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RESUMO

A salinidade ¢ um dos estresses abidticos mais desafiadores para as plantas, cujos efeitos
adversos causam desequilibrios osmotico, i6nico e oxidativo, que culminam na redugdo do
crescimento e desenvolvimento. As plantas respondem a estresses abioticos, como a salinidade,
por meio de alteragdes nos mecanismos fisioldgicos, metabolicos e bioquimicos, na tentativa
de se aclimatarem a essas condigdes adversas. Entre as respostas adaptativas ao estresse, as
poliaminas (PAs), incluindo putrescina, espermidina e espermina, destacam-se como
elementos-chave na defesa vegetal contra os efeitos adversos da salinidade, contribuindo para
a estabiliza¢do de membranas celulares, regulacdo idnica e prote¢do contra danos oxidativos.
Diante disto, a presente pesquisa avaliou se a tolerancia a salinidade, bem como a capacidade
de recuperagdo do estresse de dois cultivares de feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp],
TVu 2331 e Pititiba, previamente estabelecidos como tendo diferentes tolerancias a salinidade,
estdo relacionados a regulagdo do metabolismo primario e aos niveis endéogenos de poliaminas.
Para avaliar a hipotese estabelecida, as duas cultivares de feijdo-caupi foram submetidas ao
estresse salino (NaCl 75 mM), em condi¢des hidropdnicas, durante o periodo de 28 dias, em
casa de vegetacdo. Foram realizadas quatro avaliagdes pontuais nos tecidos foliares, aos 7, 14,
21 e 28 dias apos a semeadura (DAS). O tratamento de recuperagdo consistiu na transferéncia,
aos 21 DAS, de um grupo de plantas de cada cultivar da condi¢do de estresse salino para as
condigdes controle (auséncia de NaCl), durante 7 dias. As analises realizadas estdo relacionadas
aos parametros biométricos de crescimento, trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a,
suculéncia foliar e potencial osmotico, solutos inorganicos (Na* e K*), peroxidagéo lipidica,
andlise do perfil metabdlico, atividade das enzimas diamina-oxidase (DAOQO) e poliamina-
oxidase (PAO), e determinagao das PAs livres, conjugadas soliveis e insoluveis. Em ambas as
cultivares, os resultados indicaram reducao significativa na area foliar e biomassa sob estresse
salino, sendo a cultivar Pitiiba a que menos foi afetada pela salinidade, especialmente, aos 21
DAS. Porém, com relagdo aos demais parametros fisioldgicos analisados, as alteragdes
observadas foram, de modo geral, semelhantes para os dois cultivares, o que indica estratégias
compartilhadas de adaptagdo ao estresse. O tratamento salino alterou o perfil metabolico de
ambas as cultivares em todos os dias analisados. As classes quimicas que tiveram
significativamente mais metabdlitos diferencialmente modulados foram os agucares, os acidos
organicos e os aminoacidos. A atividade da PAO foi aumentada pelo tratamento salino em
ambas as cultivares, enquanto a atividade da DAO também aumentou pela salinidade, porém

isto somente ocorreu na cultivar Pititiba. Notavelmente, a salinidade aumentou os niveis de PAs



mesmo apds a remog¢do das plantas da condi¢do de estresse, sugerindo haver alteragdes
duradouras na regulacdo dessas moléculas. Em vista dos resultados encontrados, fica claro a
importancia das PAs na resposta adaptativa das plantas a salinidade, ndo apenas durante o

estresse, mas também na fase de recuperagao subsequente do estresse.

Palavras-chave: salinidade; poliaminas; tolerancia; Vigna unguiculata (L.); recuperagdo do

estresse.



ABSTRACT

Salinity is one of the most challenging abiotic stresses for plants, causing osmotic, ionic, and
oxidative imbalances that lead to reduced growth and development. Plants respond to abiotic
stresses, such as salinity, through changes in physiological, metabolic, and biochemical
mechanisms in an attempt to acclimate to these adverse conditions. Among the adaptive
responses to stress, polyamines (PAs), including putrescine, spermidine, and spermine, stand
out as key elements in plant defense against the adverse effects of salinity, contributing to the
stabilization of cell membranes, ion regulation, and protection against oxidative damage. In this
context, this research evaluated whether salinity tolerance and stress recovery capacity of two
cowpea cultivars [ Vigna unguiculata (L.) Walp], TVu 2331 and Pititiba, previously established
with different salinity tolerances, are related to the regulation of primary metabolism and
endogenous levels of polyamines. To test the established hypothesis, both cowpea cultivars
were subjected to saline stress (NaCl 75 mM) under hydroponic conditions for 28 days in a
greenhouse. Four assessments were conducted on leaf tissues at 7, 14, 21, and 28 days after
sowing (DAS). The recovery treatment involved transferring a group of plants from each
cultivar from the saline stress condition to control conditions (absence of NaCl) at 21 DAS for
7 days. The analyses performed encompassed biometric growth parameters, gas exchange,
chlorophyll a fluorescence, leaf succulence, osmotic potential, inorganic solutes (Na+ and K+),
lipid peroxidation, metabolic profile analysis, diamine oxidase (DAQO), and polyamine oxidase
(PAO) enzyme activities, as well as determination of free, soluble conjugated, and insoluble
polyamines. In both cultivars, the results indicated a significant reduction in leaf area and
biomass under saline stress, with Pititiba being the least affected cultivar, especially at 21 DAS.
However, for the other physiological parameters analyzed, the observed changes were generally
similar for both cultivars, indicating shared adaptation strategies to stress. Saline treatment
altered the metabolic profile of both cultivars on all days analyzed, with sugars, organic acids,
and amino acids being the chemical classes with significantly more differentially modulated
metabolites. PAO activity increased in response to saline treatment in both cultivars, while
DAO activity increased due to salinity only in the Pitiuba cultivar. Remarkably, salinity
increased PA levels even after plant removal from the stress condition, suggesting lasting
alterations in the regulation of these molecules. In light of the findings, the importance of
polyamines in the plant's adaptive response to salinity is evident, not only during stress but also

in the subsequent recovery phase.

Keywords: salinity; polyamines; tolerance; Vigna unguiculata (L.); stress recovery.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABA Acido abscisico

APX Ascorbato peroxidase

ASC Ascorbato
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1 INTRODUCAO

O estresse salino ¢ considerado um dos fatores abidticos que mais limitam a
produtividade agricola, sendo as mudancas climaticas, juntamente com o mal manejo das
praticas agricolas os principais fatores que intensificam os problemas da salinidade do solo
(Desoky et al., 2020). O estresse salino causa alteracdes fisiologicas, morfologicas e
moleculares nas plantas, que impactam negativamente em seu crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia (Gupta et al., 2022).

Diversos estudos apontam a relagdo do metabolismo das poliaminas na produgao
de sinalizadores do estresse, estabilizagdo de membranas, protecdo a danos oxidativos,
manutengdo estrutural do aparato fotossintético ¢ modulacdo de enzimas antioxidantes, que
contribuem na tolerancia das plantas a diferentes estresses abidticos (Shu ef al., 2012; Kim et
al., 2013; Khoshbakht; Asghari; Haghighi, 2017; Seifi; Shelp, 2019).

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) é uma planta anual, de ciclo curto,
com grande importancia socioecondmica devido seu papel na alimentagdo e geracdo de
emprego e renda para o Brasil, o qual ¢ o terceiro maior produtor mundial dessa cultura (FAO,
2020). No pais, a producao de feijao-caupi concentra-se principalmente na regido Nordeste com
destaque para os estados do Cear4, Piaui e Pernambuco. Entretanto, embora a regido apresente
a maior area de producdo no pais, ainda mostra baixa produtividade devido aos problemas
climaticos (Freire-Filho, 2011; Silva et al., 2016).

Em regides aridas ou semiaridas, como o nordeste brasileiro, vérios fatores naturais,
como altas temperaturas, presenca de lencois freaticos rasos e a degradacao de rochas salinas
influenciam na ocorréncia dos solos salinos (Abdennour et al., 2021). Nesse contexto, a selecao
de plantas tolerantes a estresses abidticos, como o salino, e a elucidagdo dos mecanismos
envolvidos nas respostas de tolerancia tornam-se importantes alvos nos estudos de fisiologia
vegetal, biologia celular e molecular, bem como nos programas de melhoramento genético.
Portanto, o presente estudo empregara abordagens fisioldgicas, bioquimicas e moleculares para
investigar o papel das poliaminas na regulacdo da homeostase redox e osmotica, esclarecendo

seu envolvimento com as respostas de aclimatacdo a salinidade em cultivares de feijao-caupi.
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2 HIPOTESE

A tolerancia diferencial entre os genotipos de feijdo-caupi a salinidade esta

associada com a modulagdo do metabolismo e conteido endogeno das poliaminas (PAs).
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3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

As atividades executadas neste projeto foram divididas em: implementacdo do
experimento em casa de vegetacao, acompanhamento diario das condi¢des de cultivo, coleta e
analise dos dados.

Para avaliar a hipétese sugerida, as cultivares de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) TVu 2331 e Pitiuba, com potencial para o cultivo no estado do Ceara
e com tolerancia diferencial a salinidade foram submetidas ao estresse salino, em condi¢ao
hidropdnica, durante o periodo de 28 dias. Tanto a escolha da concentracdo de NaCl utilizada,
quanto a selecdo das cultivares a serem analisadas foram baseadas em trabalhos previamente
desenvolvidos pelo Laboratorio de Fisiologia Vegetal (LABFIVE/UFC) (Costa et al., 2003;
Praxedes et al., 2009; Abreu et al., 2014).

Para compreender de forma mais clara a relagdo entre as alteragcdes do metabolismo
das PAs e as respostas a salinidade, bem como o comportamento dos pardmetros fisiologicos,
bioquimicos e moleculares envolvidos durante todo o periodo de desenvolvimento das plantas
em condig¢do salina, foram realizadas quatro coletas das plantas: aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0ds a
semeadura (DAS).

A capacidade de recuperacao das cultivares ao estresse salino também foi avaliada,
bem como as alteragdes fisiologicas, bioquimicas e metabolomica. Para isso, aos 21 DAS um
grupo de plantas de cada cultivar foi retirado da condicdo estressante e posta sob condigdo
controle (sem estresse), durante 7 dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em arranjo
fatorial 2 x 2 x 4, consistindo em dois cultivares (TVu 2331 e Pititiba), duas condi¢des de
salinidade (NaCl 0 mM e NaCl 75 mM) e quatro tempos de desenvolvimento das plantas: 7,
14, 21 e 28 DAS. Cada tratamento foi composto por cinco repetigdes, sendo a unidade
experimental composta por duas plantas por vaso.

O experimento foi conduzido na casa de vegetacao do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular (DBBM), da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza-CE. As anélises
foram realizadas nos Laboratorio de Fisiologia Vegetal e no Laboratério de Bioquimica e
Fisiologia Po6s-Colheita de Frutos, ambos pertencentes ao Departamento de Bioquimica e

Biologia Molecular, da Universidade Federal do Ceara (DBBM/UFC).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Salinidade: Defini¢ao, processos de salinizacio e impactos sobre as plantas

A salinidade do solo refere-se a concentragao total de sal na solu¢do do solo, sendo
compreendida pelos sais soliveis e prontamente dissolviveis, incluindo as espécies carregadas,
solutos nao i6nicos e ions que se combinam para formar pares de ions (Corwin; Scudiero, 2019).
Os principais constituintes da solugdo do solo, cujas elevadas concentragdes sdo responsaveis
por causar salinidade sdo, principalmente, os cations sodio (Na®), potassio (K), magnésio
(Mg*?) e calcio (Ca™), e os anions bicarbonato (HCO?"), cloreto (C1°) nitrato (NOs"), sulfato
(SO472) e carbonato (COs32) (Corwin, 2021)

Aproximadamente 1 bilhdo de hectares da superficie terrestre global esta
atualmente afetada por sais, representando cerca de 7% da superficie terrestre do planeta
(Hopmans et al., 2021) e estima-se que essa area esteja se expandindo numa velocidade de 2,00
x 10% erro por ano (Abbas et al., 2013). Do ponto de vista de origem, a salinizacdo dos solos
pode ser dividida em dois tipos: 1. A saliniza¢do primaria, que ¢ o desenvolvimento de sais
através de processos naturais, sendo os principais, o intemperismo fisico ou quimico e o
transporte do material de origem (oriundo das “rochas mae”), depdsitos geologicos ou aguas
subterraneas; e 2. A salinizacdo secundaria, que refere-se a agdes antropicas, como 0 manejo
de praticas de irrigacdo inadequadas e mas condi¢des de drenagem (Daliakopoulos et al., 2016).
E importante destacar, que esses processos de salinizacio podem ser acelerados por fatores
climaticos e pela ma gestdo dos recursos hidricos. Em regides aridas e semiaridas, altas taxas
de evapotranspiragdo possuem extrema relevancia na pedogénese de solos salinos (Safdar et
al., 2019), especialmente em areas com periodos chuvosos mais curtos (Koutroulis ez al., 2013).

Acredita-se que, cerca de 20% das terras irrigadas e 6% das terras mundiais, sdo
afetadas por problemas de salinidade (Yang et al., 2020). Anualmente, as perdas globais na
producdo agricola de terras afetadas pela salinidade superam a faixa de US$ 12 bilhdes, e
estima-se que esses valores continuem aumentando (Song; Wanga, 2015).

A salinidade afeta de forma negativa o desenvolvimento vegetal, causando
desbalanceamento e desregulacdo metabdlica, e consequentemente, proporciona a ocorréncia
de: estresse osmotico, estresse oxidativo, desequilibrios nutricionais, toxicidade idnica,
desorganiza¢do da membrana, redu¢do na divisdo e expansao celular, interrupgao dos principais

processos metabolicos e genotoxicidade (Wani et al., 2020).
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As atividades fisiolégicas e metabdlicas das plantas sdo prejudicadas pela
salinidade, em duas fases: fase osmotica e fase ionica (Munns, 2005). A fase osmotica, em
analise cronoldgica, € a primeira a ser evidenciada, pois ocorre poucos minutos apos o acimulo
de sal na rizosfera, provocando a diminui¢ao do potencial hidrico do solo, € consequentemente,
reduzindo a absor¢do de 4gua e minerais pela raiz (Mukhopadhyay et al., 2021). Por outro lado,
a fase i6nica comeca de forma mais tardia ap6s o sal entrar na planta (Muchate et al., 2016), e
é responsavel pelos efeitos toxicos causados pelo acimulo principalmente dos ions Na' pelas
plantulas por um longo periodo. O ion Na" assemelha-se estrutural e quimicamente ao ion K",
o qual desempenha um papel importante na ativagdo de muitas enzimas importantes para o
desenvolvimento vegetal (Benito et al., 2014). Desta forma, o acimulo citoplasmatico de altos
niveis de Na" resulta na substitui¢do de K" pelo Na' o que prejudica a atividade de enzimas cuja
ativagio ¢ dependente de K, causando interrup¢io de vias metabdlicas essenciais e levando a
estresse 10nico severo nas plantas (Zhou et al., 2023).

A salinidade promove diversas alteragdes metabolicas e estruturais, que prejudicam
0 processo fotossintético. Dentre essas alteragdes, destacam-se as que ocorrem na anatomia
foliar (Akhter et al., 2023), na ultraestrutura dos cloroplastos (Manaa ef al., 2019; Shu et al.,
2013); nos pigmentos (Askari et al., 2023; Shoukat et al., 2023) e proteinas fotossintéticas
(Panda; Rangani; Parida, 2020), que afetam a eficiéncia fotoquimica do fotossistema II (Ma et
al., 2022; Sun; Li; Guo, 2023), e alteram as trocas gasosas e as atividades das enzimas
fotossintéticas (He et al., 2014; Waseem; Ahmad, 2019).

O estresse i0nico, proporcionado pelo acimulo de ions nos tecidos e 6rgdos
vegetais, perturbam a homeostase celular, e induzem danos oxidativos pelo desequilibrio entre
a producdo e eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Em baixos niveis, as EROs
atuam como moléculas sinalizadoras, no entanto, em altas concentra¢des sdo toxicas para o
metabolismo celular e afetam negativamente o desenvolvimento vegetal (Rao; Peng; Xue,
2023). Como o status redox dos cloroplastos, peroxissomos e mitocondrias estdao
correlacionados com a atividade fotorrespiratoria, estresses ambientais que afetam este
processo, como por exemplo, a salinidade, influenciam a homeostase redox em diversas
organelas, e podem induzir a produgdo de EROs direta ou indiretamente, através da agdo de
outras vias de sinalizacao (Czarnocka; Karpinski, 2018).

As EROs s3o produzidas principalmente em organelas como os plastidios,
mitocondrias e peroxissomos, € apoplasto, onde sdo produzidas pelas NADPH oxidases (Van
Breusegem; Bailey-Serres; Mittler, 2008). As principais EROs presentes nas células vegetais

sd0 o oxigénio singleto (1°2), o superdxido (+02"), o peroxido de hidrogénio (H202), o radical
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hidroxil (OHe), o peroxinitrito (ONOO™) e o 6xido nitrico (NO) (Van Breusegem; Bailey-
Serres; Mittler, 2008). Os danos celulares ocasionados pelo desequilibrio na homeostase redox
se manifestam na forma de degradacao de biomoléculas, como os pigmentos fotossitéticos, as
proteinas, os lipidios, os carboidratos e o DNA, os quais culminam na morte celular da planta
(Das; Roychoudhury, 2014).

