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RESUMO

TARGINO, V. A., M.Sc., Universidade Federal da Paraiba, fevereiro de 2024. Aspectos
fisioldgicos e bioquimicos de capuchinha submetido a doses de prolina como atenuante da
salinidade. Orientador: Thiago Jardelino Dias. Coorientadora: Valéria Fernandes de Oliveira
Sousa.

A salinidade é um dos grandes entraves na agricultura em regiGes semiaridas, pois afeta 0s
processos fisioldgicos, crescimento e producdo de diversas culturas. Assim, o uso de
atenuadores do estresse salino é de extrema importancia, pois permite o uso de aguas salinas
para fins agricolas. Dentre estes, destacam-se a prolina, que pode ser uma alternativa para
mitigar os danos causados por esse estresse. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
da aplicacdo de prolina como um agente atenuante dos efeitos prejudiciais do estresse salino no
crescimento, trocas gasosas e metabolismo da capuchinha. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 (condutividades elétricas — CEa:
0,0; 1,50; 3,00; 4,5; 6,5 dS m™) x 4 (concentragdes de prolina— Pro: 0,0; 5,00; 10,0; 15,00 mM),
com seis repeticbes. No artigo | foram avaliados o crescimento, trocas gasosas, indice de
clorofilas e fluorescéncia da clorofila a. No artigo Il, o acimulo de massa fresca e seca das
folhas, caule e raiz, nimero e peso de flores, compostos fenodlicos, vitamina C, aglcares
redutores e sollveis. A aplicacdo de prolina foi benéfica as plantas de capuchinha, aumentando
o numero de folhas, diametro do caule, comprimento da raiz, acimulo de biomassa, peso e
numero de flores, compostos fendlicos totais, teores de aclcares redutores e solGveis. Também
promoveu um aumento na atividade de vitamina C em plantas submetidas a estresse salino
severo 4,75 dS m™. A concentragio de 15,0 mM de prolina associada a salinidade moderada
da agua de irrigacdo 3,0 dS m™ estimula as trocas gasosas, resultando em maior fotossintese
liquida, transpiracdo e condutancia estomatica de T. majus.

Palavras-chave: Tropaeolum majus L.; estresse abidticos; osmoprotetores.



ABSTRACT

TARGINO, V. A., M.Sc., Universidade Federal da Paraiba, February, 2024. Physiological and
biochemical aspects of nasturtium subjected to proline doses as a salinity mitigator.
Supervisor: Thiago Jardelino Dias. Co-adviser: Valéria Fernandes de Oliveira Sousa.

Salinity is one of the major obstacles in agriculture in semi-arid regions, as it affects the
physiological processes, growth, and production of various crops. Therefore, the use of salinity
stress alleviators is extremely important, as it allows for the use of saline water for agricultural
purposes. Among these, proline stands out as an alternative to mitigate the damage caused by
this stress. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of proline application as
a mitigating agent for the detrimental effects of salt stress on the growth, gas exchange, and
metabolism of nasturtium. The experimental design used was completely randomized in a 5
(electrical conductivities - ECe: 0.0; 1.50; 3.00; 4.5; 6.5 dS m™) x 4 (proline concentrations -
Pro: 0.0; 5.00; 10.0; 15.00 mM) factorial scheme, with six replications. In article I, growth, gas
exchange, chlorophyll index, and chlorophyll a fluorescence were evaluated. In article 11, the
accumulation of fresh and dry mass of leaves, stem and root, number and weight of flowers,
phenolic compounds, vitamin C, reducing and soluble sugars were evaluated. The application
of proline was beneficial to nasturtium plants, increasing the number of leaves, stem diameter,
root length, biomass accumulation, weight and number of flowers, total phenolic compounds,
levels of reducing and soluble sugars. It also promoted an increase in the activity of vitamin C
in plants subjected to severe salt stress at 4.75 dS m™. The concentration of 15.0 mM proline
associated with moderate salinity from irrigation water at 3.0 dS m™ stimulates gas exchange,
resulting in higher net photosynthesis, transpiration and stomatal conductance of T. majus.

Keywords: Tropaeolum majus L.; abiotic stress; osmoprotectants.
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1 INTRODUCAO GERAL

A capuchinha (Tropaeolum majus L. — Tropaeolaceae), também conhecida como chaguinha
e nastarcio no Brasil, € uma planta versatil com propriedades comestiveis, ornamentais e
medicinais. Suas flores, que podem ser simples ou dobradas, crescem até 2-3 cm, enquanto a
planta atinge cerca de 30-40 cm (Melo et al., 2018). As flores vibrantes da capuchinha em tons
de vermelho, laranja e amarelo tém um sabor picante distintivo e sdo ideais para realcar saladas,
molhos, pratos grelhados e outras preparac6es culinarias (Koike et al., 2015). Além disso, as
flores da capuchinha sdo ricas em compostos bioativos, incluindo flavonoides como quercetina
e isoquercitrina, &cidos graxos como oleico e linoleico, vitamina C e tiocianato de benzila
(Bazylko et al., 2013).

Cultivada globalmente, a capuchinha enfrenta varios estresses abioticos que podem afetar
seu crescimento e producdo, incluindo temperaturas extremas, seca, salinidade, inundacdes,
poluicdo e estresse oxidativo (Forni et al., 2017). As mudancas climéticas estdo aumentando
esses estresses em todo o mundo (Phour e Sindhu, 2020), 0 que representa uma ameaca
significativa a seguranca alimentar global, com possiveis perdas de até 50% na produtividade
agricola mundial (Kumar e Verma, 2018).

A salinidade do solo afeta cerca de 20% das areas irrigadas globalmente, resultando em uma
consideravel diminuicdo na producado das culturas (Negrdo et al., 2017; Phour e Sindhu, 2020).
Esse desafio € mais comum em regiBes aridas, semiaridas e costeiras, e € ampliado por préaticas
inadequadas de irrigacdo e drenagem, baixa precipitacao, alta evaporagdo e uso de aguas salinas
(Ibrahim et al., 2016).

A elevada salinidade no solo resulta na acumulacao de altas concentracGes de Na* e ClI™ nas
células vegetais, induzindo estresse oxidativo, impactando a integridade da bicamada lipidica e
o0 metabolismo celular (Shahzad et al., 2017). A salinidade reduz a absorcdo de agua e
nutrientes, resultando em estresse osmotico, toxicidade idnica, desequilibrios nutricionais,
afetando negativamente a fotossintese e causando danos as folhas (Hanin et al., 2016;
Ilangumaran e Smith, 2017). O estresse salino também impacta o estresse bidtico, diminuindo
a diversidade microbiana e fertilidade do solo, intensificando a competicdo por recursos
nutricionais (Phour e Sindhu, 2020).

O estresse salino diminui a producdo de novas folhas e promove a auséncia e queda delas,
resultando em uma reducgéo significativa da area foliar. Além disso, a menor concentragdo

interna de CO2 durante a seca é responsavel pela reducéo na fotossintese, seja inibindo a enzima
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no local aceitador da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) ou por inibir
diretamente enzimas fotossintéticas, como RuBisCO ou ATP sintase (Farooq et al., 2017).

Os osmoprotetores, também chamados de solutos compativeis, sdo moléculas organicas
pequenas que atuam como osmolitos, proporcionando aos organismos, como as plantas, maior
capacidade de sobrevivéncia em situacdes de estresse osmatico, como o estresse salino. Eles
desempenham um papel fundamental na manutencdo do turgor celular, atuando como forga
motriz para a absorcdo de agua e tém a capacidade de sequestrar radicais livres. Além disso,
sdo altamente solGveis em pH fisioldgico, possuem carga neutra e baixa toxicidade (Hossain et
al., 2019). A prolina é amplamente estudada como um dos principais osmoprotetores nas
plantas, desempenhando um papel crucial na sobrevivéncia das plantas em condicbes de
estresse abidtico (Ghosh et al., 2022). A prolina atua como antioxidante e reguladora de sinais,
desempenhando multiplas funcdes vitais para a adaptabilidade das plantas ao estresse (Sharma
etal., 2021).

A protecdo osmotica aumenta significativamente o sistema de defesa antioxidante,
auxiliando na homeostase idnica celular e aumentando a biossintese e acumulacgéo de diferentes
osmoprotetores, como prolina, trealose e glicina betaina no citoplasma das plantas, para manter
as fungdes celulares normais (Kusale et al., 2021). Diante desse contexto, o artigo I, tem como
abjetivo avaliar o efeito da aplicacdo de prolina no crescimento e fisiologia da capuchinha. O
artigo 11, avaliar o efeito da Pro nos componentes de producdo e biomassa de Tropaeolum

majus.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Capuchinha (Tropaeolum majus L.)

