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RESUMO

No Nordeste brasileiro existem algumas &areas salinizadas e outras em processo de
salinizacdo, o que reduz drasticamente a produtividade das plantas. Muitos estudos tem
sido feitos em relacdo ao efeito do estresse salino no crescimento e desenvolvimento das
plantas. Contudo, pouco se sabe sobre os mecanismos de aclimatacio a salinidade nos
diferentes Orgdos vegetais, particularmente nos mecanismos de manuten¢ao da
homeostase i6nica do s6dio em Vigna unguiculata, envolvendo: enzimas, canais e
transportadores. Para tal, foram utilizados dois cultivares com diferentes graus de
suscetibilidade ao estresse salino: Pititiba (tolerante) e Setentdao (sensivel). O objetivo
do presente trabalho foi compreender as inter-relagdes entre as H*-ATPases e o
transportador SOS1, bem como, as inter-relagdes entre o transportador vacuolar NHX e
as bombas de prétons vacuolares e seus papéis na regulacdo da concentracdo
citoplasmatica de Na* em Vigna unguiculata, em resposta ao estresse salino. Para tal,
foram avaliados parametros morfoldgicos: comprimento de raizes, caules e folhas,
massa seca de raizes, caules e folhas, razdo Raiz/Parte Aérea, e parametros bioquimicos:
concentragdes de prolina, malondialdeido, dos fons Na* e K* e a razdo Na*/K*, em 5
diferentes concentracdes (0, 25, 50, 75 e 100 mM) de NaCl. Também foram analisados
parametros moleculares nos dois cultivares Pititiba e Setentdo em plantas com 10 dias
ap6s a semeadura, submetidas ao NaCl (100 mM) por 120 horas. Genes codificadores
da SOS1, H"-ATPase tipo P e tipo V, pirofosfatases e NHX foram identificados através
de buscas em bancos de dados de V. unguiculata. A expressao génica foi avaliada em
plantas com 10 dias apds a semeadura, submetidas a NaCl 100 mM, nos tempos: 0, 6,
12, 24 e 48 horas apds aplicacdo do estresse, através da técnica PCR em tempo real
(gPCR). A avaliacdo conjunta dos dados possibilitou estabelecer as diferengas na forma
de aclimatacdo ao estresse salino entre os dois cultivares. Os parametros tais como:
aspectos visuais, massa seca, area foliar e razao Na*/K* deram suporte para que Pitiiba
sejd classificada como um cultivar mais tolerante ao estresse salino em relagdo a
Setentdo. Os parametros, crescimento e percentual de 4gua nao foram conclusivos. O
cultivar Pitiiba, apresentou uma concentracdo constitutiva de prolina maior do que
Setentdao nas folhas estando, portanto, melhor pré-aclimatado para tolerancia ao
estresse salino. A maior peroxidacdo lipidica nas folhas foi observada em Pitiiba. As
buscas em bancos de dados revelaram que V. unguiculata apresenta pelo menos 1 gene

SOS1, 13 genes H™-ATPase tipo P, 7 genes NHX, 2 genes PPase e 1 gene V-ATPase



subA. Desses genes, SOSI, H"-ATPase 06 e 48, NHX1, NHX2, PPasel e V-ATPase
subA foram induzidos em resposta ao estresse salino de maneira diferenciada em
relacdo ao 6rgdo e cultivar analisado. A partir desses dados foi possivel inferir que a
exclusdo de Na" em Pitidba ocorre principalmente nas raizes, enquanto que em
Setentdo ocorre mais intensamente nas folhas. A compartimentalizagdo vacuolar do
Na* é maior nas raizes de ambos os cultivares. Contudo, enquanto Pititiba aumentou a
expressao de NHX1, Setentdo aumentou a expressdo de NHX2. A inducdo de NHX foi
acompanhada pelo aumento do mRNA da PPasel em ambos os cultivares e da V-
ATPase em Pitiiba. Em folhas, o gene SOS/ foi mais expresso em Setentdo revelando
uma co-expressdao com dois genes da H*-ATPase (H*-ATPase 06 e 48), enquanto a
expressao de NHX1 aumentou apenas em Pitiiba. Em geral, os dados sugerem que os
cultivares de V. unguiculata (Pitiiba e Setentdo) utilizaram diferentes estratégias para

minimizar os efeitos deletérios do estresse salino.

Palavras-chave: Bombas-de-prétons, expressdao génica, estresse salino, NHX, SOS1 e
Vigna unguiculata.



ABSTRACT

In the Northeast of Brazil, there are some salinized areas and others in the process of
salinization, what drastically reduces plant productivity. Many studies have been done
regarding the effect of saline stress on plant growth and development. However, there is
little knowledge about the mechanisms of acclimatization to salinity in the different
plant organs, particularly in the maintenance mechanisms of sodium ion homeostasis in
Vigna unguiculata, involving: enzymes, channels and transporters. For this, two
cultivars with different degrees of susceptibility to saline stress were used: Pititiba
(tolerant) and Setentdo (sensitive). The objective of the present work was to understand
the interrelationships between the H*-ATPases and the SOS|1 transporter, as well as the
interrelationships between the vacuolar NHX transporter and the vacuolar proton pumps
and their roles on regulating the Na* cytoplasmic concentration in Vigna unguiculata, in
response to saline stress. For this, morphological parameters were evaluated: roots,
stems and leaves length, root, stems and leaves dry mass, ratio Root/Aerial, and
biochemical parameters: proline, malondialdehyde, Na* and K* ions and the ratio
Na'/K*, at 5 different concentrations (0, 25, 50, 75 and 100 mM) of NaCl. Molecular
parameters in the two cultivars Pititiba and Setentdo were also analyzed in plants with
10 days after sowing, submitted to NaCl (100 mM) for 120 hours. SOSI, H*-ATPase
type P and type V, pyrophosphatases and NHX encoding genes were identified through
searches in Vigna unguiculata databases. The gene expression was evaluated in plants
with 10 days after sowing, submitted to 100 mM NaCl, at the times: 0, 6, 12, 24 and 48
hours after stress application, using PCR technique in real-time (qPCR). The entirely
evaluation of the data allowed to establish the differences in the form of acclimatization
to the saline stress between the two cultivars. The parameters such as visual aspects, dry
mass, leaf area and Na*/K* ratio gave support for Pititiba to be classified as a salt
tolerant cultivar in relation to the Setentdo. The parameters, growth and percentage of
water were not conclusive. The Pitiiba cultivar, presented a constitutive proline
concentration in the leaves greater than the Setentdo cultivar and being, therefore, better
pre-acclimatized to tolerate saline stress. The highest lipid peroxidation in the leaves
was observed in Pititiba. The database searches revealed that V. unguiculata presents at
least 1 SOS1I gene, 13 H*-ATPase type P genes, 7 NHX genes, 2 PPase genes and 1 V-
ATPase subA gene. Of these genes, SOSI, H*-ATPase 06 and 48, NHXI, NHX2,

PPasel and V-ATPase subA were induced in response to saline stress in a differentiated



way in relation to organ and cultivar analyzed. From these data it was possible to infer
that the exclusion of Na* in Pititiba occurs mainly in the roots, while in the Setentdo it
occurs more intensely in the leaves. Vacuolar compartmentalization of Na* is higher in
the roots of both cultivars. However, while Pitiiba increased expression of NHXI,
Setentdo increased expression of NHX2. NHX induction was accompanied by the
mRNA increase of PPasel in both cultivars and V-ATPase in Pitidba. In leaves, the
SOS1 gene was most expressed in the Setentdo, revealing a co-expression with two H*-
ATPase genes (H*-ATPase 06 and 48), whereas NHX1 expression increased only in
Pitidba. In general, the data suggest that the cultivars of Vigna unguiculata (Pitiiba and

Setentdo) used different strategies to minimize the deleterious effects of saline stress.

Keywords: Proton pumps, gene expression, saline stress, NHX, SOS1 and Vigna
unguiculata.
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1 INTRODUCAO

A centenas de anos a agricultura vem utilizando a aplicacdo de adubos, bem
como, as técnicas de irrigacdo, ambas tem na maioria do casos contribuido para uma
melhoria da produtividade agricola (PARIDA & DAS, 2005), no entanto, ambas:
adubacdo e irrigacdo quando realizadas sem os devidos critérios metodolégicos, levam a
salinizagdo dos solos (MARINHO et al., 2006). Tem sido demonstrado que culturas
quando cultivadas em solos salinos apresentam perda da produtividade (FLOWERS,
2004). A perda de produtividade agricola ocasionadas por salinizacdo dos solos tem
sido associada a efeitos téxicos, osmoticos e nutricionais (VIANA et al., 2004, ASSIS
JUNIOR et al., 2007). Com o aumento das &reas salinizadas, estudos fisioldgicos,
bioquimicos e moleculares sdo indispensdveis para tentar compreender os processos de
adaptacdo vegetal ao estresse salino, visto que fornecem ferramentas para a producao de
cultivares tolerantes a estas condi¢des adversas. A porta de entrada dos ions sédio na
planta € a raiz, que precisa estabelecer mecanismos de controle da absorcao destes fons,
a fim de manter concentragdo homeostitica do Na*. Tentando minimizar os efeitos
deletérios das elevadas concentracdes citoplasmaticas, a planta pode distribuir estes fons,
mantendo-os compartimentalizados nos vacuolos. Quando ocorre um estresse, causado
por maiores concentragdes de sodio, a planta gastard mais energia na tentativa de
reduzir a absorcdo deste fon pela raiz, visto que, caso este seja redistribuido pelos vérios
orgdos da planta, ird causar alteragdes metabdlicas prejudiciais (CHRISPEELS et al.,
1999).

O acumulo de sédio vacuolar é uma solugdo tempordria devido ao tamanho
limite que o vactolo pode alcancar, sendo mais l1égico translocar o sédio para o meio
extracelular, de onde ele podera ser translocado, levando a reducio da concentragdo na
rizosfera. Estudos tém mostrado que para evitar os efeitos nocivos de fons Na* em
células vegetais, o excesso destes € removido para o apoplasto ou compartimentalizado
no tonoplasto (BLUMWALD, 2000, BLUMWALD et al., 2000). O sequestro do Na*
para o interior do vaciolo é uma estratégia importante e econdmica, porque niao sé
reduz a toxicidade de s6dio no citosol, mas também auxilia na manutencdo da
homeostase osmética (ZHU, 2003). Para o entendimento das adaptacdes das plantas ao
estresse salino € conveniente lembrar que, durante a absor¢do de sais, a membrana

plasmdtica é a primeira barreira seletora dos fons que entram na célula. Portanto,



segundo Yu et al. (2011), desempenha um papel relevante na manutencao da regulacao
osmotica, a qual depende de varios mecanismos e componentes como a via SOS e as
H*-ATPases tipo P. A via SOS (salt overly sensitivity) é ativada quando a planta é
exposta a elevadas concentragdes de sddio, levando a redugdo da concentracao deste fon
no citoplasma, os componentes desta via promovem o deslocamento deste fon para o
meio extracelular (EKBERG et al., 2010). As H*-ATPases tipo P sdo responsaveis pela
formacdo do gradiente eletroquimico da membrana plasmdtica. Na membrana
plasmatica a SOS1 e as H*-ATPases devem estar correlacionadas e envolvidas no
controle osmoético, em especial, na adaptagcdo e aclimatacio ao estresse salino, visto que
a proteina SOS1 ¢é preferencialmente expressa em condi¢des de estresse salino (TANG
et al., 2010). Sendo esta proteina um dos componentes fundamentais da via SOS, onde
atua no transporte dos fons s6dio do meio intracelular para o meio extracelular. O
mecanismo de deteccdo do estresse salino por meio da via SOS se inicia pela acdo da
proteina SOS3 que € um sensor de célcio. Esta proteina se complexa com uma proteina
quinase denominada SOS2 formando o complexo SOS2-SOS3 que ativa a expresssao
da SOSI. A via SOS tem dois mecanismos distintos de regulacdo em Arabidopsis
thaliana (CHOI et al., 2011). Quando a planta € submetida a um estresse salino
moderado a SOS1 atua no enchimento do xilema e transporte do excesso de sédio para
o caule (transporte a longa distancia) onde este ion é compartimentalizado no vacuolo
em Arabidopsis thaliana (SANCHEZ—BARRENA et al., 2005). Ja no estresse severo, o
mecanismo de acgdo é reduzir a entrada de Na* no xilema por meio da exsudagdo do
soédio pela raiz (ZHU, 2001). Estes mecanismos distintos podem reduzir a entrada do
ion ou aumentar a extrusdo do mesmo. Para aumentar a extrusdo se faz necessdria a
provavel participacdo de dois componentes: a via SOS e as H*-ATPases tipo P, esta
ultima atuando como geradora do gradiente forca eletromotrora.

A via SOS € responsdvel pela translocacio para fora da membrana plasmética
dos ions sédio, mas depende do gradiente eletroquimico na membrana plasmatica por
ser composta por um transportador do tipo antiporte Na*/H*, onde o préton entra na
célula a0 mesmo tempo que o sddio € expelido. O gradiente eletroquimico externo da
membrana plasmatica é formado pela a¢do da H*-ATPase tipo P que devera sofrer
alteracdes na sua atividade, regulacdo e ou expressdo quando houver uma necessidade
maior da formacao deste gradiente, indispensdvel a acdo do sistema SOS (SHI et al,

2000).



Por outro lado, visto que a taxa de influxo do Na* costuma ser maior que a taxa
de efluxo devido ao transporte vigoroso do sédio da solu¢do do solo para o interior da
planta, a resposta mais imediata que ocorre sempre que a concentragcdo intracelular dos
ions s6dio aumenta € a sua compartimentalizagdo no vacuolo. Tal fato se da pela acao
conjunta das NHX (transportador do tipo antiporte Na*/H™), pirofosfatases e H*-ATPase
tipo V (CHEN et al., 2012), sendo a NHX responsavel pelo transporte de Na* para
dentro do tonoplasto. Para seu funcionamento, a NHX depende do estabelecimento do
gradiente eletroquimico de H* gerado em torno do vactolo pelas bombas de protons
vacuolares: pirofosfatase (Ppase) e H*-ATPase tipo V.

Sabe-se que as plantas apresentam diferentes mecanismos de aclimatacdo ao
estresse salino, os quais podem ser ativados em diversos 6rgdaos e sob diferentes
intensidades de estimulos (GUPTA & HUANG, 2014). Aquelas plantas que utilizarem
melhor seus recursos energéticos para ativagao desses mecanismos estardo mais aptas a
resistir a esse estresse. Para a elucidacdo dessa afirmativa, no presente trabalho foram
utilizados dois cultivares do feijdo-de-corda, que é uma espécie muito utilizada
comercialmente por desempenhar importantes papéis: nutricional, social e econdmico
na regido nordeste, principalmente nas pequenas propriedades rurais (FREIRE FILHO,
et al., 1999). Estudos caracterizaram o cultivar Pititiba como sendo um dos cultivares de
Vigna unguiculata mais resistentes ao estresse salino (LOBATA et al., 2009), ja o
cultivar setentdo foi classificada como sendo sensivél a esse estresse, de acordo com
dados fornecidos pelo Laboratério de Sementes da Universidade Federal do Ceara (nao
publicados). Logo, esses dois cultivares parecem ser excelentes modelos experimentais
para se estudar as respostas fisioldgicas, bioquimicas e moleculares de Vigna
unguiculata ao estresse salino. Portanto, a hipotese € de que que devem existir inter-
relagdes entre os processos de exsudacdo dos fons sédio (via SOS e H*-ATPase tipo P)
ou de compartimentaliza¢ao (via NHX, Ppases e H*-ATPase tipo V) sob condi¢des de
estresse salino e que estes processos devem ser diferentes entre os diferentes 6rgdos da
planta e cultivares.

Dessa forma, no presente trabalho estudaram-se os efeitos do NaCl sobre os
parametros de crescimento (massa seca, comprimento da planta, drea foliar, percentual
de 4gua), bioquimicos (concentracoes de sodio e potdssio soldvel, prolina e
malondialdeido) e moleculares (expressdo relativa dos genes das proteinas envolvidas
na exsudagdo e compartimentalizagio do Na*). A andlise conjunta destes dados

forneceu indicios dos processos envolvidos na tolerancia ao estresse salino,



possibilitando, inclusive, a identificacdo de possiveis genes alvos, que poderdo ser
utilizados como ferramentas biotecnoldgica para a obtencdo de cultivares tolerantes a

salinidade.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os mecanismos fisiolgicos, bioquimicos e moleculares envolvidos na
homeostase do sddio citoplasmatico em dois cultivares de Vigna unguiculata

submetidos a estresse salino: Pititiba (tolerante) e Setentdo (sensivel).

2.2 Objetivos especificos

Identificar a concentracdo 6tima de NaCl para a caracterizacdo do grau de
sensibilidade ao estresse em Vigna unguiculata cultivares Pitidba e Setentdo através do

estudo de:

1- Parametros Fisioldgicos: comprimento das plantas (raizes e caules); razdo raiz/parte
aérea; drea foliar; peso fresco e seco das plantas (raizes, caules e folhas). E percentual

de 4gua nas plantas (raizes, caules e folhas);

2- Parametros Bioquimicos: concentracdo de sddio soldvel (raizes, caules e folhas);
concentragdo de potdssio soluvel (raizes, caules e folhas); razdo Na*/K* (raizes, caules e
folhas); concentracdo de Prolina (raizes, caules e folhas) e concentracdo de

Malondialdeido (raizes, caules e folhas);

3- Parametros Moleculares: realizar levantamento in silico da quantidade de genes para:
H*-ATPases tipo P e V, NHX, PPases e SOS1 em Vigna unguiculata, usando como
base o genoma de Phaseolus vulgaris; anotar os genes para: H*-ATPases tipo P e V,
NHX, PPases e SOS1 de Vigna unguiculata; desenhar primers especificos para os
genes: H*-ATPases tipo P e V, NHX, PPases ¢ SOS1 de Vigna unguiculata; quantificar
a expressao dos transcritos dos genes: H*-ATPases tipo P e V, NHX, PPases e SOSI
por qPCR em raizes e folhas de Vigna unguiculata cultivares Pitiiba e Setentdo nas

condig¢des controle e de estresse salino.



3 Fundamentacio tedrica

3.1 O feijao de corda (Vigna unguiculata .. Walp)

O feijao de corda € cultivado em praticamente todo o territério nacional, contudo,
grande parte da produgdo estd concentrada em apenas 10 estados, PR, MG, BA, SP, GO,
SC, RS, CE, PE e PA, responsdveis por praticamente 85% da producdo nacional. O
Ceard apresentou na safra de 2012 uma producdo de 307,8 mil toneladas de graos,
dentro de uma drea plantada de 616,1 mil hectares e uma produtividade média de 499
kg/ha (CONAB, 2012). Contudo, este valor, para a producdo, ndo € o ideal, sendo
considerado baixo uma vez que, para o monocultivo com alta tecnologia, tem-se obtido,
em experimentos, valores mais de 3000kg/ha (BERTINI ez al., 2010).

Apesar da cultura estar praticamente estagnada nestes tltimos anos, onde a falta
de chuvas tem reduzido drasticamente a produtividade, mesmo assim, em algumas
localidades a produgdo tem crescido, devido a introdugdo de variedades mais produtivas
e mais resistentes, e também pela inser¢do do maior nimero de produtores usando
tecnologia (IPECE, 2014). Entretanto, destaca-se que grande parte da atividade esta nas
maos dos pequenos produtores, constituindo-se quase de uma atividade de subsistencia
para pequenas propriedades, principalmente na regido nordeste, responsavel por 30% da
producdo nacional. (EMBRAPA, 2012). O feijao de corda ocupa 9,5% da area destinada
ao cultivo de feijao no Brasil, onde 70% da popula¢do consome feijao diariamente,
sendo a0 mesmo tempo o maior produtor e consumidor deste grio (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2014).

Sob o ponto de vista nutricional o feijao de corda € o vegetal mais importante para a
abtencdo de proteinas (apesar de ser uma fonte de proteinas com deficiéncia em
aminodcidos sulfurados) e a segunda melhor fonte de carboidratos usada pela populagcao
brasileira, suas sementes contém 23% de proteinas, 56% carboidratos e 4% de fibras
(IQBAL et al., 2006).

As caracteristicas nutricionais da planta sdo semelhantes as encontradas por
Cruz et al. (2005) em Phaseulus vulgaris, no entanto, o feijao de corda apresenta niveis
mais elevados de acido folico, menores niveis de fatores antinutricionais € de fatores de
flatuléncia (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014). O feijao Vigna unguiculata
ou caupi € a principal fonte de proteinas de origem vegetal para consumo humano no
Ceard. Devido entdao a importancia dessa cultura para o estado, o Ceara € responsavel

por cerca de 20% da produgdo nacional (ROCHA, 2009), oriunda principalmente das
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pequenas propriedades rurais sob a exploragdo familiar (ROCHA, 2009). O principal
produto extraido desta cultura sdo os graos secos, por seu alto valor protéico. Entretanto,
além dos graos secos destacam-se também os graos frescos e as vagens verdes que sdo
largamente consumidos. Apds a colheita, as partes restantes da planta podem ser
utilizadas em adubacdo verde (para o plantio direto) e como forragem. Em muitos casos,
seu cultivo se d4 em consdrcio com outras culturas como sorgo (Sorghum bicolor (L.)),
milho (Zea mays (L.)), mandioca (Manihot esculenta. Crantz) ou algodao (Gossypium
barbadense (L.)) (BLADE et al., 1997). Como € uma leguminosa, ela tem a capacidade
de se associar a bactérias do solo que fixam nitrogénio do ar, permitindo que cresca em
solos de baixa fertilidade natural (ELOWAD e HALL, 1987, KWAPATA & HALL,
1985; ARRUDA et al., 2009).

O feijao de corda tem se destacado por tratar-se de uma das mais amplamente
adaptadas, versateis e das mais nutritivas leguminosas para grao. No critério
versatilidade, devemos destacar também a sua adaptacdo a seca. Tem sido utilizada em
grandes areas com temperaturas elevadas e disponibilidade de indices pluviométricos
variados, como os encontrados na Africa (Sudao, Quénia, Tanzania, Angola,
Mocambique), América do Sul (norte e semi-arido nordestino), Asia, América do Norte
(EHLERS & HALL, 1997; DAVIS et al., 1986). Quando comparada as outras
culturas com elevado valor nutricional (CAVALCANTE, 2010), o Vigna unguiculata
tolera relativamente bem a sua utilizagao em solos dcidos e alcalinos (HALL & PATEL,
1985; FERY, 2002).

No estado do Ceard esta cultura detém a maior parte das dreas de cultivo, sendo
uma das principais culturas usadas nos consdrcios em dreas irrigadas com culturas
perenes, pois além do retorno financeiro, auxilia na fixagao de nutriente ao solo, como
exemplo, o consércio coco x feijao, amplamente praticado no litoral do estado
(AGEITEC, 2010). O Vigna unguiculata tem se mostrado uma espécie importante nas
rotacOes de cultura devido a sua habilidade de suprimir as galhas de nematdides
(Meloidogyne spp). Porém, a deficiéncia nutricional dos solos e considerada um dos
principais fatores atribuidos ao baixo rendimento do cultivo do feijao-de-corda nos

solos do litoral do estado (BELTRAO JUNIOR et al., 2012).