Os danos celulares ocasionados pelo desequilibrio da homeostase redox se
manifestam na forma de degradagdo de biomoléculas, como pigmentos, proteinas, lipidios,
carboidratos e DNA, que por fim culminam na morte celular da planta (Das; Roychoudhury,
2014).

Para mitigar os danos causados pelos estresses provenientes da salinidade, as
plantas desenvolveram um sistema antioxidante que possui duas vias de resposta, com os
componentes antioxidantes enzimaticos e antioxidantes ndo enzimaticos, que atuam em
conjunto aliviando os danos causados pelo estresse salino. Os principais antioxidantes
enzimaticos incluem as enzimas catalase (CAT), peroxidase (POD), superoxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR), enquanto os principais
antioxidantes ndo enzimaticos sdo o ascorbato (ASC) e a glutationa (GSH) (Wang et al., 2020).

As peroxidases (APX, CAT e POD) sao enzimas redutoras que agem regulando os
niveis de H,O; através de sua eliminagdo; a SOD age na producao dessa molécula através da
dismutacao do *O;7; GSH e ASC, atuam principalmente como doadores de elétrons para as
enzimas peroxidases e a GR atua regenerando a glutationa utilizada como substrato enziméatico
(Czégény; Racz, 2023). Em condic¢les salinas, o sistema antioxidante apresenta aumento
significativo, tanto na atividade das enzimas antioxidantes quanto na modulagdo positiva do
conteido dos antioxidantes ndo enzimaticos. Ao longo do tempo, este comportamento
estratégico de mitigacdo dos danos causados pelas EROs, foi comprovado em estudos
realizados com diversas espécies vegetais (Lee; Kim; Lee, 2001; Masood et al., 2006; Seckin
et al., 2010; Taibi et al., 2016; Sharifi; Bidabadi, 2020; Lamsaadi et al., 2023).

J4 em resposta ao estresse osmotico, as células vegetais tendem a acumular solutos
organicos de baixo peso molecular e com boa solubilidade em 4gua, que contribuem de forma
significante para a homeostase osmotica das plantas e favorecem a absor¢do de dgua (Puniran-
Hartley et al., 2014). Esse mecanismo conhecido como osmorregulacdo, age minimizando os
efeitos prejudiciais, através da redu¢do do potencial hidrico das células, que estabilizam suas

estruturas proteicas sob condicdes estressantes (Alkharabsheh et al., 2021).
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Slama ef al. (2015) descreveram e classificaram os principais osmolitos presentes
nas plantas em cinco grupos funcionais, sdo eles: aminodcidos, compostos de amonio
quaternario, compostos de sufonio terciario, agucares e alcoois de agucar.

Bai et al. (2019), observaram que como estratégia para resistir ao estresse salino,
mudas de soja melhoraram progressivamente seu ajuste osmotico, através do aumento
significativo dos contetidos de prolina (aminoacido proteico), betaina (amdnio quaternario) e
acgucares soluveis. Comportamento similar foi observado por Benjamin et al. (2019), que
através da abordagem metabolomica baseada em espectrometria de massas, registraram a
regulagdo positiva de alcoois de agucar (D-manitol/D-sorbitol/L-iditol), prolina e glicina
betaina em halofitas expostas a salinidade. Além das funcgdes de ajuste osmotico esses
metabolitos também atuam como moléculas de sinalizagdo para induzir o acimulo de acido
abscisico (ABA), afetam a expressdo génica relacionada e regulam o crescimento da planta sob

estresse salino (Zhao et al., 2021).

4.2 As poliaminas e seu papel no desenvolvimento e metabolismo vegetal

As poliaminas (Pas) consistem num grupo de moléculas organicas, policatidnicas,
alifaticas, com cadeias poliméricas pequenas, possuindo dois ou mais grupos amina, € que
ocorrem em quase todos os organismos vivos (Rakesh; Sudheer; Nagella, 2021; Navakoudis;
Kotzabasis, 2022). Entretanto, os teores de Pas totais e individuais variam dependendo da
espécie ou do estadio de desenvolvimento (Palef al., 2019). De acordo com a quantidade de
grupos amina em sua estrutura molecular, as Pas podem ser classificadas principalmente, como
di-, tri-, tetra-, penta- e hexa-aminas (Navakoudis; Kotzabasis, 2022).

As Pas mais abundantes nas plantas sdo a putrescina (Put), a espermidina (Spd) e a
espermina (Spm) (Figura 1). Em plantas as Pas parecem ser encontradas espacialmente de
forma distinta. Por exemplo, Spd e Spm sao encontradas preferencialmente na parede celular e
ligadas a pectinas, enquanto a Put € encontrada principalmente em extratos citoplasmaticos
(Rakesh; Sudheer; Nagella, 2021). Nas plantas, existem ainda outras Pas, porém em
quantidades relativamente mais baixas, tais como a agmatina (Agm), a cadaverina (Cd) e a
termospermina (Pal; Szalai; Janda, 2015) (Figura 1). Além dessas, existem também outras
moléculas homologas, que estdo presentes em menores concentragdes nos organismos vivos, €
que desempenham um papel menos significativo, como por exemplo, a 1,3-diaminopropan

(Tn), a aldopentamina,a aldopentam (3,3,3-tet),ea aldopentamina (Jastrzab et al.,2017).
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Name Structure Molecular formula Source
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Figura 1. Estrutura e distribuicdo das poliaminas (Fonte: Chen ef al, 2019). Para uma descri¢do mais detalhada,
ver o texto. Agm, agmatina; Put, putrescina; Spd, espermidina; Spm, espermina; Cad, cadaverina; Tspm,
termospermina.

A Put ¢ o produto central da via de biossintese das Pas (Figura 2) (Chen et al.,
2019). Ela pode ser sintetizada a partir da arginina, que primeiramente ¢ convertida em ornitina
pela arginase e esta, por sua vez, ¢ convertida em Put pela atividade da enzima ornitina
descarboxilase (ODC). Também, alternativamente, a arginina pode ser convertida em agmatina
(Agm), através da arginina-descarboxilase (ADC) e esta ser convertida em Put pela acdo da
agmatina-iminoidrolase (AIH) ou pela agdo da N-carbamoilputrescina-amidoidrolase
(ARGAH) (Gerlin; Baroukh; Genin, 2021). Nas plantas, as enzimas ODC e ADC estdao
localizadas, predominantemente, no citosol e cloroplasto, respectivamente. Tipicamente, a via
da ADC ¢ acionada em situagdes de estresse, ao passo que a ODC desempenha um papel
fundamental na proliferagdo celular e em processos de biossintese em tecidos radiculares
(Tiburcio et al., 2014).

A Put pode ser convertida em Spd pela a¢do da espermidina sintase (SPS), que
consequentemente pode ser convertida em espermina pela a¢do da enzima espermina sintase
(SPMS) (Figura 2). Tanto a Spd quanto a Spm, sdo formadas pela transferéncia de um grupo
aminopropil da S-adenosilmetionina descarboxilada (dcSAM), que ¢ sintetizada a partir da
metionina em duas reagdes sequenciais da metionina-adenosiltransferase eda S-
adenosilmetionina-descarboxilase (SAMDC), respectivamente (Pal et al., 2021).

O catabolismo das Pas em plantas ¢ principalmente dependente da acdo de duas

aminas oxidases: a diamina oxidase (DAO) e a poliamina oxidase (PAO) (Figura 2). A DAO
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oxida o grupo amino primdrio da Put, com a formacdo simultdnea de H»0, NH3 e 4-
aminobutanal. Em seguida, o 4-aminobutanal sofre ciclizagdo para formar pirrolina, que ¢
convertida em acido y-aminobutirico (GABA), através da pirrolina-desidrogenase. Em seguida,
0 GABA ¢ convertido em succinato, que entra no ciclo de Krebs (Chen ef al., 2019).

Existem duas classes conhecidas de PAOs. A primeira classe realiza a oxidagao e
decomposi¢do de Spd e Spm produzindo H>O», 1,3-diaminopropano (DAP) e 4-aminobutanal
(catabolismo da Spd) ou N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal (catabolismo da Spm). Por outro
lado, o segundo grupo, inclui PAOs que catalisam as reagdes de retroconversdo de PA, que
convertem Spm em Spd e Spd em Put, em uma reagao reversa a da sintese de PA, produzindo

3-aminopropanal e H.O, (Wang et al., 2019).

f \ [ Kreb's cycle |
Putrescine @ eN [

biosynthesis in lArgmase
chloroplast under
loDc /Agmanltase
R —— e - ) +®

PAO

PAO

Figura 2. Biossintese e catabolismo de poliaminas em plantas (Fonte: Asija et al., 2022). ACC, &cido
aminociclopropano-1-carboxilico; ADC, arginina descarboxilase; AIH, agmatina
iminohidrolase; ARGAH, arginina amidinohidrolase; DAO, diamineoxidase; dcSAM, descarboxilada s-adenosil-
metionina; GABA, acido y-aminobutirico; NO, 6xido nitrico; ODC, ornitina descarboxilase; PAO, poliamina
oxidase; SAM, s-adenosil-metionina; SAMDC, s-adenosil-metionina descarboxilase; SPDS, espermidina sintase;
SPMS, espermina sintase.

Além da relacdo entre as atividades enzimdticas relacionadas a biossintese,
catabolismo e interconversao das Pas, a regulagao de seus niveis endogenos nas células vegetais
¢ um processo multinivel, realizado relativamente de forma rapida, que também envolve
processos como a conjugacdo, o transporte, a compartimentalizacdo e a conversao/ligacao a
outras vias relacionadas (Navakoudis; Kotzabasis, 2022).

As Pas sdo encontradas em todos os organismos vivos nas formas livres soluveis,
conjugadas soluveis ou conjugadas insoluveis (Pal et al., 2021). As Pas conjugadas soluveis

podem ligar-se covalentemente a compostos de baixo peso molecular, tais como os acidos
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hidroxicinamicos (HCAs) e acidos fendlicos; enquanto as Pas insoluveis derivam de suas
ligacdes a macromoléculas (Biondi et al., 2022). Na maioria dos organismos, as Pas conjugadas
insoluveis sao formadas devido a ligagdo covalente entre as Pas anteriormente “livres” aos
residuos de glutamina de proteinas especificas, pela acdo enzimatica das transglutaminases
(Tgases) (alteragdo pos-traducional) (Zhong et al., 2020). A ocorréncia generalizada da
atividade da Tgase na maioria dos tecidos e 6rgaos sugere a importancia de proteinas mediadas
por Pas nas células vegetais.

Na faixa de pH fisioldgico, as Pas encontram-se na forma totalmente protonada e
carregada positivamente, contendo de duas a quatro cargas (Du et al., 2022), podendo, portanto,
combinar-se eletrostaticamente com outras macromoléculas carregadas negativamente, como
os acidos nucléicos ou as cabegas fosfolipidicas carregadas negativamente (ou a outros locais
anionicos das membranas celulares).

As PAS, devido as diversas formas com que sdo encontradas, podem estar
relacionadas com inimeros processos celulares fundamentais, tais como: estabilizacdo de
membranas, sintese de 4cidos nucléicos e proteinas, modulacdo de RNAses, regulacdo de
atividades enzimaticas, expressdo génica, replicacdo de DNA, transcri¢do, modificacdo de
RNA, regulagdao de canais i16nicos, balanceamento i6nico, eliminagdo de radicais livres,
regulacdo do ciclo celular, modificacao de proteinas, interagdo com fitormonios, regulacao do
mecanismo de tamponamento, biossintese de etileno e metabolismo do nitrogénio (Kamiab et

al., 2020).

4.3 As Pas vegetais e o estresse salino

A tolerancia ou suscetibilidade das plantas a estresses ambientais estdo relacionados
com as concentragdes celulares de Pas, e com sua capacidade de biossintese em resposta aos
estresses abioticos (Alcazar et al., 2006). As Pas podem afetar os sistemas antioxidantes, € o
pré-tratamento de plantas com Pas exdgenas proporciona aumentos nos teores de Pas endogenos
e, consequentemente, o aumento da tolerancia a estresses abidticos, como seca, calor, frio e
salinidade (Liu et al., 2015).

As Pas t€ém um papel importante no processo de divisao e alongamento das células,
sendo essenciais para o desenvolvimento vegetativo da planta, contribuindo para o aumento da
area foliar, do peso fresco e seco dos brotos e raizes e do nimero de flores (Tyagi et al., 2023).
Em alho, a aplicacdo exdgena de Put, Spd e Spm atenuou os efeitos prejudiciais da salinidade,

melhorando a area foliar por planta, a altura da planta, o peso fresco e seco do bulbo, o nimero
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de cravos por bulbo e o rendimento bioldgico (Ghassemi; Raei, 2021). Estas respostas nos
parametros morfoldgicos devido a aplicacdo de Pas em plantas submetidas a salinidade também
foram observadas em estudos realizados em espécies como caléndula (Baniasadi; Saffari;
Moud, 2018), arroz (Islam et al., 2020), aveia (Hai et al., 2022), soja (Fang et al., 2020), colza
(Elsayed et al., 2022), flor-de-chagas (Da Silva et al., 2022) e feijao (Al-Mushhin, 2022).

Além dos parametros morfologicos e biométricos, estudos realizados em diferentes
espécies denotam a capacidade das Pas em aliviar de forma significativa os efeitos danosos
promovidos pelo estresse salino, através da regulacdo positiva de parametros fisiologicos
importantes. Segundo estudos conduzidos por Rathinapriya et al (2020), a aplicagdo exdgena
de Put e Spm em plantas de milheto sob estresse salino foi capaz de modular positivamente
parametros essenciais para a tolerancia das plantas ao estresse salino, tais como: teor relativo
de 4gua (TRA), clorofilas totais, carotendides e proteinas soltiveis. Em tomate, Raziq ef al.,
(2022) observaram que mudas tratadas com Spm tinham taxas de fotossintese liquida, de
condutancia estomatica e de transpiracdo, significativamente mais elevadas, indicando maior
tolerancia ao estresse salino das mudas tratadas com essa PA. J4 em mudas de pepino (Yuan et
al., 2019), o tratamento com Put promoveu tolerancia ao estresse salino através da manutencao
da homeostase idnica, de uma modifica¢do na distribui¢do de Na” nas plantas.

De acordo com Elsayed ef al. (2018), as Pas também estdo relacionadas com a
regulacdo da atividade de diferentes enzimas antioxidantes, ¢ modulam eficientemente seus
niveis de transcri¢do em plantas sob estresse salino. Resultados relatados em mudas de

Gladiolus gandavensis submetidas a condi¢des salinas (Qian ef al., 2021), mostram que plantas
tratadas com Spd tiveram seus niveis de H>O; e "O;” reduzidos e, consequentemente, as

atividades das enzimas CAT, SOD e POD, bem como seus niveis de expressdo génica,
aumentados, em comparacao com plantas ndo tratadas. Comportamento semelhante a este
também foi observado em sementes de Leymus chinensis submetidas a estresse salino (Hongna
et al., 2021). Neste estudo, as sementes foram submetidas a priming com Spm, sendo possivel
observar que, comparado com o tratamento controle (sementes sem priming), o tratamento de
priming aumentou significativamente a atividade das enzimas antioxidantes POD, GR, APX e
CAT.

A relagdo entre as Pas e os hormonios vegetais em plantas sob salinidade foi
investigada por Wu et al (2020). Segundo seus estudos, as Pas exogenas reduziram
notavelmente o conteudo de ABA e o teor de etileno em plantas sob condi¢cdo salina. Além

desses hormonios, giberelina (GA) (WANG et al., 2020), citocinina (KN) (Kapoor;
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Hasanuzzaman, 2020), brassinosterdides (BRs) (Liu er al., 2020; Serna et al., 2015) e
jasmonatos (Jas) (Zarza et al., 2017) também demonstram interagir sinergicamente com as Pas
vegetais, alterando seus niveis enddgenos em resposta ao estresse salino.

As Pas aplicadas de forma exdgenas também alteram de forma significativa os
perfis metabdlicos das plantas sob salinidade, o que demonstra sua importancia na resposta
regulatoria dos metabolitos responsivos ao estresse. Estudos conduzidos por Buffagni et al.
(2022) em mudas de tomate, sob condi¢des salina e tratadas com PA, e com resultados
analisados pelo modelo estatistico OPLS-DA (Ortogonal Partial Least Squares Discriminant
Analysis), revelaram a presenca de 162 compostos como discriminantes para a separagao entre
os tratamentos, incluindo metabolitos primarios e secundarios. Segundo a analise metabolomica
realizada no estudo, o tratamento com as Pas impactou em metabolitos relacionados a cofatores
enzimaticos, transportadores de elétrons, vitaminas, derivados de fitormonios e a metabolitos
relacionados ao aparato fotossintético.