A capuchinha (Tropaeolum majus L.) é uma planta herbacea anual, pertencente a familia
Tropaeolaceae. E totalmente glabra e aromatica quando amassada, apresentando ramos rasteiros
ou escandentes retorcidos, com 70-140 cm de comprimento. Sua origem esta nas regides
montanhosas do México e Peru. Suas folhas sdo simples, longas-pecioladas, de ldmina orbicular
peltada, membranacea, com 5-7 nervuras principais partindo do ponto de insercéo do peciolo,
e de cor mais clara na face inferior, medindo 5-9 cm de didmetro. Suas flores sdo solitérias e
longo-pedunculadas, podendo apresentar cores vermelhas, alaranjadas, brancas ou amarelas
(Kinupp et al., 2014).

A intensificacdo das relagdes econdmicas e culturais entre diferentes paises e regiGes tem
levado a um aumento da consciéncia do consumidor em relacdo as praticas alimentares
tradicionais, como o consumo de flores comestiveis. Esse fendmeno é impulsionado por fatores
COmo a preocupacao crescente com a saude e 0 meio ambiente, juntamente com a curiosidade
em experimentar novos sabores e ingredientes (Rop et al., 2012).

Ao longo dos séculos, as flores comestiveis desempenharam um papel essencial na nutri¢do
humana. Inicialmente utilizadas como elementos decorativos em pratos servidos a nobreza,
especialmente em eventos festivos e banquetes, essas flores também ganharam destaque como
guarnic@es e ornamentos em diversas refeicoes e buffets frios. Suas pétalas sao frequentemente
empregadas para enfeitar saladas, sobremesas, sorvetes, bebidas, entre outros. Além de sua
funcdo estética, as flores comestiveis proporcionam sabores e aromas distintivos (Mlcek e Rop,
2011). As principais fontes de flores comestiveis sdo vegetais, frutas, plantas medicinais e
ornamentais (Rop et al., 2012).

As folhas e flores da capuchinha tém sido utilizadas como recurso terapéutico para diversas
condigdes, incluindo hipertensdo, inflamacéo, infeccfes do trato urinario, feridas, distdrbios da
vesicula biliar, propriedades afrodisiacas, e no tratamento de doencas crénicas, como a doenca
pulmonar obstrutiva, infecgdes nos rins e na bexiga, aléem de serem consideradas como
potencial anticarcinogénico (Valsalam et al., 2019). Tanto as flores quanto as folhas sdo
reconhecidas como uma fonte dietética valiosa de luteina, contribuindo para a reducéo do risco
de degeneracdo macular. Além disso, apresentam propriedades diuréticas e anti-hipertensivas,

com efeitos benéficos também no controle da diabetes (Jurca et al., 2018).
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2.2 Prolina

A prolina ¢ amplamente estudada como um dos principais osmoprotetores nas plantas,
desempenhando um papel crucial na sobrevivéncia das plantas em condi¢cdes de estresse
abidtico (Ghosh et al., 2022). Além de sua fungdo osmoprotetora, a prolina atua como
antioxidante e reguladora de sinais, desempenhando multiplas funcBes vitais para a
adaptabilidade das plantas ao estresse (Sharma et al., 2021). Os mecanismos de sinalizacao que
promovem a sintese de prolina em resposta ao estresse, especialmente salinidade, envolvem o
acido abscisico, espécies reativas de oxigénio, ions de calcio e possivelmente outros mediadores
hormonais desconhecidos (Parkash et al., 2020).

A aplicacdo externa de compostos de baixo peso molecular, como a prolina, pode reduzir os
efeitos negativos do estresse salino nas plantas, permitindo que elas tolerem melhor esse tipo
de estresse. Isso ocorre porque as moléculas ajudam a resgatar as plantas, promovendo uma
regulacdo osmotica para aumentar sua tolerancia (Noreen et al., 2019). Este aminoacido atua
como um osmdlito, quelante de metais e ligante, mantendo a estrutura das membranas,
prevenindo a perda de eletrélitos e reduzindo o nivel de espécies reativas de oxigénio,
auxiliando as plantas a lidarem com o estresse (Shahid et al., 2022).

Os pesquisadores tém demonstrado grande interesse na investigagdo da prolina,
especialmente em sua aplicacdo exdgena sob estresses abidticos, revelando potencial para
aprimorar os efeitos do estresse em varias culturas agricolas (Ojewumi et al., 2022). Além disso,
a prolina apresenta efeito protetor em relacdo a fosfolipidios, plasmalema, mitocdndrias e
membranas plastidicas. Com base nas pesquisas realizadas com o uso de prolina nas plantas,
percebe-se que sua aplicacdo pode ajudar a enfrentar o estresse salino (Khalid et al., 2022).

A prolina, um aminoéacido de estrutura ciclica, se destaca por seu grupo amino secundario,
sendo considerada um osmoprotetor eficaz e uma molécula sinalizadora importante no
metabolismo primario. Diversas pesquisas destacam sua correlacdo positiva com a tolerancia
das plantas aos estresses abioticos, tornando-se um elemento crucial na resposta fisiologica das
plantas ao estresse salino (Khalid et al., 2022). Além disso, devido a sua competéncia na
formacédo de ligac6es de hidrogénio, a prolina contribui para a estabilidade das proteinas, a
integridade da membrana celular, a protecéo celular e 0 aumento da capacidade de absorcéo de
agua, bem como a ativagéo de enzimas (Khalid et al., 2022).

Esse osmoprotetor, além de atuar como osmolito e antioxidante potente, também exerce
funcgdes de quelante de metais, estabilizador de proteinas e inibidor da morte celular programada

(Hosseinifard et al.,2022). O uso exogeno de prolina pode garantir a turgescéncia da célula em
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condigdes estressantes, protegendo a planta e promovendo o aumento do crescimento e
desenvolvimento, bem como a melhoria da fotossintese, transpiracdo, condutancia estomatica
e antioxidantes. No entanto, € importante controlar seu uso para evitar efeitos toxicos (Khalid
et al., 2022; llyas e Amjid, 2020).

A aplicagdo exogena de prolina promove 0 aumento da clorofila, conteddo de &gua relativo,
transpiracdo e condutincia estoméatica em plantas, atenuando o estresse causado por altas
concentracgdes de sais no solo (Khalid et al., 2022). Em Capsicum annum, a pulverizacdo de 0,8
mM de prolina aumentou a tolerancia ao sal nos gendtipos testados, melhorando o crescimento,
producdo de frutos, relagdes hidricas e trocas gasosas das plantas sob estresse salino (Butt et
al., 2016). Em dois gendtipos de pimenta (Capsicum annuum L.), a aplicacdo exdgena de 0,8
nM de prolina promoveu crescimento, atributos fisioldgicos, idnicos e bioquimicos em ambos
0s genotipos testados, apesar das condi¢cfes salinas (Butt et al., 2020). Portanto, a prolina
estimula o crescimento, as caracteristicas fisico-quimicas e anatdbmicas das plantas quando
aplicada via foliar em culturas suscetiveis ao estresse salino, auxiliando no estimulo das
propriedades fisiologicas das plantas.

Além disso, a aplicacdo exdgena de prolina via foliar regula a expressdo de varios genes
associados a enzimas antioxidantes sob condigdes de estresse salino. Entre esses genes, a 1-
pirrolina-5-carboxilato sintetase é responsavel pela regulacéo positiva do acimulo de prolina
induzido pelo estresse salino (Kim et al., 2013). Estudos recentes destacam a relevancia do uso
de tratamentos exdgenos de prolina para mitigar o estresse causado pela salinidade em
plantacdes (Rady et al., 2019; Freitas et al., 2019; ElI Moukhtari et al., 2020; Hosseinifard et al
2022; Orsini et al., 2018), pois favorecem a estrutura vegetal ao atenuar o estresse e aumentar
a fixacdo de carbono e os teores de nitrogénio (Khalid et al., 2022).

As plantas possuem a capacidade de desenvolver tolerdncia ao estresse salino, adaptando
seu metabolismo para proteger processos celulares vitais, como a fotossintese e a respiracao
(Safdar et al., 2019). Isso envolve modificacdes nos metabolismos e estimula a sintese de
compostos quimicos em resposta ao estresse (Acosta-Motos et al., 2017).