3.1.1 Classificaciao botanica de Vigna unguiculata
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A espécie Vigna unguiculata,(L.), popularmente conhecida como feijao de corda
e feijao caupi (cowpea), trata-se de uma eudicotiledonea (FERY, 2002).
A figura 1A mostra uma plantacdo de feijdo de corda e a figura 1B mostra a

calssificacdo botanica de Vigna unguiculata.

Reino Plantae

Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Fabales
Familia Fabacea
Sub-familia Faboideae
Tribo Phaseoleae
Sub-tribo Phaseolinae
Género Vigna
Espécie Vigna unguiculata

Figura 1. Caracterizacdo do feijao de Corda. Em a) plantacdo do feijio Cowpea, em b)

classificacdo botanica (VERDCOURT, 1970).

A familia Fabaceae consiste de 757 géneros e mais de 20.000 espécies (LEWIS
et al., 2005; TIMKO et al., 2008). O género Vigna que ja foi Leguminosae, ¢ composto
de mais de 200 espécies que sao nativas de regides quentes (FERY, 2002).
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Nas ultimas décadas mais de 100 cultivares de cowpea foram desenvolvidas no
Brasil (FERY, 2002), e dentre estes cultivares podemos destacar Pitiuba e Setentdo. O
cultivar setentdo foi desenvolvida pela Universidade Federal do Ceard na década de 90.
Caracteriza-se pela cor creme esverdeada do tegumento, a qual é bem aceito pelo
consumidor desta leguminosa. Além disso, este cultivar apresenta boa produtividade,
superando alguns cultivares atualmente cultivados no nordeste do Brasil.

E resistente ao "cowpea severe mosaic virus" (CpSMYV, virus do mosaico severo
do cowpea) e altamente resistente a uma estirpe de “mosaic virus" (CMV, virus do
mosaico do pepino) (PAIVA et al., 1990). Apesar de se tratar de um cultivar que é
explorada comercialmente a mais de 20 anos a literatura cientifica sobre a mesma ainda
¢ excassa (TORQUATO, 2009). Lobato et al., (2009) afirmam que o cultivar Pitiuba
suporta estresse salino moderado (75 mM NaCl), sem apresentar perdas na

produtividade.

3.2 O estresse salino

Estresse € definido como alteracdes de situacdes fisioldgicas causadas por fatores
que tendem a afetar o equilibrio, causando uma tensdo fisica e/ou quimica (GASPER et
al.,2002; CHAVES et al., 2002; CHAVES et al., 2003; HU et al., 2006).

O termo estresse deve ser usado no caso de uma restricio ou quando ocorrem
flutuagdes imprevisiveis impostas regularmente aos parametros metabdlicos causando
lesdes, doencas ou aberracdes fisiologicas (SHAO et al., 2008). A flexibilidade do
metabolismo permite o desenvolvimento de um grupo de respostas as mudancas
ambientais, que ficam dentro de faixas de flutuacao didrias ou mesmo sazonais, por isso,
a variacao de um fator em relacdo a sua condi¢do 6tima ndo resulta obrigatoriamente em
estresse (AGARWAL er al., 2013).

As condi¢Oes ambientais frequentemente encontradas nas areas utilizadas
para a agricultura, apresentam, muitas vezes, fatores ou conjunto de fatores causadores
de estresse em varias espécies de plantas, os quais sdo responsaveis pelas reducdes da
produtividade real em relagao a produtividade tedrica esperada. Alguns fatores como o
conteddo de dgua no solo, podem levar dias ou até semanas para serem detectados. J4 o

fator temperatura do ar, pode se tornar estressante em alguns minutos, enquanto outros
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como as deficiéncias nutricionais na planta necessitam de meses para se manifestar
visivelmente (SOBREIRA, 2009).

Vérias acdes humanas tém acentuado os fatores de estresses existentes
(HUBICK et al., 1986; TANIJI, 1990). Se a tolerancia aumenta como consequéncia de
exposicao anterior ao estresse, diz-se que a planta estd aclimatada. A aclimatac¢do pode
ser distinguida da adaptacdo, que em geral se refere a um nivel de resisténcia
geneticamente determinado, adquirido por um processo de selecdo durante muitas
geracoes (GUPTA & HUANG, 2014).

No nordeste brasileiro ha muitas dreas salinizadas e em processo de salinizagao,
principalmente pelo cloreto de sodio, o que na maioria das vezes além da
mineralizacaose deve a utilizacdo de d4gua com elevados teores de sais ou a praticas de
irrigacdo ineficientes, principalmente quando sdo empregadas laminas d’dgua em
quantidades inferiores as ideais para as necessidades de cada tipo de solo (FERREIRA,
1998), bem como, as adubacdes e a mineralizacdo inerente as rochas tem contribuido
para a salinizacdo dos solos (SILVA, 1999).

Nas regides aridas e semi-dridas geralmente este problema € agravado, pois as
precipitacdes sdo inferiores a quantidade necessaria para lixiviar os fons minerais das
camadas superficiais do solo, onde é encontrada a maior densidade radicular (ZHANG
et al., 2014), e o excesso de sais no solo leva a condi¢des que podem gerar estresses
salino (YOKOI et al., 2002).

As aclimatacdes aos estresses ambientais resultam de eventos integrados que
ocorrem em todos os niveis de organizacio, desde o anatdmico e morfoldgico ao celular,
bioquimico e molecular. As respostas da célula ao estresse incluem mudancas no ciclo e
na divisdo celular, mudangas no sistema de vacuolizagdo, bem como alteracdes na
arquitetura da parede celular. Estas reacdes existem para contornar os efeitos
potencialmente prejudiciais causados por uma vasta gama de fatores abidticos e bidticos,
incluindo a luz, a seca, salinidade e altas temperaturas (HADIARTO & LAM-SON,
2011).

A membrana plasmdtica € a barreira inicial e também onde se localizam os
primeiros sensores para a detec¢do das concentragdes externas de sais. A salinidade na
rizosfera ocasiona alteragdes na permeabilidade da membrana, alteragcdes na
composi¢cao lipidica, alteracdes no potencial elétrico e nas atividades das enzimas

ligadas a membrana (GUPTA & HUNG, 2014).
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Concentragdes externas elevadas de NaCl (dependendo da sensibilidade de cada
espécie e/ou cultivar) limitam ou mesmo inibem o crescimento das plantas, exercendo
tanto estresse osmotico como estresse 10nico. Estresse osmético € causado
principalmente por déficit hidrico nos tecidos vegetais, impedindo a expansdo celular.
Ja o estresse i6nico é causado pela acumulacdo de ions de Na* e ClI° e pela a
perturbacdo da razdo de K*/Na® em células de plantas (BLUMWALD, 2000;
BLUMWALD et al., 2000) . Os fons de Na* podem n@o apenas diminuir a absor¢do de
potdssio pelas raizes, mas também agir causando toxicidade enzimédtica quando em
niveis elevados no citoplasma (HASEGAWA et al., 2000). Nas células vegetais, o Na*
¢ absorvido de forma passiva, j4 sua excrecdo e compartimentalizagdo sdo processos
ativos, mediados pelos transportadores do tipo antiporte (Na*’H™) presentes no tonolasto
e na membrana plasmdtica. Estes transportadores secundérios sdo acionados pelo
gradiente de H*, que por sua vez estdo diretamente associados ao gradiente
eletroquimico (BLUMWALD et al., 2000). Em tonoplastos, as bombas de préton: H*-
ATPases vacuolares (tipo V) e pirofosfatase vacuolar (V-ADPG) desempenham papéis
fundamentais no transporte de compostos nocivos para o interior do vactolo e na
regulacdo da pressao de turgescéncia, do pH citosélico, da homeostasia e atuam também
no armazenamento de metabdlitos primdrios e secundarios (CHINNUSAMY et al.,
2006).

A remoc¢do de sédio do citoplasma ou sua compartimentacio em vacuolos &
crucial para o crescimento em solos salinos, pois esse tipo de estresse desequilibra a
homeostase i6nica (HAUSER & HORIE, 2010). A atividade das bombas de prétons
ligadas 2 membrana plasmética € frequentemente refor¢cada pelo mecanismo de resposta
associado a elevagao na concentracdo de NaCl, embora alguns trabalhos relatem que a
salinidade pode atuar como inibidora ou sem efeito sobre a atividade dessas bombas
(JANICKA-RUSSAK et al., 2007)

Em condig¢des de estresse salino, ocorre uma inversdo do potencial hidrico entre
solo e as células das raizes, que acarreta numa reducdo das entrada de agua pelo
sistema radicular, isto leva a reduc¢do do crescimento e em casos mais severos a morte
da planta (BOURSIAC et al., 2005), foi observado também um desbalan¢o metabdlico
na planta (entre as atividades anabolizantes e catabolizantes) quando esta é submetida
ao estresse salino, bem como um redirecionamento dos processos biossintéticos levando
ao acumulo de poliois, agucares ndo redutores e alguns aminodcidos (GORHAM, WYN

& MCDONNELL, 1985).
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O estresse salino também apresenta como um dos seus efeitos negativos a
toxicidade i0nica pelo excesso de fons sédio no citoplasma, este processo, pode levar a
reducdo na absor¢do de fons potdssio, que esta associado a ativagdo e regulacdo de
algumas enzimas intracelulares (FLOWERS & LAUCHLI, 1983; MURGUIA, BELLES
& SERRANO, 1995). A fotossintese também é prejudicada pelo excesso de Na*
intracelular (TSUGANE et al., 1999), porém, a planta tenta reduzir este efeito deletério
do acumulo de fons sédio, acumulando estes fons nas raizes, para tentar evitar que
ocorram alteracdes na razdo K*/Na* das folhas (SHI et al., 2002; REN et al., 2005;
SUNARPI et al., 2005).

O estresse salino faz com que a planta aumente o consumo de ATP, permitindo
que a célula possa realizar sua osmorregulacdo, a qual muitas vezes requer sintese de
substancias como prolina e a betaina. Este mesmo estresse também causa inibi¢dao da
fotossintese, producdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) e toxicidade idnica
(HASEGAWA et al., 2000). Estes desafios de aclimatacido podem se dar em
concentracdes relativamente baixas de sal, no entanto, algumas espécies de plantas
podem tolerar elevados teores de sal, outras sao dependentes de solos salinos (haldfitas)
para conseguirem complementar seu ciclo biolégico eficientemente (GUPTA & HUNG,
2014).

Em algumas plantas o excesso de sodio € liberado radicularmente, outras
compartimentalizam o sédio dentro do vactiolo para minimizar o dano causado pelo
excesso de sodio citosdlico (SOBREIRA, 2009; OLIVEIRA, 2007; OTOCH, 1999).

Em concentragdes celulares elevadas o Na® causa redugdo no crescimento
vegetal, diminui¢do da produtividade, retardamento do inicio do ciclo reprodutivo e

reduc¢do do periodo reprodutivo (PARIDA & DAS, 2005).

3.2.1 Os mecanismos de aclimatacio ao estresse salino

A salinidade leva a um aumento da concentracdo intracelular de fons e por
causa disso, as plantas tendem a reduzir o crescimento e a quantidade de matéria seca.
Somado a isso, elas tentam manter alta a razdo K*/Na*, através do processo de
compartimentalizacdo de fons no vacuolo para reducdo do potencial osmotico

(HOPKINS, 1999), a salinidade pode levar tabém ao ajustamento osmotico,
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caracterizado pela acumulacdo de solutos nas células, processo pelo qual o potencial
hidrico pode diminuir sem que haja diminui¢do na turgidez, os sais inorganicos sao
armazenados no vactolo de forma a ndo interferirem com o metabolismo do
citoplasma. Os organicos (polidis, carboidratos soldveis, proteinas, prolina e betaina)
que nao interferem com o metabolismo, sdo chamados solutos compativeis e sdo
acumulados no citoplasma de forma a manter o equilibrio hidrico entre o vacuolo e o
citoplasma (SILVA et al., 2013).

A salinidade induz a um estresse osmoético, o qual € um declinio da entrada de
dgua resultante do aumento da pressdao osmotica externa, sendo caracterizado por
distdrbios fisioldgicos gerados por desequilibrio i6nico no citoplasma das células
vegetais (GREEWAY, 1980; FLOWERS et al., 1977; CHINNUSAMY et al., 2006). O
efeito de toxicidade i6nica € preponderante sobre os prejuizos causados pelo efeito
osmoético (MUNNS, 2008), por isso, no estudo do estresse salino é preciso ser muito
criterioso na determinacdo das concentracdes de Na* para que a planta realmente seja
estressada.

As células vegetais podem se ajustar ao estresse osmotico através de alteracoes
na pressao osmotica interna, um processo que ¢é facilitado pelo acimulo de solutos no
vacuolo (SOBREIRA, 2009). O ajuste osmético € também uma resposta fundamental da
célula ao estresse salino. Para este ajustamento € preciso sintetizar substincias como:
prolina, betaina, proteinas, polidis e carboidratos soldveis, para que ocorra o
balanceamento com a pressdo osmdtica no citoplasma, assim gerando no vaciolo um
equilibrio homeostético (SILVA et al., 2013; LONE et al., 1987; BINZEL et al., 1987).
A sintese desses solutos compativeis ndo toxicos é energeticamente dispendiosa para a
célula (TESTER & DAVENPORT, 2003).

Podemos mencionar como consequéncia do estresse salino e/ou osmético: a
desorganizacdo da membrana, a formacgdo de espécies reativas de oxigénio, a toxicidade
metabdlica por inibi¢do competitiva nos transportadores idnicos de membrana, a
inibi¢do da fotossintese (FARIAS et al., 2009) e a reducdo na aquisi¢io de nutrientes, a
planta ndo ird absorver dgua, e consequentemente nutrientes, devido a condicdo de
estresse hidrico, sendo este processo também denominado de seca fisioldgica (DIAS &
BLANCO, 2010).

A salinidade afeta negativamente a absor¢do de dgua pelas raizes. A presenca de
sais na solucdo do solo acarreta em uma diminuicdo do potencial hidrico externo

(EPSTEIN & BLOOM, 2006), o aumento da pressdo osmdética causado pelo excesso de
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sais soliveis na solu¢do do solo, poderd atingir um nivel em que as plantas ndo terdo
capacidade suficiente para superar o potencial osmético do solo. O estresse salino altera
os processos de absorc¢do, transporte, assimilagdo e distribui¢do de nutrientes na planta
(FARIAS et al., 2009), interfere no potencial hidrico do solo, reduzindo o gradiente de
potencial entre o solo e a superficie da semente, restringindo a captagdo de dgua pela
semente, e reduzindo as taxas de germinagdo (LOPES & MACEDO, 2008).

Estas alteracdes comprometem o crescimento € o desenvolvimento das plantas,
podendo leva-las a morte e a grandes perdas nas safras (FARIAS et al., 2009;
HASEGAWA et al., 2000; CAVALCANTE et al., 2010).

Altas concentracOes salinas inibem a maior parte das enzimas, por causarem
perturbacdes no balanco hidréfobo-eletrostatico entre as forcas que mant€ém a estrutura
das proteinas (QUEIROS e al., 2009). Os fons cloreto por sua vez podem interferir nos
sitios anidnicos envolvidos na ligacdo entre mRNA e metabdlicos anidnicos, como
bicarbonato, carboxilatos e aguicares fosfato (SERRANO, 1996).

Um dos grandes problemas da toxicidade do Na* é causado principalmente pela
similaridade encontrada nas propriedades fisico-quimicas entre os fons Na* e K,
associados ao padrdo competitivo pelo sitio de ligacdo, o que interfere em processos
metabodlicos chave no citoplasma como reacdes enzimdticas, sintese de proteinas e
fungdes do ribossomo, acarretando na perda da integridade celular (TESTER,
DAVENPONTE, 2003; OLIVEIRA, 2007; SHABALA & CUIN, 2007).

Alguns pesquisadores t€ém demonstrado que muitos dos mecanismos utilizados
pelas plantas para aclimatar-se aos estresses abidticos sdo ativados constitutivamente
durante toda a vida da planta. No entanto, podem apresentar diferentes niveis de
transcricdo em decorréncia das pressdes ambientais. Assim, a maioria das pesquisas
focadas em estresses abidticos estdo direcionadas em entender quais sdo os fatores

envolvidos nessa ativacao da transcri¢do diferenciada (NAKASHIMA et al., 2009).

Para sobreviver em ambientes salinos as plantas adotam estratégias que as
possibilitem conviver com altas concentragdes de Na*, estas estratégias sdo: a exclusio

e a compartimentalizacdo vacuolar (Figura 2).
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Figura 2. Esquema ilustrativo dos principais mecanismos envolvidos na regulacdo da
concentracdo de sédio citoplasmatico, quando a célula vegetal é submetida ao estresse

salino (elaboracdo do autor).

No mecanismo de exclusdo temos a participacdo das H*ATPases de membrana
plasmadtica e da via SOS (salt overly sensitive), respectivamente gerando a for¢a préton
motora e o sistema de transporte do Na* do citosol para o apoplasto. Para o processo da
compartimentaliza¢cdo, a forca préton motora é gerada por duas bombas de prétons as
Pirofosfatases e a H*-ATPases vacuolar, o transporte de Na* sera realizado pelas NHX
(BLUMWALD et al., 2000).

Para realizar a compartimentalizacdo vacuolar a célula depende das bombas de
prétons vaculares (pirofosfatases e H*-ATPases tipo V), que sdo responsaveis pela
producdo do gradiente eletroquimico que realiza a energizacdo necessdria para o
funcionamento do contra-transportador de H*/Na* vacuolar denominado de NHX

(Natrium Préton Exchange) (SILVEIRA et al., 2010).

Na exclusdo do s6dio do citoplasma para o meio externo, sdo necessarios dois
componentes: a Via SOS (Salt Overly Sensitive) e as H*-ATPases tipo P (QIU et al.,
2003; SILVEIRA et al., 2010; GUPTA & HUANG, 2014).

A via SOS, forma o sistema ativacdo e contra-transporte de sodio para o

apoplasto e de prétons para o citoplasma, as H*-ATPases de membrana plasmatica
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fornecem o gradiente eletroquimico requerido para o funcionamento da proteina SOSI1,
responsavel direta pela exclusdo do soédio (GUPTA & HUANG, 2014).

Existem proteinas consideradas marcadores da tolerancia ao estresse osmotico,
como as que protegem a integridade das membranas, controlando a homeostase i0nica e
hidrica, além daquelas que combatem as espécies reativas de oxigénio (HASEGAWA et

al., 2000).

3.2.2 A via SOS

Muitas rotas bioquimicas tém sido estudadas nas dltimas décadas, como a via
SOS (salt overly sensitive) que surgiu recentemente como resultado de estudos
genéticos, moleculares e andlises bioquimicas, mas a elucidagdo completa delas com a
tecnologia atual ainda ndo foi possivel (ZHU, 2000; FRAILE-ESCANCIANO et al.,
2010).

A via SOS estd diretamente associada ao estresse salino sendo ativada
principalmente por este estresse. O estresse salino induz uma sinalizagdo caracteristica
por intermédio do cédlcio (KNIGHT, 1997; ZHU et al., 2003; TANG et al., 2010). A
diferenca deste sinal de célcio em relacdo aos sinais desencadeados por outros estresses
como seca, frio ou outros estimulos externos, ainda ndo foi esclarecida, mas se sabe que
o sinal causado pelo estresse salino € desencadeado de forma particular (LAUCHLI et
al., 2008; D’ONOFRIO & LINDBERG, 2009; OH et al., 2009).

A via SOS € composta por 3 componentes principais, a SOS1, a SOS2 e a SOS3.
A proteina SOS1 de Arabidopsis sp. tem 127 KDa (SHI et al., 2000, SHI et al., 2002),
sendo caracterizada como um transportador Na*/H* antiporte estd localizada na
membrana plasmaética, sendo associada a tolerancia ao estresse salino (SANCHEZ—
BARRENA et al., 2005). Ja a SOS2 é uma proteina do tipo serina /treonina quinase que
forma o complexo SOS2/SOS3 (LIU & ZHU, 1998; HALFTER et al., 2000). O terceiro
componente € a SOS3, uma proteina miristiolada de ligagdo ao cdlcio, que tem a
habilidade de se ligar apenas ao sinal de célcio liberado durante o estresse salino,
permitindo assim a formagdo do complexo SOS2/SOS3 (ISHITANI et al., 2000; GUO
et al., 2001). O complexo SOS2/SOS3 regula o nivel de expressdao da SOS1 (QIU et al.,
2001; ZHU, 2002; OH et al., 2010).

Os transportadores de fons como o SOSI1, bem como sua regulacdo

desempenham papéis cruciais na manutenc¢io da concentragdo ionica intracelular ideal e
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portanto na capacidade de uma planta tolerar a salinidade do meio (GUPTA & HUANG,
2014).

No tocante ao transportador SOS1, seu funcionamento depende diretamente do
gradiente eletroquimico da membrana plasmdtica e este gradiente por sua vez tem
relagdo direta com as H*-ATPases desta membrana (GUPTA & HUANG, 2014).

A SOST por si s6, pode aumentar sutilmente a tolerancia a salinidade em cepas
mutantes de levedura (OH et al., 2010). A expressao conjunta das SOS1, SOS2 e SOS3
aumenta drasticamente a resisténcia a salinidade em cepas de leveduras mutante (SHI,
2002; OH et al., 2010).

A simples expressdo constitutiva de uma SOS2 ativada também aumenta a
capacidade de tolerancia a salinidade conferida pela SOS1 na levedura mutante,
indicando ser a atividade quinase da SOS2 suficiente para a ativagdo da SOS1 (SHI,
2002; OH et al., 2009). A expressao constitutiva da SOS1 aumentou a tolerancia a
salinidade em Populus trichocarpa (TANG et al., 2010).

Em estudos complementares realizados por Qiu er al. (2001) utilizando
Arabidopsis thaliana, foi demostrado que a quinase constitutivamente ativa (SOS2)
poderia melhorar a atividade de troca Na*/H* em vesiculas de membrana plasmatica
purificada de Arabidopsis thaliana tipo selvagem. Também, nos mutantes sem sos2 e
sos3 a atividade de troca de Na*/H* foi bastante reduzida, mas esta atividade foi
recuperada até valores préximos do normal pela reativagdo da SOS2 in vitro (ZHU et al.,
1998; QIU et al, 2001).

A SOS3 € uma proteina com motivo N-terminal miristiolado, este dominio
normalmente esta correlacionado com proteinas membranares. O que pode ajudar a
correlaciond-la com as proteinas com as quais ela interage, como a SOS1 localizada na
membrana plasmética. No entanto, nem todas as proteinas SOS3 em células vegetais
estdo associadas a membranas (ISHITANI, 2000). A SOS3 tem além do seu papel na
tolerancia a salinidade, através de uma interacdo com SOS2, a capacidade de interagir
com outras proteinas quinase. A SOS3 interage especificamente com certas proteinas
PKS (proteinas quinase), formando complexos de proteinas quinase distintas que
provavelmente medeiam a sinalizagdo do cdlcio em resposta a outros estimulos (GUO et
al.,2001).