E necessario salientar que, mesmo que a correlagio entre os teores de Pas endogenas
e a tolerancia ao estresse salino ja tenha sido comprovada por diversos estudos (Saha ef al.,
2015; Xu et al., 2019; Takacs et al., 2022), essas moléculas ndo devem ser “taxadas”
simplesmente como “protetoras”, mas sim como compostos que também estdo envolvidos no
complexo sistema de sinalizagdo vegetal ao estresse salino (Pal; Szalai; Janda, 2015; Shao et
al., 2022). A regulacdo dindmica dos niveis de Pas ¢ importante para induzir respostas ao
estresse através de uma interacdo complexa entre moléculas ou ions sinalizadores, como o
H,02, 0 NO e o Ca?", por exemplo (Korbas et al., 2022). As enzimas DAO e PAO, relacionadas
com o metabolismo das Pas, sdo uma das mais importantes fontes de produg¢dao de H.O> em
células vegetais, podendo apresentar-se como ponto chave na homeostase oxidativa
(Fraudentali et al., 2021). Segundo Li ef al. (2015), em plantas de trevo branco submetidas a
estresse hidrico, a aplicagdo de dicicloexilamina (DCHA), um inibidor da biossintese de Pas,
afetou diretamente a cascata de sinalizagdo ao estresse oxidativo, dai reduzindo o acumulo de
H,0s e a liberagio de Ca?" citosolico livre e, consequentemente, levando ao agrave dos danos
oxidativos induzidos pelo estresse hidrico. Este comportamento € esperado uma vez que, com
a inibi¢do da sintese das Pas, a producdo de H20: pela via de catabolismo (mediada por DAO e
PAO) dessas moléculas ¢ suprimida, o que leva a reducao dessa ERRO.

E conveniente chamar a atenciio que, além da estreita relagdo entre as Pas, o H2O2
e o Ca®", outro importante indutor de sinal de tolerancia ao sal, o NO, também esta claramente
interligado ao metabolismo das Pas através de um precursor comum, a L-arginina (Recalde et

al., 2018). Com base nisso, Tailor, Tandon e Bhatla (2019) visando entender de forma mais
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clara como acontece este crosstalk entre as Pas e o NO, trataram plantulas de girassol sob
estresse salino com um doador exdgeno de NO, a dietilenotriamin (DETA), e avaliaram a
homeostase das Pas nos cotilédones das plantulas. Em resposta, foi observado acumulo
intracelular de Spm, regulacao positiva das enzimas biossintéticas das Pas, ADC e SAMDC, e
reduc¢do na atividade da PAO.

J4 0 mecanismo envolvido no acimulo de NO pelas Pas envolve o H>O», que atua
como intermedidrio na regulacao das enzimas 6xido nitrico sintase (NOS) e nitrato redutase
(NR) ou de ambas (Choudhary et al., 2023). Além disso, do ponto de vista quimico, as Pas e o
NO podem reagir para produzir NONOatos, como por exemplo o conjugado NONOato de
espermina. Estes conjugados de Pas atuam como transportadores de sinal e doadores enddgenos
de NO nas plantas, liberando NO espontaneamente sob condi¢des aquosas (Y amasaki; Cohen,

2006; Sobieszczuk-Nowicka et al., 2019).

4.4 Feijao-caupi: aspectos econdmicos, sociais e de produtividade

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma cultura herbacea anual, de
ciclo curto, cultivada em quase todas as regides do globo, com as mais distintas variedades de
ambientes, incluindo Asia, Africa, América Central e do Sul, Estados Unidos e partes do sul da
Europa (Alghamdi ef al., 2019). A é4rea destinada para seu cultivo no mundo, ¢ de 14,5 milhdes
de hectares plantados a cada ano e a producdo anual total € de 6,2 milhdes de toneladas métricas
(Kebede; Bekeko., 2020).

E uma das leguminosas mais importantes da familia Leguminosae/Fabaceae, sendo
a principal fonte de proteina, minerais e vitaminas em paises em desenvolvimento. Além de ser
uma importante fonte nutricional nesses paises, o feijdo-caupi também proporciona emprego e
receita tanto aos pequenos agricultores que o produzem, quanto aos comerciantes que vendem
os graos (Omomowo; Babalola, 2021).

O feijao-caupi caracteriza-se por ser uma espécie resistente a altas temperaturas e a
tensdes hidricas limitadas, apresentando bom desenvolvimento em solos com uma alta taxa de
variabilidade de pH (Sindhu ez a/., 2019). Além do seu uso como alimento, o feijao-caupi possui
notavel capacidade de recuperar terras degradadas ou pobres, por meio da fixacdo de
nitrogénio em associacdo com os rizobios (Da Silva Matos et al., 2022). Esse aspecto
multifacetado, bem como a caracteristica de resiliéncia intrinseca a cultura, torna-a conhecida
amplamente como cultura-chave no contexto das mudancas climaticas globais e da seguranca

alimentar (Da Silva et al., 2018).
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Para o seu correto desenvolvimento, a planta do feijao-caupi exige uma faixa de
temperatura entre 18 e 37 °C, porém o ponto 6timo de temperatura varia de acordo com o
estadio fenoldgico da planta (Barros et al., 2021). As sementes variam em forma, desde
globosas a reniformes, as vagens contém entre 8 ¢ 18 sementes e sao cilindricas, curvo ou retas;
o revestimento da semente varia em textura, cor € uniformidade; além de ser considerada uma
planta de dia curto, e possuir iniciagdo do botdo floral e o desenvolvimento com alta
sensibilidade ao fotoperiodo (Simion., 2018).

Segundo a CONAB (2022), no Brasil, para a safra de 2021/2022 estima-se que o
feijdo-caupi atinja a marca de 629, 3 mil toneladas. Entretanto, sua produgdo pode ser limitada
por rendimentos de grdos baixos e variaveis, qualidade de graos, suscetibilidade a estresses
bioticos e abidticos e auséncia de cultivares melhoradas (Win; oo, 2015).

Por ser uma das leguminosas mais tolerantes a seca, o cultivo do feijdo-caupi ocorre
predominante em regides semiaridas. No entanto, o estresse salino pode gerar preocupagdes
significativas nestas areas (Ravelombola et al, 2021). A cultura possui grande diversidade
genética, e este aspecto ¢ de extrema importincia, pois havendo mais variagdo genotipica,
alguns individuos de uma populacdo terdo variagdes de alelos adaptados a uma determinada
condi¢do (Nkomo; Sedibe; Mofokeng, 2021), como por exemplo a tolerancia a salinidade.

Estratégias para lidar com os impactos negativos da salinidade precisam ser
desenvolvidas. Nesse sentido, fornecer cultivares tolerantes ao sal através do melhoramento,
potencializa-se como a maneira mais econdmica de diminuir os prejuizos causados pela
salinidade (Ravelombola et al., 2018). Nos ultimos anos, diversas pesquisas envolvendo
screenings de variedades de feijao-caupi ou pesquisas com cultivares com tolerancia diferencial
a salinidade vém sendo desenvolvidas (Costa ef al., 2003; Almeida et al., 2011; Praxedes et al.,

2022).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Localiza¢ao do experimento, material vegetal, condicées de cultivo e tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard (UFC), localizada no
Campus do Pici, Fortaleza, Ceara, Brasil (latitude 3°44° S, longitude 38°34° W). Foram
utilizadas sementes de duas cultivares de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) com
diferentes graus de tolerancia ao estresse salino, Pitiiba (mais tolerante) e Tvu 2331 (menos
tolerante), segundo Costa et al., (2003), Praxedes et al., (2010) e Abreu et al., (2014). As
sementes, fornecidas pelo Banco de Sementes do Departamento de Fitotecnia da UFC, foram
desinfectadas superficialmente pelo tratamento com hipoclorito de s6édio a 2% por 5 min, sendo
em seguida lavadas exaustivamente com agua destilada. As sementes, inicialmente foram
semeadas em copos plasticos de 200 mL, contendo vermiculita umedecida com solucao
nutritiva de Hoagland (pH 7,0) a forga total, em auséncia (controle) ou presenca de NaCl 75
mM (estresse salino). Cada tratamento foi composto por cinco repeticdes, sendo a unidade
experimental composta por duas plantas por vaso.

Aos 7 DAS foi coletado o primeiro grupo de plantas, sendo as mudas restantes de
cada cultivar transferidas para vasos de 3 L contendo solu¢do nutritiva de Hoagland, quando
um conjunto de plantas foi mantido sob condi¢des controle e outro sob condigdes de estresse
salino. Aos 14, 21 e 28 DAS foram realizadas as segunda, terceira e quarta coleta,
respectivamente.

Para avaliar a capacidade de recuperacdo do estresse salino, aos 21 DAS um
conjunto de plantas de cada cultivar crescendo em presenc¢a de NaCl 75 mM foi transferido para
vasos contendo solu¢do nutritiva de Hoagland sem a presencga de NaCl, por um periodo de sete
dias (tratamento de recuperagdo), quando, entdao, aos 28 DAS essas plantas foram coletadas,
juntas com as plantas da quarta coleta.

Durante todo o periodo experimental, as solu¢des nutritivas foram substituidas a
cada quatro dias e aeradas constantemente. A perda de agua por evapotranspiracdo foi
acompanhada, sendo o volume da solug¢ao nutritiva nos vasos ajustado diariamente com agua
destilada. As temperaturas e umidade relativa do ar também foram monitoradas durante todo o
experimento, sendo encontrado os valores médios de 31,6 °C e 64,27%, respectivamente

(Figura 3).
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Figura 3. Umidade relativa do ar (UR) e temperatura (T) na casa de vegetagdo do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular (DBBM) durante os dias de experimento.

5.2 Medidas de crescimento

Para determinagdo dos parametros biométricos, na ocasido da coleta, uma das duas
plantas constituintes da unidade amostral foi dividida em raizes e parte aérea (folhas + caules).
A area foliar (AF) foi mensurada utilizando o software imageJ (Rasband, 1997), a massa fresca
foi obtida por pesagem das amostras em balanca de precisdo e a massa seca foi determinada por
pesagem das amostras apds secagem em estufa durante 48 horas a 65 °C. A determinagdo da
biomassa seca e fresca total foi obtida através do somatério das massas de cada o6rgao vegetal
coletado, ou seja, folhas, caules e raizes.

A planta remanescente da unidade amostral foi utilizada para as analises
bioquimicas. Para isto, as folhas do primeiro trifélio completamente expandido da base para o
apice de todos os tratamentos foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio

liquido e posteriormente armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

5.3 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Em cada coleta, os pardmetros de trocas gasosas e os de fluorescéncia da clorofila

a foram mensurados. Para isso, utilizou-se um analisador de gés no infravermelho (IRGA, Li-



31

Cor-6400-XT, USA), acoplado a um fluorémetro (mod. 6400-40, Li-COR, USA). As medigdes
foram realizadas entre 9:00 e 11:00 h na folha central do primeiro trifolio (da base para o apice)
completamente expandido, sob concentragio constante de CO> de 400 pmol mol !, e densidade
de fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD) de 1000 pmol m? s™!. Os pardmetros de trocas gasosas
determinados foram: taxa fotossintética liquida (4), condutancia estomatica (g;), transpiragao
(E) e concentragdo interna de CO2 (Ci). A partir desses parametros, as razoes 4/Ci (eficiéncia
de carboxilagdao da Rubisco) e A/FE (eficiéncia instantanea do uso da agua) foram calculadas.
J& os parametros de fluorescéncia da clorofila a avaliados foram: fluorescéncia
maxima e no estado de equilibrio dinamico (Fm' e Fs, respectivamente), na presenga de luz e
fluorescéncia basal (Fo'), apds o estado de excitacdo do fotossistema II. Com base nesses
valores de fluorescéncia, as seguintes varidveis fotoquimicas foram determinadas: eficiéncia
quantica efetiva do fotossistema II [¢PSII = (Fm' — Fs)/Fm']; dissipacdo (ou quench) de energia
fotoquimica [qP=(Fm'-Fs)/(Fm'- Fo')]; dissipagdo (ou guench) ndo fotoquimica [qN = (Fm-
Fm')/Fm-Fo']; e taxa aparente de transporte de elétrons (ETR = ¢PSII x PPFD x 0,5 x 0,84).

5.4 Suculéncia foliar e potencial osmotico

A suculéncia foliar foi estimada de acordo com Mantovani (1999), com base nos
dados de massa fresca (MFF) e seca das folhas (MSF) e area foliar (AF), segundo a seguinte

férmula:

MFF—-MSF
AF

SF (g H,0.m™2%) =
Onde SF significa a suculéncia foliar calculada.

Para a determinacdo do potencial osmético (Ws), uma folha do segundo trifélio (da
base para o dpice) completamente expandida foi prensada com o auxilio de uma seringa estéril
e o suco foliar colocado em microtubos de 1,5 mL. Apos ser congelado em nitrogénio liquido,
o microtubo contendo o suco foliar foi armazenado a temperatura de -25 °C até o momento da
analise. As medigdes foram feitas em um osmometro (VAPRO — Vapor Pressure Osmometer,
mod. 5600, Wescor, Utah, USA), utilizando o suco foliar limpido, obtido apds centrifugagao a
3.000 x g, por 10 min, a 4 °C. Os valores de s foram estimados através da equagao de Van’t
Hoff: 1 =—R T C, onde R ¢ a constante universal dos gases (0,00831 kg MPa mol' K''), Té a
temperatura em graus Kelvin (K), e C ¢ a concentracdo do soluto determinada no osmdémetro

(BAO et al., 2014).
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5.5 Solutos inorgéanicos: sodio (Na*) e potassio (K*)

Amostras secas de folhas foram maceradas em almofariz, com auxilio de um
pistilo), até formar um po fino e uniforme. Para a determinacdo dos teores dos ions Na" e K*,
15 mg desse material de folhas macerados, foram homogeneizados separadamente com 1,5 mL
de dgua deionizada, sendo os homogenatos mantidos em banho-maria a 75 °C durante 1 h, com
agitacoes a cada 20 min. Apds esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 3.000 x g por 10
min, a temperatura ambiente. Os teores de Na" e K™ foram determinados por fotometria de
chama, sendo usado o fotdmetro de chama da Micronal®, modelo B462, Sdo Paulo, Brasil

(Malavolta; Vitti; Oliveira, 1997).

5.6 Teores de malondialdeido

O extrato para determinacdo do teor de malondialdeido (MDA) foi feito pela
maceragdo de 200 mg de tecido foliar com 2 mL de 4cido tricloroacético (TCA) a 0,1%,
contendo polivinilpolipirrolidona (PVPP) a, aproximadamente, 20%. Apods perfeita
homogeneizacao, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g, por 15 min, a 4 °C, sendo o
sobrenadante coletado (extrato) e utilizado para determinagdo de MDA.

Os teores de MDA, utilizados para estimativa da peroxidagdo de lipidios de
membranas, foram determinados de acordo com o teste para substincias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), segundo Heath e Packer (1968). A reacdo ocorreu com a adi¢dao de
250 pL do extrato a solugao de acido tiobarbitarico a 0,5%, preparada em TCA a 20%. Apos a
incubacao da mistura reacional a 95 °C, durante 30 min, as amostras foram resfriadas em banho
de gelo e centrifugadas a 10.000 x g, por 10 min. Os teores de MDA foram estimados através
da subtragdo das leituras de absorbancia a 532 nm e 600 nm, e tendo por base o coeficiente de

extingdo molar do MDA (¢ = 0,155 M cm™).

5.7 Analise do perfil metabolico de folhas de feijao

A extragao dos metabolitos foi realizada a partir de amostras de folhas frescas,
segundo metodologia descrita por Lisec et al. (2006), com modificagdes. O material vegetal foi
homogeneizado em metanol gelado e incubado a 70 °C, por 15 min, com agitagdo constante.
Nessa ocasido, o ribitol a 0,2 mg mL"! (em 4gua ultrapura) foi adicionado como padrio interno.

Apos o periodo de incubagdao, o homogenato foi centrifugado a 14.000 x g por 10 min e ao
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sobrenadante coletado foi adicionado uma solu¢ao de cloroférmio/dgua (1:2 v/v), sendo a
mistura resultante agitada em vortex por 15 s. Para separacdo das fases, esta mistura foi
centrifugada a 3.000 x g por 15 min, e aliquotas de 150 uL da fase superior (fase polar) foram
coletadas e secas em SpeedVac overnight.

O processo de derivatizagao do extrato seco foi iniciado através da sua reagdo com
metoxiamina (20 mg mL™! em piridina) a 37 °C, por 2 h, e subsequentemente com N-methyl-
N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (MSTFA) a 37 °C, por 30 min. A separacdo e deteccao
dos metabolitos foi realizada segundo Roessner et al. (2001) com modificagdes, através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, sendo utilizado o cromatografo
gasoso GC/MS-QP-PLUS2010 da Shimadzu, Japdo. Nesta etapa, 1,0 pl. da amostra
derivatizada foi injetado no modo split (1:5), usando hélio como gés de arraste a um fluxo de
1,2 mL min'. A coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) foi utilizada para
separagdo dos metabdlitos, sendo configurada a temperatura inicial a 80 °C por 2 min, seguida
de aumento a uma taxa de 10 °C min' até alcangar a temperatura final de 310 °C, que foi
mantida por 8§ min. As temperaturas de injecdo, da interface e da fonte de ions foram de 230,
250 e 200 °C, respectivamente. O espectrometro de massas operou a 70 eV (EI), com intervalo
de detec¢do de fragmentos de massa de 40-700 (m/z), iniciando apds o tempo de 3 min. Os
cromatogramas € os espectros de massas foram analisados usando o programa Xcalibur™ 2.1
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Os metabolitos foram identificados com base no tempo de retengdo e espectro de
fragmentac¢do, comparando com a biblioteca interna, construida a partir de uma mistura de
padrdes, e com seus espectros de massas previamente identificados no banco de dados Golm
Metabolome (GMD). A concentracdo relativa de cada metabolito foi determinada e
normalizada pela area do pico correspondente ao ribitol, com posterior correcao pela massa da

amostra utilizada durante a extracao.