A quantidade de prolina em condic¢des adversas é regulada pelo controle da transcri¢do dos
genes P5CS e ProDH, os quais sdo ajustados em resposta ao estresse abidtico. Além disso, o
metabolismo da prolina é influenciado por diversas condi¢gdes ambientais, como a luz (Alvarez
et al., 2022). Este processo envolve enzimas que catalisam a sintese e o catabolismo da prolina,
assim como uma via alternativa de sintese através da ornitina (Singh et al., 2017).

Os efeitos da aplicacdo de prolina no crescimento, fisiologia e metabolismo de T. majus

ainda ndo foi esclarecido, entretanto, existem estudos preliminares com aclimatizacdo da
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capuchinha sob estresse salino com outros mitigadores (Silva et al., 2022), porém nédo sabe-se
os efeitos com aplicacdo de prolina. Com isso, estudos sobre a aplicacdo de prolina como

atenuante do estresse salino sdo de crucial importancia.
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RESUMO

A salinidade representa um dos maiores desafios para a agricultura em regides semiaridas,
impactando os processos fisiologicos, o crescimento e a producéo de diversas culturas. Assim,
a utilizacdo de agua salina na producdo agricola vem se tornando uma realidade em varias
regides do mundo, tendo em vista a escassez de agua, tanto na agricultura irrigada, como no
abastecimento urbano e industrial. Diante desse contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar
os efeitos das aplicagdes de prolina como atenuante dos danos causados pelo estresse salino
sobre o comportamento do crescimento e fisiologico. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 (condutividades elétricas — CEa: 0,0; 1,50;
3,00; 4,5; 6,5 dS m™) x 4 (concentragBes de prolina — Pro: 0,0; 5,00; 10,0; 15,0 mM), com seis
repeticdes. Foram avaliados o crescimento, trocas gasosas, indice de clorofilas e fluorescéncia
da clorofila a. A aplicagdo de prolina foi benéfica em plantas de capuchinha, aumentando o
numero de folhas, didmetro do caule e 0 comprimento da raiz. A dose de 15,0 mM associada a
salinidade moderada da agua de irrigacdo 3,0 dS m estimula as trocas gasosas, resultando em
maior fotossintese liquida, transpiracdo e condutancia estomatica de T. majus.

Palavras-chave: Capuchinha; estresse abidticos; osmoprotetores.
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ABSTRACT

The salinity represents one of the greatest challenges for agriculture in semi-arid regions,
impacting physiological processes, growth, and production of various crops. Thus, the use of
saline water in agricultural production is becoming a reality in several regions of the world,
given the water scarcity in both irrigated agriculture and urban/industrial supply. In this context,
the study aimed to evaluate the effects of proline applications as a mitigator of damage caused
by saline stress on growth and physiological behavior. The experimental design used was
completely randomized in a factorial scheme 5 (electrical conductivities — ECw: 0.0; 1.50; 3.00;
45; 6.5 dS m?) x 4 (proline concentrations — Pro: 0.0; 5.00; 10.0; 15.0 mM), with six
replications. Growth, gas exchange, chlorophyll index, and chlorophyll a fluorescence were
evaluated. The application of proline was beneficial in nasturtium plants, increasing the number
of leaves, stem diameter, and root length. The dose of 15.0 mM associated with moderate
salinity of irrigation water at 3.0 dS m™ stimulates gas exchange, resulting in higher net
photosynthesis, transpiration, and stomatal conductance of Tropaeolum majus.

Keywords: Nasturtium; abiotic stress; osmoprotectants.
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1 INTRODUCAO

A capuchinha (Tropaeolum majus L. — Tropaeolaceae), também conhecida como chaguinha
e nastarcio no Brasil, € uma planta versatil com propriedades comestiveis, ornamentais e
medicinais. Suas flores, que podem ser simples ou dobradas, crescem até 2-3 cm, enquanto a
planta atinge cerca de 30-40 cm (Melo et al., 2018). As flores vibrantes da capuchinha em tons
de vermelho, laranja e amarelo tém um sabor picante distintivo e sdo ideais para realgar saladas,
molhos, pratos grelhados e outras preparac6es culinarias (Koike et al., 2015). Além disso, as
flores da capuchinha sdo ricas em compostos bioativos, incluindo flavonoides como quercetina
e isoquercitrina, acidos graxos como oleico e linoleico, vitamina C e tiocianato de benzila
(Bazylko et al., 2013).

As folhas e flores da capuchinha tém sido utilizadas como recurso terapéutico para diversas
condicdes, incluindo hipertensao, inflamacéo, infec¢bes do trato urinario, feridas, distarbios da
vesicula biliar, propriedades afrodisiacas, e no tratamento de doencas cronicas, como a doenca
pulmonar obstrutiva, infecgdes nos rins e na bexiga, além de serem consideradas como
potencial anticarcinogénico (Valsalam et al., 2019). Tanto as flores quanto as folhas sdo
reconhecidas como uma fonte dietética valiosa de luteina, contribuindo para a reducéo do risco
de degeneracdo macular. Além disso, apresentam propriedades diuréticas e anti-hipertensivas,
com efeitos benéficos também no controle da diabetes (Jurca et al., 2018).

A salinidade compromete diversos processos metabdlicos das plantas, afetando
negativamente as trocas gasosas, a absor¢do e balanceamento nutricional e o equilibrio
osmatico, causando diminuicdo do crescimento (Alavi et al., 2020). Esses efeitos ocorrem
devido a baixa disponibilidade hidrica causada pela reducéo do potencial osmoético, a alteragédo
na atividade enzimatica e ao estresse oxidativo causado pelo aumento da producéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e toxicidade ionica, principalmente Na* e CI (Faghih et al., 2019;
Silva et al., 2019).

A procura por produtos que possam reduzir e atenuar os efeitos do estresse salino sobre as
plantas é crescente, dentre eles, destaca-se 0 uso de prolina. A prolina desempenha um papel
importante como osmolito, atuando como quelante de metais e ativando o sistema antioxidante
celular para lidar com condicdes estressantes, como escassez de agua e nutrientes (Godoy et al.,
2021). A aplicacdo exogena de prolina pode ajudar as plantas a se desenvolverem e melhorar
sua atividade fotossintética e nutricdo mineral, regulando o potencial osmotico do vegetal,
reduzindo o efeito de ions toxicos e estimulando o sistema de enzimas antioxidantes (Zouari, et
al., 2019).
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Considerando o atual cenario de mudangas climaticas e a reducdo da disponibilidade hidrica
para a agricultura, torna-se crescente a necessidade do uso de &guas salinas na irrigacéo. Assim,
formulou-se a hipdtese de que a aplicacdo de prolina reduza os efeitos do estresse salino na
capuchinha. Diante desse contexto, o trabalho teve como abjetivo avaliar o efeito da aplicacédo

de prolina no crescimento e trocas gasosas da Tropaeolum majus.
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2 METODOLOGIA

2.1 Local e delineamento experimental

O experimento foi conduzido na area experimental do Setor de Biotecnologia e
Melhoramento Vegetal do Departamento de Biociéncias do Centro de Ciéncias Agrarias, da
Universidade Federal da Paraiba, Areia, Paraiba, Brasil, cujas coordenadas geograficas sdo
6°57',48” S e 35°41',30” O, com altitude de 618 m. De acordo com a classificacdo de Kdppen,
o clima local é do tipo ‘As’ com periodo de estiagem seco e quente ¢ chuvas no inverno (Alvares
et al., 2013). Durante o experimento (agosto a outubro de 2023), foram registradas as
temperaturas minimas e maximas diérias e a umidade relativa do ar utilizando um termo-
higrometro digital (AKSO® AK28new) instalado dentro da estufa, com valores médios de
28,2°C; 45,8°C; 20,4°C e 65,6% (temperatura media, temperatura maxima, temperatura minima
e umidade relativa do ar, respectivamente).

