi utilizado o
método descrito por Matsuno e Uritani (1972) com pequenas modificacGes: a absorbancia foi
medida a 470nm. A velocidade da reagdo foi expressa em UAE g* min® (UAE - unidade de
atividade da enzima). As proteinas totais soltiveis foram quantificadas de acordo com o método de
Bradford (1976), usando como solucao padrao Albumina Sérica Bovina — BSA (Sigma). A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro a 595nm e os resultados expressos em mg g MF (massa fresca).

Os carboidratos totais foram determinados pelo método proposto por Yemn e Wills (1954),
usando antrona. Como padrao foi utilizada a glicose e os resultados foram expressos em
porcentagem de agticares soluveis totais e a leitura foi realizada a 620nm. A prolina foi determinada,
utilizando-se o método de Bates et al. (1973), adaptado por Torello e Rice (1986). As absorbancias
obtidas (520nm) foram comparadas com a curva padrdo de prolina (Merck) e os resultados obtidos
foram expressos em pmol pg™' MF. A atividade da catalase (CAT) e SOD foi quantificada conforme
Sudhakar et al. (2001).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualisado com quatro repeticoes,
sendo a parcela experimental composta por 25 sementes (BRASIL, 2009). Os dados das variaveis
respostas foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F (a < 0,05) os modelos de regressao,

para o fator quantitativo, foram ajustados de acordo com o coeficiente de determinacdo até 5% de
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significancia. Para as andlises e confeccdo dos graficos utilizou-se os Assistat 7.0 (2009), Excel e

Table Curve 2D.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O gendtipo de feijao-caupi “BRS Paulistinha” avaliado apresenta eficiente mecanismo de
tolerancia a estresse hidrico quando é embebido com Nitrato de potassio. Verifica-se, pelo teste de
regressao polinomial (Figuras 1 A), que para a variavel de aguicares totais, o genotipo de ciclo
intermediario BRS-Paulistinha apresentou maior incremento nos teores, ocorrendo diferenca
significativa.

Para a atividade Catalase e APX, ocorreu maior atividade significativa neste genotipo
quando foram embebidos com Nitrato de Potassio no potencial hidrico de -0,6 MPa. A maior
atividade de CAT ocorreu no potencial hidrico ao -0,4 MPa com e sem embebi¢Oes, com um
acréscimo de SE 37,50%, AD 35,14% e NP 12,50% diferenciando-se com maior pontos de
atividade enzimatica de 32,69, 37,56 e 32,69 pmol de H,O, min-! mg proteina-! .

O estresse hidrico induziu maior variacao na atividade de Ascorbato Peroxidase - APX, no
gendtipo BRS Paulistinha, SE “30%”, AD “34,48%” e NP “43,14”%, (Figura 1B). A atividade de
ascorbato peroxidase aumentou sob condi¢des de estresse hidrico com PEG 6000, quando foi
embebido com nitrato de potassio ocorreu uma diminui¢dao 11,11% no potencial hidrico -0,8 MPa
(Figura 1B).

A enzima ascorbato peroxidase -APX apresentou um aumento da sua atividade enzimatica
com a imposicao do estresse hidrico com PEG 6000. Sob estas condi¢Oes de estresse, as plantas
tendem a aumentar a atividade de APX e, as vezes, é a primeira enzima a ter a atividade alterada,
independente do substrato utilizado ou do estresse aplicado (SIEGEL, 1993). A variacdao na
atividade de APX pode ser uma adaptacao do tecido vegetal a esta condi¢cao (GASPAR et al., 1985).

Quanto as variaveis da enzima superéxido dismutase- SOD, verifica-se que o Nitrato de
potassio e sua interacdo com a condicoes de potencial hidrico no genotipo BRS Paulistinha,
promoveu um aumento nas plantulas sem embebicdo (SE) 23,20% e uma diminui¢do nas plantulas
com embebicoes (AD) 43,50% e com NP 37,38%. Na Figura 2 B, as proteinas soltiveis no potencial
hidrico de -0,6 MPa ocorreram um aumento de SE (33,33%), AD (40,97%) ja quando embebido

com nitrato de potassio foi de 27,01%.
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Figura 1. Atividade de Catalase-CAT (A), Ascorbato Peroxidase-APX (B), da cultivar de feijao-caupi: BRS Paulistinha,

acondicionadas durante a pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por PEG 6000.

