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RESUMO

O milho (Zea mays L.) € uma das culturas mais cultivadas no mundo. No Brasil,
este cereal tem ampla diversidade de uso. A maioria das areas onde ha
producao de milho utiliza-se a irrigacao, entretanto, quando realizada de forma
inadequada torna-se preponderante para a salinizacdo dos solos. Sendo assim,
objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito da aplicag&o foliar de prolina no
crescimento e fisiologia do milho verde cultivado em solo com diferentes niveis
de salinidade. O experimento foi conduzido no Centro de Ciéncia e Tecnologia
Agroalimentar (CCTA), pertencente a Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG), Pombal, PB, no periodo de 30 de margo a 30 de abril de
2015, utilizando-se a variedade AG 1051. Os tratamentos foram constituidos
por dois niveis de salinidade do solo, (CE= 3,26 e 0,86 dS/m) e cinco
concentragdes de prolina (0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mmol L™) aplicada via foliar nas
plantas de milho. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, no
esquema fatorial 2 x 5, com quatro repeticdbes. Os maiores valores quanto aos
parametros fisioldgicos foram observados quando utilizado o solo de menor
salinidade (CE= 0,86 dS/m). Para as variaveis de crescimento nas plantas, as
maiores médias observadas ocorreram quando foi utilizada a concentragao de

7,5 mmol L™ de prolina.

Palavras—chave: Zea mays L. Aminoacido, Trocas gasosas.
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ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is one of the most cultivated crops in the world. In Brazil,
this cereal has wide range of use. Most areas where there corn production is
used to turn irrigation if not performed correctly becomes predominant for the
salinization of the soil. Thus, the aim with this study was to evaluate the effect of
foliar application of proline in growth and corn grown in soil physiology with
different levels of salinity. The experiment was conducted at the Science and
Technology Centre Agrifood (CCTA), belonging to the Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), Pombal, PB, from March 30 to April 30, 2015, using
a variety AG 1051. The treatments consisted of two levels of soil salinity (EC
3.26 and 0.86 dS/m) and five proline concentrations (0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10
mmol L") applied to the leaves on corn plants. The experimental design was
completely randomized in a factorial 2 x 5, with four replications. The higher
values for physiological parameters were observed when using the least saline
soil (EC 0.86 dS/m). For the growth variables in plants, the highest average

observed occurred when it was used the concentration of 7.5 mmol proline L.

Keywords: Zea mays L., amino acid, gas exchange
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1 INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) esta entre as principais espécies mais cultivadas no
mundo. Este cereal vem sendo utilizado na América Latina desde os tempos mais
remotos, como a principal e tradicional fonte alimentar, ocupando hoje uma posi¢ao
de destaque. No Brasil, o milho tem ampla diversidade de uso, sendo que 15% da
producao sao utilizadas para consumo humano (FARIAS, 2013).

A produgédo de milho na safra de 2011/2012 foi de 5.783.900 t em 2.951.200
ha de area colhida. Levando em consideracao o seu potencial produtivo percebe-se
que o rendimento de graos na regido Nordeste ainda é baixo, chegando a 1.960 kg
ha' (CONAB, 2012).

A area de cultivo do milho, em sua maior parte, é realizada por irrigagédo que
por sua vez se nao for efetuada de forma correta torna-se um ato preponderante
para salinizagdo dos solos. As plantas estdo constantemente expostas a estresses
abidticos e, dentre eles, o estresse salino € um dos que mais comprometem o
crescimento e a produtividade das culturas em todo o mundo (ISLA e ARAGUES,
2010). No Brasil ainda ndo foram realizados estudos detalhados quanto ao
mapeamento e a identificacdo de areas salinizadas, porém estima-se que cerca de
20 a 25% das areas irrigadas apresentem problemas com salinidade do solo, sendo
a regiao Nordeste a mais afetada (FAO, 2005).

A cultura do milho é considerada moderadamente sensivel a salinidade,
apesentando uma salinidade limiar da agua de 1,1 dS m™' e do solo de 1,7 dS m”’
(AYERS e WESTCOT, 1999). Dentre os processos fisiolégicos afetados pela
salinidade destaca-se a fotossintese, que pode ser inibida pelo acimulo de ions Na*
e/ou CI" nos cloroplastos, os quais afetam os processos bioquimicos e fotoquimicos
envolvidos na fotossintese (TAIZ e ZEIGER, 2009). As plantas podem ainda
desenvolver outras alteragbes metabdlicas com o estresse salino, como por
exemplo, o0 acumulo de solutos organicos compativeis, tais como o N- aminosoluveis
e os carboidratos soluveis (TESTER e DVENPORT, 2003). Como resposta ao
estresse salino, como também a outros tipos de estresse abidticos, as plantas por
sua vez, tem a capacidade de desenvolver mecanismos de defesa capazes de
combaté-los e desta forma minimizar os efeitos deletérios causados pelos excessos

de sais tanto do solo como da agua de irrigagao. O acumulo de solutos orgéanicos ou



osmolitos no vacuolo das plantas € um exemplo eficaz de resposta ao estresse
salino (LACERDA, et al., 2003).

Para a absorgao de agua, as plantas precisam manter seu potencial hidrico
interno abaixo daquele verificado no solo. Para isso, requer uma diminuigdo no
potencial osmaético-hidrico através da absorcao de ions do solo ou até mesmo pela
sintese e acumulo de solutos organicos compativeis, assim mantendo o tugor e o
seu crescimento (TAIZ e ZEIGER, 2004). Os carboidratos soluveis, aminoacidos,
glicina-betaina e prolina sdo alguns dos solutos organicos comumente encontrados
nas plantas sob condi¢gdes salinas, atuando no processo de ajuste osmoético em
muitas culturas (HASEGAWA et al., 2000).