100 - —— Temperatura rr1é4ia - 100
Temperatura minima
— — - Temperatura maxima
—— Umidade reltiva do ar
80 A - 80
)
0;, 60 - - 60 g
2 3
5 g
g- (S
5 D
H
0 T T T T T T T T T 0
1 7 13 19 25 31 37 43 49 55 61

Dias ap6s o plantio

Figura 1. Dados de temperatura e umidade relativa do ar na estufa durante o periodo
experimental.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5
(condutividades elétricas — CEa: 0,0; 1,50; 3,00; 4,5; 6,5 dS m™) x 4 (concentracdes de prolina
— Pro: 0,0; 5,00; 10,0; 15,0 mM), com seis repetigdes.
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2.2 Material vegetal

As mudas foram produzidas em vasos de polietileno com capacidade de 5,0 dm. As
sementes de capuchinha (Tropaeolum majus, cv. Ani sortida — Isla®) foram semeadas duas
sementes por vaso, a uma profundidade de aproximadamente 2 cm. O desbaste foi realizado
aos 10 dias ap0s a semeadura (DAS), mantendo-se a planta mais vigorosa por vaso. O substrato
utilizado foi o Mecplant® (Telémaco Borba, Parana, Brasil), que é composto por 60% de casca
de pinus, 15% de vermiculita de grau fino, 15% de vermiculita superfina e 10% de hamus. A

caracterizagdo quimica do substrato utilizado esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do substrato:

P Na H+Al Al Ca Mg K C
pH (H20, 1:25)
mg kgt cmolc kgt g kgt
5.00 233.27 14.69 20.62 0 8.9 8.9 97.59 35.25

P and K- Extracdo Mehlich; C Carbono; Al, Ca e Mg KCL; H*Al" Acetato de célcio.

Antes da aplicagdo com as &guas salinas, realizou-se uma padronizacdo para altura, diametro
na altura do colo e dois pares de folhas, para reduzir a heterogeneidade do experimento durante
0 estabelecimento da cultura, producdo e qualidade dos frutos. As &guas salinas foram
preparadas adicionando cloreto de sédio (NaCl) na agua até atingirem as condutividades
elétricas estabelecidas, utilizando um condutivimetro portatil modelo microprocessado
Instrutherm® (modelo CD-860) para a determinacdo dos valores. A partir dos 15 DAS, a
irrigacdo com aguas salinas foi realizada de forma manual conforme a necessidade hidrica das
plantas que foi estabelecida pelo método de lisimetria de drenagem (Henschel et al., 2022).

No Laboratério de Solos do Centro de Ciéncias Agrérias, foram preparadas as solugdes de
prolina, onde cada concentragcdo foi pesada em balanca de precisdo, e posteriormente,
adicionadas a um Becker de 100 mL para diluicdo completa dos cristais na solucdo (agua
destilada). Em seguida, a solugdo foi posta dentro de um bal&o volumétrico com &gua destilada
até chegar a 1000 mL. Nesta solucdo, foram diluidas 7 gotas de Tween 80 (0,05%) como
surfactante para aumentar a absorcao pelas plantas.

A prolina foi aplicada via fertirrigacdo a cada 10 dias ap0s a irrigacdo com aguas salinas (25,

35, 45 e 55 dias), de acordo com as doses estabelecidas. As aplicagbes foram feitas com o
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auxilio de um borrifador manual, onde o produto foi distribuido nas folhas adaxiais e abaxiais
(entre a planta e as extremidades do vaso). Na primeira aplicacdo, todas as plantas foram
pulverizadas com 2,5 mL, na segunda aplicacdo com 4,0 mL, na terceiracom 5,5 mL e na quarta
aplicacdo com 7,5 mL de cada solucdo, (Pro: 0,0; 5,00; 10,0; 15,0 mM), totalizando em 19,5

mL por planta durante o periodo experimental.

2.3 Variaveis analisadas

2.4 Crescimento de plantas

As varidveis de crescimento e fisiologia, foram determinadas aos 60 dias ap6s o inicio da
irrigacdo com &guas salinas. Para as variaveis de crescimento, foram avaliadas a altura de
plantas, medindo da base do solo até a Gltima incisao foliar da planta, a medicéo foi feita com
0 auxilio de uma régua graduada e os valores expressos em cm. O didmetro do caule foi
mensurado com o auxilio de um paquimetro digital e os valores expressos em mm e 0 nimero
de folhas foi determinado com a contagem de todas as folhas de cada planta. O comprimento
daraiz foi obtido medindo a distancia entre a superficie do caule e a parte mais alta da raiz com

uma régua graduada, com valores expressos em cm.

2.5 Trocas gasosas

As trocas gasosas foram determinadas com um analisador de gas infravermelho (IRGA,
LCpro-SD Portable Photosynthesis System, ADC BioScientific, Hoddesdon, ENG). As
medicdes foram realizadas das 8 as 10 horas da manh4, utilizando luz artificial fixa em 1000
umol de fotons m™? s, 385 pmol de concentracio referéncia de CO- e temperatura ambientes.
A condutincia estomatica (gs — mol H.0 m2 s, fotossintese liquida (A — pmol CO2 m=2 s™2),
transpiragdo (E — mmol H2.0 m= s1), eficiéncia no uso da agua (EUA = AJE), eficiéncia
intrinseca no uso da agua (EiUA = A/gs), concentracdo de carbono interno (Ci — pmol CO2 mol
ar't), déficit de pressdo de vapor (DPV— DPVioihaar), € eficiéncia da carboxilagdo instantanea
(EiC = A/Ci) foram avaliados.

A fluorescéncia inicial (Fo), maxima (Fm) e varidvel (Fv) e o rendimento quantico do
fotossistema Il (Fv/Fm) foram medidos entre 8h e 11h, utilizando um fluorémetro modulado
(modelo OptiSciences Inc.- modelo OS-30p, Hudson, USA.), em uma folha intermediaria por
planta, pré-adaptadas ao escuro por 30 minutos. Os indices de clorofila a, b e total foram
medidos na terceira folha a partir do apice de cada planta com um clorofildometro digital
(ClorofiLOG®, modelo CFL 1030, Porto Alegre, RS).
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A extragdo e quantificagdo de clorofilas foi determinado conforme a metodologia proposta
por Santos et al. (2008). Foram coletados cinco discos foliares (1 cm de diametro cada) e
incubadas em 5 mL de solucdo de DMSO. As amostras ficaram mantidas no escuro por 48h em
temperatura ambiente. Apos a incubacdo, foi determinada a absorbancia das amostras (480, 649
e 665 nm), utilizando cubeta de vidro de 10 mm de caminho 6tico, em espectrofotometro. Os
comprimentos de ondas e as equagdes para o célculo das concentragdes de clorofilas a, b e
carotenoides sdo baseados no método descrito por Wellburn (1994).

O extravasamento de eletrdlitos (EE) foi determinado conforme a metodologia descrita por
Bajji et al. (2002), com adapta¢des. Foram coletados 10 discos foliares por individuo, sendo
acondicionados em tubos de ensaio contendo &gua destilada e levados ao laboratorio. Apos
coletados, os discos foram lavados e mantidos em tubos de ensaio com tampa contendo 40 mL
de agua destilada. As amostras foram mantidas a 25 °C por 6 horas, sob agitacdo ocasional.
Apos esse periodo, foi determinado a condutividade elétrica inicial (CE1) do extrato por meio
de um condutivimetro portéatil (CD-880, Instrutherm). Posteriormente, os tubos foram mantidos
em banho maria a 90 °C por 2 horas e, em seguida, determinada a condutividade elétrica final
(CE>) do extrato. O extravasamento de eletrolitos foi expresso em porcentagem e calculado
através da formula (EE (%) = (CE1/CE>) x 100).

2.6 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (p < 0,05) e, quando
significativos, foi realizada a analise de regressdo. Os dados foram processados no programa
estatistico R (Core Team, 2020). Os graficos foram confeccionados no Software Sigma Plot®
12.5 (Systat Software, San Jose, CA, EUA).
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3 RESULTADOS

A aplicacdo de prolina proporcionou efeito benéfico com aumento na altura das plantas, no
diametro do caule e no nimero de folhas de T. majus (Figuras 2a, b e c). Observou-se que 0
maior valor de altura das plantas (24,0 cm) aos 60 DAS foi alcangado com a dose de Pro 15,0
mM (Figura 2a). Além disso, as plantas que receberam a aplicacdo de prolina de 15,0 mM
apresentaram um aumento de 4,8 mm no diametro do caule e um acréscimo de 12,0 folhas no
numero de folhas em comparagdo com as plantas isentas da aplicacdo de prolina (Figura 2b e
C).

A presenca da salinidade na agua de irrigagdo teve um impacto negativo no crescimento das
plantulas de capuchinha. Foi observada uma reducdo linear no diametro do caule, no nimero
de folhas e no comprimento da raiz conforme incremento na quantidade de sais adicionados a
agua de irrigacdo, resultando em um decréscimo respectivos de 22,41, 32,57 e 43,65% ao
comparar 0 menor e maior nivel salino (Figura 2d, e, f).