5.8 Atividade de enzimas do metabolismo das poliaminas: DAO e PAO

As atividades das enzimas DAO e PAO foram determinadas com o uso do
espectrofotometro € com bases no ensaio colorimétrico da A-pirrolina (HOLMSTEDT et al.,
1961). Tecidos foliares frescos foram homogeneizadas em solucao-tampao fosfato de potassio
a 100 mM (pH 7,0), contendo DTT a 5 mM e EDTA (1mM), a 4°C. O homogenato foi entdo
centrifugado a 16.000 x g, por 20 min, a 4 °C e o sobrenadante foi considerado o extrato para

determinagdes das atividades das enzimas.
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A mistura de reacdo para a atividade da DAO foi composta pela combinagdo de 225
uL do extrato, 25 pL de catalase (50 UI mL ! em tampdo de fosfato de potéssio a 50 mM, pH
7,0), 125 pL de 2-aminobenzaldeido a 0,1% e 125 pL de solucdo-tampao fosfato de potassio a
50 mM (pH 7,5), contendo putrescina a 10 mM. Para a atividade da PAO todos os reagentes
acima descritos foram utilizados e nos mesmos volumes, substituindo-se apenas o tampao de
reacdo por 125 pL da solucdo fosfato de potassio a 50 mM (pH 6,0), contendo espermidina a
10 mM. A reacao foi realizada a 36 °C por duas horas, sendo parada pela adi¢ao de 500 uL de
acido perclorico (PCA) a 10% (v/v). Os microtubos foram centrifugados a 5000 x g por 15 min,
a temperatura ambiente, e os sobrenadantes coletados para a analises enzimaticas. A formagao
do produto, A-pirrolina, foi determinada por leituras em 430 nm, sendo a absorbancia
monitorada em leitor de microplaca (Biotek® modelo Synergy MX). As reacgdes de controle
foram conduzidas com enzimas inativadas pelo aquecimento por 20 min a 90 °C. Os resultados
dos ensaios enzimaticos foram expressos como mmol pirrolina.mg ' proteina h™! para DAO e
PAO, usando-se o coeficiente de extingdo molar da A-pirrolina de 1,86 x 10° mol™! ecm™. Os
teores de proteina, necessarios para o calculo da atividade especifica foram determinados de

acordo com o método de Bradford (Bradford, 1976).

5.9 Determinacio das PAs livres, conjugadas soliveis e insoluveis

As PAs livres e conjugadas foram extraidas e determinadas de acordo com a
metodologia descrita por Xu-Y et al. (2011), com algumas modificagdes. Com o auxilio de
almofariz e pistilo, 750 mg de tecido foliar foram maceradas a 4 °C, com 1,5 mL de solucdo de
PCA a 5% (v/v) por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas em banho de gelo
por 1 h, sob agitacdo orbital, sendo posteriormente centrifugadas a 27.000 x g, por 30 min, a 4
°C. Para a determinacdo das PAs, 500uL do sobrenadante foram coletados e armazenados a -80
°C. O precipitado e outra por¢ao do sobrenadante (500 pL) foram hidrolisados separadamente
com 500 pL. de HCI 12 N sob aquecimento a 120 °C, por 18 h, em ampolas de vidro seladas a
chama, para liberacdo de PAs conjugadas soluveis e insoliveis, respectivamente. Apds a
hidrolise acida, as amostras foram filtradas em tubos de ensaio através de microfiltros (PVDF
de 22 mm, com poro de 0,22 um). Os tubos foram mantidos sob aquecimento a 80 °C por 48 h
para a total evaporacao do HCI, com posterior ressuspensao do precipitado em 500 uL. de PCA
a 5%.

As PAs recuperadas a partir do sobrenadante ndo hidrolizado (PAs livres), do

sobrenadante hidrolisado (PAs livres + PAs conjugadas soluveis) e do precipitado hidrolisado
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(PAs conjugadas insoluveis) foram derivatizadas com cloreto de benzoila (Duan ef al., 2008) e
seus conteudos mensurados por cromatografia liquida de alta performace (HPLC; Shimadzu,
Toquio, Japao). As benzoil PAs derivatizadas foram separadas em uma coluna C18 de fase
reversa, a 30 °C (Shim-pack CLC-ODS, 150 mm x 4,6 mm), utilizando como fase médvel
metanol a 64% em agua (v/v) a um fluxo de 1,0 mL/min. Os picos de putrescina (Put),
espermidina (Spd) e espermina (Spm) foram detectados a 240 nm, utilizando um detector SPD-

20A (Shimadzu, Toquio, Japao), e quantificados a partir de curva padrdo de cada PA.

5.10 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em arranjo
fatorial 2 x 2 x 4, consistindo de duas cultivares (TVu-2331 e Pitiuba), duas condi¢oes de
salinidade (NaCl 0 mM e NaCl 75 mM) e quatro tempos de desenvolvimento das plantas (7,
14, 21 e 28 DAS), com 5 repeti¢des para cada tratamento. O tratamento de recuperagdo do
estresse seguiu o arranjo fatorial 2 x 3, consistindo das duas cultivares e trés condi¢des de
cultivo (NaCl 0 mM, NaCl 75 mM e recuperagdo), seguindo o mesmo padrao de 5 repeticdes.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F a 5%
de probabilidade e, quando houve diferenca significativa entre os cultivares e niveis de estresse,
as meédias foram comparadas através do teste de Tukey (p <0,05). As andlises estatisticas foram
realizadas usando o programa SISVAR 5.3 (Ferreira, 2011). Para a andlise dos perfis
metabolicos, as concentragdes relativas foram normalizadas usando o MetaboAnalyst
(http://www.metabolanalyst.ca) para andlise multivariada (andlise de componente principal -

PCA) e construcdo do heatmap.



6 RESULTADOS

6.1 Area foliar
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Quando comparadas ao tratamento controle, as plantas de ambas as cultivares que

foram expostas ao estresse salino tiveram sua area foliar reduzida significativamente em trés

dos quatro estadios de desenvolvimento estudados, sao eles: 14, 21 ¢ 28 DAS (Figura 4). Na

cultivar TVu 2331, as reducdes na area foliar foram de 67, 73, ¢ 64%, nos dias 14, 21 e 28,

respectivamente (Figura 4A). Ja para a cultivar Pititiba, no mesmo periodo, as redugdes foram,

respectivamente, de 59, 48 ¢ 61% (Figura 4B).
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Figura 4. Area foliar de plantas de feijio-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A) e Pitiuba (B), sob

condigdes controle (NaCl 0 mM; © ) e de estresse salino (NaCl 75 mM;® ) aos 7, 14, 21 e 28 dias apos a semeadura.
Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os tratamentos, e as letras minusculas comparam as
médias dentro dos dias, para cada tratamento. Médias com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo, n=5.

No que se refere a capacidade de recuperacdo do estresse, foi possivel notar que

apenas a cultivar TVu 2331 teve melhora morfologica significativa, com incremento de 44,7%

na area foliar, em comparacdo com as plantas estressadas, enquanto a cultivar Pitiiba nao

demonstrou melhora fenotipica significante (Figura 5).
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Figura 5. Area foliar de plantas de feijio-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (barra preta) e Pititiba
(barra cinza), com 28 dias sob condi¢des controle (NaCl 0 mM) e de estresse salino (NaCl 75 mM), e apds sete
dias de recuperacdo do estresse. Letras maidsculas comparam os valores das médias entre os tratamentos dentro
de cada cultivar, e as letras mintisculas comparam as medias dos tratamentos entre os cultivares. Médias com letras

diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrio,
n=5.

6.2 Biomassa vegetal

Além da érea foliar, as cultivares foram analisadas individualmente quanto a outros
parametros morfoldgicos de crescimento, tais como: massa seca das folhas (MSF), massa seca

da parte aérea (MSPA) (folhas + caules) e biomassa seca total (BST) (raizes +, caules + folhas)
(Figura 6).
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Figura 6. Massa seca foliar (MSF, A e B), massa seca da parte aérea (MSPA, C e D) e biomassa seca total (BST,
E e F) de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A, C ¢ E) e Pitiuba (B, D e F), sob

condigdes controle (NaCl 0 mM; © ) e de estresse salino (NaCl 75 mM; ® ), aos 7, 14, 21 e 28 dias apos a
semeadura. Letras mailsculas comparam os valores das médias entre os tratamentos, e as letras minusculas
comparam as médias entre os dias, dentro de cada tratamento. Médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrao, n=5.

Quando comparadas ao tratamento controle, as plantas expostas a salinidade,
tiveram suas massas secas significativamente reduzidas em dois dos quatro estadios de
desenvolvimento estudados, ou seja: aos 21 e 28 DAS, comportamento observado para ambas
as cultivares (Figura 6). Na cultivar Pitiiba, as redu¢des foram de 41,6 e 51,6% para MSF
(Figura 6B), 40,6 e 54,4% para MSPA (Figura 6D) e 40,5 e 53,4% para BST (Figura 6F),
respectivamente, aos 21 e 28 DAS. Ja para a cultivar TVu 2331, essas redugdes foram maiores,
sendo aos 21 e 28 DAS, respectivamente, de 59 e 57% para MSF (Figura 6A); 63,9 e 58,9%
para MSPA (Figura 6C) e 63,4 € 59,2% para BST (Figura 6E).
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Com relagdo a capacidade de recuperacdo das plantas do estresse salino, ambas as
cultivares ndo apresentaram nenhuma alteragdo nos valores de MSF, MSPA e BST, em relagao

ao tratamento salino (Figura 7C).
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Figura 7. Massa seca das folhas (MSF, A), massa seca da parte aérea (MSPA, B) ¢ biomassa seca total (BST, C)
de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (barra preta) e Pititiba (barra cinza), com 28
dias sob condig¢des controle (NaCl 0 mM) e de estresse salino (NaCl 75mM), e apos sete dias de recuperagdo do
estresse. Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os tratamentos dentro de cada cultivar, e as
letras minusculas comparam as medias dos tratamentos entre os cultivares. Médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrio, n=5.

6.3 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Quando comparado ao tratamento controle, o estresse salino afetou a fotossintese
liquida da cultivar TVu 2331, porém apenas aos 28 DAS, provocando um aumento de 22,6%
(Figura 8A). Nos outros dias avaliados, os valores dessa variavel mantiveram-se constantes. Ja
para a cultivar Pititiba, o tratamento salino aumentou significantemente a fotossintese liquida
aos 7 ¢ 28 DAS (Figura 8B), com aumentos de 15,0 e 17,8%, respectivamente.

Com relagdo a transpiracdo das plantas da cultivar TVu 2331, essa foi
significativamente menor em condigdes salinas, exceto aos 7 DAS quando nao houve diferencas

entre os dois tratamentos (Figura 8C). As redu¢des na transpiracao foram de 51,0, 89,0 e 63,9%
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aos 14,21 e 28 DAS, respectivamente. Comportamento similar foi observado na cultivar Pititiba

(Figura 8D). Para este cultivar, as diminui¢des foram de 60,0, 108,0 e 56,4% aos 14, 21 e 28

DAS.
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Figura 8: Fotossintese liquida, transpiragdo e eficiéncia instantanea do uso da agua de plantas de feijao-caupi
(Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A, C e E, respectivamente) e Pititba (B, D e F, respectivamente), sob
condigdes controle (NaCl 0 mM; O) e de estresse salino (NaCl 75 mM; ® ), aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a semeadura.
Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os tratamentos, e as letras minusculas comparam as
médias entre os dias, dentro de cada tratamento. Médias com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo, n=5.

J4 a eficiéncia no uso da 4gua (EUA) na cultivar TVu 2331 (Figura 8, E) apresentou

aumento quando as plantas foram submetidas ao tratamento salino, em tré dos quatro tempos

analisados. Os aumentos para a EUA foram de 83, 117 e 107%, aos 14, 21 e 28 DAS,

respectivamente. Aumentos neste parametro também foram observados na cultivar Pititiba, os

quais ocorreram em todos os tempos analisados e foram de 21,9% aos 7 DAS; de 76,7% aos 14

DAS; de 107,5% aos 21 DAS; e de 81,6% aos 28 DAS (Figura 8F).
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Além desses parametros, também foram analisadas a condutancia estomatica (gs),
a eficiéncia instantanea da carboxila¢do (A/Ci) e a relagdo entre a concentracdo de CO> interna
e externa (Ci/Ca) das plantas, de ambas cultivares. Na cultivar TVu 2331, as plantas submetidas
ao tratamento salino, apresentaram diminui¢ao na condutancia estomatica em trés dos quatro
tempos de desenvolvimento analisados (Figura 9A). As diminui¢des foram de 97,6% aos 14
DAS, 144,5% aos 21 DAS, e 105,6% aos 28 DAS. De forma similar, para os mesmos dias, as
diminui¢des apresentadas na cultivar Pititba foram de 121,42, 160,31 e 104,31%,
respectivamente (Figura 9, B). Aos 7 DAS, a condutancia estomatica observada foi a mesma
entre os dois tratamentos, para ambas cultivares.

Seguindo o que foi observado para a condutincia estomatica, a relagdo entre o
carbono interno e externo (Ci/Ca), na cultivar TVu 2331, apresentou diminui¢cdo em 3 dos 4
estagios de desenvolvimento analisados. As reducdes causadas pelo tratamento salino, foram
de 17, 5% aos 14 DAS, 59,9% aos 21 DAS, e 40,8% aos 28 DAS (Figura 9C). Enquanto na
cultivar Pitiuba, os valores para este parametro diminuiram em todos os estdgios de
desenvolvimento estudados. Os valores reduziram em 24, 35, 84 ¢ 73,1% aos 7, 14, 21 e 28
DAS, respectivamente (Figura 9D).

A eficiéncia instantanea da carboxilagdo (A/Ci) na cultivar TVu 2331, apresentou
aumento significativo quando as plantas foram submetidas ao tratamento salino, em trés dos
quatro tempos de andlises. Os aumentos foram de 43, 81 e 74%, aos 14, 21 e 28 DAS,
respectivamente (Figura 9E). Este comportamento de aumento, também foi observado na
cultivar Pitiliba, entretanto diferente do que ocorre na cultivar TVu 2331, neste cultivar o
aumento ocorre em todos os estadgios de desenvolvimento analisados. Os aumentos foram de

24,35,84 e 73,1% aos 7, 14, 21 e 28 DAS, respectivamente (Figura 9F).
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Figura 9: Condutancia estomatica (gs), relagdo entre concentracdo de CO> interna e externa (Ci/Ca) e eficiéncia
instantanea da carboxilacdo (A/Ci,) de plantas de feijado-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A, Ce

E, respectivamente) e Pitiuba (B, D e F, respectivamente) sob condigdes controle (NaCl 0 mM; O) e de estresse

salino (NaCl 75 mM; @ ), aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a semeadura. Letras maitisculas comparam os valores das
médias entre os tratamentos, e as letras mintisculas comparam as médias entre os dias, dentro de cada tratamento.
Meédias com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais
indicam o erro padrao, n=5.

A capacidade de recuperagdo do estresse, analisada por meio dos pardmetros
relacionados as trocas gasosas das plantas, de ambas as cultivares também foi investigada. A
fotossintese liquida foi estatisticamente a mesma tanto no tratamento de estresse, quanto no de
recuperacdo ou em relagdo ao proprio controle (Figura 10A). Por outro lado, no tratamento de
recuperacdo do estresse, ambas as cultivares apresentaram condutincia estomatica, transpiragao
e relagdo de concentragdo interna e externa de CO; estatisticamente superiores as dos
respectivos tratamentos salino e idénticas aquelas dos respectivos controles (Figura 10B, C e

D). Ja eficiéncia no uso da dgua e a eficiéncia instantanea de carboxilagdo, por sua vez, foram
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menores no tratamento de recuperagdo, em relacdo ao tratamento salino, porém idénticas

aquelas dos respectivos controles (Figura 10E e F).
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Figura 10: Fotossintese liquida (4, A), condutincia estomatica (gs, B), transpiragdo (£, C), relagdo entre a
concentragdo interna e externa de CO; (Ci/Ca, D), eficiéncia no uso da agua (EUA, E) e eficiéncia instantanea da
carboxilagao (4/Ci, F) de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (barra preta) e Pititiba
(barra cinza), com 28 dias sob condi¢des controle (NaCl 0 mM) e de estresse salino (NaCl 75 mM), e apos sete
dias de recuperagdo do estresse. Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os tratamentos dentro
de cada cultivar, e as letras miniisculas comparam as medias dos tratamentos entre os cultivares. Médias com letras
diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrao,
n=5.

A eficiéncia quantica efetiva do fotossistema I1 (OPSII), a taxa efetiva de transporte
de elétrons (ETR), a dissipacdo de energia fotoquimica (qP) e a dissipag¢do nao-fotoquimica
(gN) foram determinadas para avaliar a atividade de fluorescéncia da clorofila a (Figura 11).
Na cultivar TVu 2331, quando comparadas ao tratamento controle, as plantas em condi¢ao de
salinidade apresentaram maiores valores para QPSII aos 14, 21 e 28 DAS, com aumentos de,

respectivamente, 29,0, 50,0 e 55,2% (Figura 11A). Aos 7 DAS ndo houve diferenga
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significativa entre os dois tratamentos. J& na cultivar Pitiuba, as plantas sob salinidade
apresentaram valores de @PSII significativamente maiores, em todos os dias de analises (Figura

11B). Nesta cultivar os aumentos foram de 16,5% aos 7 DAS, 27,2% aos 14 DAS, 36,3% aos

21 DAS e 31,5% aos 28 DAS.
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Figura 11: Eficiéncia quéntica efetiva do fotossistema II (JPSII), dissipagdo de energia fotoquimica (qP), taxa
efetiva de transporte de elétrons (ETR) e dissipagdo de energia ndo-fotoquimica (qN) de plantas de feijao-caupi
(Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A, C, E e G, respectivamente) e Pitiuba (B, D, F ¢ H, respectivamente),
sob condig¢des controle (NaCl 0 mM; © ) e de estresse salino (NaCl 75 mM; @ ), aos 7, 14, 21 ¢ 28 dias da
semeadura. Letras maitGsculas comparam os valores das médias entre os tratamentos, ¢ as letras minusculas
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comparam as médias entre os dias, dentro de cada tratamento. Médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrao, n=5.