Sendo assim, ao invés da utilizacdo do melhoramento genético para promover
0 aumento da produtividade da cultura sob estresse salino, tem-se sugerido como
alternativa a aplicagao destes compostos de forma exdégena na planta, alavancando
assim a produtividade (ASHRAF e FOOLAD, 2007). Desta forma, a aplicagéo
exogena de determinados solutos organicos como, por exemplo, a prolina, em uma
cultura sensivel ou moderadamente sensivel a salinidade podera elevar esses
nutrientes na folha e, consequentemente, promover um aumento na tolerancia da
cultura a salinidade (LACERDA, 2013).

Deste modo, o presente trabalho teve por objetivo avaliar, o efeito da
aplicacao foliar de prolina no crescimento e fisiologia da cultura do milho verde

cultivado em solo com diferentes niveis de salinidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) tem como centro de origem o México e a Guatemala. O
teosinte ou “alimento dos deuses” chamado pelos Maias foi originado pelo processo
de selecgao artificial, feito pelo homem. O mesmo ainda é encontrado na América
Central (LERAYER, 2006). E um dos cereais mais cultivados no mundo, se
destacando na alimentagcdo animal como também na humana, servindo de matéria
prima para a produgao de diversos alimentos. No Brasil, o milho se apresenta como
uma das culturas de maior representatividade econdmica, principalmente visando a
producdo de milho verde e de grdo (CASTRO, 2010). No entanto, quando
relacionado a outros paises o Brasil ainda ndo se destaca entre os paises de maior
produtividade, visto que, existe uma gama de pequenos produtores que cultivam
esse cereal (SILVA, 2009).

De acordo com a classificagcdo botanica o milho € uma monocotiledénea
pertencente a familia Poaceae, género Zea, espécie Zea mays L. (SILOTO, 2002). E
uma planta herbacea, monoica, portanto possui dois sexos na mesma planta em
inflorescéncia diferente; além de apresentar ciclo vegetativo variado, existindo
variedades de ciclo precoces, ocorrendo sua polinizacdo aos 30 dias apods a
emergéncia, até as cultivares de ciclo mais tardio de até 300 dias. No Brasil, as
cultivares de milho apresentam ciclo variando entre 110 e 180 dias, periodo
compreendido entre a semeadura e a colheita (FANCELLI e DOURADO NETO,
2000).

O sistema radicular apresenta dois tipos de raizes: primarias e adventicias.
Suas folhas sao lanceoladas, possuem limbo e bainha e sado alternadas. O caule é
do tipo colmo e apresenta nds e entrends. A semente € do tipo cariopse que € um
fruto seco indeiscente de semente unica, fundido ao pericarpo, caracteristica
peculiar das gramineas (CENTEC, 2004).

E uma cultura que apresenta uma grande flexibilidade, sendo bastante
adaptada a sistema de rotagcdo, sucessao e consorciagao de culturas, mais como a
maioria das culturas esse também requer uma interacdo entre os fatores
edafoclimaticos e o manejo. O solo ideal para a cultura do milho apresenta
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caracteristicas fisicas em textura média entre 30-35% de argila, com uma
permeabilidade que garanta uma boa retencdo de agua e nutrientes (SANS e
SANTANA, 2002).

A exigéncia por agua esta em torno de 500 a 580 mm, sendo o periodo mais
exigente em agua a fase reprodutiva compreendendo os 15 dias antes e 15 dias
depois do pendoamento contribuindo assim para o florescimento das inflorescéncias
masculina e feminina. A falta de agua na producdo do milho prejudica a
disponibilidade, absorgdo e o transporte de nutrientes para a planta. Quanto ao
clima, a temperatura ideal para o desenvolvimento do milho esta entre 21 e 27° C,
principalmente no periodo que compreende da emergéncia a floragdo. Temperaturas
noturnas acima de 24°C diminui a taxa de fotoassimilados e ocasionam queda na
producao. O clima mais favoravel é aquele que apresenta verdes quentes e umidos
durante o ciclo vegetativo, acompanhados de invernos secos o que vem facilitar a
colheita e 0 armazenamento (MAGALHAES et al, 2002; SILVA et al, 2010).

O milho por apresentar-se como planta C4 responde melhor a temperaturas
mais elevadas do que as plantas C3, ou seja, apresenta mecanismos de
crescimento acelerado, assim com o aumento da temperatura diminui o ciclo da
cultura do milho. Desta forma pode-se dizer que as plantas C4 tém respostas
positivas ao aumento da luminosidade, principalmente no enchimento de gréos
(SILVA et al., 2010).

2.2 Estresse salino

A irrigagdo € uma das principais tecnologias capazes de trazer resultados
satisfatorios ao desenvolvimento, rendimento e qualidade dos produtos agricolas. No
entanto, além da quantidade de agua disponivel para as plantas, outro fator de
fundamental importancia esta relacionado com a qualidade da agua, principalmente
quanto a concentracdo de sais dissolvidos no solo (OLIVEIRA et al., 2014).

O termo salinidade se refere a existéncia de niveis de sais soluveis no solo
que possam prejudicar significativamente o rendimento das plantas cultivadas
(MUNNS e TESTER, 2008). A ocorréncia de solos salinos € comumente encontrada
nas regides aridas e semiaridas por conta de alguns fatores climaticos como, por
exemplo, a baixa precipitagao pluvial e alta taxa de evaporagéo (RUIZ et al., 2006).