A SOS2 contém um dominio catalitico e um dominio regulador que interage
com a SOS3 (HALFTER, 2000; LIU, 1998). Os dominios de regulacdo e de catédlise da

SOS2 interagem para manter inativo o sitio quinase na fosforilacio do substrato,
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provavelmente por impedir o acesso do substrato ao sitio catalitico (GUO et al, 2001;
QUINTERO et al., 2011). Quando a SOS3 estabelece a ligagdo com o dominio
regulamentar da SOS2 parece interromper a interacao intramolecular de SOS2, abrindo
o sitio catalitico (QUINTERO et al., 2011).

A expressdo da SOS2 constitutivamente ativada em plantas mutantes sob a acao
do promotor CaMV 35S em sos2, faz com que as plantas voltem a apresentar o fen6tipo
insensivel ao estresse salino no caule do mutante, mas, curiosamente, nao na raiz (GUO
et al., 2001; CHOI et al., 2011), provavelmente pela regulacio mais refinada da
extrusdo do Na* nas raizes, revelando que ainda ha muitos questionamentos em relagdo
ao funcionamento da via SOS e da sua regulagdo.

Os transportadores presentes em membranas apresentam longas caudas
citoplasmadticas e tem sido proposto que estas caudas funcionam como sensores dos
solutos transportados. Estruturalmente, notamos que a SOSI1 apresenta um extenso
peptidio projetado (cauda) para a face interna da membrana plasmdtica, no lado
citoplasmatico (SHI er al., 2002; QUINTERO et al., 2011).

Existe a possibilidade da SOS1 ser ao mesmo tempo um transportador e um
sensor (OH et al., 2009). Se for um sensor de Na*, pode controlar a ativagdao da SOS2
em plantas, formando um sensor de regulacdo, devido ao fato da SOS2 ativada poder
estimular a capacidade de efluxo de Na* (SHI et al., 2002).

Além de ser regulada pela acdo da SOS2, a atividade da SOS1 também pode ser
regulada pela SOS4. Este componente da via SOS, denominado de SOS4 catalisa a
formacdo de piridoxal-5-fosfato, o qual é um cofator. Suspeita-se que este pode servir
como um ligante para SOSI1, visto que, SOS1 contém uma sequéncia putativa de
ligacdo ao SOS4 (SHI et al., 2002).

Os dados indicam que SOS3 e SOS2 regulam o efluxo de Na* pela SOS1, bem
como, de forma indireta, pelos sistemas de compartimentacdo vacuolar por meio da
regulacdo da NHXI, haja vista que estes sistemas também sdo vitais para a tolerancia a

salinidade (ZHU, 2001).

3.2.3 As H*-ATPases da Membrana plasmatica

Umas das proteinas envolvidas na adaptagao e na capacidade de sobrevivéncia e

adaptagdo ao estresse salino sdo as bombas de prétons da membrana plasmatica (H*-
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ATPases do tipo P). A H*-ATPase é responsavel pela criacio do gradiente
eletroquimico envolvido na energizacdo da membrana (gradiente este utilizado para
transporte de solutos), bem como também controla alguns dos principais processos de
transporte na planta, como a absor¢ao de nutrientes da raiz e o carregamento do
xilema/floema. Para a geracdo deste gradiente ocorre um grande consumo de energia,
por isso, a H"-ATPase de membrana plasmatica é a maior consumidora de ATP da
célula vegetal e merece muitos estudos ligados a bioenergética (HANSTEIN et al.,
2011).

A membrana plasmadtica de células individuais pode abrigar varias isoformas de
H*-ATPases tipo-P. A razdo para esta diversidade ndo € ainda conhecida, mas pode
refletir uma necessidade especifica de ATPases em momentos especificos do
desenvolvimento, ou em respostas adaptativas a diferentes estresses refletindo funcoes
especializadas (PALMGREN e CHRISTENSEN, 1994; PALMGREN, 2001).

Embora a atividade da H*-ATPase tipo-P seja modulada por varios sinais
fisiolégicos, ha poucos estudos de como tais fatores alteram na membrana plasmética a
abundéncia de proteina H*-ATPase e/ou sua expressdo génica. Ao contrario de um
nimero de genes que codificam transportadores de nutrientes e sdo ativadas apos a
caréncia nutricional, os genes H'-ATPase tipo-P mostram pouca regulagio
transcricional em resposta a nutricao mineral, no entanto, ainda ndo se sabe se o estresse
salino possui efeito semelhante (GAXIOLA et al., 2007).

Ja foi proposto que a atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica esta
envolvida em outras funcdes fisioldgicas importantes, como a abertura dos estdmatos, o
alongamento celular e regulacdo do pH celular. Contudo, a prova direta da participagdo
da H*-ATPase em alguns destes papéis € bastante limitada (MORTH et al., 2011), pois,
a forma de sugerir fungdes fisioldgicas para a H*-ATPase é por determinag¢do do seu
padrao de expressdo génica ou protéica em diferentes tipos celulares. Isso tem sido
realizado para vérias isoformas usando técnicas imunoldgicas ou de gene repdrter e os
resultados estdo de acordo com as funcdes acima mencionadas (ARANGO et al., 2003).
No entanto, esses estudos também demonstraram que hd uma expressao de diferentes
isoformas concomitantes em alguns tipos de células, como a epiderme da raiz, células
companheiras do floema e células-guarda, tornando-se complicado determinar seus
respectivos papéis em Arabidopisis thaliana (EKBERG et al., 2010; SPETH et al.,
2010).



23

Virios pesquisadores ja mostraram que silenciar os genes de uma subfamilia da
H*-ATPase ou superexpressar uma isoforma constitutivamente ativada levou a um
mecanismo que afeta a abertura dos estdmatos, o transporte de acucar, a fertilidade do
pélen e o crescimento em meio salino, respectivamente em: tomate, arabidopsis,
populus e pepino (GEVAUDANT et al., 2007; MERLOT et al., 2007; VITART et al.,
2001; ZHAO et al., 2000).

Além de ions, o transporte de compostos organicos, tais como os agucares,
também € dependente da atividade bombeadora da H*-ATPase. Uma reducdo na
expressao dessa ATPase acarreta em diminuicdo significativa no transporte de agucar a
partir dos tecidos fotossintetizantes ou fontes para tecidos dreno, tais como raizes ou
flores de pepino (ZHAO et al., 2000).

As ATPase de membrana plasmatica pertencem a superfamilia de ATPases do
tipo P que compartilham a caracteristica de passar por um intermedidrio com um
aspartato fosforilado durante o ciclo catalitico a qual nesse estado fosforilado elas
estariam ativadas (SPERANDIO et al., 2011).

Nas H*-ATPases tipo P, a subunidade minima funcional a ser considerada é um
mondmero (GOORMAGHTIGH et al., 1986; BRISKIN & REYNOLDS-NIESMAN,
1989), com aproximadamnte 100 kDa (BRISKIN & REYNOLDS-NIESMAN, 1989;
OTTMANN, 2007; KANCZEWSKA, 2005).

A estrutura da H*-ATPase (Figura 3) apresenta segmentos que se projetam para
o citoplasma e dez segmentos transmembrana (TM1-TM10) englobando um pequeno
lago entre TM2 e TM3 e um grande laco entre TM4 e TMS (DUBY & BOUTRY, 2009;
EKBERG et al., 2010).

A H*-ATPase de Arabidopsis thaliana denominada de AHA2 H*-ATPase
também foi cristalizada e revelou ser uma proteina dimérica (ALSTERFJORD et al.,
2004). Recentemente foi obtida a estrutura tridimensional da isoforma da AHA2

destituida de seu dominio C-terminal de regulacdo (PEDERSEN, 2007).
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Figura 3. A estrutura representa uma forma ativa da bomba de prétons, sem o C-
terminal auto-inibidora, complexada com Mg-AMPPCP. Com as dez hélices
transmembrana, laranja, verde e marrom, como indicado; sitio de ligacdo a nucleotideo
dominio (N), o vermelho, o dominio de fosforilagdo (P), azul, e o dominio actuador (A),
amarelo. Mg-AMPPCP se encontra na interface entre os dominios N e P e é mostrado

como um A. A caixa cinza retrata a localizacdo aproximada da membrana plasmatica

(EKBERG et al., 2010).

Briskin (1989) mostrou que a relacdo entre ATP hidrolisado e transporte de
prétons liquido € de 1:1, no entanto, o desacoplamento parcial entre a hidrélise de ATP
e transporte de protons, ja foi sugerido por Morsomme et al. (2002). H4 suspeita de que
o préton seja transportado como um fon hidronio (H3O"). Esta suspeita se deve ao fato
do tamanho deste fon ser proximo ao de outros fons transportados pelas H*-ATPase e

que a enzima pode ser inibida por DO (BUCH-PEDERSEN et al., 2006). Além disso, a
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modelagem por homologia, sugere a presenca de um sitio de ligagdo com hidronio
contribuido pelos quarto, quinto e sexto segmentos transmembranares da H*-ATPase
correspondente a isoforma AHA2 de Arabidopsis (BUKRINSKY et al., 2001).

Segundo Bukrinsky et al. (2001), os segmentos da membrana 4, 5 e 6 definem
uma cavidade na regido intramembranar com residuos polares e carregados, capaz de
acomodar cerca de 12 moléculas de dgua.

A enzima passa por dois estados conformacionais E1 e E2, que apresentam
diferencas na afinidade pelo préton e na reatividade pelo ATP. No estado E1, ocorre alta
afinidade pelos H* e pelo ATP. Apds a hidrdlise a energia liberada causa alteragdes
conformacionais para o estado E2, que tem uma fosforilacdo na sua estrutura e menor
afinidade por H*, sendo os mesmos liberados no meio extracelular. O préton atinge o
sitio de ligacdo através de uma via localizada entre os segmentos transmembrana 1, 2 e
4. Apés a mudanca conformacional da enzima (transi¢cdo E1-E2), a cavidade € aberta e o
préton € liberado no ambiente externo (MORSOMME et al.,2002)

Em leveduras e plantas, os dominios de regulacdo (R-dominios), inibem a
atividade da enzima. Eles ndao compartilham nenhuma sequéncia com identidade
significativa e sdo de diferentes comprimentos, sugerindo que evolutivamente sao
diferentes, sendo portanto, uma boa regido para diferenciar as vérias isoformas. Contudo,
ambos tém pelo menos um residuo fosforilavel na regido C-terminal, que quando
fosforilados desencadeia a ativacdo da enzima (DUBY & BOUTRY, 2009). Durante a
atividade da H*-ATPase, a fosforilagdo do pentltimo residuo, uma Treonina, dispara a
ligacdo de proteinas reguladoras deslocando o dominio inibidor R, ativando a enzima. A
regulacdo por fosforilagdo e desfosforilagdo da H*-ATPase, resulta na ativagdo ou
inibicdo da enzima respectivamente (GEVAUDANT et al., 2007).

O dominio regulador contém dois clusters, Rl e R-II, que tém sido sugeridos
para manter a enzima com um nivel baixo de atividade. Estes clusters foram
identificados pelo rastreamento genético de mutagdes da isoforma PMA2 da H*-ATPase
de Nicotiana plumbaginifolia que melhorou a atividade (LEFEBVRE et al., 2004).
Mutacdes destes dois grupos de aproximadamente 20 residuos, separados por
aproximadamente 20 residuos, aumenta a atividade da enzima, provavelmente,
impedindo a ligacdo destes dominios ao resto da enzima e/ou permitindo uma melhor
acessibilidade do C-terminal de fosforilagdo (EKBERG et al., 2010).

Plantas transgénicas tém sido utilizadas para melhor demonstrar o papel do H*-

ATPase (MERLOT et al., 2007). Contudo, o grande niimero de isoformas expressas em
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alguns tipos de células tornam a andlise inconclusivas, pois essas plantas ou nao
mostram um fendtipo ou mostram um fendétipo pleiotropico muito forte como em
Arabidopsis (PALMGREN, 2001). O silenciamento gé€nico nesta mesma espécie, tem
mostrado muitas vezes que a inibi¢do de um tunico gene de uma isoforma, gera uma
acdo regulatéria distinta com o intuito de compensar a isoforma silenciada (ARANGO
et al., 2003).

Exposicao de calos de Populus euphratica ou Medicago sp. ao sédio levou a um
aumento da expressao de H*-ATPase e de sua atividade (YANG et al., 2007; SIBOLE
et al., 2005). A superexpressdo em tabaco de uma PMA4 constitutivamente ativada
(formado pela exclusdo de seu dominio C-terminal inibitério) aumentou a atividade de
bombeamento de prétons na membrana plasmadtica, resultando em uma maior tolerancia
ao estresse salino da planta, a ativagdo da H*-ATPase também provoca um aumento no
gradiente do potencial transmembranar, que € critico para a manuten¢do da pressao
osmotica, que depende, em parte do transporte ativo de fons (VAN VOLKENBURGH ,
1999).

O mecanismo de ativa¢do da H*-ATPase envolve a fosforilagdo do pendltimo
residuo (treonina) e a ligacdo de proteinas 14-3-3. No entanto, a identificacdo do
complexo H*-ATPase/14-3-3 em estudos in vivo na planta ainda é dificil de ser
evidenciado, sendo que a ligacdo s6 pode ser identificada nas células guarda sob a
incidéncia de luz azul de ativacdo (KINOSHITA & SHIMAZAKI, 1999, 2002; YANG
et al., 2010). O fato da H*-ATPase estar envolvida em diversas funcgdes fisioldgicas
sugere a existéncia de multiplas func¢des de regulacao (DUBY & BOUTRY, 2009).

As H*-ATPases tipo-P sdo importantes agentes moleculares que determinam o
controle e aquisi¢do de nutrientes as plantas e o particionamento desses elementos nos
diferentes tecidos (ARANGO et al., 2003; PALMGREN, 1998; PALMGREN, 2001;
SONDERGAARD et al., 2004).

Onze genes que codificam para H*-ATPases tipo-P (AHA1-11) foram
identificados em Arabidopsis thaliana cujas sequéncias podem ser encontradas no
GenBank (Tabela 1). A expressdo génica de cada membro dessa familia de H*-ATPases
foi estudada em Arabidopsis thaliana. Dois genes, AHAI e AHA2, por serem
constitutivos em plantas parecem funcionar como genes necessarios para a homeostase
i6nica. AHAI € encontrado no caule, enquanto que AHA2 ¢é predominantemente
expresso nas raizes, principalmente nos pélos radiculares (GAXIOLA et al., 2007).

AHA3, AHA4 e AHAII também sdao bem expressos em toda a planta, mas ndo com a
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mesma intensidade. Algum grau de especializacdo é visto com AHA4 que tem alta
expressao na endoderme da raiz de acordo com estudos usando gene repérter (VITART

et al.,2001).

Tabela 1. Relacdo dos genes das H*-ATPases de membrana de Arabidopsis thaliana

N® de acesso Nome do gene Representagdo do gene

no texto
P20649/AC003673 At2g18960 AHAI
P19456/AL161576 At4g30190 AHA2
P20431/AB019233 At5g57350 AHA3
QI9SUS8/AL049658 At3g47950 AHA4
Q9SJB3/AC006954 At2g24520 AHAS
Q9SH76/AC007662 At2g07560 AHAG6
QILY32/AL163852 At3g60330 AHA7
QIM2A0/AL138640 At3g42640 AHAS
Q42556/AC011713 At1g80660 AHA9

Q43128/S74033 Atlgl17260 AHAIO
QI9LV11/AB020751 At5g62670 AHAII

Andlises de genes repdrter mostram que o promotor da AHA3 € ativo em células
companheiras do floema da folha (DEWITT et al., 1991). Padrdes de expressdo de
AHAS (pouco expressa em toda a planta), AHA6, AHA9 (predominantemente expresso
em anteras), AHA7, AHAS8 (expressa quase exclusiva do pdélen) e AHA 10 (maiores niveis
de transcricdo em siliques) sugerem que as proteinas codificadas por esses genes tém
funcgdes especializadas (BAXTER et al., 2005). AHAI, AHA2, AHA3 e AHAII sao os
transcritos mais importantes do grupo das H*-ATPase tipo-P encontrados nas folhas
(ALSTERFJORD et al., 2004).

As isoformas AHAI, AHA2, AHA4 ¢ AHAIIl também foram detectadas na
maioria dos tecidos estudados (SHAHOLLARI et al., 2004; SAZUKA et al., 2004;
NUHSE et al., 2004; NUHSE et al., 2003; NELSON et al., 2006; ALEXANDERSSON
et al., 2004). Esses dados reforcam que estas isoformas correspondem aos principais

transcritos da H*-ATPase de membrana plasmatica em plantulas e folhas.
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Usando uma abordagem protedmica todas as isoformas, exceto AHAS, foram
detectadas em cotilédones (SHAHOLLARI et al., 2004; SAZUKA et al., 2004), plantas
inteiras (NUHSE et al., 2003; NUHSE et al., 2004), folhas ou ramos (NELSON et al.,
2006; ALEXANDERSSON et al., 2004).

Um alelo dominante mutante de AHA4, que em principio poderia influenciar
outras isoformas na mesma célula, dd origem a maior sensibilidade ao sal
(ALSTERFJORD et al., 2004), sugerindo um papel para esta bomba no controle da
homoestasia idnica na endoderme, que poderia estar relacionado ao controle da
ascensdo do sédio para a parte aérea.

Um grande nimero de sinais externos resultam em mudancas na atividade H*-
ATPase da membrana plasmatica em vesiculas isoladas apds diversos tratamentos como
estresse salino como sinal ativador, a baixa temperatura, e o esgotamento de agucares,
como sinais inibidores (GAXIOLA et al., 2007).

AlteracOes nos niveis de transcricdo estdo muitas vezes dissociados das
alteracdes correspondentes na atividade protéica e/ou fluxos de solutos. Logo, €
provivel que as modificagdes pods-transcricionais das H*-ATPases de membrana
plasmadtica, alterem a atividade desta bomba e por consequinte do desenvolvimento da
planta (HAGER et al., 1991).

Sal e/ou estresse hidrico aumentaram o nivel de expressdo dos genes da H*-
ATPase tipo-P em varias espécies como: arabidopsis, soja, pepino e tomate (MITO et
al., 1996; MAATHUIS et al., 2003; SANTI et al., 2005; SHEM et al., 2005).

Sem a préton ATPase tipo P, o gradiente eletroquimico de membrana plasmética
ndo poderia ser estabelecido. Considerando que este gradiente € responsdvel pelo
funcionamento de alguns transportadores de membrana plasméatica como o
transportador SOS1 (Na*/H*) (MUNNS & TESTER, 2008), um aumento na atividade
de SOSI1 deve estar associado a um aumento na atividade da H*-ATPase da membrana

plasmatica.

3.2.4 As bombas de prétons vacuolares

Os vacuolos sdo organelas encontradas predominantemente em vegetais, onde
desempenham vdrias fungdes associadas principalmente a compartimentalizacio e

armazenamento de solutos, contribuindo para a regulacdo osmética da célula, mais
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especificamente do citoplasma. Em condi¢des de estresse salino o vactolo tem
importante fungdo na manutencdo da homeostasia idnica do citoplasma, tendo em vista
que os fons Na" podem ser compartimentalizados nessa organela através de

transportadores especificos (GUPTA & HUANG, 2014).

Nos vacuiolos vegetais ja foram descritos dois grupos de bombas de prétons: as
pirofosfatases que utilizam como substrato o pirofosfato e as préton ATPases, que

utilizam o ATP como substrato (GUPTA & HUANG, 2014).

Frequentemente, as plantas apresentam vias metabdlicas paralelas que usam
tanto nucleotidios quanto pirofosfato como fontes alternativas de energia. Essa maior
versatilidade das plantas em relagdo aos mamiferos deve-se a presenga destas duas
bombas funcionando em paralelo em tonoplastos. A préton ATPase estd presente nos
eucariontes e a pirofosfatase (PPase) tém sido encontrada em todas as plantas e em

algumas procariontes (REA & POOLE; 1993).

Algumas hipéteses sdo sugeridas para a existéncia de duas bombas numa mesma
membrana: a) a V-PPase funcionaria como uma alternativa (“back-up”) para a V-
ATPase em condi¢des em que o fornecimento de ATP fosse limitado; b) que a V-PPase
¢ reversivel e pode usar o gradiente de H" que se estabelece através do tonoplasto para
sintetizar PPi; ou c¢) que a energia livre, dissipada como calor por uma PPase soluvel,
pode ser conservada como gradiente de prétons se a V-PPase funcionar como bomba in

vivo (LEIGH et al., 1992).

z

Para o seu correto funcionamento € necessdria a formagdo de um gradiente
eletroquimico (ApH™) entre o lado interno (condigdo 4cida do suco vacuolar) e externo
da membrana vacuolar (tonoplasto). Este gradiente é gerado pelas bombas de prétons
vacuolares, que sdo as Pirofosfatases (V-Ppases) e as proton atpases vacuolares (H*-
ATPase tipo V). Estas bombas de prétons utilizam dois substratos distintos, o
pirofosfato (PP1) para a atividade das V-Ppases e o ATP para o funcionamento da
ATPase vacuolar (OTOCH, 1999; OHTA et al., 2002), no entanto, ambas bombas de H*
atuam exercendo a mesma func¢do. Ja foi constatado que o estresse salino aumenta a
atividade das V-Ppases e das H*-ATPase tipo V (OTOCH, 1999), mas, alguns autores
também reportaram que o estresse salino reduz a atividade destas bombas (WANG et al.,

2000). Uma regulacao diferenciada entre elas, onde o estresse salino acarretou um
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aumento da atividade da H* ATPase vacuolar e uma reducio da atividade das V-Ppases

em hipocdtilos de feijao de corda também foi observada (OTOCH, 1999).

As enzimas de bombeamento de prétons vacuolares participam de importantes
processos no vacuolo: atuando na regulacdo da pressdo de Turgor, na manutengdo do
pH citoplasmatico, na homeostase id0nica € no armazenamento de metabdlitos
secundarios. As ATPase tipo V s@o as principais bombas de prétons encontradas em
células maduras, enquanto que, as pirosfosfatases sao as mais importantes encontradas

em células vegetais jovens (AGARWAL et al., 2013).
3.2.4.1 H*-ATPases tipo V (vacuolares)

As H*-ATPases tipo V (V-ATPases), também conhecidas como préton ATPases
vacuolares, receberam esta denominag@o por terem sido inicialmente identificadas em
tonoplastos, mesmo tendo sido depois identificadas em outros sistemas de
endomembranas a denomina¢do ainda permanece. As V-ATPases representam uma
classe tnica de H*-ATPases por terem um pH 6timo neutro em lugar de alcalino e por
apresentarem um padrdo de inibidores distintos. Elas sdo insensiveis a azida (BARKLA
& PANTOIJA, 1996; OTOCH, 1999) e mais sensiveis do que as F-ATPase (ATP
sintases) (PANKE er al., 2000) ao nitrato, a bafilomicina A e Concanamicina C
(AGARWAL et al., 2013).