Para ambas as cultivares, os parametros de fluorescéncia, qP ¢ ETR, também
aumentaram nas plantas submetidas ao estresse salino: para a cultivar TVu 2331, os aumentos
em qP foram cerca de 56,0 € 63,0% aos 21 e 28 DAS, respectivamente (Figura 11C) e de 50,0%
e 54,0%, para ETR nesses mesmos dias (Figura 11E), respectivamente. Diferentemente do
comportamento observado na cultivar TVu 2331, na Pititiba, os aumentos em qP e ETR devido
a salinidade, foram observados em todos os dias analisados. Para qP, os aumentos foram de
13,6,30,4,51,1 €32,2% aos 7, 14, 21 ¢ 28 DAS, respectivamente (Figura 11D). Enquanto para
ETR, os aumentos foram de 16,3, 28,1 36,4 ¢ 31,4% aos 7, 14, 21 e 28 DAS, respectivamente
(Figura 11F). A gN, por outro lado, manteve-se inalterada entre os tratamentos em todos os dias
de analise, para ambas cultivares.

Aos 21 DAS, as plantas do cultivar TVu 2331 foram submetidas ao tratamento de
recuperagdo por sete dia e em seguida foram feitas medidas de fluorescéncia da clorofila a.
Como resultado foi observado que apenas o pardmetro qP foi significativamente afetado por
esse tratamento (Figura 12C). Ja a cultivar Pitiitba modulou seus niveis de @PSII (Figura 12A),
ETR (Figura 12B) e qP (Figura 12C) a valores proximos aos das plantas submetidas ao
tratamento controle. A dissipacdo nao-fotoquimica ndo apresentou diferencas significativas

entre os tratamentos, para ambas as cultivares (Figura 12).
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Figura 12: Eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (OPSII, A), taxa efetiva de transporte de elétrons (ETR,
B), dissipagdo de energia fotoquimica (qP, C) e dissipacdo ndo fotoquimica (qN, D) de plantas feijdo-caupi (Vigna
unguiculata), cultivares TVu 2331 (barra preta) e Pitiuba (barra cinza), com 28 dias sob condi¢des controle (NaCl
0 mM), e de estresse salino (NaCl 75 mM) e com sete dias de recuperacdo do estresse. Letras maiusculas comparam
os valores das médias entre os tratamentos dentro de cada cultivar, e as letras mintisculas comparam as medias dos
tratamentos entre os cultivares. Médias com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p
< 0,05. As barras verticais indicam o erro padrao, n=>5.

6.4 Potencial osmotico e suculéncia foliar

As plantas expostas ao tratamento salino apresentaram potencial osmotico mais
negativo em ambas as cultivares, em todos os tempos analisados (Figura 13A e B). Para o
tratamento controle, comparando os valores de potencial osmotico entre os 7, 14, 21 e 28 DAS,
observa-se que ele permaneceu majoritariamente constante para ambas as cultivares, com
exce¢do do 7° DAS para a cultivar TVu 2331 (Figura 13A) e do 21 DAS para a cultivar Pititiba
(Figura 13B). Ja para o tratamento salino, foi observada uma tendéncia a valores mais negativos
para o potencial osmotico das plantas, com o avancar do tempo de crescimento das plantas. Na
cultivar TVu 2331, esse aumento ocorreu do 7° para o 14° DAS, com posterior estabilizagdo
dos valores ao 21 e 28 DAS (Figura 13A). Enquanto para a cultivar Pititba, os valores
mantiveram-se constantes aos 7 € 14 DAS, com o aumento nos valores de potencial osmotico
sendo observado entre 14 ¢ 21 DAS, e dai esse valor manteve-se constante até os 28 DAS
(Figura 13B). Na cultivar TVu 2331, quando comparado ao tratamento controle, as plantas sob
condi¢do salina ficaram com seus valores de potencial osmoético em torno de 21, 26, 41 e 34,2%
mais negativos aos 7, 14, 21 e 28 DAS, respectivamente. J& para a cultivar Pititba, os valores
ficaram em aproximadamente 37% para aos 7 DAS, 23% aos 14 DAS, 16% aos 21 DAS, € 43%
para aos 28 DAS.
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Figura 13: Potencial osmotico foliar de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A) e

Pitiiba (B) sob condig¢des controle (NaCl 0 mM; ©) e de estresse salino (NaCl 75 mM; @), aos 7, 14, 21 ¢ 28 dias
ap6s a semeadura. Letras maitsculas comparam os valores das médias entre os tratamentos no mesmo dia, e as
letras mintisculas comparam as médias entre os dias, no mesmo tratamento. Médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrao, n=5.

Quando expostas ao tratamento de recuperacdo, as plantas de ambas as cultivares
tiveram aumentos em seus valores de potencial osmético, os quais se igualaram aos valores dos
controles (Figura 14). Esse aumento foi de 23% para ambas cultivares.
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Figura 14: Potencial osmotico foliar de Vigna unguiculata, cultivares TVu 2331 (barra preta) e Pitiba (barra
cinza) com 28 dias sob condigdes controle (NaCl 0 mM) e de estresse salino (NaCl 75 mM) e com sete dias de
recuperacdo do estresse. Letras maitsculas comparam os valores das médias entre os tratamentos dentro de cada
cultivar, e as letras minusculas comparam as medias dos tratamentos entre os cultivares. Médias com letras
diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo,
n=5.

No que se refere a suculéncia foliar, na cultivar TVu 2331, o estresse salino
promoveu um aumento significativo neste parametro em todos os dias analisados (Figura 15A).
Para esse cultivar, o aumento foi de 13,9% aos 7 DAS, 25,3% aos 14 DAS, 15,7% aos 21 DAS,
e 24,1% aos 28 DAS. Entretanto, na cultivar Pitiliba a resposta deste parametro ao tratamento
de estresse, divergiu da encontrada na cultivar TVu 2331 (Figura 15B). Os valores de suculéncia
foliar, entre os tratamentos controle e de estresse para esse cultivar, apresentaram aumento
significativo apenas no 14° e 28° DAS. As taxas de aumento para esses dias foram de 26,2% e

24,3%, respectivamente.
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Figura 15: Suculéncia foliar de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A) e Pititiba
(B) sob condigdes controle NaCl (0mM;O) e de estresse salino (NaCl 75 mM; ® ), aos 7, 14, 21 e 28 dias apos a
semeadura. Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os tratamentos para cada dia, ¢ as letras
minusculas comparam as médias entre os dias, no mesmo tratamento. Médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrao, n=5.

As plantas de ambas as cultivares, quando retiradas das condi¢des de estresse e
deixadas recuperar por sete dias em condigdes controle, tiveram suas suculéncias foliares
diminuidas em relacdo as do tratamento salino, e igualaram-se as do controle, ou seja
apresentaram100% de recuperagdo (Figura 16). As redugdes foram de 25% para a cultivar TVu

2331 e 28,7% para a cultivar Pitiaba.
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Figura 16: Suculéncia foliar de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (barra preta) e
Pititba (barra cinza) com 28 dias sob condig¢des controle (NaCl 0 mM) e de estresse salino (NaCl 75 mM) e com
sete dias de recuperacdo do estresse. Letras maitsculas comparam os valores das médias entre os tratamentos
dentro de cada cultivar, e as letras mintsculas comparam as medias dos tratamentos entre os cultivares. Médias
com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o
erro padrao, n=5.
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6.5 Solutos inorganicos: sodio (Na*) e potassio (K*)

Os teores de Na' nas folhas das plantas da cultivar de feijdo-caupi TVu 2331,
apresentaram maiores valores em condigdes salinas, em relagdo ao controle, porém somente
aos 14 e 28 DAS (Figura 17A). Além disso, ndo foi observado acumulo desse ion com o
desenvolvimento da cultura, tanto no tratamento controle, quanto no tratamento estressante.
Nos tecidos foliares da cultivar Pitiuba, os niveis de Na“ foram aumentados de forma
significativa pela salinidade, em comparagao ao controle (Figura 17B). Nesta cultivar, de forma
contraria ao comportamento deste ion na cultivar TVu 2331, acimulo significativo com o
desenvolvimento fenoldgico das plantas.

Ja os teores foliares de K", em ambas as cultivares de feijdo-caupi, ndo variaram
significativamente com a salinidade e nem com o desenvolvimento fenologico das plantas de
feijdo-caupi de ambas as cultivares (Figura 17C e D). A partir dos dados dos teores dos ions
potassio e sodio, a relagdo K*/Na' foi calculada para ambas as cultivares (Figura 17E e F).
Conforme esperado, em comparagdo com o tratamento controle, o estresse salino reduziu os
valores dessa relacdo em ambas as cultivares e em todos os dias analisados. Para a cultivar TVu
2331 as redugdes na relagio K*/Na* foram de 38,6, 57,4, 36,1 € 56,8%, respectivamente, aos 7,
14, 21 e 28 DAS. Ja na cultivar Pititiba, as redu¢des na relagio K*/Na* foram ainda maiores:

43,0 73,0 76,0 € 70,1% aos 7, 14, 21 e 28 DAS, respectivamente.
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Figura 17: Teores de sddio (Na¥), potassio (K*) e relacao K*/Na* em tecidos foliares de plantas de feijao-caupi
(Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A, C e E, respectivamente) e Pititiba (B, D e F, respectivamente) sob
condigdes de controle (NaCl 0 mM; O ) e de estresse salino (NaCl 75 mM; @), aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a
semeadura. Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os tratamentos para cada dia, e as letras
minusculas comparam as médias entre os dias, no mesmo tratamento. Médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrao, n=>5.

Os teores foliares dos ions K™ e Na* e a relagdo K*/Na" também foram analisados
nas plantas das duas cultivares de feijao-caupi apos o tratamento de recuperacao. Com relagao
ao TVu 2331, os teores foliares do ion K™ ap6s periodo de recuperagdo das plantas da condigdo
de estresse salino foram os mesmos das plantas do tratamento salino e ligeiramente maiores que
os do controle (Figura 18B). Situacdo um pouco diferente ocorreu com a cultivar Pitiaba sob
recuperagdo, cujos tores de K* foliares foram idénticos aos do tratamento salino, porém igual
ao controle. Para os teores de Na', as plantas da cultivar TVu 2331 conseguiram reduzir os
niveis deste ion a valores semelhantes ao observado nas plantas sob condi¢ao controle (Figura

18A). Ja a cultivar Pitiiba, mesmo que tenha sido observada uma reducao significante dos
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niveis de Na“, em compara¢do com as plantas sob condi¢do estressante, essa redugdo ndo fez

com que os valores dos teores desse ion fossem semelhantes aos encontrados na condi¢ao

controle.

Esse comportamento refletiu-se nas respostas observadas na relagio K*/Na"* (Figura
18C). Na cultivar TVu 2331, o aumento nessa relacao foi de 92%, fazendo com que os valores
ficassem semelhantes aos encontrados nas plantas sob condi¢do controle. J& a cultivar Pititba,
também demonstrou aumento significante nesse indice, entretanto, diferente do observado nas

plantas da cultivar TVu 2331 esse aumento ndo chegou aos niveis das plantas controle.
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Figura 18: Teores de sodio (Na*) (A), potassio (K¥) (B) e relagdo K*/Na* (C) em tecidos foliares de plantas de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (barra preta) e Pitiuba (barra cinza) com 28 dias sob
condigdes controle (NaCl 0 mM) e de estresse salino (NaCl 75 mM) e com sete dias de recuperagao do estresse.
Letras maitisculas comparam os valores das médias entre os tratamentos dentro de cada cultivar, e as letras
minusculas comparam as medias dos tratamentos entre os cultivares. Médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo, n=5.
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6.6 Peroxidacao lipidica

Para avaliar os danos causados pela salinidade na membrana celular, a peroxidacao
lipidica foi analisada através da produgdo do malondialdeido (MDA) nas folhas das cultivares
estudadas. Na cultivar TVu 2331, a salinidade aumentou a peroxidacdo lipidica de forma
significante apenas aos 14 ¢ 21 DAS (Figura 19A). Esses aumentos foram de 31,8 ¢ 42,4%,
respectivamente. Ja nas plantas da cultivar Pititba, os teores de MDA foram maiores no
tratamento salino aos 21 e 28 DAS, sendo observados aumentos respectivamente de 115,9 e

25,8% em comparacao com o tratamento controle.
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Figura 19: Teores de malondialdeido (MDA) em tecidos foliares de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata,
cultivares TVu 2331 (A) e Pititiba (B) sob condi¢des controle (NaCl 0 mM; ©O) e de estresse salino (NaCl 75 mM;
®) a0s 7, 14, 21 e 28 dias apds a semeadura. Letras mailisculas comparam os valores das médias entre os
tratamentos para cada dia, e as letras minusculas comparam as médias entre os dias, no mesmo tratamento. Médias
com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o

erro padrao, n=5.

As plantas da cultivar TVu 2331 apds tratamento de recuperagdo, mostraram
valores de MDA foliares iguais aos dos tratamentos salino e controle aos 28 DAS (Figura 20).
J& para o caso da cultivar Pitiuba, apos tratamento de recuperagdo, o teor de MDA foi maior em
39% que aquele do tratamento salino e 74,1% maior que aquele do controle, resultado que

representa um forte aumento na peroxidacao lipidica (Figura 20).
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Figura 20: Teores de malondialdeido (MDA) em tecidos foliares de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata),
cultivares TVu 2331 (barra preta) e Pitiba (barra cinza), com 28 dias sob condi¢des controle (NaCl 0 mM) e de
estresse salino (NaCl 75 mM) e apos sete dias de recuperacdo do estresse. Letras maitsculas comparam os valores
das médias entre os tratamentos dentro de cada cultivar, e as letras mintisculas comparam as medias dos
tratamentos entre os cultivares. Médias com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p

< 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo, n=5.

6.7 Analise do perfil metabolico das folhas ao longo do desenvolvimento

Foi feita uma analise metabolomica dos tecidos foliares das duas cultivares em
estudo, ao longo do desenvolvimento das plantas, sob condi¢des controle e salino. Para as
plantas de feijdo-caupi com 7 DAS, a andlise dos principais componentes (PCA), mostrou que
os componentes PC1 e PC2 juntos representaram 37,3% da varidncia cumulativa observada nos
dados metabolomicos desses tecidos (Figura 21). Para a cultivar TVu 2331, houve separagdo

dos tratamentos controle e salino, no entanto, para a cultivar Pitiiba, foi observada uma

sobreposi¢ao dos tratamentos analisados (Figura 21).
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Figura 21: Analise dos componentes principais (PC1 e PC2) do perfil metabolico de folhas de plantas de feijdo-
caupi (Vigna unguiculata), aos 7 dias da semeadura, cultivar Pitiiba sob condigdes controle (PIT-C) e de estresse
salino (PIT-NaCl) e cultivar TVu 2331 sob condi¢des controle (TVu-C) e de estresse salino (TVu-NacCl).

O mapa de calor exibiu ainda a tendéncia de modulacdo dos metabdlitos nos
tratamentos e cultivares, aos 7 DAS. Foram identificados 62 metabolitos, sendo os principais
grupos pertencentes aos aminoacidos (14), acidos organicos (22), acucares (23) e as PAs (2).
Segundo a analise de varidncia (ANOVA paramétrica), para a cultivar TVu 2331, a salinidade
modulou diferencialmente de forma significativa (p-valor < 0,05) os metabolitos: putrescina,
beta-alanina, ornitina, acido fumarico, eritrose, serina e valina (Figura 22). Ja para a cultivar
Pitiuba, os metabolitos foram: acidos cinamico, citrico, tartarico e fumarico; beta-alanina,

ornitina e lactitol.
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Figura 22: Mapa de calor do perfil metabolico de folhas de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata), aos 7 dias
da semeadura, cultivar Pitiuba sob condigdes controle (PIT-C) e de estresse salino (PIT-NaCl) e cultivar TVu 2331
sob condigdes controle (TVu-C) e de estresse salino (TVu-NaCl).

A andlise de PCA aos 14 DAS, demonstrou boa separacdo entre os grupos
analisados (Figura 23), com as variancias entre os grupos sendo explicadas em 26,1 e 15,1%,
para PC1 e PC2, respectivamente. Desta forma, a variancia total explicada pelos componentes

foi de 41,2%.
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Figura 23: Analise dos principais componentes (PC1 e PC2) do perfil metabolico de folhas de plantas de feijdo-
caupi (Vigna unguiculata), aos 14 dias da semeadura, cultivar Pitiiba sob condi¢des controle (PIT-C) e de estresse
salino (PIT-NaCl) e cultivar TVu 2331 sob condi¢des controle (TVu-C) e de estresse salino (TVu-NacCl).