A evaporagao e a transpiracdo removem agua pura do solo, que por sua vez
12



concentram solutos no solo. Outra forma de acumulo de sais ocorre quando a agua
de irrigagcdo contém uma alta concentragcdo de solutos e ndo ha possibilidade de
descarrega-los em um sistema de drenagem, fazendo com que rapidamente se
alcance niveis prejudiciais ao crescimento normal das plantas (TAIZ e ZEIGER,
2004).

Estima-se que exista em torno de 800 milhdes de hectares afetados pela
salinidade (VAIDYANATHAN et al, 2003; MUNS, 2005). No Nordeste Brasileiro o
que tem acelerado esse processo de salinizagdo nos solos € a utilizagdo de
irrigacbes de modo irracional, como também a drenagem deficiente, fazendo com
que essas areas tornem-se pouco produtivas ou até mesmo improdutivas (BARROS
et al., 2005).

Varios estudos ja foram desenvolvidos para avaliar o efeito da salinidade do
solo ou da agua de irrigagdo sobre culturas de interesse agrondmico, sendo, na
maioria dos casos, encontrados resultados que demonstram efeito deletério da
salinidade sobre o crescimento e o rendimento das plantas, a exemplo de
cucurbitaceas, como o meloeiro (DIAS et al.,, 2010; MEDEIROS et al., 2012). No
Brasil existem poucos estudos para quantificar a tolerancia do milho quando
submetido ao cultivo sob estresse salino. BLANCO et al, (2003) verificaram que a
emergéncia do milho foi afetada quando a salinidade da agua de irrigacdo (CE) era
superior a 1,65 dS/m, mas a producdo de matéria seca das plantas so6 foi afetada
para CE acima de 3,08 dS/m.

O estudo da tolerancia a salinidade em plantas é de especial importancia,
pois o sal se constitui como um fator limitante para a produgéo agricola, causando
dois tipos distintos de estresse: estresse osmoético e estresse por fitotoxicidade
ibnica especifica, o que consequentemente diminui a absor¢do de nutrientes e o
crescimento, provocando disturbios nas atividades metabdlicas em geral (HARTER,
2014).

O acumulo de sais soluveis no solo, como por exemplo, o sédio, pode
acarretar grandes problemas como: a reducédo do potencial osmaético da solugao do
solo, desbalanceamento nutricional, alteracdo do pH e a desestruturagcdo de seus
agregados tornando-os adensados, compactados quando em estado seco e
dispersos quando molhados (MEDEIRQOS, et al, 2010). Além dessas altera¢des na
composi¢cao do solo, a salinidade ainda pode causar outros efeitos negativos nas
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plantas, por conta da dificuldade encontrada em absorverem agua (efeito osmatico),
toxicidade de ions especificos e pela interferéncia dos sais nos processos
fisiolégicos, o que vem a influenciar negativamente no crescimento e
desenvolvimento da cultura (DIAS e BLANCO, 2010).

As alteragbes morfofisiologicas da planta aos estresses em geral variam
enormemente com o gendtipo e seu estadio de desenvolvimento, além da
intensidade e duracdo do estresse ao qual a planta € submetida (WILLADINO e
CAMARA, 2004).

2.3 O uso de prolina como osmorregulador em condi¢goes de estresse

Os estresses abidticos sdo considerados os que mais limitam a producéo de
culturas agricolas ao redor do mundo (MUNNS, 2011; FILIPPOU et al., 2014). Por
esta razdo este tema tém despertado grande interesse da pesquisa, que tem
buscado incessantemente por cultivares mais produtivas sob condi¢des
desfavoraveis de cultivo.

Varios mecanismos de protecdo sdo ativados nas plantas em resposta a
condicbes adversas de crescimento. O ajuste osmoético constitui-se um dos
mecanismos fisiolégicos mais eficazes para manutencdo da turgescéncia celular,
sob condi¢gdes de baixo potencial hidrico no solo (MARIJUAN e BOSCH, 2013).
Esses mecanismos se estabelecem mediante acumulo no vacuolo ou no citosol de
solutos compativeis.

Dentre os solutos orgéanicos que se acumulam no citoplasma em resposta ao
estresse, destaca-se a prolina. O aminoacido prolina é o soluto mais estudado, em
razao de sua sensibilidade de resposta a condi¢cbes de estresse (TROVATO et al.,
2008, ASHRAF et al., 2011). Tanto em trabalhos realizados com cultivo in vitro,
como naqueles envolvendo a planta inteira tem-se demonstrado uma correlagao
positiva entre a acumulagéo de prolina e a tolerancia ao estresse salino (JAIN et al.,
1991; STOREY et al.,, 1993; CAMARA et al.,, 1998 ,). Em plantas sob estresse
abidtico, o conteudo de prolina pode aumentar até 100 vezes, em comparacido ao
observado em plantas cultivadas sob condigcdes normais (VERBRUGGEN e
HERMANS, 2008).

A aplicagdo exdégena de prolina pode conferir protecdo contra o estresse

oxidativo em células vegetais. Em cultura de células de tabaco (Nicotiana tabacum
14



L.) a prolina aliviou os sintomas de estresses oxidativo induzido pela salinidade
(HOQUE et al., 2008). A aplicagdo exdgena de prolina em folhas de videira
submetidas a estresse oxidativo por perdxido de hidrogenio (Hz O3), proporcionou
menores niveis de peroxidacao lipidica observados em presenga desse aminoacido
(OZDEN et al., 2009).