As trocas gasosas das plantas de capuchinha foram influenciadas significativamente pela
interacdo entre o uso das aguas salinizadas e aplicacdo de prolina (Figuras 3a, b, c¢). Plantas
irrigadas com as aguas salinas de 0,67; 2,46 e 1,34 dS m™ e concentragdes de 15,0, 9,31 e 15
mM apresentaram, respectivamente, maximos valores de fotossintese liquida (6,35 pmol CO, m°
25 1), transpiracdo (2,24 (mmol de H,O m? s?) e condutancia estomatica (0,075 (mol de H,O m™
s') (Figuras 3a, b, ¢). Por outro lado, a combinacdo entre as maiores concentracdes de prolina
e maiores condutividades da agua, reduziu as trocas gasosas.

Em relacdo a eficiéncia de carboxilacdo instantanea, houve efeito significativo para as doses
de prolina (figuras 4a). Plantas irrigadas com a agua 0,00 dS m™ e dose de 15,0 mM
apresentaram, maior eficiéncia da carboxilacdo instantanea (0,026). Enquanto, que a eficiéncia
no uso da agua (EUA) foi maior nas plantas isentas da aplicacdo de prolina e estresse salino
(Figura 4b).
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Figura 2. Pardmetros de crescimento de plantas de capuchinha cv. And sortida submetido a
diferentes condutividades elétricas da agua de irrigacdo (CEa) e concentragBes de prolina.

Altura de planta (a); didametro de caule (b); nimero de folhas (c) sob aplicacdo de prolina.
Diametro (d); namero de folhas (e) e comprimento da raiz sob estresse salino.
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Figura 3. Trocas gasosas de plantas de capuchinha cv. And sortida submetido a diferentes
condutividades elétricas da &gua de irrigagdo (CEa) e concentracdes de prolina. (a) Fotossintese

liquida (A); (b) transpiracdo (E); e (c) conduténcia estomatica (gs). Os asteriscos indicam
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diferencas significativas pelo teste F a 0,05 (*) ou 0,01 (**) de probabilidade. Ns: n&o

Também pode-se observar que o acréscimo de sais na agua de irrigacdo promoveu
comportamento crescente nos valores da EiUA, principalmente nas menores doses da prolina

0,0 mM, com maxima EiUA 89,32 na agua de 4,25 dS m™ (Figura 4c), respectivamente.

O uso de 8,27 mM de prolina resultou no valor maximo estimado de 0,58 de Fv quando

irrigado com agua de 2,68 dS m™ (Figura 5d). No entanto, maiores concentracdes salinas e

doses de prolina reduziram a Fm.
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Figura 4. Trocas gasosas de plantas de capuchinha cv. And sortida submetido a diferentes
condutividades elétricas da agua de irrigagdo (CEa) e concentragdes de prolina. () Eficiéncia
da carboxilacdo instantanea (ECi); (b) eficiéncia no uso da agua (EUA); (c) eficiéncia
intrinseca no uso da dgua (EiUA) e (d) fluorescéncia maxima. Os asteriscos indicam diferencas

significativas pelo teste F a 0,05 (*) ou 0,01 (**) de probabilidade. Ns: n&o significativo
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4 DISCUSSAO

Os osmoprotetores podem melhorar a tolerancia ao estresse salino em plantas. No entanto,
ha poucas informacdes disponiveis sobre 0 mecanismo de acdo da aplicacdo deste aminoacido
em T. majus cultivado sob condic¢des de salinidade. Neste trabalho, a aplicagdo de prolina
reduziu os efeitos nocivos do estresse salino na fisiologia da capuchinha. A aplicagéo de prolina
resultou no aumento da altura, didmetro do caule e comprimento da raiz (Figura 2a, b, c), além
de diminuir os efeitos danosos da salinidade na fotossintese liquida, transpiracéo e condutancia
estomatica (Figura 3). Isso ocorre porque a prolina atua como antioxidante e reguladora de
sinais, desempenhando multiplas func@es vitais para a adaptabilidade das plantas ao estresse
(Sharma et al., 2021), como visto na Figura 3.

A resposta das plantas a salinidade esta intimamente ligada a fotossintese, pois € a fonte de
acumulacdo de biomassa em plantas superiores e um dos processos fisioldégicos mais sensiveis
ao estresse (Mo et al., 2016). A salinidade tem reduzido o crescimento das plantas, e esse
comportamento esta associado a uma diminuicdo nas taxas fotossintéticas e no estado hidrico
das plantas. E crucial ressaltar que os danos no crescimento e desenvolvimento s&o os primeiros
e mais preocupantes efeitos da salinidade nas plantas, e as alteragbes na biomassa sao
indicadores confiaveis do grau de estresse e resisténcia das plantas a seca (Li et al., 2018).

Diversos estudos demonstraram reducfes na absorcdo de CO, na condutancia estomatica,
na transpiracéo e na concentragéo interna de CO. em hortalicas como tomate (Batista et al.,
2021), manjericdo (Silva et al., 2019; Ndbrega et al., 2021) e meldo (Sousa et al., 2018; Sousa
etal., 2019) em resposta a estresses abioticos. Neste contexto, os efeitos da salinidade nas trocas
gasosas variaram conforme a condutividade elétrica da &gua de irrigacdo, resultando em
aumento da fotossintese liquida, transpiracdo e condutancia estomatica sob condutividade de
até 3,00 dSt, mas reduzindo-se em maiores condutividades (6,5 dS m™). Além disso, as trocas
gasosas também foram ampliadas pela prolina até 15,0 mM.

A maior condutancia estomatica (gs) observada em plantas de T. majus quando expostas ao
estresse salino e a aplicacdo de prolina pode ser atribuida a esse osmoprotetor, que penetra
rapidamente nos cloroplastos e contribui para a manutencdo da turgidez celular, preservando
assim a estrutura e a funcdo do sistema fotossintético diante do estresse (llyas et al., 2020;
Khalid et al., 2022). Adicionalmente, essa resposta pode estar associada ao aumento do teor
relativo de agua nas folhas induzido pela aplicacéo de prolina.

A fotossintese liquida (A) foi maior em plantas que cresceram sob aplicacdo de prolina e

diferentes condutividades elétricas da agua de irrigacdo (Figura 3b). Isso pode ter ocorrido
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devido & maior gs neste tratamento, além do fato de que a salinidade ndo afetou a taxa de
transpiragdo. Por outro lado, a combinagdo entre as maiores doses de prolina e maiores
condutividades da agua reduziu as trocas gasosas. Isso também pode estar relacionado a
manutencdo do teor relativo de dgua devido ao aumento das atividades de POD e APX (Silva
et al., 2022), bem como a diminuicdo da peroxidacdo lipidica neste tratamento (Figura b). O
fato de que a maior A foi observada em plantas sob salinidade esta relacionado ao controle
estomatico, considerado o principal fator fisioldgico para otimizar o uso da agua durante o
déficit hidrico, evitando perdas excessivas de agua em condigdes de estiagem prolongada
(Nadeem et al., 2019) e consequente diminui¢do no transporte de assimilados (Dabrowski et
al., 2019).

Observamos um aumento na Fy em plantas submetidas a salinidade moderada (2,68 dS m-
. Isso sugere que o aparelho fotossintético ndo sofreu danos nem houve subutilizagdo da
energia disponivel para as reacfes fotoquimicas. Além disso, o aumento da Fm influencia
diretamente a Fv, que representa a energia potencialmente ativa no fotossistema Il, resultando
no aumento da capacidade de transferéncia da energia de excitacdo (Kalaji et al., 2018; Sa et
al., 2018).

No entanto, & medida que a salinidade aumentou para 6,5 dS m, houve uma reducdo nos
valores de fluorescéncia inicial Fwm indicando danos ao aparato fotossintético das plantas
expostas a niveis mais elevados de salinidade. Além disso, 0 uso de prolina em concentracdes
de até 10,86 mM resultou em aumento de Fm em condicGes de salinidade moderada, indicando

uma melhora na eficiéncia fotossintética das plantas.
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5 CONCLUSOES

1. A aplicacdo de prolina foi benéfica em plantas de capuchinha, aumentando o nimero de
folhas, didmetro do caule e o comprimento da raiz.