O mapa de calor do perfil metabdlico das plantas de ambas as cultivares aos 14
DAS (Figura 24), junto com a ANOVA paramétrica revelou que na cultivar TVu 2331, os
principais metabolitos modulados significativamente (p-valor < 0,05) pelo tratamento salino,
foram: rafinose, acido cindmico, maltotriose, 4&cido maldnico, putrescina, acido citrico, alanina
e xilose (Figura 24). J4 na cultivar Pititba, 17 metaboélitos foram modulados diferencialmente
devido a exposicdo das plantas dessa cultivar ao estresse salino, sdo eles: rafinose, acido
tartarico, acido cindmico, acido glutarico, maltotriose, d&cido malonico, questose, lactitol, 4cido
ascorbico, isomaltose, acido citrico, celobiose, sorbitol, acido pirtivico, asparagina, ornitina e

maltitol.
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Figura 24: Mapa de calor do perfil metabolico de folhas de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), aos 14
dias da semeadura, cultivar Pitiuba sob condigdes controle (PIT-C) e de estresse salino (PIT-NaCl) e cultivar TVu
2331 sob condig¢des controle (TVu-C) e de estresse salino (TVu-NaCl).

Aos 21 DAS, a anélise dos dois principais componentes (PC1 e PC2) mostrou que
no total eles representaram 37,1% da variancia observada entre os grupos, sendo responsaveis
pela separacdo entre os grupos controle e estressante de ambas as cultivares analisadas (Figura
25). Por outro lado, os grupos relacionados aos tratamentos controle, para cada cultivar parecem

ter perfis metabolicos semelhantes, segundo a sobreposi¢do observada.
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Figura 25: Analise de principais componentes (PC1 e PC2) do perfil metabdlico de folhas de plantas de feijao-
caupi (Vigna unguiculata), aos 21 dias da semeadura, cultivar Pitiiba sob condi¢des controle (PIT-C) e de estresse
salino (PIT-NaCl) e cultivar TVu 2331 sob condig¢des controle (TVu-C) e de estresse salino (TVu-NaCl).

A ANOVA realizada no perfil metabolico das folhas de plantas de feijdo-caupi aos
21 DAS revela que, sob estresse salino, as cultivares TVu 2331 e Pitiiba modularam
diferencialmente e de forma significativa (p-valor <0,05) 16 e 17 metabolitos, respectivamente.
As modulagdes positivas e negativas desses metabolitos foram exibidas em mapa de calor
(Figura 26). Para a cultivar TVu 2331, a modulacdo ocorreu na rafinose, na beta-alanina, acido
desidroascorbico, ornitina, acido ascorbico, glucoheptose, tiramina, alanina, maltitol,
putrescina, acido adipico, lactulose, espermidina, leucina e isomaltose. Na cultivar Pititiba os
metabolitos modulados diferencialmente foram: rafinose, eritrose, acido trednico, beta-alanina,
acido galactonico, celobiose, ornitina, acido ascorbico, ribulose-5-fosfato, lactitol, maltotriose,

glucoheptose, tagatose, acido adipico, galactinol, 4cido cinamico e glutamina.
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Figura 26: Mapa de calor (PC1 ¢ PC2) do perfil metabdlico de folhas de plantas de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata), aos 21 dias da semeadura, cultivar Pitiiba sob condi¢des controle (PIT-C) e de estresse salino (PIT-
NaCl) e cultivar TVu 2331 sob condigdes controle (TVu-C) e de estresse salino (TVu-NaCl).

Ja aos 28 DAS, a analise dos principais componentes explicou 29,9% da variancia
observada nos dados metabolomicos (Figura 27). Além disso, foi possivel observar separagao

entre os grupos estresse e controle, para cada cultivar.
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Figura 27: Analise de principais componentes (PC1 e PC2) do perfil metabdlico de folhas de plantas de feijao-
caupi (Vigna unguiculata), aos 28 dias da semeadura, cultivar Pitiiba sob condi¢des controle (PIT-C) e de estresse
salino (PIT-NaCl) e cultivar TVu 2331 sob condig¢des controle (TVu-C) e de estresse salino (TVu-NaCl).

A analise do mapa de calor gerado pela analise do perfil metabdlico das plantas aos
28 DAS (Figura 28) revela o comportamento de modulacao das plantas ao final do periodo
experimental. Para a cultivar TVu 2331, segundo a ANOVA (p-valor<0,05) em comparagao
com o tratamento controle, a salinidade proporcionou diferenga significativa na intensidade de
apenas trés metabolitos: o 4cido adipico, a beta-alanina, e a glutamina. Por outro lado, em
comparagdo com o tratamento controle, para a cultivar Pitiiba a salinidade modulou
diferencialmente oito metabolitos. Esses metabolitos foram: acido adipico, ribose-5-fosfafo,

acido gluconico, acido ascorbico, acido fumarico, acido glicolico, celobiose e o lactitol.
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Figura 28: Mapa de calor (PC1 e PC2) do perfil metabdlico de folhas de plantas de feijao-caupi (Vigna
unguiculata), aos 28 dias da semeadura, cultivar Pititiba sob condigdes controle (PIT-C) e de estresse salino (PIT-
NaCl) e cultivar TVu 2331 sob condi¢des controle (TVu-C) e de estresse salino (TVu-NaCl).

Os principais componentes relacionados aos tratamentos controle, de estresse salino
e de recuperacdo das cultivares TVu 2331 e Pitiiba explicaram 36,5% e 33,7% da variancia
observada, respectivamente (Figura 29). Notavelmente, para a cultivar TVu 2331, observou-se
sobreposi¢cdo entre todos os grupos analisados (Figura 29A). Em contraste, para a cultivar

Pitiaba, os grupos associados aos tratamentos controle e salino exibiram separagao evidente.
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No entanto, o grupo vinculado ao tratamento de recuperacdo apresentou sobreposi¢do com o

tratamento controle e, em menor grau, com o tratamento salino (Figura 29B).
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Figura 29: Analise de principais componentes (PC1 e PC2) do perfil metabdlico de folhas de plantas de feijao-
caupi (Vigna unguiculata), aos 28 dias ap6s a semeadura da cultivar TVu 2331 (A) sob condi¢des controle (TVu-
C), de estresse salino (TVu-NaCl) e apds sete dias de recuperagdo do estresse (TVu-R) e da cultivar Pititiba (B)
sob condigdes controle (PIT-C), de estresse salino (PIT-NaCl) e apds sete dias de recuperacdo do estresse (PIT-
R).

A andlise do mapa de calor do perfil metabolomico das folhas de plantas de feijao-
caupi cultivares TVu 2331 e Pitiiba sob tratamento de recuperacao (Figura 30), revelou quais
metabolitos foram diferencialmente afetados pela remog¢ao das plantas de ambas cultivares, das
condi¢des estressantes e deixadas por sete dias em condi¢des controle. Para a cultivar TVu 2331
(Figura 30A), oito metabdlitos apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05)
entre os tratamentos de recuperagdo e salino, foram eles: 4cido glicdlico, acido adipico,
guanidina, beta alanina, 4cido latico, questose, inositol e valina. Enquanto na cultivar Pititiba
(Figura 30B), 10 metabolitos apresentaram diferengas significativas, sdo eles: acido latico,
ribose-5-fosfato, acido ascorbico, prolina, ornitina, maltose, acido adipico, 4cido maldnico,

maltotriose e acido gluconico.
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Figura 30: Mapa de calor dos perfis metabdlicos de folhas de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), com
28 dias apos a semeadura, cultivar TVu 2331 (A) sob condigdes controle (TVu-C), de estresse salino (TVu-NaCl)
e ap0s 7 dias de recuperagdo do estresse (TVu-R) e cultivar Pititba (B) sob condi¢des controle (PIT-C), de estresse
salino (PIT-NaCl) e apds 7 dias de recuperacao do estresse (PIT-R).

6.8 Atividade de enzimas do metabolismo das poliaminas: diamina oxidase e poliamina

oxidase

A salinidade afetou diferencialmente as atividades das enzimas diamina oxidase

(DAO), relacionada ao catabolismo da putrescina (Put), e da poliamina oxidase (PAO),

relacionada ao catabolismo da espermina (Spm) e espermidina (Spd), em folhas de feijao-caupi

de ambas as cultivares analisadas. De forma geral, a DAO apresentou maior atividade que a

PAO, em ambas cultivares (Figura 31).
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Na cultivar TVu 2331, a atividade da DAO nao apresentou diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos controle e salino, em nenhum dos tempos de anélise (Figura
31A). Além, disso essa atividade mostrou-se decrescente ao longo do desenvolvimento das
plantas. J& na cultivar Pitiuba, diferentemente do observado na cultivar TVu 2331, a salinidade
aumentou de forma significativa a atividade da DAO, em todos os dias analisados, com exce¢ao
do 14° DAS (Figura 31B). Os aumentos foram de 203, 104 ¢ 105%, aos 7, 21 e 28 DAS,
respectivamente.

A salinidade, quando comparada ao tratamento controle, também aumentou
significantemente a atividade da PAO, em ambas as cultivares estudadas (Figura 31C e D).
Entretanto, embora o comportamento enzimatico tenha sido semelhante, uma vez que ambas as
cultivares apresentaram incrementos na atividade nos mesmos dias (7 e 21 DAS), a cultivar
Pitiaba apresentou maior aumento, quando comparada com a cultivar TVu 2331. Os aumentos

foram de 70 e 950% para TVu 2331, e 4980 e 1778% para Pitiuba, aos 7 ¢ 21 DAS,

respectivamente.
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Figura 31: Atividade das enzimas diamina oxidase (DAQO) e poliamina oxidase (PAQO) em tecidos foliares de
plantas de feijao caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A e C) e Pititiba (B e D) sob condig¢des controle
(NaCl 0 mM; O) e de estresse salino (NaCl 75 mM; ® ), aos 7, 14, 21 € 28 dias apos a semeadura. Letras maitsculas
comparam os valores das médias entre os tratamentos para cada dia, e letras mintisculas comparam as médias entre
os dias, no mesmo tratamento. Médias com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p
< 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo, n=5.
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As plantas da cultivar TVu 2331, apds o tratamento de recuperagdo apresentaram
alteracdes significativas na atividade da PAO, que atingiu valor similar ao encontrado nas
plantas sob condic¢des controle (Figura 32A). Em comparagao as plantas que permaneceram sob
estresse salino, as plantas dessa cultivar aumentaram sua atividade enzimatica em 122%. J& na
cultivar Pititiba, ndo foi evidenciada alteragado significativa para a atividade da PAO nas plantas
submetidas ao tratamento de recuperacdo (Figura 32A), ndo sendo evidenciada diferenca
significativa entre as plantas desse tratamento e as plantas sob estresse salino.

Com relagdo a atividade da DAO nas plantas de feijao-caupi apds o tratamento de
recuperacdo do estresse, observou-se que as cultivares apresentaram comportamentos
diferentes. Enquanto a cultivar TVu 2331 apresentou atividades da DAO diferentes para os trés
tratamentos, a cultivar Pitiiba apresentou comportamento diferencial entre os tratamentos
(Figura 32B). Quando submetidas ao tratamento de recuperacado, as plantas dessa cultivar, em

comparagdo com as plantas sob condigdo estressantes, reduziram sua atividade em 36,7%.
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Figura 32: Atividade das enzimas diamina oxidase (DAO) e poliamina oxidase (PAO) em tecidos foliares de
plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata), aos 28 dias da semeadura, cultivares TVu 2331 (barra preta) e Pitiaba
(barra cinza), sob condig¢des controle (NaCl 0 mM) e de estresse salino (NaCl 75 mM) e com 7 dias de recuperacao
do estresse. Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os tratamentos dentro de cada cultivar, e
letras minusculas comparam as medias dos tratamentos entre os cultivares. Médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo, n=5.

6.9 Teores das poliaminas livres e conjugadas soluveis e insoluveis

A analise do conteudo das PAs nos tecidos foliares revela que existe uma tendéncia
dessas moléculas de apresentar incrementos em seus conteidos nos dias iniciais de estresse

salino, com posterior redu¢do com o desenvolvimento fenoldgico das cultivares. Os teores de
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cada PA, bem como os das formas conjugadas com que elas sdo encontradas, foram analisados
separadamente.

Quanto aos teores foliares de Put em sua forma livre, a avaliacao da exposicao das
plantas a salinidade revelou a ocorréncia de um comportamento contrastante entre as plantas da
cultivar TVu 2331 e as da cultivar Pitiuba (Figura 33A e B). Aos 7 DAS, ambas as cultivares
ndo apresentaram diferengas significantes entre os teores de Put livre nas plantas do controle e
as da condic¢do salina. Entretanto, nessas condigdes, enquanto a cultivar TVu 2331 aumentou
expressivamente os teores da diamina na forma livre, entre 7 ¢ 14 DAS, a cultivar Pitiuba
apresentou reducdo (Figura 33A e B). Além disso, na cultivar TVu 2331 o estresse salino em
comparagdo com o tratamento controle, aumentou significativamente em 227 ¢ 503% os niveis
de Put na forma livre, aos 14 e 21 DAS, respectivamente. Esses valores, foram bem maiores
que os observados para a cultivar Pitiaba. Todavia, ao final do periodo experimental, as plantas
de ambas as cultivares modificaram seus teores de Put livre de tal forma, que ndo havia

diferenga significante entre as expostas a salinidade e as sob a condi¢ao controle.
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Figura 33: Teores de putrescina livre, conjugada soluvel e conjugada insoluvel em tecidos foliares de plantas de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A, C e E, respectivamente) e Pitiuba (B, D e F,
respectivamente) sob condi¢des controle (NaCl 0 mM; O) e de estresse salino (NaCl 75 mM; ®) aos 7, 14,21 ¢
28 dias apos a semeadura. Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os tratamentos para cada dia,
¢ letras minusculas comparam as médias entre os dias, no mesmo tratamento. Médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo, n=5.

Ja os teores foliares de Put conjugada soltivel mostraram-se decrescentes com os
dias apds a semeadura, tanto sob condi¢des controle quanto de salinidade nas duas cultivares
(Figura 33C e D). Contudo, os teores dessa poliamina conjugada nas plantas sob salinidade
foram maiores que os apresentados nas plantas controle, aos 14 e 28 DAS para a cultivar TVu
2331, com aumentos de 202 e 155%, respectivamente, ¢ aos 14 ¢ 21 DAS para a cultivar Pititba,
com aumentos de 260 e 291%, respectivamente.

A forma conjugada insoluvel da Put apresentou comportamento semelhante ao
observado para a forma livre. Enquanto a cultivar TVu 2331, em comparagdo as plantas
expostas ao tratamento controle, apresentou aumento de 371% nos periodos iniciais (do 7° ao
14° DAS) de exposicdo ao estresse, a cultivar Pititiba reduziu em 38% seus niveis de Put na
forma conjugada insoluvel (Figura 33E e F). Entretanto, aos 21 DAS, ambas as cultivares
apresentaram valores similares aos encontrados para o tratamento controle, ndo havendo
diferenca significativa entre os dois tratamentos. Ao final do periodo de exposi¢@o ao estresse
apenas as plantas da cultivar TVu 2331 apresentaram aumento significativo no teor de Put
conjugada insoliivel sob condicdo salina, sendo esse aumento de 47,6%.

Quanto ao contetdo foliar de Spd na forma livre, os resultados mostraram que, na
cultivar TVu 2331, foram maiores no tratamento salino que no controle, aos 7, 14 ¢ 21 DAS
(Figura 34). Os aumentos foram de 66,7, 27,3 e 24,2%, aos 7, 14 e 21 DAS, respectivamente.
Aos 28 DAS ndo foram observadas diferencas estatisticas significantes entre as plantas sob
salinidade e as submetidas ao tratamento controle. Por outro lado, a cultivar Pititiba apresentou
comportamento distinto (Figura 34B). Nos dias iniciais da exposi¢do ao estresse, as plantas
controle dessa cultivar apresentaram valores de Spd livre menores que os encontrados nas
plantas sob condi¢do estressante, entretanto, entre 14 e 21 DAS, as plantas sob salinidade
apresentaram aumento de 186% dessa poliamina na forma livre, mantendo-se essa diferenca
significante até o final do periodo experimental, aos 28 DAS.

A andlise do contetido da forma conjugada soluvel da Spd revelou uma reducao
significativa em seus teores nas plantas submetidas ao tratamento controle da cultivar Tvu 2331,
entre 7 ¢ 14 DAS (Figura 34C). Ja nas plantas sob estresse salino, foi observado aumento, para

o mesmo periodo. Nesta cultivar, os niveis de Spd livre apresentaram reducao entre 14 e 21
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DAS, com posterior estabilizagdo até final do periodo experimental, ndo apresentando diferenga
significativa entre os tratamentos controle e salino, aos 28 DAS (Figura 34C). Para a cultivar
Pitiiba, a modulagdo do contetido de Spd conjugada soluvel, tanto do tratamento controle
quanto do tratamento estressante, apresentaram o mesmo comportamento. Aumentaram entre 7
e 14 DAS, e reduziram de forma gradativa com o desenvolvimento das plantas do 14° ao 28°
DAS (Figura 34D). Entretanto, o conteudo de Spd nessa forma, foi maior nas plantas sob
condicao salina, durante todos os dias analisados. Essa diferen¢a a mais foi de 48, 99, 139 ¢
358% aos 7, 14, 21 e 28 DAS, respectivamente.