De um modo geral, a prolina livre esta presente em pequenas quantidades
nas plantas, aproximadamente entre 1 a 5 pmol g'1 de massa seca (NOGUEIRA et
al., 2001) e, devido a sua importancia no ajustamento osmaético, € o composto mais
estudado em plantas sob estresses abioticos (KAVI KISHOR et al., 2005). O
acumulo de prolina livre em plantas sob estresse pode ser consequéncia tanto do
aumento na sua sintese como do decréscimo na sua degradacédo (FERREIRA et al.,
2002).

Como a prolina pode exercer um papel na protegcao contra espécies reativas
de oxigénio (ERO), como sinalizador celular, ou mesmo no ajuste osmatico, alguns
autores tém, postulados esses efeitos benéficos para o acumulo de prolina em
plantas sob condi¢coes de estresse salino, em outras culturas, como arroz (LIMA et
al., 2004) e sorgo forrageiro (OLIVEIRA et al., 2006).

Estudos disponiveis sugerem que as concentragbes otimas de prolina
comercial a serem aplicadas de forma exdgena na planta, dependem de cada
espécie, genodtipo e estagio de desenvolvimento da cultura. Dessa forma é
importante a realizagcédo de estudos que determinem a concentragao 6tima de prolina
especifica para cada cultura (ASHRAF, 1994; FOOLAD, 2000).

Existem dois diferentes percursores para a biossintese de prolina em plantas,
sendo que a via do glutamato € predominante na produgdo desse aminoacido,
principalmente durante as condi¢cdes de estresse. Nesta via, a L-prolina € produzida
através do acido L-glutamato via 1-pirrolina-5-carboxilato(P5C) pela enzima 1-
pirrolina-5-carboxilato (P5CS), sendo que a atividade da enzima P5CS representa o
passo limitante da sintese de prolina (YOSHIBA et al.,1995; SAUVORE et al., 1997).

A fungao de protegéo da prolina em células de plantas sob estresse salino ja
foram relatados por varios autores (SAIRAM et al.,, 2002;; DEMIRAL; TURKAN,
2004). Trabalho realizado por KHEDR et al., (2003) mostraram que sob estresse

salino severo a atividade antioxidante das enzimas catalase e peroxidase € inibida,
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porém as atividades dessas enzimas foram significativamente maiores na presenca
da prolina.

Avaliacbes feitas com diferentes concentragdes de NaCl (0, 68, 137 e 205
mM) sobre o cultivo invitro de calos de dois gendtipos de milho (W64A02 e arizona
8601), em meio de cultura N6, suplementado ou ndo com a adigdo de 6,0 mM de
prolina, demostraram que, a presencga da prolina favoreceu o crescimento dos calos
no tratamento controle e minimizou os efeitos deletérios do estresse salino em
ambos o0s gendétipos, quando aplicado maior concentragdo (250 mmol L'1)
(CAMARA et al., 2000). Ja em calos de alfafa EHSANPOUR e FATAHIAN, (2003)
verificaram que a concentragdo de 10mM foi efeitiva na melhora da germinagéo e
crescimento de mudas em estresse salino e observaram ainda que as

concentragcdes mais elevadas nao foram benéficas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e tratamentos

O experimento foi conduzido no Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) em
Pombal-PB, no periodo de 30/03/2015 a 30/04/2015, onde utilizou-se o hibrido de
milho verde ‘AG 1051’, proprio para a producdo de milho verde e producédo de
graos.

O cultivo foi realizado em vasos com capacidade de 8L, preenchidos com solo
classificado como vertissolo, textura argilosa, cujo resultado da analise de fertilidade
e salinidade dos solos, realizada previamente antes da instalagdo do experimento

encontra-se na tabela 1 e 2 respectivamente.

Tabela 1. Analise da fertilidade do solo realizada antes do incremento da salinidade
através da irrigacdo com agua salina

Anadlise da fertilidade do solo 1

P K= Na** Ca” Mg~ A%
mg dm™
149,1 319,2 284,1 39,9 8,9 0,00
H+ Al SB CTC \Y m PST
Cmol dm
0,00 50,85 50,85 100 0 2%
CE M.O pH
dS/m gkg”
0,93 8,23 7,52

Tabela 2. Analises de sdélidos soluveis dos solos, utilizados no experimento.

Amostras S04 COs” cr HCOs RAS SATURAGAO
(%)
mmol. dm™
Solo 1 0,02 0,00 40,00 3,13 15,38 92,00
Solo 2 0,06 0,00 10,00 3,13 5,23 84,00
Salinidade Classificagcdo
Solo 1 Salinidade muito alta Cs
Solo 2 Salinidade alta Cs
CE (Extrato)  pH (Extrato) ca” Mg ™ Na® K
dS/ m mmol; dm™
Solo 1 3,26 6,99 7,50 1,88 33,29 0,94
Solo 2 0,86 7,75 2,50 1,88 7,74 0,44
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O incremento na salinidade do solo 1 foi obtido irrigando-se com agua salina
de CE= 2,0 dS/m durante 30 dias antes do plantio do milho. Para a salinizacdo da
agua de irrigacdao foi utilizado cloreto de soédio. As caracteristicas climaticas

registradas durante a realizagao do experimento encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Média dos dados climaticos coletados durante a condugdo do
experimento. Pombal, CCTA/UFCG, 2015.

Variaveis climaticas Médias diarias
Minima 31,3
Temperatura do ar (°C) Maxima 32,8
Minima 421
Umidade relativa do ar (%) Maxima 49,9

3.2 Tratamentos e conduc¢ao

Os tratamentos foram constituidos por dois niveis de salinidade do solo (3,26
e 0,86 dS m), e cinco niveis de prolina (0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mmol L ). A prolina foi
aplicada a cada 7 dias na folha a partir do 10° (DAS), em volume que variou de 50 a
100 ml por planta de acordo com o crescimento da planta, sendo realizada 3
aplicagdes no decorrer do experimento. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente causualizados, no esquema fatorial 2x5, com quatro repeticdes. Os
vasos foram dispostos no espagamento de 0,5 x 0,5 m.