Campina Grande, PB, 2016. SE — sem embebic¢do; AD — embebicdo em agua purificada e NP — nitrato de potassio.
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Figura 2. Super6xido dismutase SOD-(A), Teores Proteinas soltveis (B), da cultivar de feijao-caupi: BRS Paulistinha,

acondicionadas durante a pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por PEG 6000.

Campina Grande, PB, 2016. SE — sem embebicdo; AD — embebicdo em agua purificada e NP — nitrato de potéssio.
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No carboidrato ocorreu uma variacao quando as sementes foram embebidas com nitrato de
potéassio-NP na concentragdo de 10° mM. Na Figura 3 A, estdo ilustrados os valores até potencial
hidrico de -0,4 MPa, sem embebicao SE (20%) e NP (16,67%) ja com AD (15%) ocorreu
decréscimo a partir do 0 MPa. O aumento observado neste gen6tipo pode ser atribuido a inducdo do
ajustamento osmético causado, provavelmente, pelo declinio na atividade hidrolitica da sacarose
sintetase, associada ou ndo, com a degradacao do amido, pelo aumento das atividades da amilase
invertase acida (KELLER et al., 1993).

Em virtude do efeito estresse com potencial hidrico o amido é degradado nos tecidos que o
acumulam; a reducdo na quantidade de amido é uma consequéncia da atividade da amilase, sendo
acompanhada por um aumento da quantidade de acticares soltiveis redutores.

Na maioria das plantas, a sacarose é o principal agucar exportado dos locais de sintese
(folhas) para as regioes de consumo (caule, gemas vegetativas, raizes e 6rgaos reprodutivos) onde
sera utilizada para o crescimento e/ou armazenamento. As hexoses liberadas a partir da hidrélise de
sacarose podem ser utilizadas em processos anabdlicos ou catabdlicos e também fornecendo
acucares redutores para o processo de ajustamento osmotico (CHAVES FILHO e STACCIARINI-
SERAPHIN, 2001). O aumento no teor de carboidratos soltiveis totais foi observado também por
Irigoyen et al. (1992) em folhas de alfafa (Medicago sativa) como resposta ao estresse hidrico.

Quanto a prolina no potencial hidrico -0,4 MPa, ocorreu um acréscimo: SE 77%, AD
69,09% e com NP 76,67%. Observou-se decréscimos bastante relevante no gendtipo BRS
Paulistinha, sob estresse hidrico com o atenuador nitrato de potassio (Figura 3 B). Estes resultados
estdo de acordo com Castro et al. (2007), os quais encontraram aumento de 220,53% de prolina sob
estresse hidrico (09 dias) em folhas de Teca (Tectona grandis L.f) e com o trabalho de Lazcano-
Ferrat e Lovat (1999), que obtiveram aumento nos teores deste soluto em feijado Phaseolus vulgaris.

A sintese de osmélitos, incluindo prolina, é amplamente usada por plantas para
estabilizar as membranas e manter a conformacao de proteinas sob baixo potencial de agua
(EFEOGLU et al., 2008). A sintese e acimulo de osmélitos variam entre espécies vegetais,
assim como em diferentes cultivares da mesma espécie. A prolina é também conhecida por
estar envolvida em reduzir danos nos tilacéides das membranas, agindo como um eliminador

de radicais livres, como oxigénio singleto (REDDY et al., 2004).
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Figura 3. Carboidratos (A) e Prolina totais (B) da cultivar de feijdo-caupi: BRS Paulistinha, acondicionadas durante a
pré-semeadura e submetidas a diferentes potenciais hidricos induzidos por PEG 6000. Campina Grande, PB, 2016. SE —

sem embebicdo; AD — embebigdo em agua purificada e NP — nitrato de potassio.

CONCLUSOES

O aminoacido prolina pode ser considerado um osmorregulador bioquimico de estresse
hidrico -0,6 MPa embebido em nitrato de potassio NP com atenuador 10®° mM. Foi possivel analisar
que a manutencao do crescimento das plantulas de feijao caupi submetidas ao déficit hidrico esta
diretamente relacionada com o aumento da capacidade antioxidativa das enzimas superdxido
dismutase, catalase e ascorbato peroxidase.

A atividade antioxidante é incrementada nas plantulas de feijao com a embebicdo das
sementes em nitrato de potassio, especialmente na cultivar BRS Paulistinha. Sendo analisado que o
carboidrato e proteinas soliveis aumentaram quando submetidos a embebicdao com nitrato de

potassio.
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