As V-ATPase sdo enzimas encontradas em fungos e plantas, com multi
subunidades compostas por dois complexos: o complexo periférico V1 consiste de oito
subunidades (A, B, C, D, E, F, G e H) responsavel pela hidrdlise do ATP, e o complexo
integral de membrana V0, este presenta seis subunidades (a, c, ¢’, ¢’’, d e e)
responsavel pela translocagdo de préotons (GAXIOLA et al., 2007). Contudo, o modelo
estrutural baseado em microscopia eletronica, das V-ATPase provenientes de células
eucaridticas de plantas e das subunidades individuais determinadas por cristalografia de
raio-X mostrou que a estrutura geral da V e F-ATPase é marcadamente similar
sugerindo que elas podem também ter molde estrutural comum (GAXIOLA et al.,
2001).

Em plantas, como em todos os eucariotos superiores, hd muitas subunidades da
V-ATPase que sdo codificadas por familias de genes. Em Arabidopsis, 13 subunidades

(nenhuma ¢’ € encontrada em plantas) sdo codificadas por um total de 27 VHA-genes e
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se todas as combinagdes de isoformas fossem usadas teriamos centenas de complexos
da V-ATPase (SZE et al., 2002 apud GAXIOLA, 2007).

Os “componentes principais” (subunidade A, B e C) tém sido localizados em
todas as ATPases tipo V estudadas, sugerindo que essas subunidades seriam essenciais
para o seu funcionamento. As outras subunidades vistas na literatura foram isoladas
somente em algumas espécies. As diferencas na composi¢cao de subunidades entre as V-
ATPase de plantas sugerem que a composicao das subunidades pode ser especifica do
tecido ou regulado pelo meio ou pelo desenvolvimento (LUTTGE & RATAJCZAK,
1997). Essas subunidades estio distribuidas em dois setores (V1 e VO).

Subunidade A (VHA-A): a subunidade A de varias fontes de V-ATPase j4 foi
clonada e sequenciada e mostrou possuir uma variacdo em sua massa molecular de 67 a
73kDa. A subunidade A € uma subunidade catalitica, tem a funcdo de catalisar a
hidrélise do ATP. Baseado na anélise do perfil de expressao, a subunidade A € um fator
limitante da atividade da holoenzima e € expressa em baixo nivel em condicdes normais,
mas em condi¢des de estresse salino a expressao pode aumentar rapidamente (ZHAO et
al., 2009). Ela contém um sitio de ligacdo ao nucleotideo e a ligacdo dessa subunidade a
andlogos de adenina, inibe a atividade de hidrdlise de ATP (LUTTGE & RATAJCZAK,
1997). Logo ela é conhecida como sendo a subunidade catalitica da enzima.

Subunidade B (VHA-B): a subunidade B ¢ uma subunidade regulatéria e
também participa da formacao do sitio catalitico. A existéncia de multliplas isozimas
indica a complexidade e a importancia dessa fun¢ao regulatéria, como foi refletido na
mudanga da expressdo da subunidade B em condicdo de estresse salino (ZHAO et al.,
2009). Assim, a subunidade B possui sitio de ligacdo ao substrato, mas ndo € a
subunidade catalitica. A massa molecular deduzida varia de 53,7 a 54,7 kDa
(RATAJCZAK, 2000).

Subunidade C (VHA-C): a subunidade C é formada por polipeptideos com
massas moleculares aparente de 37 a 52 kDa. A funcdo da subunidade C € estabilizar a
ligacdo ente os dominios V1 e VO e € induzida em diferentes estagios por estresse salino
(ZHAO et al., 2009).

Subunidade D (VHA-D): a subunidade D tem massa de 29,1 kDa. A subunidade
D forma a eixo central da estrutura do dominio V1 e é uma subunidade essencial para o
transporte de protons e hidrélise do ATP (XU & FORGAK, 2000).

Subunidade E (VHA-E): a subunidade E € encontrada sendo parte do setor

periférico ou haste sustentadora fisicamente e que promove a ligacio do dominio
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periférico VI com o dominio VO de membrana, ela é muito importante para a
montagem do dominio VO dentro da membrana (ZHAO et al., 2009).

Subunidade F (VHA-F): a subunidade F participa da formacdo da haste central,
junto com a subunidade D. Ela exerce uma importante funcdo estabilizando a interagao
entre V1 e VO (ZHAO et al., 2009).

Subunidade G (VHA-QG): a subunidade G € representada por um polipeptideo de
12,5 kDa. A subunidade G pode estar envolvida no acoplamento da hidrdlise de ATP e
transporte de H* (RATAJCZAK, 2000). A subunidade G liga-se fortemente a
subunidade E e o sal induz um aumento coordenado da expressao de ambas subunidades
(ZHAO et al., 2009).

Subunidade H (VHA-H): assim como a subunidade C participa estabilizando a
ligacdo ente os dominios V1 e VO e € induzida em diferentes estagios por estresse salino
(ZHAO et al., 2009).

Subunidade ¢ (VHA-c): a subunidade ¢ constitui a estrutura chave do dominio
VO e forma um hexdmero. E uma proteina altamente hidrofébica contendo quatro
dominios intramembrana (RATAJCZAK, 2000).

Subunidade d (VHA-d): a subunidade d € ligada firmemente com a subunidade ¢
e participa estabilizando o corpo do dominio V0. Essas duas subunidades sao induzidas
por estresse salino em diferentes estdgios (ZHAO et al., 2009).

Evidenciando diferentes funcdes da V-ATPase no metabolismo celular, pode-se
propor a hipdtese que algumas isoformas corresponderam a genes de manutengio,
enquanto que outras sdo expressas dentro de condicdes de estresses ambientais. Porém,
faltam evidéncias para confirmar a expressdo de diferentes isoformas como resposta ao
estresse ambiental ou a presenca de diferentes isoformas em diferentes membranas
celulares (SOBREIRA, 2009).

Devido as importantes fun¢des desempenhadas pelo vactolo € esperado que a
atividade da V-ATPase, que é a maior bomba de H" do tonoplasto, seja modulada para
acompanhar as mudangas ambientais e metabdlicas. A despeito da importancia da
enzima para energiza¢do vacuolar, estudos detalhados nas respostas da V-ATPase ao
nivel de transcrito de proteina e de atividade foram encontrados em condi¢des de
estresse salino (SOBREIRA, 2003).

Os niveis de mRNA das subunidades da V-ATPase e a quantidade dessa
proteina sao alterados em resposta aos estresses ambientais. Uma caracteristica comum

de proteinas vegetais altamente reguladas parece ser a oscilacio enddgena das
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quantidades de transcritos e tal oscilagdo foi demonstrada para a subunidade ¢ da V-

ATPase de M. crystallinum (ROCKEL et al., 1997).

3.2.4.2 As Pirofosfatases

As Ppases (V-Ppases) foram inicialmente localizadas em vacuolos, dai entdo
passaram a ser consideradas enzimas marcadoras de vaciolo (REA & POOLE; 1993).

Essa enzima mostra-se ndo s6 necessaria como suficiente para o transporte de H*
dependente de pirofosfato. O primeiro cDNA da V-PPase foi clonado a partir de A.
thaliana (SARAFIAN et al., 1992) através de exame imunoldgico de uma biblioteca de
expressdo. Desde entdo cDNAs foram clonados de varias espécies vegetais: trigo,
beterraba, tabaco, arroz (SAKAKIBARA et al., 1996), feijao e abébora (MARUYAMA
etal., 1998).

As prétons-pirofosfatases sdo bombas de proétons eletrogénicas que acidificam
vacuolos em células vegetais. O substrato para as PPases, e o PPi, que é um subproduto
de vérios processos metabdlicos, como a polimerizacio de DNA e RNA, sintese de
aminoacil-tRNA, formag¢dao de ADP-glicose e UDP-glicose, (MARTINOIA et al., 2007),
conversdo do piruvato em fosfoenolpiruvato (MARTINOIA et al., 2007).

A pirofosfatase é um polipeptideo simples, encontrado em varios seres, porém,
nio foi ainda encontrado em fungos (MARTINOIA er al., 2007). Sao protéinas
altamente hidrofobicas, consistindo de 14 a 17 dominios transmembranares o-hélice,
com massa molecular de aproximadamente 80 kDa e sua funcdo estd associada a
geracdo de um gradiente de prétons através de endomembranas usando a energia da
ligacdo do fosfoanidrido das moléculas de pirofosfato (PPi) (MARTINOIA et al., 2007).

Em plantas, foram identificados dois tipos filogeneticamente distintos de V-
PPase: tipo I, dependente de K* citosdlico para a sua atividade e sdo moderadamente
sensiveis a inibicdo por Ca**, e a do tipo II, que sdo insensiveis ao potdssio, mas
extremamente sensiveis ao Ca’>* (GAXIOLA et al., 2007).

No sitio catalitico das V-PPases encontramos um sitio ligante de Mg-PPi,
responsavel pela hidrélise do PPi e adicionalmente existem cinco voltas citoplasmaticas
que sdo responsaveis pela conversio da energia da hidrélise, trés dos quais estdo

frequentemente conservadas em todas as PPases (GAXIOLA et al., 2007).
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Normalmente, a atividade da V-PPase € maior em tecidos jovens, contudo, em
alguns casos a V-PPase é também a principal bomba de préton em células de plantas
maduras (MARTINOIA et al., 2007).

A quantidade de V-PPase encontradas no tonoplasto varia de acordo com as
condic¢des fisiologicas e também em resposta a estresses ambientais. O mecanismo
regulatério da expressdo génica da V-PPase e a regulacdo pds-traducional ainda requer
mais estudos para sua completa elucidagdo (GUPTA & HUANG, 2014).

As sequéncias de aminoécidos das V-PPases sdo altamente conservadas, onde
observamos que os C-terminais sdo relativamente conservados e podem ser cruciais na
manuten¢do da atividade enzimatica (LI er al., 2008). Recentemente, Yu et al. (2011)
mostraram que a super-expressao da pirofosfatase em Arabidopsis, resultou no aumento
da divisdo celular e no aumento do transporte de auxinas. Brini et al. (2007)
demonstraram que plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas com super-expressao
das bombas de prétons vacuolares V-ADPG (TVPI) e ou Na*/H*antiporte (TNHX1) sdo
muito mais resistentes a altas concentracdes de NaCl e ao estresse hidrico, em relagdo a
linhagem selvagem. Estas plantas transgénicas acumularam mais Na* e K* nas folhas do

que a linhagem selvagem.

A expressdao e/ou a atividade destas bombas pode ser induzida por estresse
ambiental. Este tipo de regulacdo parece ser necessdria para uma adaptacdo ao sal,
estando associada a tolerancia a esse estresse. J4 foi verificado, que o estresse salino
afeta a atividade da V-PPase, tanto em relac@o a quantidade proteica como em relagdo a
expressdo dos genes em espécies como Suaeda salsa e Salicornia bigelovii

(BALLESTEROS et al., 1996; FUKUDA et al., 2004; WANG et al., 2006).

3.2.5 Os transportadores vacuolares NHX

As proteinas NHX (Natrium Proton Exchange), sdo consideradas como as
principais envolvidas no sequestro do sédio do citoplasma para o vactolo, para prevenir
a toxicidade causada por este ion no citoplasma (APSE & BLUMWALDB, 2007). O
excesso dos fons sodio sdo muitas vezes removidos do citoplasma, por meio de
processos de compartimentaliza¢do, sendo o vacuolo o principal compartimento nas

células vegetais que se presta a este fim (VOGELI-LANGE & WAGNER, 1990). Esta
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compartimentalizagdo acarreta na diminui¢do do desquilibrio i06nico causado pela
toxicidade do fon Na*, quando em elevadas concetragdes no citoplasma, prevenindo
assim sua circulacio pelo citoplasma onde causaria interferéncia na atividade de vérias
enzimas (CAVALCANTE et al., 2010).

Apesar do grande papel do efluxo de Na* no metabolismo, a propor¢ao das taxas
de fluxo versus taxas de efluxo indica que, ao longo do tempo, Na" acaba por,
acumulam-se no citosol de células de raizes, e, eventualmente, em todos os demais
tecidos da planta (APSE & BLUMWALDB, 2007). Assim, a compartimentacao de ions
de Na* em vactolos é considerada como um mecanismo fundamental para evitar o
efeitos da toxicidade do Na* no citosol, proporcionando um mecanismo de ajustamento
osmotico adicional, contribuindo para a absorcao da dgua e manutencdo da pressdo de
turgor (APSE & BLUMWALDB, 2007). A excre¢do para o apoplasto, assim como a
compartimentalizacdo, provém de condi¢des ideais no metabolismo celular, entretanto,
o resultado destes distintos processos € diferente (MARTINOIA et al., 2007).

As NHX, ja foram descritas inicialmente como sendo, as trocadoras seletivas
Na*/H* (SOBREIRA, 2009). Posteriormente, se descobriu em Arabidopsis uma familia
multigénica para este transportador, onde foi evidenciado que o gene AtNHXI mediava
tanto o transporte de Na*/H*, quanto de K*/H" em vesiculas de tonoplasto de tomate

transgénico (ZHANG & BLUMWALD, 2001).

As células de plantas tratadas com altas concentragdes de sédio podem manter
uma alta taxa K*/Na* no citoplasma e controlar o balan¢o osmdtico na célula e a
acumulacdo de Na* ambiental nos vactolos (FUKUDA et al, 2004). A
compartimentaliza¢do do Na* e do CI" no vactiolo também contribui para a manutengdo
do “status hidrico” da célula, juntamente com solutos organicos que sao 0s principais
osmolitos acumulados no citosol e nas organelas para balancear o ‘““status” osmaético das
células de plantas crescidas expostas a salinidade (YOKOI et al., 2002). A NHX pode
realizar a troca de Na*/H® bem como a troca de K*/H* em algumas condigdes
(ZAHRAN et al., 2007).

Foi observado que as NHX em condicdes normais de crescimento contribuem
para absor¢do do K™, este fon fica armazenada no interior dos tonoplastos, auxiliando na
manuten¢do da pressdo de turgor e na regulacdo do pH (GUPTA & HUANG, 2014).
Sob efeito de estresses salinos e/ou osmotico, as NHXs exercem uma funcdo de

prote¢do, por meio da compartimentalizacdo vacuolar de Na*, e, em alguns casos, de K*,
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desta forma, prevenindo os efeitos toxicos de uma alta relagdo Na*/K* no citosol

(XINGYU, 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao e preparo das sementes de Vigna unguiculata

O Laboratério de Sementes da Universidade Federal do Ceard disponibilizou
sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivares Pitidba e Setentdo (100 sementes
de cada cultivar), que foram multiplicadas em Neossolo, usando a adubacdo bdsica
recomendada pela EMBRAPA, com irrigagdo didria. As sementes colhidas foram
selecionadas por peneiramento para o tamanho 17 MESH (unidade de medida para

selecdao de sementes), visando assim a padronizagdo dos resultados.

4.2 Germinacao das sementes de Vigna unguiculata

As sementes selecionadas dos cultivares Pitidba e Setentdao, foram imersas em
solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) 0,5%, por 5 minutos para eliminacdo de
possiveis patdgenos e posteriormente, lavadas com dgua destilada para remog¢dao. Em
seguida, as sementes foram imersas em dgua destilada por um periodo de 30 minutos.
Posteriormente as sementes foram semeadas. A germinacdo das sementes ocorreu em
areia grossa peneirada e previamente autoclavada a 121°C por 15 minutos. As sementes
(15 unidades de cada cultivar por vaso) foram distribuidas em vasos plasticos escuros
(capacidade de 6 litros) contendo 4 litros de areia grossa e dgua destilada (capacidade de
campo), estas condigdes foram mantidas durante 96 horas. Durante todo o periodo de
crescimento as plantas foram mantidas na casa de vegetacdo do Departamento de

Bioquimica e Biologia Molecular (Universidade Federal do Ceara).

4.3 Cultivo hidroponico de Vigna unguiculata e aplicacio do NaCl.

96 horas apds a semeadura, em areia grossa, as plantulas foram cuidadosamente
retiradas dos vasos, com o auxilio de dgua corrente para a remocdo do substrato e
transferidas para a hidroponia em solucao nutritiva (HOAGLAND & ARNON (1950)) a
1/4 de forga por 72 horas. Ao término deste tempo, a solugdo foi substituida por solugdo
nutritiva (HOAGLAND & ARNON (1950)) modificada a 1/2 de forca por mais 72
horas. Em seguida, as plantas foram colocadas em solu¢des nutritivas 1/2 de forca, em

auséncia e presenca de NaCl (0, 25, 50, 75 e 100 mM). Durante todo o periodo de
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crescimento as plantas foram mantidas na casa de vegetacdo do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (Universidade Federal do Ceara). Posteriormente com
120 horas ap6s a aplicacao do NaCl (plantas com 15 dias apés a semeadura) o material
vegetal (raizes, caules e folhas) foi coletado para a obteng¢do de dados morfofisioldgicos

e posteriormente analises bioquimicas e moleculares.

4.4 Delineamento experimental

O experimento foi realizado de forma fatorial 2X5 (2 cultivares (Pitiiba e
Setentdo) e 5 concentragdes de NaCl (0, 25, 50, 75 e 100 mM)), sendo utilizadas 30
plantas por tratamento (n=30) de cada cultivar (300 unidades experimentais), O

experimento foi conduzido seguindo um delineamento inteiramente casualizado.

4.5 Analise estatistica

Para a determinag¢do dos parametros fisiologicos e bioquimicos foi utilizado
n=30, sendo aplicado, os dados foram submetidos a andlise de variancia unidirecional
(ANOVA) e a significancia comparada, usando o teste de Tukey a um nivel de
confianca de 5% (p < 0,05).

Para as andlises de expressdo génica os experimentos foram realizados em

triplicatas, sendo determinado o desvio padrao.

4.6 Determinacao de parametros fisiologicos e bioquimicos

4.6.1 Determinacao dos comprimentos dos diferentes orgaos

Ap6s 15 dias da germinacgdo (120 horas da aplicacio do estresse) os 6rgaos das
plantas [raiz, caule e primeiro par de folhas (trifoliadas)] foram coletados. Os 6rgaos
foram lavados, cortados e imediatamente medido o comprimento em cm para o

estabelecimento da razao raiz/parte aérea.

4.6.2 Estabelecimento da razao raiz/parte aérea

Com os dados de comprimento dos 6rgdos das plantas [raiz, caule e primeiro

par de folhas (trifoliadas)] foi posteriormente determinada a razdo raiz/parte aérea.
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4.6.3 Determinacao da area foliar

A drea foliar do primeiro par de folhas trifolioladas, foi determinada utilizando-
se de um medidor de superficie (LI-3100, Area Meter, Li-Cor., Inc., Lincoln, Nebraska,

USA).

4.6.4 Determinacao do peso fresco e seco dos diferentes orgaos

Durante a coleta, os 6rgaos foram lavados, cortados e imediatamente pesados em
balanca analitica. Apés este procedimento, o material foi transferido para sacos de
papel furados e mantidos em estufa de circulacdo de ar a 70 °C até peso constante. A
quantidade de 4gua em cada 6rgdo foi determinada através da diferenga entre o peso
fresco e o peso seco. Estes dados foram utilizados para estabelecer a razao massa seca

da parte aérea/massa seca de raizes (MSPA/MSR).

4.6.5 Determinacao do percentual de agua dos diferentes orgaos

Usando os dados de peso fresco e peso seco, foi possivel estabelecer o
percentual de 4gua que cada orgdo continha por meio das féormulas:

Peso de Agua = Peso Fresco - Peso Seco

Peso fresco 100%
Pesode Agua X

Onde X =% de Agua
4.6.6 Determinacio da concentracio de Na* e K* soliiveis nos diferentes
orgaos
As amostras secas dos 6rgdos (raizes, caule e primeiro par de folhas trifoliadas)

das plantas foram maceradas usando gral e pistilo e mantidas em tubos eppendorf

fechados a temperatura ambiente até a determinacdo do conteido de Na* e K* soldveis.
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As 50 mg de amostras de massa seca foram adicionados a 10 mL de dgua deionizada a
100 °C por 60 minutos em tubos hermeticamente fechados para a extracdo dos ions
soliveis. Ap0s resfriamento, os extratos foram centrifugados a 3000 g por 10 min. e os
sobrenatantes foram filtrados em algoddo e lidos em fotometro de chama (Micronal,
modelo 462) com realizagao de curva de calibracdo de 0 a 1000 umol/L com solucdes
padrao de Na* e K*, sendo realizadas as devidas dilui¢des com dgua deionizada sempre
que foi necessdrio (MALAVOLTA et al., 1989). Os resultados foram expressos em

umol g'ms de Na* ou K*.

4.6.7 Determinacao da concentracio de prolina nos diferentes orgaos

As concentragdes de prolina foram determinadas nos 6rgdos (raizes, caule e
primeiro par de folhas trifoliadas) de acordo com o método de Bates (1973), que tem
como base a reacdo com a solucdo de ninhidrina 4cida (1,25 g de ninhidrina, em 30 mL
de acido acético glacial e 20 mL de 4cido fosférico a 6,0 M). Em tubos de ensaio com
tampas rosqueadas, foram adicionados 1,0 mL do extrato celular (400 mg de tecido
seco macerado em 10,0 mL de de acido sulfosalicilico a 3%, depois centrifugado por
Sminutos), 1,0 mL de ninhidrina 4cida e 1,0 mL de &4cido acético glacial, sendo a
mistura aquecida a 100°C, por 1 h, para o desenvolvimento da reacdo que gera a cor.
Em seguida, os tubos foram resfriados em banho de gelo por 10 min. para interromper
a reagao. Apos o resfriamento, adiconou-se 2,0 mL de tolueno aos tubos, os quais
foram agitados vigorosamente e posteriormente deixados em repouso. Apds repouso e
formacdo de uma mistura bifésica, a fase superior (croméforo + tolueno) foi retirada
com o auxilio de uma pipeta Pasteur para a quantificacdo de prolina, que foi realizada
através de leituras de absorbincia em 520 nm, sendo o tolueno usado como branco.
Utilizou-se como padrdo uma curva feita com L-Prolina. A concentracdo foi expressa

em umol g'! ms.

4.6.8 Determinacao da concentracio de Malondealdeido nos diferentes

orgaos

Para a mensuracdo da concentracdo de Malondialdeido (MDA) que é um
indicativo da peroxidacdo dos lipidios de membrana, foi utilizado o teste para

substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico proposto por Cakmak e Horst (1991). Os
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extratos iniciais foram obtidos pela maceragdo, por 3 min. de 1g de tecido fresco em 4
mL de 4cido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O macerado foi filtrado em tecido de nailon
de malha fina e centrifugado a 15.000 g, durante 10 min. Todos os procedimentos foram
conduzidos a 4°C e o sobrenadante (extrato) foi armazenado a -25°C até o momento das
andlises. A reacdo ocorreu a partir da adi¢do de 0,5 mL do extrato a 1,5 mL de uma
solucdo de acido tiobarbiturico a 0,5% em TCA (20%). A mistura foi incubada em
banho-maria a 90°C, por 20 min., sendo a reacdo interrompida por meio de resfriamento
dos tubos em banho de gelo. A amostra foi entdo centrifugada a 10.000 g, por 5 min., e
o sobrenadante foi coletado para a determinacdo das leituras a 532 nm e a 660 nm. Os
teores de MDA foram estimados atraves da subtragdo dessas leituras e utilizando-se seu
coefienciente de extingdo molar (155 M cm™). Os resultados foram expressos em

nmol de MDA ¢! mf.