A semeadura foi realizada no dia 30-03-2015, diretamente no vaso a uma
profundidade de 2,0 cm, colocando-se vinte e cinco sementes por vaso com intuito
de se avaliar inicialmente o efeito da salinidade sobre percentagem de emergéncia
das semente de milho. A emergéncia, acima de 50% das plantas foi observada 4
dias apdés a semeadura (DAS). O desbaste foi realizado no sétimo dia apds a
semeadura (DAS) deixando duas plantas por vaso. Os macros e micronutrientes
foram aplicados juntamente com a agua de irrigagdo durante a conducido do

experimento e suas concentragdes encontra-se na tabela 4.
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Tabela 4. Quantidade de macro e micronutrientes aplicados durante a condugao do
experimento. Pombal, CCTA/UFCG, 2015.

Fertilizantes Formula Quantidade aplicada (g)
Fosfato Monopotassico KH,PO4 307,0
Ureia CH4 N2O 399,0
Cloreto de potassio KCI 223,0
Sulfato de aménio (NH4)sMo7 O24 4H,0 286,0
Sulfato de zinco ZNSO47H,0 9,5
Acido bdrico H;BO; 13,0

A irrigacéo foi realizada de acordo com a necessidade da cultura, utilizando-
se o0 método da lisimetria. Foram realizadas duas aplicagdes diarias (8:00 e 17:00 h).
A quantidade de agua aplicada por vaso variou no transcorrer do experimento de 0,5
a 2,0L por dia totalizando um quantidade de 50 litros de agua por vaso durante os 30

dias.

3.2 Caracteristicas avaliadas

3.2.1 Analises fisiolégicas

e Trocas gasosas

As avaliagbes foram realizadas aos 30 (DAS). Nesta ocasidao foram medidas a
fotossintese (A), a condutancia estomatica (gs), a transpiragéo (E) e a concentragéo
intercelular de CO; (Ci), com analisador de gas no infravermelho (IRGA) LCpro®
(Analytical Development, Kings Lynn, UK) com fonte de luz constante de 2.000 umol
de fotons m? s e concentracdo de CO, ambiente. Para realizagdo das leituras,
foram utilizadas as folhas intermediarias, entre a quarta e sexta folha contada do

apice para a base do colmo, em uma planta por vaso.
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e Potencial osmético

As amostras foliares foram coletadas aos 30 DAS, acondicionadas em sacos
plasticos e armazenadas em freezer para congelamento visando a perda da
integridade das estruturas celulares e extravasamento dos solutos. A seiva foi
coletada por esmagamento com auxilio de uma prensa, centrifugada por 10 minutos
a 3000 rpm e a leitura do potencial osmaético determinada em osmdmetro pelo ponto

de congelamento.

3.2.2 Crescimento e acumulo de massa seca das plantas

As avaliagdes foram realizadas aos 30 DAS, em uma planta por vaso,
coletada cortando-as rente ao solo. Nessas plantas foram avaliadas: Altura de planta
(AP), didametro de caule (DC), numero de folhas por planta (NF), massa seca de
folha (MSF), massa seca do caule (MSC), massa seca total (MST) e area foliar (AF).

A area foliar foi obtida relacionando-se a massa seca de 8 discos foliares de
area conhecida(1,41 cm?) com a massa seca total das folhas por planta de acordo
com a equacéo 1.

AFP = (MSF x AFD)/ MSD (1)
Onde: AFP = Area foliar (cm? por planta), MSF = Massa seca das folhas (g), AFD =
Area foliar dos discos (cm?), MSD = Massa seca dos discos (g).

O numero de folhas foi obtido por contagem, considerando o tamanho minimo
da folha formada. O didametro do caule foi medido com paquimetro digital no colo da
planta. A massa seca total foi determinada pela soma da massa seca das folhas e
do caule, obtidas apdés secagem em estufa, com circulagdo de ar a 70° C, por 72

horas. Os valores foram expressos em g por planta.

3.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varianga. Para a analise dos dados
aplicou-se teste de média e analise de variancia, utilizando programa estatistico
SAEG. Em seguida foi realizado o ajuste de equagdes em relagdo as doses de

prolina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises fisiolégicas

Para os parametros fisioldgicos observados nas plantas de milho, ndo houve
interacdo significativa entre a salinidade do solo e o osmorregulador prolina para
fotossintese (A), condutancia estomatica (gs) e concentragao intercelular de CO, (Ci)
(Tabela 5). No entanto, percebe-se que os maiores valores de fotossintese e
condutancia estomatica foram observados em as plantas cultivadas no solo com
menor salinidade (CE= 0,86 dS/m). Ja na concentragao intercelular de CO;, os
valores foram superiores quando as plantas de milho foram cultivadas em solo de
maior salinidade (CE= 3,26 dS/m).

Tabela 5. Fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs) e concentragéo
intercelular de CO, em plantas de milho cultivadas em solo com diferentes niveis de
salinidade e tratadas com diferentes concentragbes de prolina. CCTA/UFCG,
Pombal, 2015.