2. A concentracgdo de 15,0 mM associada a salinidade moderada da agua de irrigacdo 3,0 dS
m? estimula as trocas gasosas, resultando em maior fotossintese liquida, transpiracio e

condutancia estomatica de T. majus.
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RESUMO

A capuchinha (Tropaeolum majus) tem funcbes importantes em ornamentacdo, medicina e
culinaria, mas enfrenta restri¢cbes no crescimento e fisiologia devido a disturbios bioguimicos,
fisioldgicos e anatdmicos causados pelo estresse salino. A utilizagdo de prolina surge como uma
alternativa para reduzir os efeitos prejudiciais do estresse salino. Portanto, o objetivo foi avaliar
os efeitos da aplicagdo de prolina nos componentes de producdo e biomassa da T. majus
cultivadas sob estresse salino. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 5 (condutividades elétricas — CEa: 0,0; 1,50; 3,00; 4,5; 6,5 dS
m™) x 4 (concentragdes de prolina — Pro: 0,0; 5,00; 10,0; 15,00 mM), com seis repeticdes. O
acumulo de massa fresca e seca das folhas, caule e raiz, nimero e peso de flores, compostos
fenolicos, vitamina C, agUcares redutores e soluveis foram avaliados. Sob a influéncia da
aplicacéo de prolina, os efeitos negativos do estresse salino na massa fresca das folhas, caule e
raizes de T. majus foram reduzidos. Houve um aumento no peso e numero de flores (10,60)
alcancados com a concentragdo de prolina 15,0 mM. A prolina aumentou os niveis de
compostos fendlicos totais, teores de agUcares redutores e sollveis. Também promoveu um
aumento na atividade de vitamina C em plantas submetidas a estresse salino severo 4,75 dS m
!, A aplicacio de 15,0 mM de prolina apresenta potencial benéfico para o acimulo de biomassa,
peso e nimero de flores em T. majus.

Palavras-chave: Capuchinha; fitormonios; salinidade; prolina.
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ABSTRACT

The garden nasturtium (Tropaeolum majus) plays important roles in ornamentation, medicine,
and cuisine, but faces growth and physiological restrictions due to biochemical, physiological,
and anatomical disturbances caused by salt stress. The use of proline emerges as an alternative
to reduce the detrimental effects of salt stress. Therefore, the objective was to evaluate the
effects of proline application on the production components and biomass of T. majus cultivated
under saline stress. The experimental design used was completely randomized in a 5 (electrical
conductivities — ECe: 0.0; 1.50; 3.00; 4.5; 6.5 dS m™) x 4 (proline concentrations — Pro: 0.0;
5.00; 10.0; 15.00 mL L) factorial scheme, with six replications. The accumulation of fresh and
dry mass of leaves, stem, and root, number and weight of flowers, phenolic compounds, vitamin
C, reducing and soluble sugars were evaluated. Under the influence of proline application, the
negative effects of salt stress on the fresh mass of T. majus leaves, stem, and roots were reduced.
There was an increase in flower weight and number (10.60) achieved with a proline
concentration of 15.0 mmol™. Proline increased the levels of total phenolic compounds,
reducing and soluble sugar contents. It also promoted an increase in vitamin C activity in plants
subjected to moderate salt stress at 4.75 dS m™. The application of 15.0 mmol* proline presents
beneficial potential for biomass accumulation, flower weight, and number in T. majus.

Keywords: Nasturtium; phytohormone; salinity; proline.
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1 INTRODUCAO

A Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae), conhecida como capuchinha, é uma planta
cultivada extensivamente na América do Sul e em varias regides globais devido as suas
propriedades comestiveis, ornamentais e medicinais (Melo et al., 2018). Esta espécie vegetal é
naturalmente enriquecida com uma diversidade de compostos bioativos, como flavonoides
(quercetina e isoquercetina), acidos graxos (oleico e linoleico), vitamina C e tiocianatos
(Valsalam et al., 2019). Suas folhas e flores frescas sdo frequentemente integradas em
preparacdes culinarias, como saladas e sanduiches (Xu et al., 2021).

A capuchinha é suscetivel a disturbios no crescimento devido ao estresse salino, o que pode
afetar negativamente a producéo de flores e 0 metabolismo da planta (Silva et al., 2023). Uma
resposta inicial das plantas a salinidade é o fechamento estomatico, que reduz a perda de agua
por transpiragdo e a absor¢do de CO». Essa resposta pode sobrecarregar os fotossistemas e
induzir a fotorespiracdo, levando a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Silvaetal., 2022). Além disso, a salinidade perturba o equilibrio nutricional das plantas devido
a competicdo entre a absorcao de Na* e ions como K*, Ca?* e Mg?* (Z6rb et al., 2019).

A aplicacdo externa de compostos de baixo peso molecular, como a prolina, pode reduzir os
efeitos negativos do estresse salino nas plantas, permitindo que elas tolerem melhor esse tipo
de estresse. Isso ocorre porque as moléculas ajudam a resgatar as plantas, promovendo uma
regulacdo osmatica para aumentar sua tolerancia (Noreen et al., 2019). Este aminoacido atua
como um osmdlito, quelante de metais e ligante, mantendo a estrutura das membranas,
prevenindo a perda de eletrélitos e reduzindo o nivel de espécies reativas de oxigénio,
auxiliando as plantas a lidarem com o estresse salino (Shahid et al., 2022).

Os pesquisadores tém demonstrado grande interesse na investigacdo da prolina,
especialmente em sua aplicacdo exogena sob estresses abioticos, revelando potencial para
aprimorar os efeitos do estresse salino em varias culturas agricolas (Ojewumi et al., 2022).
Além disso, a prolina apresenta efeito protetor em relacdo a fosfolipidios, plasmalema,
mitocondrias e membranas plastidicas (Khalid et al., 2022). Com base nas pesquisas realizadas
com o uso de prolina nas plantas, percebe-se que sua aplicacdo pode ajudar a enfrentar o estresse
salino (Khalid et al., 2022).

Considerando o atual cenario de mudancas climaticas e a reducéo da disponibilidade hidrica
para a agricultura, torna-se crescente a necessidade do uso de aguas salinas na irrigagdo. Assim,

levantou-se a hipdtese de que a aplicagdo de prolina possa amenizar os efeitos do estresse salino
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na capuchinha. Diante desse contexto, o trabalho teve como abjetivo avaliar o efeito da
aplicacdo de prolina nos componentes de producgéo e biomassa da capuchinha.
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2 METODOLOGIA

2.1 Local e delineamento experimental

O experimento foi conduzido na &rea experimental do Setor de Biotecnologia e
Melhoramento Vegetal do Departamento de Biociéncias do Centro de Ciéncias Agrarias, da
Universidade Federal da Paraiba, Areia, Paraiba, Brasil, cujas coordenadas geograficas sdo
6°57',48” S € 35°41',30” O, com altitude de 618 m. De acordo com a classificagao de Koppen,
o clima local é do tipo ‘As’ com periodo de estiagem seco e quente e chuvas no inverno. Durante
0 experimento (agosto a outubro de 2023), foram registradas as temperaturas minimas e
maximas diarias e a umidade relativa do ar utilizando um termo-higrémetro digital (AKSO®
AK28new) instalado dentro da estufa, com valores médios de 28,2°C; 45,8°C; 20,4°C e 65,6%

(temperatura média, maxima, temperatura minima e umidade, respectivamente).

100 - —— Temperatura méd.ia - 100
+ Temperatura minima
— — - Temperatura maxima
— Umidade reltiva do ar
80 A - 80
60 - - 60

Temperatura (°C)
Umidade (%)

O T T T T T T T T T o
1 7 13 19 25 31 37 43 49 55 61

Dias ap0s o plantio
Figura 1. Temperaturas maximas e minimas e umidade relativa do ar na estufa durante o

periodo experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5
(condutividades elétricas — CEa: 0,0; 1,50; 3,00; 4,5; 6,5 dS m™) x 4 (concentracdes de prolina
— Pro: 0,0; 5,00; 10,0; 15,00 mM), com seis repeticoes.
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2.2 Material vegetal

As mudas foram produzidas em vasos de polietileno com capacidade de 5,0 dm3. As
sementes de capuchinha (Tropaeolum majus, cv. Ani sortida — Isla®) foram semeadas duas
sementes por vaso, a uma profundidade de aproximadamente 2 cm. O desbaste foi realizado
aos 10 dias apo6s a semeadura (DAS), mantendo-se uma planta mais vigorosa por vaso. O
substrato utilizado foi o oficial Mecplant® (Telémaco Borba, Parana, Brasil), que é composto
por 60% de casca de pinus, 15% de vermiculita de grau fino, 15% de vermiculita superfina e

10% de humus. A caracterizagdo quimica do substrato utilizado esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do substrato:

P Na H+Al Al Ca Mg K C
PH (H20,1:25)
mg kg cmolc kgt g kgt
5.00 233.27 14.69 20.62 0 8.9 8.9 97.59 35.25

P and K- Extracdo Mehlich; C Carbono; Al, Ca e Mg KCL; H*Al- Acetato de célcio.