4.7 Estudos moleculares: Caracterizacio e expressao de genes de proteinas

envolvidas na extrusao/compartimentalizacao de Na*

Nesse trabalho foram estudados os genes de proteinas envolvidas na extrusio
(SOS1 e H* ATPases de membrana plasmatica) e compartimentalizacdo de Na* (NHX,
subunidade A da ATPase vacuolar e Ppases vacuolares.

Foram utilizados para a normalizacdo dos dados de expressdo por RT-qPCR

(PCR em tempo real) 6 genes constitutivos (EFlal, EFlo2, EFla3, EF1f, F-box, IDE).

4.8 Levantamento in silico das informacoes sobre os genes de interesse em

Vigna unguiculata

Os genes de Vigna unguiculata foram identificados através de buscas nos bancos
de dados de ESTs (etiquetas de sequéncia expressa) (187.487 sequéncias) do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e de GSS (sequéncias de levantamento do

genoma)(cerca de 260.000 sequéncias) do “Cowpea genomics”

(http://cowpeagenomics.med.virginia.edu/.), usando a ferramenta BLAST e sequéncias
homdlogas de Arabidopsis thaliana e Phaseulus vulgaris como sequéncia de busca. As
sequéncias dos genes de Phaseulus vulgaris foram anotadas previamente a partir de

dados gendmicos disponiveis no Phytozome (http://www.phytozome.net/search.php)

usando Arabidopsis thaliana como referéncia. A ferramenta CAP3 foi usada para


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://cowpeagenomics.med.virginia.edu/.)
http://www.phytozome.net/search.php
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obtencdo de contigs a partir das sequéncias homologas identificadas de V. unguiculata.
Ap6s a identificacdo dos genes, deduziu-se a sequéncia de cDNA e estas foram
traduzidas em sequéncias de aminodcidos através da ferramenta de traducdo Expasy

(http://www.expasy.org/).

4.9 Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

Devido as H*-ATPase tipo P e NHX serem codificadas por familias multigénicas
uma anélise filogenética foi necessdria para a classificacdo de cada membro da familia.

Apdés a identificacdo dos fragmentos de genes das espécies citadas
anteriormente, procedeu-se a andlise filogenética a partir dos cDNAs ou proteinas
deduzidas de H*-ATPase tipo P e NHX. Estas sequéncias, juntamente com as de
Arabidopsis thaliana da ordem Brassicales (usada como grupo externo) foram alinhadas
através do programa CLUSTAL W e a relacdo evoluciondria determinada pelo
programa MEGA 5.05 empregando o método Neighbor-Joining (SAITOU & NEI,
1987) com valores de bootstrap (1.000 replicatas) (TAMURA et al., 2011).

4.10 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) usados para as reacdes de PCR em
tempo real foram desenhados usando o programa Perl primer V1.1.20 (MARSHALL,
2011). Os primers para os genes codificadores das H*-ATPAses tipo P ¢ NHXs foram
desenhados a partir da sequéncia 3’ ndo traduzida (3°’UTR), devido a essas regides
serem menos conservadas em comparagdo com a regido codante que apresenta alta
identidade entre suas sequéncias de nucleotideos. Os primers para 0s genes
codificadores das Ppases, SubA da V-ATPase e SOS1 (na jungdo exon/exon) foram
desenhados a partir da sequéncia intermédiarias dos genes.

Os primers desenhados variaram em comprimento de 19 a 23 pb, com temperatura
de anelamento entre 50,5 a 61,9 °C e tamanho do fragmento a ser amplificado entre 90 a

239 bp. Os primers desenhados sdo mostrados na tabela 2.
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Tabela 2. Primers utilizados nas andlises de expressao génica de Vigna unguiculata (L)

através de RT—-qPCR, com temperatura 6tima de anelamento e tamanho dos amplicons.

TEMPERATURA | TAMANHO
PRODUTO . DE DO
GENE GENICO SEQUENCIA DO PRIMER ANELAMENTO | AMPLICON
°C (pb)
: TaF- | F5GCTTATTCAATCCGCTTGIC 3°
£BOX Proteina da familia F : - 575 148
Box R 5’GTCCTATAACAGCTTCTCCA 3
INSULINA Enzima degradadora F 5’GCAACCAACCTTTCATCAG 3’ 575 143
SE (IDE) de insulina R 5° TCCTTTGCTCAATGTTCCC 3° ’
1ol Fator de cloneac F 5 GTGTTGAGAAGAAAGACCCA 3° g -
e ator de clongagdo Mg 5* CGACCATGAACCCTGTAAG 3’ ’
_ F 5 GTAACAAGATGGATGCCACC 3’
EF-la2 Fator de elongacio 1= o == ST T TCTTCAAATACGAGGAGS 619 20
F 5 CAAGAGCGTGGAGAAGAAG 3’
EF-103 Fator de elongacé 1
¢ AT e I OEaca0 I R S CAGCGTCTACAAGAAGACACS 398 33
j F 5 GAGGATAAGAAGGCAGCA 3’
EF-1B Fator de elongacdo R 5 AGGCTTAACATCGAGTAGG 3° 59,8 96
S0s1 trocador;ll\{a /H"da | FSTCTCCCATCTTCAGTTCGT 3 575 44
mem. Plasmatica R 5’ ATCTTGCTTTCCCACTTCAC 3’
NHX1 Proteina trocadora F 5 TAATGGTCATCAATGGCGT 3’ 50.8 141
Na*/H* vacuolar R 5’ AGTCACTACCCAAAGAACTG 3’ ’
NHX2 Proteina trocadora F5 GTCCAAACACTATTCGTGCC 3” 50.8 158
Na*/H* vacuolar R 5°CCACTGACTATTACTTCTGCC 3° ’
NHX3 Protfl’n? trocadora F5 ,TTTTGTGCCCTATGTTCCC 3 : 575 159
Na*/H* vacuolar R 5°CCCAAACCCTCTTCAATCC 3
NHX4a Proteina trocadora F5 CTACCTTTGCTATCCCTTGAG 3’ 50.8 171
Na*/H* vacuolar R 5 CTGTGATTGGTTATGATGAGG 3’ ’
Proteina trocadora F5 TCCAAAGCAACAATCAGCA 3’
NHX4b Na*/H* vacuolar R 5° TTCCACCAAACACAGGTCT 3’ 37:3 129
NHXS Proteina trocadora F 5" CCAATGGTTATCTTTCTCCTG 3’ 575 186
Na*/H* vacuolar R 5 AGATGCAGCACTTCTTTGA 3° ’
NHX6 Proteina trocadora F 5 TCCGTCACGCAATTTATAGA 3’ 50.8 121
Na*/H* vacuolar R 5" AGATGCAGCACTTCTTTGA 3’ ’
Ppasel . F 5'CTGTGGGTATTCTTGTTIGT 3’
Pirofosfatase R 5 TAGTGAAGGAAGTTGGAAGT 3° 52,1 174
Ppase2 . F 5 CTGATTACAAGCATGAGCCT 3’
Pirofosfatase R 5’ CCTGATTCGTCTACTAGTCCA 3° 3 184
VaosabA | HATPasctngy | ES AATTCACCATGCTTCAGACC S 05 o1
atpsub- -AlPase tipo R 5’ ATGAACACAACGCTGACCA 3’ -
Hatp06 AT F5 TTACTAGGTAGGGAGAGGA 3’
H-ATPase tipo P Mo S G CAAGCATCAAAGCAAA 3 52,7 13
R F 5 CTTGTTTCCTGCTGTCAAAT 3°
Hatpasel8 H*-ATPase tipo P R 5 TGTTCCAAAGCAAACCAATG 37 59,8 155
Hatpase20 . . F5 ATTGTCCTGACCGAGCCA 3°
H-ATPase tipo P -0 e e A GAGCAACGAGCATGAAT 3 619 145
Hatpase4$ . . F5 TAGCAGTGTGAACATAGAGCA 3°
H-ATPase tipo P - o GTAGACACAGAAGAACACAG 3 9.8 120
Hatpase59 . . F5 ACTCTGCAGTTTGTTCTGA 3’
H-ATPase tipo P - o GCATAGAATACAAGGGTGA 3 32,7 153
Hatpase103 . . F 5 CATCCAATCAGCTCATACAG 3’
H-ATPase tipo P Mo S A ACTGATGCTAAGGAGG 3 3 182
Hatpase127 . _ F 5 AGGGCATGGACAAGGAC 3’
H-ATPase tipo P o e AGAAATGCACCTCGG 3° 305 239
Hatpase139 + ase ti F 5 GTTACTTGGCACTGATGACTA 3’
H-ATPase tipo P o e 5 G TGACTATACTGACTTGC 3 ST, 216
Hatpase142 + ase ti F 5 GACGAAGAAAGACTCAAAGG 3’
H-ATPase tipo P o G T A ACACTAGCATACCACCA 3 59,8 190
Hatpase165 + ase ti F 5’ CATATCATGTGGCTCTTGTAT 3’
H-ATPase tipo P o T CCCAAAGAAGAAAGACAAA 3 50,5 147
Hatpase182 AT F5 ACAATCTTCAAGAAGCCACT 3°
H-ATPase tipo P o S G TATCTAAAGAGCATAGCATC 3° 59,8 177
Hatpase252 AT F5 CIGTTTGAGTGGAAGACTG 3°
H-ATPase tipo P Mo S T G TTGAAGATGTGATTGTC 3 >7.5 12
Hatpase272 H*-ATPase tipo P [ 3 GGGTTGTCGGAACAATCAC 3 59,8 152

R 5’GCACAATCTCAAAGCATTGG 3’
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Nesta mesma tabela, também sdao mostrados os 6 genes constitutivos (EF-/al,
EF-l02, EF-103, EF1p, F-box e IDE) que foram testados para serem usados como
genes de referéncia para verificacdo da expressao relativa dos genes de interesse através

de PCR em tempo real.

4.11 Extracao do RNA total

As sementes foram semeadas em areia grossa e 96 horas apds a semeadura, as
plantulas foram cuidadosamente retiradas dos vasos, com o auxilio de dgua corrente
para a remocdo do substrato e transferidas para a hidroponia em solu¢do nutritiva
(HOAGLAND & ARNON (1950) a 1/4 de forca por 72 horas. Ao término deste tempo,
a solucdo foi substituida por solu¢do nutritiva (HOAGLAND & ARNON (1950))
modificada a 1/2 de for¢ca por mais 72 horas. Em seguida, as plantas foram colocadas
em solucdes nutritivas 1/2 de forca, em auséncia e presenca de NaCl (0 mM e 100 mM).

O RNA total foi extraido de raizes e folhas de Vigna unguiculata cv. Pitiiba e
Setentdo, em condi¢des controle e 100 mM de NaCl nos tempos: 0, 6, 12, 24 e 48 horas
apos a aplicagdo do tratamento e imediatamente armazenado em N> liquido.

Para extracdo de RNA total, 200 mg do material vegetal foi macerado em
nitrogénio liquido, utilizando-se almofariz e pistilo. Apds o material ser colocado nos
eppendorfs, foi congelado no N> liquido e armazenado no frezer na temperatura -80 °C
vegetal macerado obtido, fez-se a extracdo de RNA total, através do RNeasy plant mini
Kit (Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras maceradas foram
adicionados 700 pL. do tampao RLT (designacdo do fabricante do kit) e 10 puL de B-
mercaptoetanol, homogeneizadas usando-se o vortex, e a solugao obtida foi transferida
através de pipetagem para uma mini coluna do kit (QIAshedder Spin column-lilas,
acoplada a um tubo coletor de 2 mL) e centrifugada a 25 °C por 2 minutos a 18.840 g. O
sobrenadante foi recuperado e transferido para um novo tubo eppendorf, sendo
adicionado etanol 95% (400 pl) e a solugdo obtida foi misturada por inversdo. A solugdo
obtida anteriormente (em torno de 700 pL) foi transferida para uma nova coluna do kit
(RNeasy mini spin column — rosa, acoplada a um tubo coletor de 2 ml) e centrifugada a
temperatura ambiente (25 °C) por 15 segundos a 9.610 g. O eluido foi descartado sendo
adicionado na coluna rosa 350 uL de tampao RW1 (designag¢do do fabricante do kit),

centrifugando-se a temperatura ambiente por 15 segundos a 9.610 g. Foram aplicados
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80 uL de desoxirribonucleases (DNase) na coluna, sendo esta deixada a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Transcorrido este tempo, adicionou-se novamente 350 puL
de RWI1 e fez-se nova centrifugacio a temperatura ambiente por 15 segundos a 9.610 g.
Ap6s a tltima lavagem com RW1 a coluna foi transferida para um novo tubo coletor e
foram adicionados 500 puL. de RPE na coluna, que foi submetida a uma centrifugagdo a
temperatura ambiente por 15 segundos a 9.610 g. O eluido foi descartado e foram
adicionados mais 500 pL de RPE (designacdo do fabricante do kit) na coluna,
submetendo-a a uma nova centrifugacdo a temperatura ambiente por 2 minutos a 9.610
g, a fim de eliminar qualquer residuo de etanol que possa interferir em reacdes
posteriores. O eluido e o tubo coletor foram descartados e a coluna foi transferida para
um novo tubo coletor de 1,5 mL. Em sequéncia foram adicionados 40 pL de dgua livre
de RNases diretamente na coluna, submetendo a nova centrifuga¢do por 1 min. a 9.610
g para eluicdio do RNA. O RNA eluido foi armazenado a -20°C para posterior
quantificacdo, andlises eletroforéticas, reacdes de transcri¢ao reversa (TR) e ensaios de
RT-gqPCR. Os passos de extracdo do RNA total usando-se o RNeasy plant mini Kit estao

resumidos na figura 4.
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Figura 4. Etapas da extracdo de RNA total.
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4.12 Testes de Quantificacao, pureza e integridade do RNA total

Ap6s extracdo do RNA total a concentracdo e pureza das amostras foram
determinadas através do espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) em
comprimentos de onda de 260nm. Para estimar a pureza do RNA extraido, a razdo de
260/280 nm de absorbancia foi utilizada para identificar contaminacdes por proteinas
(razao deve estar entre 1,8 a 2) e a razdo de 260/230 nm de absorbancia utilizada para
contaminagdes por polissacarideos (razdo deve estar acima de 2).

Com a quantificacdo realizada e de posse de dados que indicaram um grau de
pureza ideal, foram realizados os ensaios para aferir a integridade do RNA total, ja que
este poderia estar contaminado com DNA gendmico ou ter sua integridade
comprometida. Para isso, foram realizadas eletroforeses em géis de agarose a 1%. A
agarose (ainda liquida) foi colocada em uma bandeja apropriada para inser¢do de
pentes, o que possibilita a formacdo de canaletas (pogos). O gel de agarose foi colocado
em uma cuba eletroforética, e esta foi preenchida com tampao MOPs (4acido 3-(n-
morfolino) propanosulfonico) 20 mM e ligada a um gerador que polariza a cuba com
amperagem constante de 35 mA.

Em cada canaleta foi aplicado um volume especifico para cada amostra (0,5 pg
de RNA total), volume este determinado de acordo com a concentragdo do RNA total
extraido, 1,5 pL do tampao da amostra (Azul de bromo fenol), sendo um volume final
de 5 uL completado com dgua DEPC (dgua livre de RNases). Apds solidificagdo, A
corrida eletroforética durou aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente
(25°C). Devido ao RNA possuir carga elétrica negativa em pH neutro, esta molécula
migra entre os poros do gel em direcdo ao polo positivo da cuba, o que permite a
formacdo de bandas separadas de acordo com o tamanho molecular do RNA. Apds a
corrida eletroforética, o gel foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) durante 10
minutos. O brometo de etideo ¢ um agente intercalante de RNA/DNA, que permite a
visualizacdo das bandas de DNA/RNA, quando exposto a luz ultravioleta. Para
visualizacdo do RNA ribossomal (18S e 28S) no gel de agarose, foi utilizado o
transiluminador de luz UV, sendo o0 RNA fotodocumentado por meio do sistema Mini

BIS Pro (Bio-Imaging Systems) com auxilio do software GElCaptureTM.
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4.13 Quantificacao das amostras de RNA total e dos primers

Inicialmente o RNA obtido foi quantificado em espectrofotometro Nanodrop
2000 (Thermo Scientific), como descrito anteriormente. A quantificagdo foi realizada
em triplicata, sendo feita uma média destas leituras. Este procedimento foi adotado a
fim de evitar possiveis erros de quantificacdo que poderiam levar a resultados ndo
confiaveis. Posteriormente, foi realizada uma corrida eletroforética visando identificar
se as amostras de RNA estavam realmente homogéneas. Apds essas andlises as
amostras de RNA estavam prontas para as reagdes de transcricao reversa.

Em relacdo aos primers, estes foram inicialmente diluidos para uma
concentragdo de 500 uM, sendo posteriormente, quantificados em triplicata usando-se o
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Da média das concentracdes
obtidas das leituras foi calculada a concentracdo real de cada primer, sendo estes,
posteriormente diluidos para uma concentracdo de 6 pM, para se obter uma

concentracdo final de 300 nM/uL, concentracdo que foi utilizada nas reacdes de qPCR.

4.14 Determinacio da temperatura 6tima de anelamento dos primers

A fim de determinar a temperatura 6tima para o anelamento de cada par de
primer foi feito um gradiente de temperatura usando um pool das amostras de cDNA. O
procedimento foi realizado em termociclador Mastercycler ep realplex 4S
(Eppendorf®). As temperaturas usadas foram (50,5; 52,7; 55; 57,5; 59,8; 61,9 e 65°C).
Foram selecionadas as temperaturas de menor Ct e com as curvas mais tipicas
(sigmoides). As temperaturas selecionadas para cada par de primers variaram. A tabela
2 mostra as temperaturas de anelamento dos primers selecionadas para realizacdo dos

ensaios de qRT-PCR.

4.15 Reacoes de transcricao reversa

Ap6s as andlises de pureza e integridade descritas anteriormente, o RNA total foi
utilizado para a sintese do DNA complementar (cDNA), utilizando o Kit da
IMpromII™ Transcriptase Reversa (Promega, Estados Unidos) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Nas reagdes foram adicionados aproximadamente 1 pg de

RNA total, oligodT24, MgClz 25 mM, dNTPs 10 mM, tampao de reagdo 5X e dgua livre
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de RNase (Qiagen). A tabela 3 mostra os reagentes utilizados para esta reagdo, bem
como os seus respectivos volumes. A solucdo obtida apds a adicdo dos reagentes
supracitados (19 pl) foi submetida a 65°C por 5 min. para desnaturacdo e,
posteriormente, transferidos para o gelo. Logo apds, 1 ulL da enzima transcriptase
reversa foi adicionada em cada tubo de reacdo, completando o volume para 20 pulL. A
reacdo de sintese da fita complementar ocorreu a 42°C por 1 hora, seguida de 75°C por

15 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C para posteriores reagoes de qPCR.

Tabela 3. Componentes e volumes usados nas reacdes de transcri¢do reversa.

Reagentes Volumes

RNA total (1ug) Variavel em funciao da concentracio do RNA total
Tampao 5X 4,0 uLL

MgCl2 (25 mM) 2,4 uLL

dNTPs (10 mM) 1,0 uLL

OligodT24 (20 pmols/ pL) 3,0 uL

H20 livre de RNase Variavel em razao do volume de RNA total

Transcriptase reversa (160 p/uL) 1,0 uLL

4.16 Teste da qualidade do cDNA por PCR semi-quantitativa

A reacdo de PCR semi-quantitativa foi realizada para testar a qualidade do
cDNA, produzido como descrito anteriormente. Utilizou-se para tal procedimento o par
de primers referente ao gene EFlal. Para cada reacdo foi utilizado 1 pL de cDNA,
acrescido de tampao de reacao 5x, 1 pL de dNTPs (5 mM), 1 uL de cada iniciador
especifico (primers), 0,1 pL da enzima Go Taq DNA polimerase. O volume total foi
completado com dgua livre de RNAse, totalizando 25 pL. O resultado da amplificacdo

foi visualizado em gel de agarose a 2%.

4.17 Reacoes de qPCR

As reagdes de amplificagdo por PCR quantitativa foram realizadas a partir do

cDNA obtido das reacdes de transcricao reversa das amostras de RNA e diluidos para

uma concentracdo de 25 ng/uL. A diluicdo das amostras de cDNA foi feita
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considerando-se a concentragdo de 1000 ng/uL. Nas reacoes de qPCR foram utilizados
4 uL de cDNA para cada reacdo, totalizando 100 ng/pL por poco. Aliquotas da mesma
amostra de cDNA foram utilizadas para todas as reagdes gene-especificas. A qPCR foi
realizada de acordo com o seguinte protocolo: para cada rea¢do (poco da placa) foram
adicionados 10 pL do Power SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems), 4
pL de cDNA (100 ng), 1 uL de cada oligonucleotideo iniciador (senso e antisenso), em
uma concentracdo de 300 ng/uL e 4gua ultrapura (Milli-Q) autoclavada e livre de
nucleases, totalizando 20 pL de reagdo. O monitoramento em tempo real da PCR foi
realizado em um termociclador Mastercycler ep realplex 4S (Eppendorf®) através da
deteccao dos niveis de fluorescéncia do SYBR Green usando o Realplex Software. As
reacoes ocorreram em placas com 96 pocos e foram realizadas em triplicata e
conduzidas de acordo com os seguintes parametros: 1) 95 °C por 10 minutos; 2) 40
ciclos: 15 segundos de desnaturagao a 95 °C, 15 segundos de anelamento, variando a
temperatura de acordo com cada par de primer (Tabela 2), e 20 segundos de extensdo a
60 °C. Também foi realizada a curva de dissociacdo (Melting), que consistiu de 15
segundos de incubacdo a 95 °C, 15 segundos de incubacao a 60 °C e uma subida de 95

°C.

4.18 Analise dos dados de expressao por RT-qPCR

Ap6s a realizacdo das reagdes de PCR em tempo real, os niveis de expressao
génica foram determinados pelo nimero de ciclos de amplificagdo necessérios para a
fluorescéncia (emitida pelo SYBR Green) ultrapassar um limiar durante a fase
exponencial da reacdo de PCR, determinado pelo Ct (Cycle treshold). Os Cts utilizados
para as andlises foram obtidos através da média aritmética entre as triplicatas de reagcdes
para cada condi¢c@o e gene. Para normalizacdo dos resultados, foi utilizada a equacdo
ACt = Ct (gene alvo) — Ct (controle endégeno). Os valores brutos de Ct foram
convertidos em dados de expressao relativa utilizando-se o método delta Ct e delta-delta
Ct (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001) com o auxilio do programa GeNorm
(VAMDESOMPELE et al., 2002).
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S RESULTADOS

5.1 Estudos Fisioldgicos e Bioquimicos
5.1.1 Resposta visual dos cultivares Pitiiba e Setentio de Vigna

unguiculata a aplicacao de 100 mM de NaCl na solucao hidroponica.

Os cultivares Pititiba e Setentdo de Vigna unguiculata foram fotografados apds
10 dias de germinacdo e 6 horas de submiss@o ao estresse salino (NaCl 100 mM)
(Figura 5 D). Os dois cultivares apresentaram comportamento diferenciado em relacio
ao estresse salino revelando visualmente perda de turgor apenas no cultivar Setentdao
(Figura 5 A, B, C e D). Deve-se salientar que alguma perda de turgor no cultivar
Pitiuba foi observada principalmente nas primeiras 3 horas de aplicacdo do estresse

(dados ndo mostrados).