Salinidade A gs Ci
dSm™ (umol m?s™) (mol m?s™) (umol mol™)
3,26 28,25a 0,2747a 96,05a
0,86 29,96a 0,2912a 90,35a
CV (%) 20,197 31,96 16,142

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Considerando as trocas gasosas, quando relacionada a salinidade nas
diferentes concentracbes de prolina, verificou-se que nao houve diferenca
significativa para a fotossintese (A) em plantas de milho tratadas ou ndo com
prolina, sendo os valores médios de 28,25 e 29,95 ymol m2 s™ quando se utilizou o
solo (CE= 3,26 dS/m) e o solo (CE= 0,86 dS/m), respectivamente (figura 1A e B).
Deste modo, observa-se que a fotossintese se comportou de forma semelhante para
as diferentes concentracdes de prolina em ambas as condutividades.

LACERDA (2013) trabalhando com melancia, observou que a aplicagao
exégena de prolina até a dose de 8,02 mmol L™ foi eficiente em maximizar os
processos fisioldgicos da planta, reduzindo, assim, o efeito estressante causado pela
salinidade da agua de irrigagdo na melancieira. Acima de 8,02 mmol L™ houve uma
reducao na fotossintese, possivelmente, devido a redugao do potencial osmético-
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hidrico abaixo do tolerado pela cultura da melancieira provocado pelo aumento na
concentragéo de prolina

Na variavel transpiracado (E) houve interagao significativa entre os fatores de
salinidade e concentragao de prolina (Figura 1C e D).

Para a transpiragao, nas plantas de milho cultivadas em solo salinizado (CE=
3,26 dS/m), o maior valor obtido foi de 4,81 mmol m? s na concentragéo de 8,34
mmol L™ de prolina. O incremento na transpiragcéo proporcionado pela concentragao
de 8,34 mmol L™ foi de 14,13% em relagdo a testemunha (dose 0 mmol L™ de
prolina). Ja para o solo (CE= 0,86 dS/m) o menor valor encontrado para transpiragao
nas plantas de milho foi de 5,21 mmol m™ s™ na concentragdo de 6,07 mmol L™ de
prolina (Figura 1D). Nas plantas de milho cultivadas no solo com (CE 0,86 dS/m)
quando se comparou a testemunha (0 mmol L ') com as demais doses de prolina

verificou-se que nao houve incremento na transpiragao.
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Figura 1. Fotossintese (A e B) e transpiracédo (C e D) em plantas de milho

cultivadas em solo com diferentes niveis de salinidade e concentragdes de prolina
aos 30 DAS. CCTA/UFCG, Pombal, 2015.

22



Considerando os niveis de salinidade do solo em plantas de milho, verificou-
se que os maiores valores de transpiracéo (E) foram observados quando utilizado o
solo (CE= 0,86 dS/m) em comparacado com o solo (CE= 3,26 dS/m). No entanto,
quando se comparou as diferentes concentragdes de prolina dentro de cada nivel de
salinidade constatou-se que para o solo (CE= 3,26 dS/m) as maiores médias foram
obtidas nas concentracbes de 2,5 e 7,5 mmol L" de prolina diferindo
estatisticamente das demais concentragdes. Para o solo (CE= 0,86 dS/m) nao houve
diferenga significativa entre as plantas tratadas ou ndo com as diferentes

concentragdes de prolina (Tabela 6).

Tabela 6. Transpiracdo em plantas de milho cultivadas em solo com diferentes
niveis de salinidade e tratadas com diferentes concentragcbes de
prolina. CCTA/UFCG, Pombal, 2015.

Transpiragao

Salinidade (E)
dSm™ Concentragao de prolina mmol L™
0 2,5 50 7,5 10,0
3,26 4,13bB 5,16aA 4,03bB 5,16aA 4,74Ba
0,86 5,77aA 5,31aA 5,46aA 5,02aA 5,51Aa

Médias seguidas da mesma letra, minuscula na linha e mailuscula na coluna, nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para condutancia estomatica nas plantas tratadas com diferentes
concentragbes de prolina ndo houve diferenga quando do ajuste do modelo de
regressao para o solo (CE= 3,26 dS/m). Para o solo (CE= 0,86 dS/m) o maior valor
de condutancia estomatica foi de 0,304 mol m™? s™ obtidos em plantas de milho
tratadas com a concentragdo a de 6,88 mmol L™ de prolina (Figura 2A e B). O
incremento proporcionado pela concentracido de 6,88 mmol L™ de prolina em relacéo
a testemunha quando se utilizou o solo (CE= 0,86 dS/m) foi de 13,25%. O
fechamento estomatico € um mecanismo adaptativo das plantas para evitar perdas
excessivas de agua principalmente sob condigdes de estresse. No entanto, ao
interferir na atividade fotossintética, limitando a entrada de CO, pelo poro
estomatico, esse mecanismo pode ocasionar reducdo na produgdao de
fotoassimilados, refletindo no crescimento e produtividade, como observado por
FEIJAO et al. (2011) em trabalho realizado com sorgo sud&o, e por NEVES et al.
(2009) em feijao de corda.
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Figura 2. Conduténcia estomatica (A e B) e concentracao intercelular de CO;
(C e D) em plantas de milho cultivadas em solo com diferentes niveis de
salinidade e concentragbes de prolina aos 30 DAS. CCTA/UFCG, Pombal
2015.

Os maiores valores de concentracao intercelular de CO, foram de 101,64 e
97,86 pmol mol™ nas concentracdes de 5,46 e 5,38 mmol L™ de prolina quando
utilizado o solo (CE= 3,26 dS/m) e solo (CE= 0,86 dS/m), respectivamente (Figura
2C e D). O incremento na concentracao intercelular de CO, proporcionados pelas
concentracdes de 5,46 e 5,38 mmol L™ de prolina em relacdo a testemunha foi de
8,46 % quando foi utilizado o solo (CE= 3,26 dS/m) e 13,95% quando se utilizou o
solo (CE= 0,86 dS/m).