Antes da aplicacdo com as aguas salinas, realizou-se uma padronizacao para altura, diametro
na altura do colo e dois pares de folhas, para reduzir a heterogeneidade do experimento durante
o0 estabelecimento da cultura, producdo e qualidade dos frutos (Dias et al., 2012). As aguas
salinas foram preparadas adicionando cloreto de sdédio (NaCl) na agua até atingirem as
condutividades elétricas estabelecidas, utilizando um condutivimetro portatil modelo
microprocessado Instrutherm® (modelo CD-860) para a determinacéo dos valores. A partir dos
15 DAS, a irrigacdo com &guas salinas foi realizada de forma manual conforme a necessidade
hidrica das plantas que foi estabelecida pelo método de lisimetria de drenagem (Henschel et al.,
2022).

No Laboratorio de Solos - CCA, foram preparadas as solucdes de prolina (Pro), onde foram
pesados em balanca de precisdo cada concentracdo, e posteriormente, adicionados a um Becker
de 100 mL para diluigdo completa dos cristais na solugdo (adgua destilada). Em seguida, a
solucdo foi posta dentro de um baldo volumétrico com agua destilada até chegar a 1000 mL.
Nessa solugéo, foram diluidas 7 gotas de Tween 80 (0,05%) como surfactante para aumentar a
absorcéo pelas plantas.

A prolina foi aplicada via fertirrigacdo a cada 10 dias ap0s a irrigacdo com aguas salinas

(25, 35, 45 e 55 dias), de acordo com as doses estabelecidas. As aplicagdes foram feitas com o
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auxilio de um borrifador manual, onde o produto era distribuido nas folhas axiais e abaxiais
(entre a planta e as extremidades do vaso). Na primeira aplicacdo, todas as plantas foram
pulverizadas com 2,5 mL, na segunda aplicacdo com 4,0 mL, na terceiracom 5,5 mL e na quarta
aplicacdo com 7,5 mL de cada solucgdo, totalizando em 19,5 mL por planta durante o periodo

experimental. As aplicagdes eram realizadas ao final da tarde para evitar altas temperaturas.

2.3 Variaveis analisadas

No final do experimento, aos 60 DAS, as plantas foram colhidas e particionadas em raiz,
folhas e caule. A massa fresca das plantas foi determinada com o auxilio de uma balanca
analitica de precisdo 0,001 g, em seguida as partes das plantas foram acondicionada em sacos
de papel tipo Kraft e submetidas a estufa com circulagéo forcada de ar a uma temperatura de 65
°C até atingir peso constante. A massa seca da planta foi mensurada com uma balanca analitica
de preciséo (0,001 g).

O teor relativo de agua (TRA) foi calculado de acordo com a metodologia descrita por
Irigoyen et al., (1992). Determinado a partir de 10 discos foliares com 0,5 cm de didmetro cada,
coletados de folhas completamente expandidas. Os discos foram pesados em balanca de
precisdo imediatamente ap0s a coleta para obter a massa fresca (MF). Em seguida, os discos
foram transferidos para placas de Petri, onde permaneciam submersos em agua por seis horas.
Apbs esse periodo, os discos foram pesados novamente para determinacdo da massa tdrgida
(MT) e, posteriormente, foram secos a 70 °C por 72 horas para obtencdo da massa seca (MS).

O TRA foi calculado usando a formula:

TRA (%) = (Mk - Ms) / (M- Ms) x 100

Sendo: TRA= Teor relativo de &gua;
Me = massa fresca dos discos;
Mt = massa turgida dos discos;

Ms = massa seca dos discos.

No Laboratorio de Fisiologia P6s-Colheita — CCHSA/UFPB, foram realizadas as analises
fisico-quimicas das flores, tais como: pH, acidez, sélidos sollveis (expressos em °Brix),
vitamina C, compostos fendlicos totais, agucares redutores e ndo redutores (Henrique, et al.,

2018). A acidez titulavel (% de acido citrico) foi determinada pela diluicdo de 10 g de polpa
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das flores em 50 mL de agua destilada. A solucéo foi entéo titulada com solucdo de NaOH 0,1
N até a coloracdo roseo claro. Os resultados foram expressos em percentagem de &cido citrico,
de acordo com o0 metodo do Instituto Adolfo Lutz (IAL 2008).

A determinacéo de pH foi realizada pesando 10 g de amostra da flor macerada e adicionado
50 mL de &gua destilada. A solucdo foi entdo medida com um potencidmetro digital (HANNA,
Singapura), de acordo com o método da Association of Official Analytical Chemists - AOAC
(2005). O teor de solidos soluveis (%) foi avaliado apds a maceracdo da amostra em um
multiprocessador. Uma gota da polpa triturada foi colocada em um refratdbmetro e os resultados
foram expressos em °Brix, conforme o Instituto Adolfo Lutz - IAL (2008). A quantidade de
vitamina C total (mg/10g de flores) foi determinada por espectrofotometria, com leitura a 520
nm, de acordo com o método de Person et al., (1976).

A quantidade de acucares redutores foi determinada pelo método de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller et al., (1959). O extrato foi preparado diluindo 1 g
de polpa em 50 mL de agua destilada. Uma aliquota de 0,8 mL do extrato foi misturada a 0,7
mL de 4gua e a 1,0 mL da solucdo de acido dinitrosalicilico para obtencdo das amostras. As
amostras foram agitadas e mantidas em banho-maria a 100 °C por 5 minutos.

A curva padrdo foi preparada com glicose e as leituras das amostras foram feitas em
espectrofotbmetro a 450 nm. A quantidade de aglcares ndo-redutores foi calculada pela
diferenca entre a quantidade de acgUcares totais e a quantidade de aclcares redutores. Para
determinar a quantidade de agUcares totais (g.100g™ de flores), foi utilizado o método de
antrona, conforme metodologia descrita por Yemn e Willis (1954). O extrato foi obtido diluindo
0,5 g de flores em 100 mL de &gua destilada. As amostras foram preparadas em banho de gelo,
adicionando-se 200 pL do extrato, 800 pL de &gua destilada e 2,0 mL da solugdo de antrona
0,2%. Em seguida, as amostras foram agitadas e mantidas em banho-maria a 100 °C por 8
minutos. A vitamina C total (mg /100g de flores de capuchinha) foi determinada segundo
Person (1976).

A leitura das amostras de flores foi realizada em espectrofotometro a 620 nm, utilizando-se
a glicose como referéncia para a obtencdo da curva padrdo. Os fendlicos totais foram
determinados pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau et al., (1927). As leituras
de absorbancia foram realizadas em comprimento de onda de 760 nm e os resultados expressos

em miligramas de equivalente de acido galico (EAG) por grama de amostra.
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2.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (p < 0,05) e, quando significativos,
foi realizada a analise de regressdo. Os dados foram processados no programa estatistico R
(Core Team, 2020). Os gréaficos foram confeccionados no Software Sigma Plot® 12.5 (Systat
Software, San Jose, CA, EUA).
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3 RESULTADOS

A aplicacdo de prolina reduziu os efeitos prejudiciais do estresse salino e promoveu um
aumento na massa fresca da folha, do caule e da raiz em plantas de T. majus (Figuras 2a, b e c).
Observou-se que os maiores valores de massa fresca da folha (8,97 g), caule (23,06 g) e raiz

(0,9259) foram alcancados com a dose de Pro 15,0 mM com irrigacdo de aguas de 0,44; 1,12;
2,68 dS m, respectivamente (Figura 2a, b e c).
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Figura 2. Producdo de biomassa em plantas de capuchinha cv. And sortida em resposta a

diferentes condutividades elétricas da 4gua de irrigacao (CEa) e doses de prolina. Massa fresca
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da folha (a); massa fresca do caule (b) e massa fresca da raiz (c). ™, *, ** ndo significativo,
significativo a P < 0,05 e P < 0,01 pelo teste F, respectivamente.

O maior acimulo de massa seca da folha foi nas plantas isentas da aplicacdo de Pro com

irrigacdo de agua de 6,5 dS m™* (Figura 3a). J&4 a massa seca do caule foi superior nas plantas

isentas da aplicacdo de &guas salinas com concentracdo de Pro 15,0 mM (Figura 3b). Enquanto,

0 acimulo de massa seca da raiz foi maior com uso de agua de 2,68 dS m™ e aplicagdo de Pro

15,0 mM (Figura 3c).
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Figura 3. Producdo de biomassa em plantas de capuchinha cv. And sortida em resposta a
diferentes condutividades elétricas da &gua de irrigacdo (CEa) e doses de prolina. Massa seca
da folha (a); massa seca do caule (b) e massa seca da raiz (c). ™, *, ** ndo significativo,
significativo a P < 0,05 e P < 0,01 pelo teste F, respectivamente.