Figura 5. Plantas de Vigna unguiculata, cultivares Setentao e Pititiba, cultivadas em

solu¢do hidroponica, sob condi¢des controle e 100 mM de NaCl (sal), decorridos 10
dias da semeadura e com 6 horas apds a adicao de NaCl. A) Setentdo a 100 mM de
NaCl e controle. B) Pitiidba a 100 mM de NaCl e controle. C) Pititiba e Setentdo
controle. D) Pitituba e Setentdo a 100 mM de NaCl

5.1.2 Massa seca dos diferentes orgaos
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A figura 6A mostra o efeito de diferentes concentrag¢des (0, 25, 50, 75 e 100

mM) de NaCl na massa seca de raizes em ambas os cultivares.
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Figura 6. Massa seca das raizes (A), caules (B) e folhas (C) de plantas de Vigna

unguiculata, cultivares Pitiiba e Setentdo, sob diferentes concentragdes (0, 25, 50, 75 e

100 mM) de NaCl aplicadas por 5 dias, decorridos 10 dias da semeadura. Letras

maitsculas representam diferengas significativas entre os dois cultivares. Letras

mindsculas indicam diferencas significativas entre as concentragdes de NaCl, dentro de

um mesmo cultivar. Tratamentos com letras iguais ndo s@o estatisiticamente diferentes

entre si, de acordo com o teste de Turkey (P<0,05).
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O cultivar Setentdo foi o que apresentou maior inibicdo (63,24%) deste
paramentro observado na concentragdo de 100mM de NaCl em relac@o ao controle. A
maior inibi¢do no cultivar Pitiiba foi observada na concentragdo de 75 mM (42,5 %)
em relacdo ao controle. Na figura 6B observa-se que nenhuma das concentragdes de
NaCl causou alteragdes estatisticamente significativas na massa seca dos caules do cv.
Pitiiba, ao passo que no cv. Setentdo apenas a concentracdo de 100 mM de NaCl
causou inibi¢do de 22,85%. Isto indica que a massa seca de caules foi mais afetada pelo
NaCl no cv. Setentdo sem causar efeito inibitério no cv. Pititba.

A figura 6C ilustra o efeito das diferentes concentracdes do NaCl na massa seca
das folhas de Vigna unguiculata, Pitidba e Setentdo. A concentracdo de 75 mM de
NaCl aumentou a massa seca de folhas em relagdo a condi¢do controle nos cultivares
Setentdo e Pitiiba, jd nas demais concentracdes de NaCl ndo ocorreram diferengas

estatisticamente significantes entre os dois cultivares.

5.1.3 Comprimento de raizes, caules e razao Raiz/Parte aérea de plantas de

Vigna unguiculata submetidas a diferentes concentracoes de NaCl

A figura 7A mostra o efeito de diferentes concentracdes (0, 25, 50, 75 e 100
mM) de NaCl sobre o crescimento das raizes de Vigna unguiculata Pitiiba e Setentdo.
Pode-se observar nesta figura que nos cvs. Pititiba e Setentdo a concentracdo de 100
mM de NaCl ndo causou inibi¢do do crescimento radicular em relagdo ao controle.

Em relacdo ao caule, observou-se que o cultivar Pitiiba apresenta caules mais
compridos independentemente da concentracdo de NaCl aplicado em relacdo a
Setentdo e que para ambas os cultivares a aplica¢do das diferentes concentragdes de
NacCl nao causou diferencas estatisticas no comprimento dos caules (Figura 7B).

As razdes Raiz/Parte aérea (R/PA) para os dois cultivares de Vigna unguiculata
(L) Walp sdo mostradas na figura 7C. Como mostrado anteriormente as diferentes
concentragdes de NaCl causaram pouca ou nenhuma interferéncia com o crescimento
de raizes e caules, neste sentido, pode-se observar o mesmo comportamento para as
relagdes R/PA em ambos os cultivares (Figura 7C). Na concentragdo 25 mM de NaCl,
Setentdo apresentou as maiores relacdes R/PA, isto foi devido aos maiores tamanhos de
raizes desta cultivar em relacdo a Pitiiba, que por sua vez também apresenta caules

ligeiramente mais compridos que os de Setentao.
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Figura 7. Comprimento das raizes (A), caules (B) e razdo raiz/parte aérea (C) de
plantas de Vigna unguiculata, cultivares Pitidba e Setentdo, sob diferentes
concentracgdes (0, 25, 50, 75, e 100 mM) de NaCl aplicadas por 5 dias, decorridos 10
dias da semeadura. Letras maitsculas representam diferencas significativas entre os dois
cultivares. Letras mindsculas indicam diferencas significativas entre as concentracdes
de NaCl, dentro de um mesmo cultivar. Tratamentos com letras iguais nio sdo

estatisiticamente diferentes entre si, de acordo com o teste de Turkey (P<0,05).
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Pela anélise destes dados ndo ha muitas diferencas em relacdo a influéncia das
diferentes concentracdoes de NaCl no comprimento de raizes e caules para ambos os

cultivares.

5.1.4 Percentual de agua em raizes, caules e folhas de plantas de Vigna

unguiculata submetidas a diferentes concentracoes de NaCl

As figuras 8A, 8B e 8C mostram as variagdes na quantidade de 4gua (%)
encontradas em raizes, caules e folhas, respectivamente, de Pitiiba e Setentdo quando
submetidos a diferentes concentracdes de NaCl.

Nas raizes (Figura 8A), ndo foram observadas variacdes significativas no
percentual de d4gua para os dois cultivares.

Nos caules (Figura 8B), Setentdo mesmo na condi¢do controle ja apresentava
um percentual de dgua superior ao de Setentdo (91,18% Setentdo e 89,21 Pititiba %),
isto foi também observado na presenga de 100 mM de NaCl, condicdo na qual o
cultivar Setentdo manteve mais dgua no caule (92,95%) em relagdo a Pititiba (90,62%).

Nas folhas (Figura 8C) € nitida a diferenga entre os dois cultivares, visto que
Setentdo apresentou 89,13% de dgua e Pitidba 87,17% na presenca de 100 mM de
NaCl. O maior percentual de dgua nas folhas (90,47%) foi observado em Setentdo

quando submetido a 25 mM de NaCl.
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Figura 8. Percentual de 4gua em raizes (A), caules (B) e folhas (C) de plantas de Vigna
unguiculata, cultivares Pitiiba e Setentdo, sob diferentes concentragdes (0, 25, 50, 75 e
100 mM) de NaCl aplicadas por 5 dias, decorridos 10 dias da semeadura. Letras
maitsculas representam diferengas significativas entre os dois cultivares. Letras
mintsculas indicam diferencas significativas entre as concentracdes de NaCl, dentro de
um mesmo cultivar. Tratamentos com letras iguais ndo sdo estatisiticamente diferentes

entre si, de acordo com o teste de Turkey (P<0,05).
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5.1.5 Efeito de diferentes concentracoes de NaCl na area foliar em plantas
de Vigna unguiculata

A figura 8 mostra os efeitos das diferentes concentracdes de NaCl sobre o
parametro drea foliar. Nesta figura pode-se observar que o cv. Pitiiba apresentou a
maior drea foliar (149,31 cm?) na presenca de 75 mM de NaCl, assim como na
presenga de 100 mM de NaCl, concentracdes nas quais observou-se dreas foliares de
116,32 cm? e 123,38 cm?, respectivamente. Por outro lado, Setentdo apresentou a

menor area foliar revelando valores de 83,36 cm? submetido a 100 mM de NaCl.
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Figura 9. Area foliar de plantas de Vigna unguiculata, cultivares Pitiiba e Setentdo, sob
diferentes concentragdes (0, 25, 50, 75 e 100 mM) de NaCl aplicadas por 5 dias,
decorridos 10 dias da semeadura. Letras maitdsculas representam diferengas
significativas entre os dois cultivares. Letras mindsculas indicam diferencas
significativas entre as concentracdes de NaCl, dentro de um mesmo -cultivar.
Tratamentos com letras iguais ndo sdo estatisiticamente diferentes entre si, de acordo

com o teste de Turkey (P<0,05).
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5.1.6 Concentracoes de Na* e K* soliveis em raizes, caules e folhas de

Vigna unguiculata

A quantidade de fons Na* e K*, foi analisada em raizes, caules ¢ folhas (Figuras
10 (A, Be C)e 11 (A, B e C) respectivamente) dos dois cultivares de Vigna
unguiculata (Pitiiba e Setentdo) submetidas a diferentes concentracgdes (0, 25, 50, 75 e
100 mM) de NaCl.

As andlises da concentracdo de Na* nas raizes (Figura 10A) revelou que em
condi¢des controle Setentdo € 40,15% mais concentrado que Pitidba, ha diferencgas
estatisticamente significativas para ambos os cultivares. A exposi¢do as diferentes
concentragcdes do NaCl levaram ao aumento na concentracdo do Na* em Setentdo,
sendo o maior aumento na concentracao (78,09%) em 100 mM do sal. Em Pititiba a
aplicacdo do NaCl nas concentragdes 25 e 50 mM nao levou a aumentos significativos
na concentracdo deste fon, mas a aplicacdo de 100 mM, levou ao aumento de 16,75%
na concentragdo do Na*.

A anélise dos caules revelou que, Pitiiba no controle apresentou um aumento
na concentragdo de Na* (54,03%) em relagdo a Setentdo. No tratamento 100 mM de
NaCl Setentdo aumentou a concentragio do sal em 97,43% e Pititiba também aumentou,
porém, apenas 30,16%, quando ambos os cultivares sdo comparados a seus respectivos
controles.

Nas folhas de Setentdo nao se observou nos tratamentos 25 e 50 mM aumentos
expressivos na concentragdo do sal, a partir de 75 e 100 mM ocorreram aumentos de
25,71% e 40,46% respectivamente. Para o cultivar Pitidba a condicdo controle
apresentou concentracdes semelhantes as de Setentdo, porém, os aumentos na
concentracdo do Na* em 75 e 100 mM também mostraram aumentos, de 10,63% e

21,64 % respectivamente.
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Figura 10. Concentracdes de Na* soltivel (umols g''ms.) em raizes (A), caules (B) e
folhas (C) de plantas de Vigna unguiculata, cultivares Pitiiba e Setentdo, sob diferentes
concentracgdes (0, 25, 50, 75 e 100 mM) de NaCl aplicadas por 5 dias, decorridos 10
dias da semeadura. Letras maitsculas representam diferencas significativas entre os dois
cultivares. Letras mindsculas indicam diferencas significativas entre as concentracdes
de NaCl, dentro de um mesmo cultivar. Tratamentos com letras iguais nio sdo

estatisiticamente diferentes entre si, de acordo com o teste de Turkey (P<0,05).
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Figura 11. Concentracdes de K* soliivel (umols g'ms.) em raizes (A), caules (B) e

folhas (C) de plantas de Vigna unguiculata, cultivares Pitiiba e Setentdo, sob diferentes

concentracgdes (0, 25, 50, 75 e 100 mM) de NaCl aplicadas por 5 dias, decorridos 10

dias da semeadura. Letras maitdsculas representam diferengas significativas entre os dois

cultivares. Letras mindsculas indicam diferencas significativas entre as concentracdes

de NaCl, dentro de um mesmo cultivar. Tratamentos com letras iguais ndo sdao

estatisiticamente diferentes entre si, de acordo com o teste de Turkey (P<0,05).
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Em relagdo a concentracdo dos fons K* nas raizes (Figura 11A), observou-se
que em Setentdo o aumento na exposicdo ao NaCl até 100 mM reduziu a concentragdo
de K" em 40% comparativamente ao controle. Entretanto, em Pititiba, as diferentes
concentragdes de NaCl nao causaram alteracdes estatisticamente significativas exceto

100 mM que causou um aumento na concentracido do K* (58,11%).

Nos caules (Figura 11B) de Pititba apenas o tratamento de 100 mM de NaCl
causou um incremento de 69,61% na concentragdo de K*, enquanto que, em Setento, a
aplicacdo de concentracdes crescentes de NaCl (25, 50, 75 e 100 mM) ndao geram
aumentos estatisticamente significantes na concetragdo do K*.

Em folhas (Figura 11C), observou-se que apenas a condicdo de 100 mM de
NaCl em Pitidba, foi capaz de aumentar a concentragao de K*, revelando aumento de
32,82% em Pitiuba, quando comparados ao controle. J4 em Setentdo, a aplicacdo das

diferentes concentragdes de NaCl ndo gerou alteracdo estatisticamente significativas.

5.1.6.1 Razao Na*/K* em raizes, caules e folhas de Vigna unguiculata

O presente estudo mostrou as razdes Na*/K* de raizes (Figura 12A), caules
(Figura 12B) e folhas (Figura 12C) de plantas de Vigna unguiculata, cultivares Pitiiba
e Setentdo.

Em raizes, na concentragdao de 100 mM de NaCl observou-se um forte aumento
da razao Na*/K* de 96,46% em Setentdao e uma redugao de 25,76% em Pititiba.

Nos caules, também em 100 mM de NaCl, igualmente observou-se uma
reducdo da razdo Na*/K* de 32,97% em Pititiba e um aumento em Setentdo de 74,61%.

De maneira semelhante, em folhas, 100 mM de NaCl causou redugdo desta

razdo correspondendo a 8,4% em Pititiba e aumento em Setentdo de 47,24%.
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Figura 12. Razdo Na*/K* em raizes (A), caules (B) e folhas (C) de plantas de Vigna

unguiculata, cultivares Pitiiba e Setentdo, sob diferentes concentragdes (0, 25, 50, 75 e

100 mM) de NaCl aplicadas por 5 dias, decorridos 10 dias da semeadura. Letras

maiusculas representam diferencas significativas entre os dois cultivares. Letras

mindsculas indicam diferencas significativas entre as concentragdes de NaCl, dentro de

um mesmo cultivar. Tratamentos com letras iguais ndo sdo estatisiticamente diferentes

entre si, de acordo com o teste de Turkey (P<0,05).
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5.1.7 Concentracio de prolina em raizes, caules e folhas de Vigna

unguiculata submetidas a diferentes concentracoes de NaCl

As figuras 13A, B e C, respectivamente, mostram as concentra¢des de prolina
(umoles g'ms) em raizes, caules e folhas nos cultivares Pititiba e Setentdo.

Nas raizes em 100 mM de NaCl Setentdo teve um aumento de 9,67% contra
uma reducdo de 44,18% em Pitiiba na concentragdo de prolina.

Nos caules o maior aumento em Setentdo (25,01%) foi no tratamento 50 mM de
NaCl, enquanto que, em Pitiitba o ndao houve aumento. 100 mM de NaCl causou
reducdo na concentracao de prolina os dois cultivares, em Setentdo 27,6% e em Pititba
21,1%.

Nas folhas, notou-se que a concentragdo inical de prolina em Pititiba foi maior
(28,54%) que a encontrada em Setentdo. Em 100 mM de NaCl, ocorreu um aumento
de 48,81% para Setentdo e uma redugdo de 37,36% em Pititba, indicando claramente
comportamentos distintos na sintese de prolina nos dois cultivares, quando submetidas

ao estresse salino.

5.1.8 Concentrac¢io de Malondealdeido em raizes, caules e folhas de plantas

de Vigna unguiculata submetidas a diferentes concentracoes de NaCl

As figuras 14A (raizes), 14B (caules) e 14C (folhas) ilustram as altera¢des nas
concentragdes de Malondealdeido (MDA) quando plantas de Vigna unguiculata
cultivares Pitiiba e Setentdo foram tratados com diferentes concentragdes de (0, 25, 50,

75 e 100 mM) NaCl.
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Figura 13. Concentracio de prolina (umol g ms.) em raizes (A), caules (B) e folhas (C)

de plantas de Vigna unguiculata, cultivares Pitiiba e Setentdo, sob diferentes
concentracgdes (0, 25, 50, 75 e 100 mM) de NaCl aplicadas por 5 dias, decorridos 10
dias da semeadura. Letras maidsculas representam diferengas significativas entre os dois
cultivares. Letras mindsculas indicam diferencas significativas entre as concentracdes
de NaCl, dentro de um mesmo cultivar. Tratamentos com letras iguais ndo sao

estatisiticamente diferentes entre si, de acordo com o teste de Turkey (P<0,05).
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Em raizes expostas a 100 mM de NaCl observamos um aumento na
concentragcdo de MDA na ordem de 98,7% em Setentdo, e 68,52%, em Pititiba. Nos
caules, o maior incremento na concentragdo de MDA ocorre na presenca de 75 mM de
NaCl, tanto para Setentdo (62,56%) quanto para Pitiiba (118,7%). Em relacdo as
folhas observou-se que na presenca de 100 mM de NaCl houve um aumento na

concentragdo de MDA de 10,91% em Setentdo e de 110,16% em Pititba.
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Figura 14. Concentracio de Malondealdeido (nmol g'! mf.) em raizes (A), caules (B) e
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folhas (C) de plantas de Vigna unguiculata, cultivares Pitidba e Setentdo, sob diferentes
concentragdes (0, 25, 50, 75 e 100 mM) de NaCl aplicadas por 5 dias, decorridos 10
dias da semeadura. Letras maitsculas representam diferencas significativas entre os dois
cultivares. Letras mindsculas indicam diferencas significativas entre as concentracdes
de NaCl, dentro de um mesmo cultivar. Tratamentos com letras iguais nio sdo

estatisiticamente diferentes entre si, de acordo com o teste de Turkey (P<0,05).
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5.2 Estudos Moleculares
5.2.1 Quantificacao e integridade dos RNAs isolados

O RNA total foi extraido de raizes e folhas de Vigna unguiculata em condig¢des
controle e 100 mM de NaCl nos tempos: 0, 6, 12, 24 e 48 horas apds a aplicacdo do
NaCl. A quantificacdo em espectrofotdmetro NANODROP mostrou que as relagdes
260/280 e 260/230 ficaram entre 1,96/2,18 e 1,59/1,98, respectivamente. Com base
nessas relacdes a qualidade do RNA extraido foi considerada adequada para as andlises
posteriores. A variacdo das médias de concentracdo do RNA total foi de 287,3 e 1265
ng/uL (Tabela 4).

A integridade do RNA total foi observada em gel de agarose 1%, onde se pode
notar que os RNAs analisados estavam integros, visto que, foram visualizadas as bandas
dos RNAs ribossomais 18S e 28S (Figura 15).

Na figura 16 visualizamos as eletroforeses em gel de agarose (2%) dos produtos
de amplificacdo do gene fator de elongacdo lalfa 1(EFIal) para avaliacdo da qualidade
do cDNA produzido por PCR semi-quantitativa. Pode-se notar que a presenca de uma
unica banda para cada condicao indicou que a amplifica¢do ocorreu de forma eficiente e
que as amostras de cDNA encontravam-se em boas condi¢des para a realizagdo das

qPCR.
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Tabela 4. Valores médios das concentragdes e razdes de absorbancias dos RNAs

extraidos de raizes e folhas de Vigna unguiculata (cultivares Pitiiba e Setentdo), plantas

em condicdes controle e estresse salino.

CULTIVAR TRATAMENTO ORGAO HORAS MEDIA DAS~ RELACAO RELACAO
CONCENTRACOES 260/280 260/230
ng/uL

PITIUBA Controle RAIZ 0 520,7 2,07 1,89
6 397,3 2,18 1,69
12 401,6 2,09 1,88
24 5425 2,11 1,73
) 48 346,4 2,01 1,87
PITIUBA 100 mM NaCl RAIZ 0 312,5 2,07 1,67
6 4274 2,09 1,98
12 2873 2,07 1,59
24 397,5 2,12 1,73
) 48 459.5 2,07 1,86
PITIUBA Controle FOLHA 0 769,3 2,06 1,81
6 845,9 2,08 1,73
12 673,5 2,09 1,76
24 840,3 2,11 1,89
) 48 1023,5 2,09 1,96
PITIUBA 100 mM NaCl FOLHA 0 874,9 2,01 1,68
6 798,3 2,08 1,95
12 1265,0 2,06 1,97
24 769,3 2,07 1,70
3 48 881,5 2,04 1,76
SETENTAO Controle RAIZ 0 391,0 1,98 1,87
6 332,7 2,14 1,80
12 442,7 2,11 1,86
24 398,0 2,05 1,73
48 451,9 2,13 1,75
SETENTAO 100 mM NaCl RAIZ 0 401,4 2,02 1,79
6 378,5 2,09 1,69
12 394,1 2,1 1,82
24 428,5 2,07 1,86
) 48 513,5 2,07 1,75
SETENTAO Controle FOLHA 0 932,4 2,05 1,87
6 904,6 1,96 1,85
12 7952 2,12 1,69
24 597,3 2,07 1,78
) 48 935,0 2,11 1,87
SETENTAO 100 mM NaCl FOLHA 0 805,8 2,08 1,86
6 765,6 2,04 1,79
12 849,6 2,08 1,89
24 645,3 2,11 1,96
48 683,4 2,13 1,85
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controle 100 mM NacCl
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Figura 15. RNA total extraido de raizes e folhas dos cultivares Pitiuba e Setentdo nas
condi¢des controle e de estresse salino (100 mM de NaCl) visualizados em gel de

agarose (1%), ap6s coramento com Brometo de Etideo.
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controle 100 mM NacCl
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EF- 1Alfal . & Setentdo

v T e Folha
Figura 16. Eletroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de amplificacdo do gene
fator de elongacdo lalfa 1(EFIa I) para avaliacdo da qualidade do cDNA produzido por

PCR semi-quantitativa. Coramento realizado com Brometo de Etidio.

5.2.2 Identificacdo de genes de Vigna unguiculata envolvidos no transporte
de Na*

A partir de sequéncias obtidas de bancos de dados de V. unguiculata foram
encontrados os seguintes genes: 1 gene para a subunidade A da H*ATPase vacuolar, 2
genes para pirofosfatase, 1 gene para SOS1, 7 genes para a NHX e 13 genes para a H*

ATPase de membrana plasmatica.
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5.2.2.1 Analises das relacoes filogenéticas entre os genes das familias
multigénicas NHX e H*ATPase de leguminosas:

Devido a detec¢do de varios genes para a NHX e H*ATPase de membrana
plasmatica (H*ATPase tipo P) duas andlises filogenéticas foram realizadas em busca de

se classificar cada um dos genes membros de ambas as familias multigénicas (Figuras
17 e 18).
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Figura 17. Arvore filognética dos genes NHX de (Pv) Phaseollus vulgaris e (Vu) Vigna
unguiculata e (At) Arabidopsis thaliana. A arvore foi construida usando a ferramenta

MEGAS.05 empregando o algoritmo “Neighbour-joining”.