Quando a planta é submetida a eventos de salinidade, seja do solo ou da
agua de irrigacao, esta tende a reduzir o seu desempenho fisioldgico, o que se torna
natural devido ao estresse sofrido pela cultura. Sob condigdes salinas, os sais
acumulados nas folhas podem afetar diversos processos fisioldgicos das plantas de
forma negativa, ao reduzir a fotossintese, ou positiva, desde que nao sejam
atingidos niveis toxicos, pela promog¢ao do ajuste osmotico, que contribui para

manutengao da turgescéncia e do crescimento (LACERDA et al., 2013).
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A fotossintese, a transpiracdo, a condutancia estomatica e a concentracao
intercelular de CO, sdo parametros que por sua vez diagnosticam mudancas no
comportamento fisiolégico das plantas, quando submetidas a condicoes adversas,
como, por exemplo, a salinidade. Deste modo, tem-se observado uma reducao na
fotossintese, transpiracao, condutdncia estomatica, e reducdo ou aumento na
concentracao intercelular de CO, isto a depender do tipo de estresse que a planta
foi submetida (LORETO et al, 1997).

Em sua maioria essa diminuicao é atribuida a reducao na aquisicdo de CO»
pelo fechamento estomatico. Em estudo realizado com cultivares de algodao
sensiveis a salinidade, observou-se uma reducao de 35% na taxa fotossintética em
todas as concentracées de NaCl (50,100 e 200 mol m'3), enquanto que na cultivar
tolerante a reducao foi de 10, 25 e 30% nas respectivas concentragdes. A
condutancia estomatica (gs) seguiu a mesma tendéncia de reducdo em ambas as
cultivares com aumento da concentracao salina (MELONI et al., 2003).

O maior valor para o potencial osmoético na planta foi de -0,355 MPa nas
concentragdes de 5,4 e 7,5 mmol L™ de prolina nos solo (CE= 3,26 dS/m) e (CE=
0,86 dS/m), respectivamente (Figura 3). Observando o grafico, percebe-se que
houve um crescimento no potencial osmético a partir da concentragdo 0 mmol L™
(testemunha) de prolina até a concentracao de 5,4 e 7,5 mmol LT, respectivamente,

logo em seguida ocorrendo uma reducao.
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Figura 3. Potencial osmoético (A e B) em plantas de milho cultivadas em solo com
diferentes niveis de salinidade e concentracées de prolina aos 30 DAS.
CCTA/UFCG, Pombal 2015.
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Diferengcas positivas na concentragcdo de prolina foram observadas em
trabalhos com a cultura do pimentdo, em fungao do periodo e duragcdo do estresse
(Leonardo, 2003;Tonin, 2005).

4.2 Crescimento e acumulo de massa seca das plantas

Nao houve interacao significativa entre a salinidade do solo e concentragao
de prolina para as caracteristicas: altura de planta (AP), didmetro de caule (DC),
numero de folhas por planta (NFP), area foliar (AF), matéria seca de folha (MSF),
matéria seca de caule (MSC) e matéria seca total. No entanto, foi realizado o ajuste
do modelo de regressao em relagdo a concentragdo de prolina em cada nivel de
salinidade estudado.

Para altura de planta o maior valor foi de 57,94cm para o solo (CE= 3,26
dS/m) na concentragao de 6,17 mmol L™ de prolina que proporcionou um incremento
de 13,47% quando comparado com a testemunha (Figura 4A). Ja no solo (CE= 0,86
dS/m) as plantas de milho obtiveram uma altura média de 56,54cm néo
apresentando efeito significativo quando se avaliou as concentragbes de prolina
(Figura 4B)

Para o diametro de caule, em plantas tratadas com diferentes concentracdes
de prolina e cultivadas em solo (CE= 3,26 ds/m) foi obtido o menor valor de
23,72mm na concentragédo de 4,68 mmol L™ de prolina, sendo esse valor inferior ao
determinado na testemunha. Ja no solo (CE= 0,86 ds/m) o maior valor encontrado
para o didmetro do caule foi de 27,35 mm, obtido na concentracao de 4,75 mmol L™
de prolina. O incremento proporcionado pela concentragdo de 4,75 mmol L™ de
prolina em relagdo a concentragdo 0 mmol de prolina (testemunha) foi de
3,94%.(Figura 4C e D).
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Figura 4. Altura de planta (A e B) e diametro do caule (C e D) em plantas de milho
cultivadas em solo com diferentes niveis de salinidade e concentragdes de prolina

aos 30 DAS. CCTA/UFCG, Pombal 2015.

Para o numero de folhas das plantas de milho cultivadas no solo (CE= 3,26

dS/m) nao houve efeito significativo para o ajuste da regresséo. Ja no solo (CE=

0,86 dS/m) o menor valor encontrado para o numero de folhas foi de 10,8 na dose

de 4,55 mmol L™ de prolina. Observou-se também que a partir dessa concentragao

houve um acréscimo no numero de folhas (Figura 5A e B).
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Na variavel area foliar o maior valor determinado nas plantas cultivadas no
solo (CE= 0,86 dS/m) foi de 3753,16 cm? na concentracdo 7,18 mmol L™ de prolina,.
No solo (CE= 3,26 dS/m) ndo houve efeito significativo entre as concentracdes de
prolina, obtendo um pequeno crescimento linear(Figura 5C e D). Quando observado
apenas os niveis de salinidade do solo, verificou-se que solo mais salinizado
apresentou uma menor média para area foliar em comparacdo com o solo menos
salinizado (CE= 0,86 dS/m) (Tabela 7)
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Tabela 7. Altura de planta (AP), diametro de caule (DC), numero de folhas (NF) e
area foliar (AF) em plantas de milho cultivadas em solo com diferentes niveis de
salinidade aos 30 DAS. CCTA/UFCG, Pombal, 2015.