A Spd conjugada insoluvel foi modulada diferencialmente entre os tratamentos
salino e controle, porém apenas nas plantas da cultivar Tvu 2331 (Figura 34E). Nessa cultivar,
o estresse salino aumentou significativamente os teores dessa poliamina na forma conjugada
insoluvel em 315, 1322 e 262% aos 7, 21 e 28 DAS, respectivamente. Para a cultivar Pitiuba
nao foram observadas diferencas significativas nos teores de Spd conjugada insoluvel entre os

tratamentos ou entre os dias analisados (Figura 34F).
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Figura 34: Teores de espermidina livre, conjugada soluvel e conjugada insoluvel em tecidos foliares de plantas
de feijao-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A, C e E, respectivamente) e Pititba (B, D ¢ F,
respectivamente) sob condi¢des controle (NaCl 0 mM; O) e de estrese salino (NaCl 75 mM; ® ) aos 7, 14, 21 e 28
dias ap6s a semeadura. Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os tratamentos para cada dia, e
as letras minusculas comparam as médias entre os dias, no mesmo tratamento. Médias com letras diferentes,
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo, n=5.

Os teores foliares de Spm na forma livre, na cultivar TVu 2331, foram maiores em
condig¢des salinas aos 7 e 21 DAS, com aumentos de 105% e 242%, respectivamente (Figura
35A). Por outro lado, nos demais dias de avaliacdo, os teores dessa poliamina conjugada foram
semelhantes aos observados nas plantas sob condi¢do controle (Figura 35A). J4 na cultivar
Pitiaba foi observado aumento gradativo no contetido dessa poliamina conjugada até os 21
DAS, para ambos os tratamentos, sem ocorréncia de diferenca significativa entre eles (Figura
35B). Ao final do periodo experimental, aos 28 DAS, o teor de Spm conjugada manteve-se
constante para as plantas sob tratamento salino, enquanto para as plantas sob condigao controle

houve uma redugdo. Aos 28 DAS o contetido de Spm conjugado foi 100% maior em condigdes

salinas (Figura 35B).
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Figura 35: Teores de espermina livre, conjugada soluvel e conjugada insoluvel em tecidos foliares de plantas de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata), cultivares TVu 2331 (A, C ¢ E, respectivamente) ¢ Pitiuba (B, D ¢ F,
respectivamente) sob condi¢des controle (NaCl 0 mM; O) e de estresse salino (NaCl 75 mM; ®) aos 7, 14, 21 ¢
28 apos a semeadura. Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os tratamentos para cada dia, ¢ as
letras mintisculas comparam as médias entre os dias, no mesmo tratamento. Médias com letras diferentes, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo, n=5.

Para a forma conjugada soluvel da Spm, a salinidade proporcionou valores maiores
em compara¢do com o tratamento controle, para ambas as cultivares, em trés dos quatro tempos
de avalia¢ao (Figura 35C e D). Para a cultivar Tvu 2331, os aumentos foram de 168, 236 ¢
503% aos 14, 21 e 28 DAS, respectivamente; e de 85, 218 e 350% aos 7, 21 e 28 DAS,
respectivamente, para a cultivar Pititba.

Os teores foliares de Spm conjugada insoltiivel nas plantas de feijao-caupi das duas
cultivares sob condi¢des controle tiveram comportamentos similares durante o
desenvolvimento (Figura 35E e F). Contudo, em condi¢cdes de estresse salino os
comportamentos foram diferentes; enquanto as plantas da cultivar Tvu 2331 apresentaram
reducdo significativa nos teores de espermina insoluvel do 7° ao 14° DAS, nesse mesmo periodo
as da cultivar Pitiiba aumentaram. Dai até os 21 DAS, os teores dessa poliamina insoluvel nas
plantas sob salinidade decresceram de forma similar em ambas as cultivares, quando em seguida
aumentaram até o 28° DAS. Em condi¢des de estresse, os teores dessa poliamina conjugada
insoluvel foram superiores ao do controle aos 7 € 28 DAS para Tvu 2331 e aos 14 e 28 DAS
para Pititiba, sendo nos demais dias iguais (Figura 35, E e F).

Os teores foliares das diversas formas de poliaminas também foram determinados
apos periodo de 7 dias de recuperacao do estresse salino, os quais foram comparados aos valores
encontrados nas plantas sob condi¢des controle e de estresse (Figura 36). Na cultivar Tvu 2331,
apos recuperagdo do estresse, os teores de Put, Spd e Spm nas formas livres aumentaram
fortemente em relagdo aos das plantas controle ou de estresse (Figura 36A, D e G). De forma
semelhante, na cultivar Pititiba, também foram observados aumentos significativos em relagao
aos outros dois tratamentos. Para a cultivar Tvu 2331, em comparagdo com as plantas sob
estresse salino, os aumentos foram de 31, 60 e 208% para Put, Spd e Spm, respectivamente,
enquanto na cultivar Pititiba os aumentos foram de 20, 55 e 51%.

Com relagdo as formas conjugadas soliveis das Pas, na cultivar Tvu 2331, o
tratamento de recuperagdo causou aumento significativo, em relagdo ao tratamento salino,
apenas no conteudo de Put soluvel (Figura 36B). J& para a cultivar Pitiaba, sob o mesmo
tratamento, foi notado um aumento tanto em Put , quanto em Spd (Figura 36B ¢ E). Por outro

lado, ndo foram observadas alteracdes significativas no conteudo de Spm conjugada soluvel,
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para ambas as cultivares (Figura 36H). Os aumentos observados nas plantas do tratamento de
recuperagdo, com relagdo aos teores da forma conjugada soluvel da Put, foram de 18 e 133%,
para Tvu 2331 e Pititiba, respectivamente; e 64% para a Spd nas plantas da cultivar Pitiuba.
Para as formas conjugadas insoltveis, nota-se comportamento contrastante, entre o
comportamento dos teores de Put conjugada, e o das outras duas Pas conjugadas, Spd e Spm
(Figura 36C, F e I). No tratamento de recuperacdo, em relacdo ao salino, a Put conjugada
insoluvel apresentou incremento significativo em ambas as cultivares analisadas (Figura 36C).
Os aumentos foram de 47% para Tvu 2331 e 41% para Pitiba. Ja as formas conjugadas
insoluveis da Spd e Spm, na cultivar Tvu 2331, quando submetidas ao tratamento de
recuperacdo, tiveram seus teores reduzidos em 35 e 36%, respectivamente (Figura 36F e I),
porém na cultivar Pitiuba, ndo foram observadas diferengas significativas para os teores de Spd
entre os trés tratamentos (Figura 36F). J4 para Spm conjugada insoluvel houve uma redugado de

36% em seus teores, em relacdo ao tratamento salino (Figura 361).
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Figura 36: Teores de putrescina, espermidina e espermina, nas formas livre (A, D e G), conjugada soluvel (B, E
e H) e conjugada insoltuvel (C, F e I) de tecidos foliares de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata), aos 28 dias
apo6s a semeadura, cultivares TVu 2331 (barra preta) e Pitiuba (barra cinza) sob condi¢des controle (NaCl 0 mM)
e de estresse salino (75mM NaCl) e com 7 dias apos a recuperacdo do estresse. Letras maitsculas comparam os
valores das médias entre os tratamentos dentro de cada cultivar, e as letras minusculas comparam as medias dos
tratamentos entre os cultivares. Médias com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p
< 0,05. As barras verticais indicam o erro padrdo, n=5.
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De maneira geral, os teores foliares de poliaminas totais nas plantas de ambas as
cultivares foram maiores nas submetidas ao tratamento salino, em comparagdo as plantas do
controle (Figura 37). Para a cultivar TVu 2331, os aumentos foram de 78, 110 e 78%, aos 14,
21 e 28 DAS, respectivamente; e para Pititiba, 22, 39, 95 ¢ 77% aos 7, 14, 21 ¢ 28 DAS.

Além disso, foi observado mesmo comportamento nos teores das Pas totais (Put +
Spd + Spm) durante o desenvolvimento das plantas de ambas as cultivares, tanto para
tratamento salino quanto para o tratamento controle (Figura 37). Ou seja, para o tratamento
salino, foi observado incremento significativo entre 7 ¢ 14 DAS, com redugdo gradativa entre
os 14 e 28 DAS. Ja para o tratamento controle, ndo se observou acumulo inicial, mas redugdo
gradativa nos teores das Pas, em paralelo com o desenvolvimento das culturas (dos 7 aos 28
DAS). Cabe destacar que, entre 21 e 28 DAS, houve uma diferenga marcante entre as cultivares
com relagdo aos teores de PAs: enquanto a cultivar Tvu apresentou aumento nos teores de PAs
totais, a Pitiuba continuou a mostrar uma diminui¢do nesse periodo. Este comportamento foi

evidenciado tanto no tratamento de estresse salino, quanto na condi¢do controle.
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Figura 37: Teores de poliaminas totais em tecidos foliares de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata),
cultivares TVu 2331 (A) e Pititiba (B) sob condi¢des de controle (NaCl 0 mM; O) e de estresse salino (NaCl 75
mM; ® ) aos 7, 14, 21 e 28 dias apos a semeadura. Letras maiusculas comparam os valores das médias entre os
tratamentos para cada dia, e as letras minusculas comparam as médias entre os dias, no mesmo tratamento. Médias
com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p < 0,05. As barras verticais indicam o
erro padrao, n=5.

Apos 7 dias de recuperacao do estresse, os teores foliares de Pas totais foram os
mesmos que em condigdes salinas, para a cultivar Tvu 2331, porém, maiores em 32,9% que em
condi¢des salinas (Figura 38). Por sua vez, os conteudos de PAs totais nos tecidos foliares foram

maiores em condi¢des salinas que em condi¢des controle, para ambas as cultivares.
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Figura 38: Teores de poliaminas totais em tecidos foliares de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), aos 28
dias ap6s a semeadura, cultivares TVu 2331 (barra preta) e Pitiuba (barra cinza) sob condigdes controle (NaCl 0
mM) e de estresse salino (NaCl 75 mM) e com 7 dias de recuperagdo do estresse. Letras maitsculas comparam os
valores das médias entre os tratamentos dentro de cada cultivar, e as letras minusculas comparam as medias dos
tratamentos entre os cultivares. Médias com letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com p
< 0,05. As barras verticais indicam o erro padrao, n=5.
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7 DISCUSSAO

7.1 Diferencas fenotipicas e fisiologicas entre as cultivares de feijao-caupi quanto a

tolerancia e capacidade de recuperacao do estresse salino

Conforme foi observado, tanto Tvu 2331 quanto Pitiiba, sentiram os efeitos
negativos do tratamento salino nos parametros biométricos de crescimento, como a area foliar
e a producdo de biomassa das plantas (Figuras 4 e 6), cujos efeitos sdo bem estabelecidos na
literatura cientifica (Petretto et al., 2019; Tanveer ef al., 2020; Catav; Surgun-Acar; Zemheri-
navruz, 2021; Javed et al., 2022; Tourajzadeh et al., 2023. Entretanto, de acordo com os
resultados, diferente do que foi inicialmente proposto com bases na literatura (Costa et al.,
2003; Praxedes ef al., 2010; Abreu et al. 2014), fenotipicamente ndo foram notadas grandes
diferengas que atestassem com exatidao qual das cultivares estudadas, se Tvu 2331 ou Pitiuba,
possuia maior ou menor grau de tolerancia a salinidade. Ainda que tenham sido observadas
maiores redugdes na area foliar da cultivar Tvu 2331 durante os dias desenvolvimento, o que
talvez possa indicar uma maior dificuldade adaptativa desta cultivar ao tempo de exposi¢ao ao
estresse salino, aos 28 DAS, final do experimento, ndo existiram grandes diferencas entre as
duas cultivares. Além disso, para as andlises de biomassa seca, as plantas de ambas cultivares
s0 comecaram a demonstrar quedas significantes ap6s 21 dias de exposi¢do ao estresse (Figura
6). Este comportamento deve-se ao fato de que o crescimento e as respostas fisiologicas e
bioquimicas das plantas variarem de acordo com a duragdo do estresse salino (Pompeiano et
al.,2017) e dependerem da fase de crescimento (Ludwiczak et al., 2023). Todavia, assim como
foi observado na 4rea foliar das plantas, ao final do periodo experimental ndo existiram
diferencas expressivas entre as redugdes de massa e nao houve diferencas quanto a capacidade
de recuperagdo do estresse entre as cultivares estudadas.

Essas respostas morfologicas inesperadas nos parametros de crescimento, podem
estar associadas a alta eficiéncia da maquindria fotossintética encontrada em ambas as
cultivares, uma vez que as taxas de assimilagdo de carbono nao foram afetadas pela salinidade
até 0 21° dia de experimento, apresentando inclusive maior taxa fotossintética nas plantas sob
salinidade apds 28 dias de exposicao ao estresse (Figura §8). Em geral, as plantas tém sua taxa
fotossintética reduzida sob estresse salino (Parida; Das, 2005; Yan et al., 2015; Yan et al., 2021;
Ali et al., 2022) entretanto, as plantas consideradas tolerantes ou adaptadas a salinidade, nessas
condigdes, aumentam a taxa de assimilagdo de CO> e a eficiéncia instantanea de carboxilagao

(Hnilickova et al., 2021; Praxedes et al., 2022). Resultados semelhantes foram encontrados em
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TVu 2331 e Pititiba. Esse comportamento de maior eficiéncia de carboxilagdo nas plantas de
ambas as cultivares sob estresse salino, foi confirmada pelo tratamento de recuperagao (Figura
10F).

A alta concentragao de sal no solo diminui o potencial hidrico e torna mais dificil
para as plantas absorverem agua (Lu; Fricke, 2023). Desta forma, visando reduzir a perda de
agua, as plantas tendem a reduzir a condutancia estomatica, e consequentemente as taxas
transpiratorias, sendo provavelmente a primeira defesa da planta contra uma alta concentragao
de sais (Brugnoli; Lauteri, 1991). Este comportamento adaptativo foi observado tanto para Tvu
2331, quanto para Pititba (Figura 9A e B). Como consequéncia da redu¢do na condutancia
estomatica, a relagdo Ci/Ca também foi reduzida sob salinidade, indicando que a entrada de
CO2 nos estomatos foi afetada, para ambas as cultivares (Figura 9C e D). Entretanto, isto s6
ressalta de forma mais clara, a alta eficiéncia da maquindria fotossintética dessas cultivares,
uma vez que mesmo com menor captagdo de CO; pelos estdomatos, a fotossintese ndo foi
limitada. Modificag¢des nos elementos relacionados a difusao influenciam na condugao do CO>
das cavidades subestomaticas até os sitios de carboxilagdo, preservando as taxas fotossintéticas,
mesmo em situacdes de baixa condutancia estomatica (Trabelsi et al., 2019). Com exce¢do da
fotossintese liquida, que ndo foi afetada pelo tratamento salino, apds tratamento de recuperagao,
ambas as cultivares foram capazes de reestabelecer seus parametros a valores similares aos
encontrados nas plantas sob tratamento controle, reafirmando a similaridade entre essas
cultivares quanto as respostas ao estresse salino.

A alta eficiéncia fotossintética das cultivares sob estresse salino estd associada
diretamente a eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (¢PSII), uma vez que o PSII com
sua estrutura multiprotéica ¢ um dos componentes da maquinaria fotossintética que mais
suporta o “peso” dos estresses abiodticos (Gururani; Venkatesh; Tran, 2015). Desta forma, o
funcionamento do PSII pode ser monitorado pelos indices de fluorescéncia da clorofila a, que
incluem os parametros OPSII, ETR e qP, que representam a distribui¢do total de energia no
centro de reagdo fotoquimica do PSII (Tsai ef al., 2019). Os valores mais altos registrados para
oPII, ETR e gP nas plantas submetidas ao tratamento salino (Figura 11) “conversam” entre si,
e indicam que as plantas de ambas as cultivares submetidas a essa condigdo, tiveram sua
capacidade de converter a energia luminosa em energia quimica (@QPSI) modulada
positivamente, através da maior eficiéncia em transportar os elétrons provindos da fotélise da
molécula de dgua (ETR) e da otimizagao da absor¢ao de luz (qP). Além disso, segundo Pradhan
et al (2018), em seus estudos conduzidos com arroz, esses parametros possibilitaram distinguir

0s gendtipos com base na sua sensibilidade ao estresse salino. Cultivares apresentando melhores



76

indices, apresentavam melhor tolerancia ao sal. Em nosso estudo, para estes parametros, de
forma geral, houve um melhor desempenho da cultivar TVu 2331. Por outro lado, a cultivar
Pititiba apresentou aumento nesses parametros em todos os dias analisados, indicando que esta
cultivar foi sensivel ao estresse de forma mais precoce se comparada a cultivar TVu 2331, que
necessitou de maior tempo de exposicdo para que pudesse modular esses parametros.
Entretanto, a cultivar Pitiuba apresentou melhor recuperacao (Figura 12).

Além da fotossintese, o potencial osmotico celular foi outro parametro fisiologico
importante que também foi alterado pelo estresse salino. Os valores mais negativos para o
potencial osmoético sob salinidade, observados em ambas as cultivares (Figura 13), estdo
relacionados com a capacidade que as plantas tém em acumular metabdlitos osmoprotetores ou
ions no vacuolo, que tendem a manter a homeostase osmética das células e consequentemente
o turgor celular (Blum, 2017). Conforme aumentam as concentragdes dos ions Na'" nos tecidos
foliares (Figura 17), as plantas tendem a acumular mais osmorreguladores, na tentativa de evitar
aperda de dgua para o meio extracelular e mitigar o estresse i0nico e osmatico causado por esse
ion (Munns; Gilliham, 2015). Comportamento semelhante também foi observado em plantas,
como quinoa (Cai; Gao, 2020), milho (Tang et al., 2019), trigo (Kumari et al., 2023) e feijao
(Sofy; Elhswat; Alshaal, 2020).