A aplicag&o de prolina resultou em um aumento significativo no nimero e peso de flores de

T. majus. Foi observado que o maior valor do nimero de flores (10,60) e peso das flores (0,72
g) foram alcancados com a dose de Pro 15,0 mM (Figura 4a e b).
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Figura 4. Numero de flores (a) e peso das flores (b) em plantas de capuchinha submetido a
irrigacdo com aguas salinizadas e doses de prolina. ™, *, ** ndo significativo, significativo a P
< 0,05 e P <0,01 pelo teste F, respectivamente.

Os teores desses componentes aumentaram com a adi¢cdo de sais na dgua de irrigacdo e o
incremento nas doses de prolina. Por exemplo, a quantidade méxima de agucares redutores foi
de 3,07 mg* quando 15,0 mM de prolina foram utilizados em conjunto com uma condutividade
de 6,27 dS m (Figura 5a). Da mesma forma, o maior contetido de agtcares soltveis (9,76 mg-
1) foi em plantas tratadas com agua de 0,5 dS m™ e 7,75 mM de prolina, respectivamente
(Figura 5b).

A aplicagéo de prolina na dose de 8,79 mM resultou em um aumento significativo no teor
de compostos fendlicos totais, atingindo 891,06 mg™ em flores de capuchinha sem irrigagéo

com &gua salina (Figura 5c). Por outro lado, o aumento das condutividades da agua de irrigacédo
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resultou na reducdo dos valores de agUcares redutores, sollveis e dos valores de compostos
fendlicos.
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Figura 5. Acucares redutores (a), agUcares soluveis totais (b), compostos fendlicos (c) e

vitamina c¢ (d) em plantas de capuchinha submetido a irrigacdo com aguas salinizadas e doses

de prolina. ™, * ** ndo significativo, significativo a P<0,05 e¢ P<0,01 pelo teste F,
respectivamente.
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Foi observado um contetido médio de vitamina C de 59,27 mg 100 g de MF na dose de
15,0 mM de prolina, em conjunto com uma condutividade de 4,75 dS m™. Esses resultados
mostram a influéncia positiva da prolina e da condutividade na sintese e no acumulo de vitamina

C nas plantas.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, a utilizacdo de prolina demonstrou ndo atenuar os efeitos adversos do estresse
salino moderado na producdo de biomassa em T. majus, apenas promoveu efeito benéfico no
acumulo de biomassa das plantas. Este efeito pode ser atribuido ao papel dos aminoécidos na
promocdo da divisdo celular, na melhoria da eficiéncia fotossintética e no acumulo de
fotoassimilados (Baniasadi et al., 2018). Além disso, os resultados evidenciaram que a prolina
promoveu 0 aumento da massa fresca das folhas, do caule e das raizes (Figura 2), tanto em
plantas de capuchinha submetidas a estresse salino moderado quanto em plantas ndo submetidas
a tal condicdo. Observou-se que o maior valor de massa fresca 8,97 g foi alcancado com a
concentracdo de Pro 15,0 mM (Figura 2a).

A irrigacdo de plantas com agua salina geralmente resulta na reducéo do crescimento e no
acumulo de massa seca (Pan et al. 2021; Fernandes et al. 2022). No entanto, a aplicacdo de
prolina na concentracéo de 15,0 mM promoveu 0 aumento da massa seca das raizes até 2,68 dS
m (Figura 3 c). Este efeito pode estar associado a elevada concentragéo de nitrogénio presente
na prolina (Severino et al. 2021), que, como componente de diversos compostos, provavelmente
contribuiu para o crescimento e metabolismo das plantas de capuchinha, aumentando também
sua tolerancia ao estresse salino (Ashraf et al. 2018; Ahanger et al. 2019). Resultados
semelhantes foram observados em plantas de capuchinha submetidas a déficit hidrico, onde o
nitrogénio de baixo peso molecular, suplementado com espermina, atenuou os efeitos adversos
da salinidade no crescimento das plantas, na taxa fotossintética e na absorcdo de nutrientes
(Silva et al. 2022; Silva et al. 2023).

Os resultados do estudo revelaram que a aplicacdo de prolina resultou em um aumento
significativo no peso e no numero de flores da espécie T. majus. Verificou-se que a maior
quantidade de flores (10,60) foi observada quando a dose de prolina utilizada foi de 15,0 mM
(Figura 4a). Adicionalmente, as plantas que receberam a aplicagéo de prolina na dose de 15,0
mM e ndo foram submetidas ao estresse salino apresentaram maior peso das flores em
comparacdo com aquelas irrigadas com agua salina (Figura 4b). Este fenbmeno pode estar
relacionado a influéncia das poliaminas na diferenciacdo das gemas (Chen et al., 2019), o que
consequentemente afeta o numero de flores produzidas.

A influéncia da prolina na atenuacdo dos efeitos prejudiciais da salinidade sobre os aglcares
redutores e sollveis em T. majus (Figura 5a e b) esta associada a capacidade deste aminoacido
de desempenhar um papel crucial no mecanismo de osmorregulagdo. Esse mecanismo envolve

a estreita interacdo de elementos ndo toxicos com diversos componentes celulares, contribuindo



61

para a regulacdo osmotica e a manutengdo do turgor, garantindo assim o teor de 4gua das células
(Slama et al., 2015). Nosso estudo mostrou que a quantidade maxima de agucares redutores foi
de 3,07 mg™* quando 15,0 mM de prolina foram utilizados em conjunto com uma condutividade
de 6,27 dS m™ (Figura 5a). Da mesma forma, houve incremento no contetido de agticares
soliveis até 0,5 dSm™ e 7,75 mM de prolina (Figura 5b). O acumulo de solutos compativeis
representa uma estratégia essencial para a osmorregulacéo e o ajuste osmatico diante do estresse
salino (Majumdar et al., 2016). Além disso, o impacto da prolina sobre os niveis de agucar pode
estar relacionado a preservacdo da fotossintese liquida em plantas sujeitas ao estresse salino
(Figura 5b), uma etapa primordial para o acimulo de agucares nas plantas.

A adicdo de prolina resultou em um aumento no teor total de compostos fendlicos,
provavelmente devido a capacidade deste aminoacido de melhorar a toleréncia da planta ao
estresse. Na dose de 8,79 mM, foi observado um aumento significativo, alcancando 891,06 mg
1 em flores de capuchinha cultivadas (Figura 5¢). A regulagio destes osmdlitos pode representar
um mecanismo eficaz para aumentar a tolerancia das plantas ao estresse salino causado pelo
acumulo de sais na zona radicular, mantendo assim a homeostase hidrica celular adequada para
um metabolismo saudavel (Alharby et al., 2021). O aumento do estresse salino resultou em uma
diminuicdo no contetdo de compostos fendlicos, uma vez que esses compostos sdo uma via
ndo enzimatica para a eliminacao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e para a regulacdo
do potencial osmotico (Abdallah et al., 2016).

Ao avaliar o contetdo de vitamina C nas flores colhidas (Figura 5d), verificou-se que a dose
de 15,0 mM de prolina, juntamente com uma condutividade de 4,75 dS m™, resultou em um
contetido médio de vitamina C de 59,27 mg para cada 100 g* de matéria fresca (MF). Esses
resultados indicam a influéncia positiva da prolina e da condutividade na sintese e acumulagdo
de vitamina C nas plantas. Esses valores se aproximam dos encontrados em frutas consideradas
fontes importantes dessa vitamina, como laranja (Citrus cinensis) (62,5 mg para cada 100 g*
de MF) e goiaba (Psidium guajava) (85,9 mg para cada 100 g de MF)(Oliveira et al., 2011).
Para algumas flores especificas também sdo relatados niveis elevados de vitamina C, como
amor-perfeito (Viola x wittrockiana) (256 mg para cada 100 g* de MF), cebolinha-verde
(Allium schoenoprasum)(108 mg para cada 100 g™ de MF) e cravina (89,78 mg para cada 100
g de MF)(Amarante et al., 2019; Fernandes et al., 2016; Stefaniak et al., 2019).
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5 CONCLUSOES

1. A prolina aumentou os niveis de compostos fenolicos totais, teores de aglcares redutores
e soltveis. Também promoveu um aumento na atividade de vitamina C em plantas submetidas
a estresse salino severo 4,75 dS m™.

2. A aplicacdo de 15,0 mM de prolina apresenta potencial benéfico para o acumulo de

biomassa, peso e numero de flores em T. majus.
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