Salinidade AP DC NF AF
dS/m
1 55.160 24.169 10.900 2586.090
2 56.545 26.663 11.100 3236.608
CV (%) 11.471 7.1192 9.5186 20.430

A reducgdo da area foliar em plantas expostas a salinidade tem sido atribuida
a diminuigao na divisdo celular e expansao da superficie da folha, que ocorre nas
fases iniciais da exposi¢cdo ao estresse salino (PARIDA e DAS, 2005). Ainda de
acordo com WANG et al. (2001), a reducdo na area foliar em plantas sob estresse
salino pode provocar redugao na absorgao de luz e na eficiéncia de uso da radiagao,
em condi¢des de campo.

Para massa seca das folhas os maiores valores determinados foram de
11,91g e 13,84 g nas concentragdes de 7,5 e 10,0 mmol L™ no solo (CE= 3,26 dS/m)
e (CE= 0,86 dS/m), respectivamente. Os incrementos em relacéo a dose 0 mmol L™

nas duas salinidade foram de 15,95% e 10,04%, respectivamente (Figura 6A e B).
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Figura 6. Massa seca das folhas (A e B) e massa seca do caule (C e D) em
plantas de milho cultivadas em solo com diferentes niveis de salinidade e
concentragdes de prolina aos 30 DAS. CCTA/UFCG, Pombal, 2015.
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Figura 7. Massa seca total (A e B) em plantas de milho cultivadas em solo com r
diferentes niveis de salinidade e concentracbes de prolina aos 30 DASS
CCTA/UFCG, Pombal 2015.

Para massa seca do caule, o menor valor encontrado foi de 5,13g na
concentracdo de 2,43 mmol L™ de prolina quando submetido ao solo (CE 3,26
dS/m). Quanto ao solo (CE= 0,86 dS/m) o maior valor encontrado foi de 7,05 na
concentragéo de 5,0 mmol L™ de prolina com incremento de 5,67% comparado a
concentracdo 0 mmol L™ de prolina (figura 6D e C). Resultado diferente foi
encontrado por LACERDA (2013) ao trabalhar com a aplicagédo exdgena de prolina
em plantas de melanciera sob aplicagdo de agua salina (4,0 dS/m) onde observou
um incremento de 22,62% em relacdo a dose 0 mmol - de prolina.

Para massa seca total, os maiores valores determinados foram de 16,81g e
20,79 g nas concentragdes de 7,5 e 10 mmol L™ de prolina com incrementos de 5,41
e 9,09% em relagéo a testemunha quando cultivada no solo (CE= 3,26 dS/m) e (CE=
0,86 dS/m), respectivamente (figura 7 A e B).

Os maiores valores para massa seca de folha (MSF), massa seca de caule
(MSC) e massa seca total (MST) independente das concentragbes de prolina foram
maiores quando a planta foi cultivada no solo com menor condutividade elétrica (CE
0,86 dS/m) (Tabela 8).

Redugéao geral no acumulo de massa seca na planta tem sido verificado por
diversos autores, a exemplo de LIMA et al,(2007) que verificou uma reducao de

66,94% na biomassa seca da parte aérea do feijao vigna (cultivar quarentinha),
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quando o mesmo foi irrigado com agua de condutividade elétrica de 5,0 dS/m, em
comparagao a testemunha de 0,5 dS/m.
Tabela 8. Massa seca de folha (MSF), massa seca de caule (MSC), massa seca

total em plantas de milho cultivadas em solo com diferentes niveis de salinidade aos
30 DAS. CCTA/UFCG, Pombal, 2015.

Salinidade MSF MSC MST
CE (3,26 dS/m) 10.317b 5.032b 15.349b
CE (0,86 dS/m) 12.912a 6.711a 19.621a

CV (%) 20.430 23.839 20.208

A prolina tem a propriedade de proporcionar ajustamento osmético sem causar
injuria aos tecidos em comparagao ao efetuado por ions. Plantas de milho
respondem a salinizagao pela manutengdo de maiores concentragdes de sacarose e
prolina, visto que o nivel de prolina aumenta com a salinizagdo e com o tempo de
exposicéo das plantas ao sal, sugerindo um papel protetor da prolina (RODRIGUEZ
et al.,, 1997). O acumulo de compostos organicos nitrogenados deve refletir num
mecanismo protetor ao qual se inclui acumulo de solutos compativeis como a prolina
e outros aminoacidos, refletindo como um mecanismo osmorregulatorio
(KUZNETSOV e SHEVYAKOVA, 1997).

Alguns trabalhos demostram que o0 excesso de prolina em plantas pode causar
efeito téxico. ROY et al,(1993) ao realizar trabalho com arroz (Oriza sativa)
observaram que 30 mM de prolina foi a concentragao mais eficaz para melhorar a

germinagao e o crescimento das plantas sob estresse salino.
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5 CONCLUSOES

O fornecimento da prolina reduz, no milho, o efeito estressante causado pela
salinidade do solo.

Os parametros fisiolégicos e o crescimento em plantas de milho foram
comprometidos pelo aumento da salinidade do solo;

Para as variaveis de crescimento de plantas, as maiores médias observadas

ocorreram quando foi utilizada a concentragédo de 7,5 mmol L' de prolina.
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