Para o gene da SOS1 foi encontrado por estudos in silico 1 contig em Vigna
unguiculata com elevada identidade com os genes da AtSOS1 (Arabidopsis thaliana),
PpSOS1 (Physcomitrella patens), OsSOS1 (Oryza sativa) de PeSOS1 (Populus

euphratica).
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Para os genes das proteinas translocadoras Na*/K* em vacuolo, em Arabidopsis
thaliana (AtNHX1, AtNHX2, AtNHX3, AtNHX4, AtNHXS5 e AtNHX6) e Phaseulus
vulgaris (PvNHX1, PvNHX 2, PvNHX 3, PvNHX 4, PvNHX 5 e PvNHX 6) foi
encontrado 1 contig de cada um em Vigna unguicuata, com excessao da NHX4, que
apresentou 2 contigs.

Foram localizados em Vigna unguiculata 2 contigs para os genes que codificam
as pirofosfatases 1 e 2 de vactiolo em Arabidopsis thaliana (ATPpasel e ATPpase2) e
Phaseulus vulgaris (PvPpasel e PvPpase2), também foi localizado em Vigna sp. 1
contig com elevado grau de similaridade com o gene que codifica a subunidade A da
H*-ATPase vacuolar em Arabidopsis thaliana (AtVatpSubA) e Phaseulus vulgaris
(PvVatpSubA).

Os 7 genes NHX de Phaseollus vulgaris e Vigna unguiculata foram
classificados de acordo com as relagdes filogenéticas apresentadas com os 6 genes NHX

de Arabidopsis thaliana.
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Figura 18. Arvore filognética dos genes H*-atpase (préton atpase de membrana

plasmética) de (Pv) Phaseulus vulgaris e (Vu) Vigna unguiculata.

Ja para a H*-ATPase tipo P, os 13 genes identificados em Vigna unguiculata

foram classificados com base na numeracao dos contigs encontrados para os 13 genes
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ortélogos da H*-ATPase tipo P em Phaseullus vulgaris (Figura 18). Em Arabidopsis

thaliana foram anotados 12 genes.

5.2.3 Analise da expressao génica

A expressdo dos genes que codificam proteinas envolvidas no transporte de Na*
em V. unguiculata foi avaliada através de PCR em tempo real usando 3 genes
constitutivos (Insulinae, F-box e EF1/) como genes de referéncia para a normalizagao
dos dados usando o programa GeNorm. Outros genes constitutivos (EFlal, EF1a2,
EFla3) também foram avaliados, mas apresentaram baixa estabilidade e ndo foram
usados na normalizacdo dos dados.

Dos genes estudados neste trabalho, observou-se que os genes HATPaselS,
HATPase59, HATPasel39, HATPase272, NHX3, NHX4a, NHX4b, nido tiveram
expressdo detectada em Vigna unguiculata. Os genes HATPase20, HATPasel03,
HATPasel27, HATPasel42, HATPasel65, HATPasel82, HATPase252, NHX5, NHX6 e
Ppase?2 foram detectados, mas ndo apresentaram diferencas no seu perfil de expressao
quando submetidas a 100 mM de NaCl. Os demais genes apresentaram alteracdo no
perfil de expressdao influenciada pelo estresse salino revelando diferengas entre os

cultivares.

5.2.3.1 Expressao relativa dos genes das H*ATPase tipo P de Vigna

unguiculata

Dois genes H*ATPase tipo P (das HATPases 06 e 48) tiveram a expressiao
alterada em resposta ao estresse salino a qual foi dependente do 6rgdo e do tratamento
(Figura 19A e B). A figura 19 A mostra que a HATPase 06 é expressa em folhas nos
dois cultivares, tendo sua expressio aumentada em 3 vezes no cv. Setentdo em
comparagdo ao cv. Pititba no mesmo periodo de exposi¢do ao sal (48 horas). Pititba
nao revelou mudangas significativas na expressao deste gene em folhas.

Em raizes, o mesmo gene revelou um comportamento diferente (Figura 19B),
onde a partir de 6 horas de exposi¢do ao sal, o cultivar Setentdo mostrou aumento de

4,3 vezes nos niveis de expressdao em relacdo ao tempo 0 horas. J4 em Pititba,
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observou-se o aumento da expressao nos tempos 12 e 24 horas de exposicdo ao estresse,
onde se notou um aumento de 3 vezes em relagdo ao seu controle.

Em relacdo ao comportamento do gene da HATPase 48 em folhas (Figura 20A
e B), observou-se que sua expressdo € constutivamente baixa. No entanto, no cultivar
setentdo, no tempo de 48 horas de exposi¢do ao sal, ocorreu um incremento de 10
vezes nos niveis de transcritos em relacdo ao tempo 48 horas do seu controle. J4 o

cultivar Pititba nao revelou variagdes significantes na expresdo em folhas.

A Expressao relativa de HATPase 06 (folha)
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E 0 horas
=3
& 3,00 M 6 horas
@ 2,00 M 12 horas
S
0,00 - M 48 horas
Setentdo Setentdo 100 Pitiuba Pitiuba 100
Controle mM NacCl Controle mM NacCl
B Expressao relativa da HATPase 06 (raiz)
5,00
g 4,00 0 horas
=
@ 3,00 ™ 6 horas
o
'} 2,00 M 12 horas
(1]
2 1,00 M 24 horas
w
0,00 W 48 horas
Setentdo Setentdo 100 Pitidba Pitidba 100
Controle mM NaCl Controle mM NaCl

Figura 19. Expressdo relativa do gene H*ATPase 06. O nivel de expressdao do gene
H*ATPase 06, foi normalizado usando a expressao dos genes: EF-F1p, IDE e F-box. As
amostras foram oriundas de folhas submetidas aos tratamentos controle e 100 mM de
NaCl, nos periodos de tempo: 0, 6, 12, 24 e 48 horas apds a aplicacdo do tratamento em
plantas de Vigna unguiculata com 10 dias apés a semeadura. A — Folhas; B — Raizes.

Médias de triplicatas, com desvio padrao.

Em raizes (Figura 20 B), o gene da HATPase 48 ndo revelou nenhuma alteragao

na sua expressdo em Pitidba. Porém, em Setentdo a aplicacdo do NaCl gerou um
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aumento no nivel de transcrito na ordem de 4 a 5 vezes, em relacdo ao seu controle,

sendo as maiores expressdes nos tempos 6 e 12 horas apds aplicagdo do NaCl.

A Expressao relativa de HATPase 48 (folha)
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S
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£ 4,00
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0,00 - i———_h
Setentdo  Setentdo 100 Pitiaba Pitiiba 100
Controle mM NacCl Controle mM NaCl
B Expressao relativa da HATPase 48 (raiz)
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m 10,00
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Setentdo Setentdo 100 Pitiuba Pitiuba 100
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Figura 20. Expressdo relativa do gene H*ATPase 48. O nivel de expressao do gene
H*ATPase 48, foi normalizado usando a expressao dos genes: EF-F1p, IDE e F-box. As
amostras foram oriundas de folhas e raizes submetidas aos tratamentos controle e 100
mM de NaCl, nos periodos de tempo: 0, 6, 12, 24 e 48 horas apds a aplicagdo do
tratamento em plantas de Vigna unguiculata com 10 dias ap6s a semeadura. A — Folhas;

B — Raizes. Médias de triplicatas, com desvio padrao.
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5.2.3.2 Expressao relativa do gene da H*ATPase tipo V subunidade A de

Vigna unguiculata

A anélise da expressdo por qPCR mostrou que o gene da VATPase subA ¢
expresso em raizes e folhas de Vigna unguiculata. Contudo, apresenta expressao
diferencial dependendo do 6rgdo e do tratamento (Figuras 21A e B). A figura 21A,
mostra que o gene da VATPase subA € expresso em folhas dos dois cultivares, mas
pareceu ser responsivo ao estresse salino apenas no cultivar Setentdao, onde observou-se

um incremento de 1,5 vezes na expressdo no tempo 48 horas em relagdo ao tempo 0

horas.
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Figura 21. Expressao relativa do gene VuATPase subA. O nivel de expressdo do gene
V-ATPase subA, foi normalizado usando a expressdo dos genes: EF-F1f, IDE e F-box.
As amostras foram oriundas de folhas e raizes submetidas aos tratamentos controle e
100 mM de NaCl, nos periodos de tempo: 0, 6, 12, 24 e 48 horas apds a aplicagdao do
tratamento em plantas de Vigna unguiculata com 10 dias ap6és a semeadura. A — Folhas;

B — Raizes. Médias de triplicatas, com desvio padrao.
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Em raizes, o mesmo gene mostrou um perfil de expressao diferente (Figura
21B), onde em Pitiiba o contato com o sal aumentou o nivel de transcritos em 2,5
vezes no tempo de 24 horas em relacdo ao tempo O horas da aplicacdo do NaCl. No
cultivar Setentdo, o gene da VATPase subA ndo mostrou diferencas nos niveis de

transcritos em condicdes de estresse salino.

5.2.3.3 Expressao relativa do gene da SOS1 de Vigna unguiculata

A andlise de expressao por qPCR mostrou que o gene SOSI € expresso em
raizes e folhas de Vigna unguiculata. Contudo, apresenta expressdao diferencial

dependendo do 6rgdo e do tratamento (Figuras 22A e B).
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Figura 22. Expressao relativa do gene SOSI. O nivel de expressao do gene SOSI, foi
normalizado usando a expressdo dos genes: EF-F1B, IDE e F-box. As amostras
foramoriundas de folhas e raizes submetidas aos tratamentos controle e 100 mM de

NaCl, nos periodos de tempo: 0, 6, 12, 24 e 48 horas apds a aplica¢do do tratamento em
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plantas de Vigna unguiculata com 10 dias apés a semeadura. A — Folhas; B — Raizes.

Meédias de triplicatas, com desvio padrao.

A figura 22 A mostra que o gene SOS/ € expresso nas folhas dos dois cultivares,
sendo mais expresso em Setentdo no tempo de 12 horas onde, observou-se aumento na
expressao relativa de cerca de duas vezes em relacdo ao controle. Aumentos na
expressao desse gene também foram observados em Pitiba nos tempos de 6 e 12 horas.

Em raizes, no cultivar Pitidba, (Figura 22B) observou-se que o gene SOSI/
aumentou o nivel de transcritos em duas vezes no tempo de 48 horas de contato com
100 mM de NaCl, ao passo que em Setentdo, a presenga do sal levou a um aumento na

expressao do gene SOSI em todos os tempos em relagdo ao tempo O horas.

5.2.3.4 Expressao relativa dos genes da Ppase de Vigna unguiculata

A andlise de expressdo por gPCR mostrou que o gene da Ppasel é expresso em
raizes e folhas de Vigna unguiculata. Contudo, apresenta expressdo diferencial
dependente do 6rgdo e do tratamento (Figuras 23 A e B).

A figura 23A mostrou que o gene da Ppasel € expresso nas folhas dos dois
cultivares, sendo mais expresso em Setentdo nos tempos de 0, 24 e 48 horas (estresse),
onde ocorre um aumento na expressdo de 3, 2 e 3 vezes, respectivamente em relagdo ao
controle. J4 em Pititba, a presenca do sal no tempo 48 horas reduziu pela metade a
expressao do gene Ppasel.

Na figura 23 B tem-se o perfil de expressao do gene da Ppasel em raizes, onde,
observou-se um pico de expressdao nos tempos de 6 e 12 horas de exposi¢do ao sal.
Neste tempo, a expressdo deste gene foi aumentada em 2,5 (6 horas), 3,5 (12 horas)
vezes em Setentdo e 5 (6 horas) e 4 (12 horas) vezes em Pititiba. No tempo de 24 horas
de exposi¢do ao sal o cultivar Setentdo manteve a expressdo do gene da Ppasel
aumentada em duas vezes em relacdo ao controle. No entanto, em Pititiba a expressdao

do gene passou a ndo ser mais influenciada pela presenca de 100 mM NaCl.
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Figura 23. Expressdo relativa do gene Ppasel. O nivel de expressdo do gene Ppasel,
foi normalizado usando a expressao dos genes EF-F1f, IDE e F-box. As amostras foram
oriundas de folhas e raizes submetidas aos tratamentos controle € 100 mM de NaCl, nos
periodos de tempo: 0, 6, 12, 24 e 48 horas ap6s a aplicacdo do tratamento em plantas de
Vigna unguiculata com 10 dias apds a semeadura. A — Folhas; B- Raizes. Médias de

triplicatas, com desvio padrao.

5.2.3.5 Expressao relativa dos genes da NHX de Vigna unguiculata

A anélise de expressao por gPCR mostrou que os genes da NHX I e NHX 2 sdo
expressos em raizes e folhas de Vigna unguiculata. Contudo, apresentam expressoes

diferenciadas dependente do 6rgdo e do tratamento (Figuras 24A, 24B, 25A e 25B).



78

A Expressao relativa do NHX1 (folha)
14,00
s 12,00
% 10,00 0 horas
E 8,00 = 6 horas
o
ﬁ 6,00 B 12 horas
s 4,00
ey} 2,00 _ _ M 24 horas
Setentdo Setentdo 100 Pitiuba Pitidba 100
Controle mM Nacl Controle mM NacCl
B Expressao relativa do NHX1 (raiz)
14,00
[}
2 12,00 0 horas
'?“J 10,00
'o- 8,00 M 6 horas
o
ﬁ 6,00 M 12 horas
E’ 4,00 W24 h
S 00 = T _ - _ oras
0,00 -u —h M 48 horas
Setentdo Setentdo 100 Pitiuba Pitidba 100
Controle mM Nacl Controle mM NacCl

Figura 24. Expressao relativa do gene NHX!. O nivel de expressao do gene NHX1, foi
normalizado a expressdo dos genes EF-F1p, IDE e F-box. As amostras foram oriundas
de folhas e raizes submetidas aos tratamentos controle e 100 mM de NaCl, nos periodos
de tempo: 0, 6, 12, 24 e 48 horas ap6s a aplicagdo do tratamento em plantas de Vigna
unguiculata com 10 dias apdés a semeadura. A — Folhas; B — Raizes. Médias de

triplicatas, com desvio padrao.
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Figura 25. Expressao relativa do gene NHX2. O nivel de expressao do gene NHX2, foi
normalizado a expressao dos genes EF-FIB, IDE e F-box. As amostras foram oriundas
de folhas e raizes submetidas aos tratamentos controle e 100 mM de NaCl, nos periodos
de tempo: 0, 6, 12, 24 e 48 horas apds a aplicacdo do tratamento em plantas de Vigna
unguiculata com 10 dias apds a semeadura. A — Folhas; B — Raizes. Médias de

triplicatas, com desvio padrao.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho avaliou-se como o crescimento das plantas de Vigna
unguiculata foi influénciado pela salinidade, usando como modelo biolégico dois
cultivares Pititiba e Setentdo. Visualmente foi observou-se (Figura 5) que as plantas do
cultivar Setentdo foram muito mais afetadas pela salinidade que as do cultivar Pititba,
constatando-se que, em Setentdo, a aplicacdo de 100 mM NaCl levou a uma perda de
turgor dos tecidos foliares (Figura 5A).

A perda de turgor foliar € esperada devido ao fato da folha ser o 6rgdo mais
afetado, principalmente nas horas iniciais de estresse (ESTEVES & SUZUKI, 2008).
Esse resultado esta de acordo com os de Shabala e Cuin (2007) que afirmam que o
turgor da célula vegetal é prontamente reduzido, levando a uma reducao substancial na
elongacdo das folhas e raizes, tendo sido observado dentro de minutos ap6ds o inicio do
estresse salino.

A perda de turgor persistiu por mais de 24 horas, onde a desidratacdo foliar foi
facilmente evidenciada comparando-se os dois cultivares em condicdes de NaCl 100
mM (Figura 5D). Em Pitiiba, também houve uma leve perda de turgor logo apds a
submissdo do estresse, a qual foi revertida em 6 horas (Figura 5B). Isso sugere que o
choque osmético causado pela aplicagdo do NaCl levou a uma alteracdo no status
hidrico da planta muito mais intensa e duradoura no cultivar Setentdo quando
comparado com o cultivar Pitiiba (Figura 5C e 5D). Resultados semelhantes de perda
de turgor também foi obsercado em milho (CONUS et al., 2009).

A caracterizagdo de uma espécie em sensivel ou tolerante ao NaCl ndo parece
ser uma tarefa tdo simples, principalmente quando se trabalha com espécies ou
cultivares com caracteristicas ainda pouco estudadas. Estudos demonstraram que ha
muita variacdo num mesmo parametro tanto em eudicotiledoneas quanto em
monocotiledoneas para que se possa relaciond-lo a tolerancia ou susceptibilidade ao
NaCl (MUNNS, 2002; MUNNS & TESTER, 2008). Observou-se que a utilizacdo de
um unico parametro pode induzir a erro, entdo, em geral alguns parametros foram
eleitos como parametros chaves para esta classificacao, dentre eles; a massa seca, a area
foliar, a relacdo Na*/K* e a razdo Raiz/Parte aérea (COSTA et al., 2003; ESTEVES,
B.S & SUZUKI, 2008).

A aplicagdo do NaCl causou inibi¢do da massa seca de raizes, em especial no

cultivar Setentdo (63,24%) na concentragdo de NaCl 100 mM (Figura 6A). Este estresse
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causa inibi¢do do crescimento radicular, em especial nas primeiras horas de contato com

o agente estressante (SI et al., 2009). O cultivar Pitidba teve sua maior inibicao (42,5 %)
na concentragcdo de 75 mM (Figura 6A). Contudo, prontamente foi retomada aos valores

do controle na concentragdo de 100 mM, sugerindo que este cultivar foi menos afetado,

dessa forma conseguiu continuar realizando suas atividades de biossintese numa taxa

proxima da normalidade.

Em relagcdo a massa seca dos caules (Figura 6B) dos dois cultivares, a aplicacdo
do NaCl nao causou alteragdes estatisticamente significantivos. Isto pode ser devido ao
fato do caule funcionar como uma ponte de transporte de seivas e como estrutura para
vencer a competicdo pela luz (CASTRO & GARCIA, 1996). Por se tratar de plantas
com 15 dias (apds a semeadura) crescidas em ambiente com iluminacdo adequada, a
competicao pela luz nao se instalou.

As plantas ja se encontravam no estddio onde prevalece o crescimento das
raizes e folhas, em detrimento do crescimento caulinar. Assim, o crescimento do caule
nao estava estimulado no momento da aplicagdo do NaCl, portanto, o parametro pouco
afetado pelo sal. Observou-se inibi¢do (22,85%) apenas no cultivar Setentdo, na
concentragdo 100 mM NaCl, indicando que a massa seca dos caules foi mais afetada
pelo NaCl no cv. Setentdo que no Pitidba, sugerindo o dltimo como menos sensivel ao
sal que o primeiro.

Nas folhas (Figura 6C), observou-se que a concentragdo 75 mM NaCl causou
um aumento da massa seca de 33% em Setentdo e 52,4 % em Pitidba, indicando que
nas mesmas condi¢cdes de salinidade o cv. Pitiuba consegue manter melhor sua
regulacdo homeostatica, evidenciada pelo maior aumento da massa seca de folhas.
Sérvulo et al., (2008) observaram reducdo da massa seca em folhas de dois cultivares
de mamoneira submetidos ao estresse salino e classificaram o cultivar mais tolerante
como aquela que foi menos inibido pelo sal.

O efeito do NaCl no tamanho das raizes e caules dos dois cultivares de Vigna
unguiculata, revelou (Figura 7A) que em ambos os cultivares a concentracao 100 mM
de NaCl nao causou inibicao significativa no crescimento radicular. Este fato pode ser
devido ao tempo (5 dias) de exposi¢do ao NaCl que pode ter sido insuficiente para
desencadear mecanismos de inibi¢cdo de crescimento radicular, apesar do cultivar

Setentdo ter apresentado raizes maiores que Pitiiba na presenga de 100 mM de NaCl.
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Em relagdo ao comprimento do caule (Figura 7B), estatisticamente o sal nao
causou alteracdo no comprimento. Este fato é apoiado pela auséncia de alteracdo na
massa seca de caules sob influéncia do NaCl, nos dois cultivares.

A razdo Raiz/Parte aérea (R/PA) (Figura 7C) depende do comprimento das
raizes, caules e folhas, nos dois cultivares ndo ocorreram variacdes expressivas nestes
dois primeiros parametros, apenas na dera foliar onde ocorreu uma inibicio em
Setentdo. No entanto, Setentdo apresentou as maiores R/PA em relagdo a Pitidba,
devido aos maiores comprimentos de raizes deste cultivar, quando comparado a Pititba,
que, também apresentou caules ligeiramente mais compridos que os de Setentao.

A partir desses resultados, observou-se que os parametros de crescimento de
raizes e caules ndo foram conclusivos para a caracterizacdo de qual dos dois cultivares
€ mais sensivel ao estresse salino. Assim, ndo ocorreram diferengas significativas em
relagcdo a influéncia das concentracdes de NaCl no comprimento de raizes e caules dos
cultivares. Diferentemente do que ja foi observado em outros cultivares de Vigna
unguiculata (OLIVEIRA, 2007; NEVES, 2008).

Um dos parametros mais relevantes para indicacdo de susceptibilidade ao
estresse salino € reducdo da drea foliar (Figura 9) (ZHANG & BLUMWALD, 2001),
pois, a capacidade de manter o crescimento do limbo (4rea foliar) € indispensédvel para a
manutencdo da taxa fotossintetizante segundo Khan (1999). Desta forma, para a
manutencao do seu status energético, indispensdvel para se aclimatar ao estresse salino.
O cultivar Pitidba conseguiu manter uma maior drea foliar no estresse salino (75 e 100
mM) em relacdo ao cultivar Setentdo. Portanto, este parametro indicou que Pititba
consegue manter uma maior drea para captacdo de energia luminosa e realizacdo de
fotossintese. Este fato é um forte indicador que auxiliou na classificacdo de Pititiba
como um cultivar mais tolerante ao estresse salino quando comparado ao Setentdao
(ZHU, 2001).

Para uma planta aclimatar-se ao ambiente salinizado ela precisa desenvolver
mecanismos para a detec¢do de elevadas concentracdes de fons na rizosfera, as quais
estdo associadas ao gradiente osmotico (solo-pélos radiculares) que leva a saida de
dgua da planta para o solo (osmose reversa) (TAIZ & ZEIGER, 2013). Para prevenir
isso, a planta precisa ter mecanismos para a percepcao destes sinais indicadores das
condi¢des desfavordveis. Bem como, ter mecanismos de resposta a aclimatacdo ao

estresse salino.
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Estes mecanismos, normalmente, apresentam uma resposta integrada e
modulada de varios processos bioquimicos, coordenados por mecanismos de controle
da expressdao dos genes de tolerante ao estresse salino. Muitas vezes estes produtos
génicos funcionam nio somente nos mecanismos de adaptacdo ao estresse, mas também
na regulacdo da expressao gé€nica e na transducgao de sinais (SI et al., 2009).

Durante a determinagdo do percentual de dgua nos 6rgdos de Setentdo e Pititba,
de modo geral ndo foram detectadas variacOes estatisticamente significativas nas raizes
entre os dois cultivares (Figura 8A). Contudo, em caules observou-se que Setentdao
apresentou um percentual de dgua superior ao de Pitiiba na presenca de 100 mM de
NaCl em comparagdo aos respectivos controles (Figura §B).