Estes fatores em conjunto, também possuem influéncia na redu¢ao do peso seco sob
condi¢des de estresse salino através do desvio de energia dos processos de crescimento para
excluir a absor¢do de Na', e sintetizar esses solutos compativeis (Amorim et al., 2023).

Além do maior acumulo de osmoprotetores em resposta a salinidade, as plantas de
ambas as cultivares também apresentaram aumento nos teores de MDA (Figura 19), o que
sugere maior peroxidacao dos lipidios de membrana. A cultivar Pitiiba, em relagdo a cultivar
Tvu 2331, apresentou maiores teores tanto de ions Na* quanto de MDA (Figuras 18 e 19). Estes
valores parecem estar relacionados, uma vez que apds 28 dias de exposi¢ao ao estresse, apenas
a cultivar Pitiaba apresentou diferengas significativas entre os tratamentos controle e salino para
os valores de MDA. Estes resultados relacionam-se ao fato dos fons Na’' em excesso
promoverem actimulo excessivo de espécies reativas de oxigénio (EROS), que perturbam a
homeostase redox e promovem danos as membranas (Kapoor et al., 2015; Li et al., 2017;;
Mansoor et al., 2022).

Desta forma, semelhantemente aos parametros morfologicos, as analises
fisiologicas (bem como dos seus potenciais de recuperagdo) demonstraram semelhangas entre
as cultivares estudadas quanto as respostas ao estresse salino, indicando a necessidade de uma

investigacdo mais aprofundada quanto ao estabelecimento da existéncia de tolerancia
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diferencial entre TVu 2331 e Pitiuba. Esta necessidade de mais estudos ¢ atestada pela
existéncia de trabalhos que mostram TVu 2331 como sendo tolerante (Maia, 2012; Lima, 2017),
e outros que afirmam que a tolerancia a salinidade € caracteristica intrinseca da cultivar Pitiuba
(Costa et al., 2003; Praxedes et al., 2010; Abreu et al., 2014). E possivel, por outro lado, que
os resultados diferentes se devam as diferengas nas condicdes ambientais nas quais 0s
experimentos sdo conduzidos (Filho et al, 2016), bem como do tempo de exposi¢ao das plantas

ao estresse e/ou doses de sal diferentes.

7.2 Metabolitos diferencialmente acumulados em folhas de feijao-caupi em resposta a

salinidade

Metabolitos pertencentes as mais diversas classes demonstram relevancia
fundamental nos mecanismos subjacentes a tolerancia a salinidade (Al Kharusi ef al., 2021).
Sob condigdo salina, as plantas regulam de forma positiva ou negativa uma ampla gama de
metabolitos, os quais desempenham fungdes protetoras e impedem os efeitos nocivos da
salinidade (Kumari ef al., 2015).

O tratamento salino alterou o perfil metabolico de ambas as cultivares em todos os
dias analisados (Figuras 22, 24, 26 e 28). As classes quimicas que tiveram significativamente
mais metabolitos diferencialmente modulados foram os agucares, os acidos organicos € 0s
aminoacidos. Sob salinidade, os aglicares apresentaram modula¢do positiva em ambas as
cultivares estudadas, alinhando-se com observacdes prévias que destacaram essa resposta como
uma adaptacao ao estresse salino (Sui ef al., 2015; Hossain et al., 2017; Al Kharusi et al., 2019;
Bouras et al., 2021; Rostampour et al., 2023). Segundo Saddhe, Manuka e Penna (2021), em
condig¢des estressantes os agucares desempenham um papel crucial na percepcao e sinalizagao
do estresse, e tém um papel essencial na orquestragao de respostas adaptativas, incluindo ajuste
osmotico, neutralizacdo de EROs e manutengao do status de energia celular.

Dentre os agucares que foram modulados positivamente pela salinidade, destacam-
se o lactitol, na cultivar Pititba (presente em todos os dias analisados), rafinose e maltotriose,
comuns para as duas cultivares estudadas, aos 14 e 21 DAS (Figuras 24 e 26). Aumentos no
conteudo de lactitol em condigdes salinas também foi observado em culturas, como a soja (Lu
et al., 2013), a batata (Chourasia ef al., 2021) e o milho (Joshi et al., 2021). Poliois, como o
lactitol, sorbitol, manitol, xilitol e maltitol, além de atuarem como solutos compativeis e
osmoprotetores, também agem como compostos eliminadores de EROs (gupta et al., 2014).

Em adigdo ao lactitol, a rafinose também auxilia a planta na tentativa de manter o equilibrio



78

osmotico e antioxidante. Segundo Liu et al (2021), os oligossacarideos da familia da rafinose
desempenham papel importante nos mecanismos regulatorios de tolerancia ao estresse abiotico.
George et al (2018), sugerem que o papel fundamental desses oligossacarideos, tais como o
galactinol e a rafinose na tolerancia ao estresse salino, se da possivelmente através da
osmoprotecdo e eliminacdo dos radicais livres hidroxis. O acimulo de maltotriose, em
condi¢des de salinidade, também foi observado por Wang et al (2023), através de andlise do
transcriptoma e metaboloma, sendo observado aumento na expressao de genes relacionados as
vias de sintese desse agucar, e que seriam regulados positivamente sob estresse salino. Segundo
Da Costa et al. (2022), a maltotriose ¢ gerada como um subproduto da acdo da B-amilase, o
qual por meio de reagdes enzimaticas pode ser transformado em maltose e glicose. Portanto, a
maltotriose estd diretamente associada ao metabolismo dos carboidratos, desempenhando um
papel essencial no fornecimento de energia durante situacdes de estresse.

Por outro lado, diferente do comportamento observado para os agucares, os acidos
organicos ndo demonstraram uniformidade no padrdo de regulagdo, em ambas as cultivares e
nos dias analisados. Sendo o padrao de modulagdo, positiva ou negativa, definido pela via a
qual o acido esta relacionado. Por exemplo, enquanto os acidos cindmico, fumarico e trednico
sao modulados negativamente, os acidos ascorbicos e adipico sdo modulados positivamente,
em resposta a salinidade.

O acido cinamico estd diretamente relacionado ao metabolismo dos
fenilpropanoides e ao processo de lignificagao (Kahn; Durst, 2000; Rossi ef al., 2016; Marchiosi
et al., 2020). Desta forma, uma reducgdo nos teores de 4cido cindmico quando as plantas estdo
sob condig¢des salinas pode sugerir uma diminui¢ao na produgdo desses compostos derivados
desse acido. Entretanto, segundo Calzone et al/ (2023), sob estresse salino, as plantas podem
“eliminar” a necessidade de reajuste nos teores de fenilpropanoides, caso os niveis constitutivos
de fenolicos/polifendlicos sejam adequados para lidar com as alteragdes ambientais. Quanto as
reducdes nos teores de acido fumarico, resultados semelhantes também foram observados em
estudos conduzidos por Kusuda et al (2015) e Anzano et al (2021). Por se tratar de um
intermediario metabolico do ciclo do 4cido citrico, esses resultados indicam que este ciclo foi
afetado pelo estresse salino (Guo et al., 2015). Ja o 4cido trednico atua como um intermediario
do metabolismo do ascorbato, sendo sua reducao relacionada ao aumento nos niveis de acido
ascorbico. Essa relacdo estd associada a intensificacao da ativag¢ao da via do ascorbato como
resposta ao estresse salino (Frangoso, ef al., 2017; Zhao et al., 2018). Segundo Igamberdiev e
Eprintsev (2016), além de fungdes especificas, os acidos organicos desempenham papéis

cruciais na manutencao do equilibrio redox, na producao e consumo de ATP, no suporte de
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gradientes protonicos e iOnicos nas membranas, bem como na acidificacdo de espacos
extracelulares.

O grupo dos aminoacidos foi aquele com menos metabolitos diferencialmente
modulados em ambas as cultivares (Figuras 22, 24, 26 ¢ 28). Para essa classe, foi observado
aumento significativo em seus teores em resposta ao tratamento salino. De acordo com Planchet
e Limami (2015), em resposta a restricdes ambientais o metabolismo dos aminoacidos
desempenha um importante papel regulador e sinalizador, atuando como precursores de
metabolitos associados ao metabolismo energético, € de numerosos metabolitos secundarios,
que tém diversas fungdes no crescimento das plantas e nas respostas adaptativas a diversos
estresses. Wu et al (2020) apontam o acimulo de aminoacidos livres como estratégia crucial
para aumentar a tolerancia ao estresse salino. Dentre os aminoacidos que apresentaram
aumentos significativos em tecidos de folhas de plantas de feijao-caupi, destacam-se a 3-alanina
e a ornitina (devido a frequéncia desses metabolitos entre os cultivares e os dias analisados).

Segundo Parthasarathy, Savka e Hudson (2019), a B-alanina pode atuar diretamente
ou indiretamente na fisiologia e defesa das plantas contra diversos estresses. Ela pode ser
convertida em [-alanina betaina, que desempenha fung¢des protetoras adicionais, como na
tolerancia aos sais e na formag¢do de homoglutationa, que pode ser crucial para o processo de
fixacdo de nitrogénio. J4 o aumento em ornitina, pode estar relacionado com a osmoprotecao,
através da sintese de prolina (Da Rocha ef al., 2012) ou na biossintese de PAs (Anwar et al.,
2018), haja vista sua acdo como precursora. Esse resultado corrobora com o aumento das PAs
observado nas plantas sob salinidade (Figura 37).

Pelo tratamento de recuperacao do estresse salino das plantas de feijao-caupi, foi
possivel observar que os acucares e os aminoacidos que haviam aumentado sob tratamento
salino tiveram seus teores reduzidos em comparagdo aos das plantas sob salinidade (Figura 30).
Segundo Batista-Silva et al (2019), ao retornarem a condic¢des de crescimento mais favoraveis,
as plantas reprogramam seu metabolismo, transitando de um estado de sobrevivéncia para um
de crescimento ativo. Portanto, ndo apenas as adaptacdes metabolicas as condig¢des de estresse,
mas também a eficacia na retomada do crescimento apds a liberag@o do estresse influenciaram
o desenvolvimento das plantas.

Um outro resultado bastante interessante observado no tratamento de recuperagao,
foi a presenga do acido latico, que foi identificado apenas para esta condi¢dao (Figura 30),
sugerindo assim a liga¢do desse metabolito com a capacidade de recuperagdo das plantas de
ambientes estressantes. Entretanto, ndo hé na literatura trabalhos que tenham estudado a fungao

e o metabolismo do 4cido latico nessas condi¢des de recuperagdo das plantas do estresse salino,



80

destacando a necessidade de investiga¢cdes adicionais para compreender totalmente o papel

desse acido nesse contexto.

7.3 Catabolismo e modulacio do conteudo endogeno das poliaminas em cultivares de

feijao-caupi sob estresse salino

Em geral, as analises feitas durante o periodo experimental evidenciaram que o
tratamento salino promoveu aumento nos teores das poliaminas Put, Spd e Spm em ambas as
cultivares (Figuras 31, 32 e 33), resultado corroborado pelo grande aumento no conteudo de
poliaminas totais nas folhas de ambas cultivares sob estresse salino, em relacdo ao controle
(Figura 35). Estes resultados corroboram com os estudos conduzidos por Li ef al (2022), em 37
genotipos de trevo branco, que também relataram acumulo significativos no total de PAs nos
genotipos tolerantes ao sal, e diminuicdo significativa nos gendtipos sensiveis, em comparagao
com condi¢des normais. Da mesma forma, Li et al (2017), atestaram que o estresse salino
aumentou os niveis de Spd, Spm e Put nas formas conjugadas soluveis e insoliveis em
cultivares da graminea Zoysia (Zoysia japonica Steud.).

Em alguns dias, ndo foram notadas disparidades notaveis nos niveis de PAs livres
em plantas sujeitas ao tratamento controle, em comparagcdo com aquelas sob condi¢des de
salinidade (Figuras 31, 32 e 33). Este comportamento pode ser atribuido ao aumento
significativo das PAs em outras formas, seja na forma conjugada soluvel ou insoltivel, durante
esses dias. Segundo Mustafavi ef a/ (2018), a formagdo de PAs conjugadas € proposta como
um elemento essencial na regulacdo dos niveis de PAs livres, controlando a concentragdao
intracelular, e pode contribuir de maneira indireta para o desenvolvimento e regulacdo da
tolerancia a estresses abidticos.

Tanto em TVu 2331, quanto em Pitiuba sob estresse salino, a Spd (na forma livre
e/ou conjugada) foi a PA que apresentou maiores teores entre as estudadas, com valores
variando entre 0 e 5 mmol g"' MF, enquanto Put e Spm livres e/ou conjugadas exibiram teores
variando entre 0 e 1,5 mmol g”! MF (Figuras 31, 32 ¢ 33). Em TVu 2331, a auséncia de diferenca
significativa entre os tratamentos salino e controle para a atividade da DAO (Figura 29A) e o
aumento significativo da atividade da PAO, indicam que o maior acumulo da Spd foi causado
pela oxidagdo de Spm. Ja em Pitiaba, tanto DAO quanto PAO apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos, sugerindo que o aumento de Spd para esta cultivar foi
regulado devido a oxidacdo tanto de Put quanto de Spm (Tavladoraki; Cona; Angelini, 2016;
Upadhyay et al., 2021).
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O equilibrio entre a sintese e a oxidacdo das PAs ¢ um processo fisiologico
fundamental e complexo para as plantas sob condigdes normais e de estresse (Antoniou et al.,
2021). Segundo Pang et al (2007), niveis elevados de Spd, em detrimento de Put, apresentam
correlagdo com a resposta das plantas a salinidade durante periodos prolongados de estresse
salino. Resultados semelhantes a estes também foram observados por Roychoudhury, Basu e
Sengupta (2011), em plantas de arroz sob estresse salino, nas quais o poo/ de Put foi direcionado
para a sintese de Spd, relacionando o aumento de Spd com a conversao de Put. Segundo Wu et
al (2022), plantas de Arabidopsis superexpressando o gene da PAO, CsPAO2, foram eficientes
na conversdo reversa de Spd, proporcionando uma maior relagdo (Spd + Spm)/Put e
consequentemente ajudando as plantas a tolerar a salinidade.

Na cultivar Pititiba, com excecdo de Put livre, Spd e Spm conjugadas insoluveis
(Figura 34A, F e I) e de Spd e Spm conjugadas insoltiveis em TVu 2331 (Figura 34F e I), todas
as outras formas das PAs mantiveram ou aumentaram seus teores enddgenos apos o periodo de
7 dias de recuperacdo do estresse salino. Em conjunto, esse comportamento culminou na
manutenc¢ao, no caso da cultivar TVu 2331, e aumento, no caso da cultivar Pitiaba, dos teores
de PAs totais nas plantas submetidas ao tratamento de recuperacao.

O aumento nos niveis de poliaminas mesmo apds a remogao das plantas da condi¢ao
salina sugere que o estresse pode induzir alteragdes duradouras na regulagdao das PAs. Segundo
Khan et al (2022), quando as plantas sdo submetidas a um tratamento de estresse leve ou
subletal, e podendo se recuperar do estresse, elas formam uma “memoria”. Dai, a exposicao
prolongada das plantas de feijao-caupi de ambas as cultivares ao estresse salino pode ter agido
como priming, € as plantas podem ter modulado seus niveis de PAs de forma prolongada,
permitindo que otimizem suas respostas a exposicoes subsequentes (Minocha; Majumdar;
Minocha, 2014).

Ademais, por mais que os resultados observados na modulacdo do conteudo das
PAs frente ao tratamento de recuperagdo sejam interessantes, a literatura disponivel ainda
carece de informagdes que esclaregam de maneira clara essa relagdo. Portanto, a compreensao

completa dessa interacdo requer investigacdes adicionais e estudos mais aprofundados.
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9 CONCLUSOES

Apesar da auséncia de diferencas fenotipicas aparentes entre TVu 2331 e Pititba,
ambas demonstraram alta eficiéncia fotossintética mesmo sob condi¢ao salina. A analise dos
parametros aos 7, 14, 21 e 28 DAS ajuda a entender como se dé a aclimatacdo fisiologica,
bioquimica e metabolica das plantas quando estas desenvolvem-se em ambientes estressantes.
A manutencao da assimilagdo de CO-, a reducdo na condutancia estomatica, o acimulo de
osmolitos e os teores aumentados das poliaminas sugerem estratégias de resposta e aclimatagao
ao estresse. A analise metabolica destaca a importancia dos aglcares, acidos organicos e
aminoacidos na aclimatagdo das duas cultivares ao estresse salino. Além disso, o aumento
significativo das PAs na forma livre, conjugada soltvel e insoluvel, indica um papel crucial
desses metabolitos na “luta” das plantas em aclimatar-se ao estresse. A presenga do acido latico
apenas nos perfis metabdlicos das plantas sob tratamento de recuperagdo, sugere a relagao
crucial deste metabolito nesse processo. Entretanto, a fungdo especifica do acido latico nesse
contexto requer investigagdes adicionais, pois ndo foi encontrado na literatura disponivel
explicagdes direta para sua presenca durante a recuperacdo do estresse salino em plantas de
feijdo-caupi. O padrdo de recuperagdo, com destaque para os niveis duradouros de PAs apos a
cessacao do estresse, sugere uma possivel relagdo entre as PAs e a "memoria do estresse" das
plantas, que pode ter influéncia em respostas subsequentes. No entanto, existe a necessidade de
pesquisas mais aprofundadas, para que se possa entender quais os mecanismos moleculares

e/ou bioquimicos envolvidos.
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