Dessa forma, Setentdo conseguiu manter mais dgua no caule e este dado pode
estar associado ao fato de Setentdao mesmo em condi¢des controle, ja apresentar caules
com concentracdoes maiores de prolina 8,5% maiores que os de Pitiiba. A entrada de
dgua é fundamental para a manutencao do turgor celular (KHAN et al., 1999), que esta
associado ao crescimento celular, para a entrada d’dgua a capacidade de se manter
osmoticamente regulado € fundamental (YOKOI et al., 2002).

Nas folhas (Figura 8C), observou-se a diferenca entre os dois cultivares
Setentdo (89,13%) e Pititba (87,17%) na presenca de 100 mM de NaCl.

As folhas com o maior percentual de dgua (90,47%) foram encontradas em
Setentao submetido a 25 mM NaCl. Correlacionado o percentual de dgua nas folhas a
concentragdo do iminodcido prolina, percebemos que este é 23,5% mais concentrado
em Setentdo que em Pititba (condi¢do de 25 mM de NaCl). Fato que, pode relacionar-
se com a maior capacidade de reter 4gua (OLIVEIRA et al., 2010).

Plantas que conseguem manter mais dgua em suas folhas conseguem se manter mais
ativas metabolicamente. Ja que, a folha € 6rgdo vegetal mais ativo metabolicamente
(KHAN et al., 1999; XUE et al., 2004).

Um dos processos que requer regulagao precisa é a manutengao da razao Na*/K*,
sem a qual a planta entraria num ciclo degradativo de crescente degeneragdo metabdlica
(PIZZARO, 2010).

Em Vigna unguiculata, observou-se que a concentracdo de Na* solivel em
raizes sob estresse salino (NaCl 100 mM) (Figura 19A), foi aumentada 16,27% em
Pititba e 78,09% em Setentdo, em relacdo aos respectivos controles.

Sabe-se que a regulagcdo na entrada de sédio € indispensavel para a aclimatacao

da planta ao ambiente salino (BLUMWALD, 2000), os dados sugerem que a regulagcao
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da entrada do s6dio nas raizes de Pititiba foi realizada de maneira mais eficiente, do que
em Setentdo. Pois, com o aumento da exposi¢do das raizes aos ions sédio nos
tratamentos crescentes (25, 50, 75 e 100 mM de NaCl) os aumentos da concentracdo de
sddio solivel em Setentdo foram maiores que em Pitiba.

Corroborando com esse fato, observou-se também em caules (Figura 10B), que em
Setentdo os fons Na* aumentaram de forma mais expressiva conforme as raizes foram
exposta a concetragdes maiores de NaCl, em 25 mM 19,8%, em 50 mM 50,76%, em 75
mM 70,64% e em 100 mM 97,43%. Para Pititiba nas concentracdes de 75 e 100 mM de
NaCl também observou-se aumentos na concetragio de Na*, porém, em valores
menores 8,03 % e 30,16% respectivamente. Padrdo semelhante foi encontrado por
Alonso e Rubio (2006).

Este padrao nos indica que o cultivar Pititiba atua reduzindo a ascensdo dos ions
Na™ para a parte aérea. O que € fundamental para a manutengao da taxa metabdlica.

Nas folhas (Figura 10C) de ambos os cultivares, a concentracdo de sodio solivel
ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas nos controles.

Da mesma forma que em raizes e caules, observou-se que o cultivar Pititiba
apresenta algum mecanismo que minimiza o deslocamento do Na* pela planta até
chegar as folhas, sendo este processo mais eficiente para impedir a ascenssdao dos fons
s6dio para as folhas que em Setentdo, onde detectou-se sob 100 mM de NaCl um
aumento de 40,46%, contra 21,64% em Pitidba.

Esses dados sdao semelhantes aos obtidos para feijao-de-corda por Sobreira
(2011), Costa et al., (2003) e Oliveira (2007). Esses autores mostraram que a
concentracdo de sodio soluvel em folhas e raizes de cultivares de V. unguiculata
aumentaram significativamente em resposta a salinidade.

Pode-se destacar que nos dois cultivares estudados no presente trabalho, a raiz
foi o 6rgdo de diferenciacdo para a concentracdo do sédio. Similar ao observado por
Chaves et al. (2003).

Nossos dados foram semelhantes aos obtidos por Fernandes de Melo et al.,
(2005) que demonstraram, que plantas com a capacidade de manter fons Na* em maior
quantidade nas raizes minimizando o transporte desse fon para a parte aérea das plantas,
e isso € uma resposta caracteristica de plantas de V. unguiculata submetidas ao estresse

salino.
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Segundo Alexandersson et al., (2004), estudando Arabidopsis, a resposta de
distribuicao do sédio pela planta € diferenciada, dependendo da forma como a planta
percebe o estresse (moderado ou severo).

Independente da entrada do s6dio na célula, sua presengca em torno dela ja é
suficiente para interferir de forma prejudicial na absor¢ao do fon potéassio pela célula
(PIZZARO, 2010).

Neste estudo, quando a concentracdo de K* solivel foi medida nas raizes de
feijao-de-corda (Figura 11A). Observou-se em Setentdo que, a exposi¢cao ao NaCl 100
mM reduziu a concentracdo de K* em 40% comparativamente ao controle. Entretanto,
em Pitidba, as diferentes concentracdes de NaCl ndo causaram alteracdes
estatisticamente significativas, exceto 100 mM que causou um aumento na
concentragdo do K*(58,11%).

Nos caules (Figura 11B) de Pitiiba apenas o tratamento de 100 mM de NaCl
causou um incremento de 69,61% na concentragao de K*, enquanto que, em Setentdo, a
aplicacdo de concentragdes crescentes de NaCl (25, 50, 75 e 100 mM) ndo geraram
aumentos estatisticamente significantivos na concetragdo do K.

Em folhas (Figura 11C), observou-se que apenas a condicdo de 100 mM de
NaCl em Pitiiba, foi capaz de aumentar a concentragao de K*, revelando aumento de
32,82% em Pititba, quando comparados ao controle. J4 em Setentdo, a aplicacdo das
diferentes concentragdes de NaCl ndo gerou alteracdo estatisticamente significativas.

Observou-se que a concentragdo de 100 mM de NaCl estd associada, a uma
alteracdo no padrio de entrada de K™ e na sua acumulagdo em raizes, caules e folhas
(Figura 11A, 11B e 11C). Revelando ser esta uma concentracdo impactante sobre os
dois cultivares Setentdo e Pititba.

Nas glicdfitas, a tolerancia ao estresse salino pode ser atribuida a capacidade
para manter baixas concentracdes de Na* ou alta relacdo K*/Na*, sendo esta relacdo
fundamental para o funcionamento celular de forma homeostitica (RUBIO;
GASSMANN; SCHROEDER, 1995; PIZARRO, 2010).

Os vegetais ao longo da evolug¢do vém desenvolvendo mecanismos para limitar
alteracdes nas concentra¢des homeostaticas do fon Na*, fato este bem estudado em
halé6fitas (FLOWERS, 2004). Dentre estes mecanismos destacam-se a exclusdo do Na*
da célula e ou sua compartimentalizagdo no vacuolo, visando adaptar-se ao estresse

salino (YU et al., 2007, CHINNUSAMY et al., 2006). A exclusdo destes ions esta



86

associada a via SOS (CHOI et al., 2011). J& a sua compartimentalizacdo esta
correlacionada aos transportadores NHX vacuolares.

Estudados com vdrias espécies de plantas (CHRISPEELS et al., 1999;
FUKUDA et al., 2004; GREENWAY & MUNNS, 1980) tem demonstrado que, as
espécies tolerantes tentam barrar o transporte de Na* para a parte aérea, minimizando o
efeito prejudicial deste fon no metabolismo (AGARWAL et al., 2013).

A razao K*/Na* encontrada no citoplasma de células de raizes depende em parte
da atividade do sistema de transporte de K* localizado na membrana plasmatica
(PIZARRO, 2010). Este sistema € o principal responsavel pela absor¢ao de K* e de
regulacdo da concentracdo intracelular desse elemento em ambientes nos quais sua
absor¢do e limitada pela presenca de outros ions positivos (FUKUDA et al., 2004).
Portanto, acredita-se que o aumento na atividade e, principalmente, nas propriedades
seletivas dos transportadores envolvidos na absor¢do de K* de alta afinidade representa
um importante mecanismo de aclimatagdo a salinidade (RUBIO; GASSMANN;
SCHROEDER, 1995).

O ion Na* ndo é considerado um macronutriente essencial. Contudo, sua adi¢ao
ao meio em pequenas doses, pode promover o crescimento das plantas quando o
suprimento do K* € limitado (MASSER; GIERTH; SCHROEDER, 2002).

Apesar do Na* poder substituir ao K* nas suas fungdes osméticas dentro do
vacuolo de haldfitas, um excesso dele no citoplasma € indesejavel, pois inibe vérias das
reacoes metabodlicas que ocorrem nesse compartimento (ASHLEY; GRANT; GRABOV,
2006).

Tem sido estabelecido que o influxo de Na* se da principalmente através do
sistema de absor¢do do K* de baixa afinidade devido a sua menor capacidade seletiva
para discriminar entre ambos os fons (HARO et al., 2010). Entretanto, o efeito do Na*
sobre o sistema de alta afinidade ainda é alvo de vdérias pesquisas, devido a sua
importancia para o crescimento da planta e seu papel no mecanismo de tolerancia a
salinidade (CHRISPEELS; CRAWFORD; SCHROEDER, 1999; ASHLEY; GRANT;
GRABOV, 2006).

Os dados indicam que em NaCl 100 mM parece ocorrer uma alteracdo no
mecanismo de compartimentalizacdo idnica. Pois, a partir desta concentracdo passamos
a observar aumentos na concentragdo de potdssio solivel, acompanhado também por um
aumento na concentracdo do Na* solivel. Parece ocorrer uma mudanca na absor¢do de

cations monovalentes normalmente competitivos (Na* e K*). A maior absor¢do de K*
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em Pitidba, pode estar associada a expressao e tradugdo de novos transportadores de K*
de alta afinidade (HARO et al., 2010; PIZARRO, 2010).

Os transportadores de K* de alta afinidade sdo estimulados pelo aumento na
concentragdo dos fons Na* (RUBIO; GASSMANN & SCHROEDER, 1995).

Em caules (Figura 11B) de Pitidba, o tratamento 100 mM de NaCl, causou um
incremento (69,61%) na concentracdo de K*. Neste mesmo 6rgdo em Setentdo
observou-se um incremento de 13,13% do fon K* sob 100 mM de NaCl. Contudo, este
aumento na acumulag¢ao de K* ndo foi acompanhado por uma redugdo na acumulagio
de sédio indicando haver outros mecanismos de absor¢cdio de K* que passam a ser
expressos na concentragdo de 100 mM NaCl (PIZZARO, 2010).

Nas folhas (Figura 11C), 100 mM de NaCl foi o unico tratamento que causou
um aumento da acumulag¢do de K* e apenas em Pitiuba 32,82%, revelando que Pitiiba
tem algum mecanismo que favorece a absor¢dao do K* em relacéo a Setentdo.

Em oposicao aos nossos resultados para Pitiiba sob aplicagdo de 100 mM de
NaCl, Sobreira (2009) encontrou menores concentracdes de K* em plantas de Vigna
submetidas ao estresse salino (NaCl 100 mM), em relacdo as concentracdes
encontradas nos controles. Zahran et al., (2007) também encontraram dados indicando
que no estresse salino ocorre uma reducdo na acumulacdo do potdssio. Estudos em
culturas como Arabidopsis thaliana, Triticum aestivum, Zea mays € Hordeum vulgare
mostram aumento na atividade dos transportadores de K* de alta afinidade quando estas
culturas s@o expostas a altas concentracdes de sdédio (PIZZARO, 2010).

E indispensdvel que a planta mantenha uma baixa razio Na*/K* para prevenir a
toxicidade iOnica causada pelo Na*, que atua competitivamente pelos canais nao
seletivos de K*, sendo o potassio requerido para ativar mais de 50 enzimas, que passam
a ter sua acdo desregulada pela excesso de s6dio que se liga competitivamente ao sitio
do potassio (BHANDAL & MALIC, 1998).

Tanto um aumento da concentra¢do dos ions s6dio quanto o aumento da razdo
Na*/K* sdo metabolicamente preocupantes.

Nas figuras (12A, 12B e 12C) sdo mostradas as razdes Na*/K* para raizes,
caules e folhas respectivamente, para estes 6rgaos observou-se as maiores reducodes
dessas relacdes sob 100 mM de NaCl para Pitidtba e um aumento dessa razdo para

Setentdo, comparando-se com os respectivos controles.
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Para as raizes de Setentdo em 100 mM de NaCl observou-se um aumento na
razdo Na*/K* de 96,46%, para os caules de Setentdo um aumento de 74,61% e para as
folhas um aumento de 47,24%. Porém, em Pitiiba a aplicacdo de 100 mM de NaCl
causou nas raizes uma inibicdo da razdo Na*/K* de 25,76%, %, para os caules de
Pititiba uma redugao de 32,97% e para as folhas uma reducao de 8,4%, comparando ao
seu controle.

Nesse contexto, foi relatado que plantas com habilidade para manter a razdo
Na*/K* reduzida tém maior capacidade de adpatar-se a ambientes salinos (ALONSO et
al., 2006; RENGEL & DAMON, 2008). Indicando ser Pitiiba mais tolerante ao estresse
salino.

O estresse salino além da toxicidade i0nica também esta associado a estresse
osmotico que € caracterizado pela redugdo da captacdo de dgua ou até mesmo na perda
de dgua. Uma das formas da planta prevenir esse estresse é através da sintese de solutos
compativeis como, prolina, betaina ou dlcool de carboidratos, os quais podem ser
sintetizados sem causar prejuizos metabdlicos para as células vegetais (GUPTA &
HUANG, 2014). Alguns autores tém relatado que o aumento da concentracdo de prolina
nem sempre € considerado um aumento na capacidade de aclimatacdo ao estresse salino,
mas sim, que sua acumulacdo seria simplesmente uma decorréncia de distirbios
metabdlicos, no metabolismo de aminodcidos e proteinas (QUEROA et al., 2014).
Podendo ser também um mecanismo de resposta a este distirbio (MELONI et al., 2004;
STRANGE et al., 2004).

As figuras 13A, B e C mostram respectivamente a concentragdo de prolina
(umoles. g''ms.) em raizes, caules e folhas nos dois cultivares estudados.

Em raizes de Setentdo expostas a 100 mM de NaCl ndo ocorreu aumento na
sintese de prolina. Ja em Pititba, ocorreu uma redugdo de 40,65%.

Nos caules, foram observados aumentos de prolina em Setentdo nas condig¢des
de 25, 50 e 75 mM de NaCl. Ja em 100 mM de NaCl, os valores foram inferiores aos
do controle (27,6%) (Figura 13B).

Para Pititiba, o maior aumento (25%) ocorreu na presenga de 50 mM NaCl e em
100 mM de NaCl, foi obeservado uma reducao de 21,1% na concentragio de prolina.

Em folhas, observou-se em Pitiuba que a concentragdo inicial de prolina
(controle) é maior (22,18%) que a mesma em Setentdo. Na presenca de 100 mM de
NaCl ha um aumento de 48,81% na concentracdo de prolina em Setentdo e uma

reducdo de 37,36% em Pititiba, indicando comportamentos distintos na sintese de
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prolina nos dois cultivares, em resposta ao estresse salino. Esta maior concentragio
inicial de prolina em Pitiiba pode indicar que o iminodcido prolina ja € sintetizado em
maior quantidade (constitutivamente), o que pode ser uma pré-adaptacdo ao solo com
maior quantidade de sais.

Silva et al. (2011), estudando pinhdo manso, observaram nao haver aumento
expressivo da concentracdo de prolina em plantas submetidas a estresse salino. Santos
et al. (2002), estudando estresse hidrico em trigo, observaram que o aumento dos
teores de prolina poderia ser atribuido ao aumento das atividades das enzimas
envolvidas na sintese deste iminodcido (KANDPAL & RAO, 1982) ou a inibi¢do da
oxidac¢do da prolina (KIYOSUE et al., 1996; QUEROA etal., 2014).

Apesar de ser util na osmorregulacdo, a sintese desse soluto compativel, é
energeticamente dispendiosa para a célula e gera um agravante do estresse osmatico que
¢ também a inducdo do estresse oxidativo (TESTER; DAVENPORT, 2003), este, por
sua vez pode acarretar maior peroxidacao de lipidios membranares, aumento nos niveis
de peroxidacdo de lipidios e estimula a formacdo de EROs (ESSA, 2008).

Os danos causados pelo sal as membranas celulares, devido a peroxidagao dos
lipidios, podem ser representados pelo aumento dos niveis de malondialdeido (MDA).

As figuras 14A (raizes), B (caules) e C (folhas) mostram as alteracdes nas
concentragdes de MDA, quando os dois cultivares de Vigna unguiculata foram
submetidos a (0, 25, 50, 75 e 100 mM) de NaCl.

Em raizes submetidas a 100 mM de NaCl observamos um aumento na
concentragdo de MDA de 98,7% em Setentdo e 68,52% em Pititiba.

Nos caules, ocorreu aumento na concentracdo de MDA na presenca de 75 mM
de NaCl, para ambos os cultivares, Setentdo 62,56 % e Pititiba 118,7%.

Em folhas submetidas a 100 mM de NaCl, observou-se aumentos de 10,91%
Setentdo e 110,16% Pititiba na concentracio de MDA, demonstrando que os cultivares
tém formas distintas de atuar para tentar minimizar o problema da peroxidacido de
lipidios que costuma estar associado ao estresse salino.

A diferenca no padriao de aumento de concentracdo de MDA nos dois cultivares
pode indicar que Setentdo, reduz a taxa metabdlica gradativamente no caule e nas
folhas, com isso também reduz a peroxidacdo de lipidios nas células destes 6rgaos.

Este fato pode ser corroborado pela redugdo da area foliar em Setentdo quando
este € submetido ao NaCl. Em Pititiba, o comportamento é oposto, havendo aumento

de MDA em raizes, caules e folhas (Figura 14A, B e C). Principalmente na parte aérea,
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sugerindo que a atividade metabdlica se mantem mais ativa nas folhas, onde segundo
Deuner et al. (2011) passa a ocorrer menor a¢ao das enzimas antioxidantes. Este fato
pode estar associado a maior drea foliar encontrada em Pitidba. Estes dados também
sugerem que o maior estresse oxidativo em raizes se deu em Setentdo e em folhas se
deu em Pitiiba. Revelando que os dois cultivares apresentam diferencas nos
mecanismos de defesas antioxidantes, em cada 6rgao da planta.

Como ja mencionado, as plantas apresentam dois mecanismos bdsicos para
adaptacdo aos ambientes salinos: a exclusao celular (dependente da via
SOS)(BLUMWALD et al., 2000) e a compartimentalizacdo de ions nos vacuiolos
(dependente da NHX) (YU et al., 2007; MUNNS & TESTER, 2008). A atividade do
transportador SOS1 € dependente da formacdo do gradiente eletroquimico na membrana
plasmatica. A H*ATPase é responsavel pela criagdo desse gradiente eletroquimico
transportando H* do citoplasma para o meio extracelular contra um gradiente de
concentracdo e gastando ATP. Um gradiente eletroquimico gerado na membrana
vacuolar pelas atividades translocadoras de prétons da H* ATPase tipo V e Pirofosfatase
(PPase) também ¢ necessdrio para ativar a compartimentalizacao dos fons sédio através
da atividade de transporte da NHX (RODRIGUEZ — ROSALES et al., 2009).

No presente trabalho procurou-se identificar todos os genes das principais
proteinas envolvidas no transporte de Na® relacionados com a exclusao ou
compartimentalizacao em V. unguiculata. Dispondo do genoma de Phaseolus vulgaris,
uma espécie muito proxima de V. unguiculata, foi possivel anotar todos os genes desse
genoma e, a seguir, tais genes foram usados na identifica¢do/classificacdo (juntamente
com os genes de arabidopsis) dos respectivos fragmentos génicos em V. unguiculata.

Conforme pode ser observado para as familias multigénicas da NHX (Figura 17)
e da H*ATPase do tipo P (Figura 18), para cada gene identificado em Phaseolus
vulgaris um par ortologo também foi identificado em V. unguiculata. Os nimeros de
genes para essas familias multigénicas nas duas espécies de leguminosas (7 genes NHX
e 13 H*ATPase do tipo P) foram maiores do que aqueles encontrados no genoma de
Arabidopsis (6 genes NHX e 12 genes H*ATPase do tipo P) (Gevaudant et al., 2007).
Dessa forma, pode-se sugerir que pelo menos a grande maioria dos genes de proteinas
envolvidas no transporte de Na™ em V. unguiculata foi identificada e teve a expressao
génica avaliada.

Sabe-se que para uma boa confiabilidade dos dados de expressdo por PCR em

tempo real é imprescindivel a qualidade do RNA total extraido. Nesse contexto, as
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leituras de quantificagdo dos RNAs revelaram relacdes 260/280 e 260/230 entre 2,18 e
1,96 e 1,59 e 1,98 (Tabela 4), respectivamente, sugerindo que os RNAs estavam
homogéneos e com pureza adequada (SAMBROOK et al., 1989). Além disso, a andlise
das amostras em gel de agarose 1% revelou as bandas de RNAs ribossomais 18S e 28S
indicando boa integridade dos RNAs (Figura 15).

Pela andlise conjunta dos perfis de expressdo génica, constatou-se expressao
diferenciada entre os varios genes analisados, tanto para os genes associados aos
mecanismos de compartimentalizacdo quanto para os associados aos mecanismos de
exclusdo, onde ficou claro que ocorreu expressao diferenciada em relagdo ao 6rgao e ao
cultivar na presenca de 100 mM de NaCl.

Para o funcionamento do mecanismo de exclusdo dos ions s6dio sdo necessarios
dois componentes, a proteina contra-transportadora SOS1 e a bomba de préton da
membrana plasmatica H*-ATPase tipo P, esta dltima codificada por uma familia
multigénica, onde em Vigna unguiculata foram detectados 13 genes.

Destes 13 genes analisados, observou-se que os genes HATPasel8, HATPase59,
HATPasel39 e HATPase272, ndo tiveram expressao detectada em Vigna unguiculata
nos orgidos e nas condi¢des estudadas, ja os genes HATPase20, HATPasel03,
HATPasel27, HATPasel42, HATPasel65, HATPasel82 e HATPase252 foram
detectados, mas nio apresentaram diferencas no seu perfil de expressdo, quando
submetidas a 100 mM de NaCl.

Desta forma, os genes que demonstraram ter sua regulacao associada ao estresse
salino foram VuHATPase 06 e VuHATPase 48. Sendo expressos em raizes e folhas de
Vigna unguiculata, porém, apresentando expressdo diferencial dependendo do 6rgao e
do tratamento.

A figura 19A mostrou que VuHATPase 06 foi expresso nas folhas dos dois
cultivares, tendo sua expressdo aumentada 3 vezes no cv. Setentdo comparativamente a
cv. Pititba no mesmo periodo de exposicao ao sal (48 horas). Revelando ser um gene
importante para a aclimatacio ao estresse salino neste cultivar.

Pititiba ndo revelou mudancas significativas na expressao deste gene em folhas.
Porém em raizes, o mesmo gene mostrou um comportamento diferente (Figura 19B),
onde a partir de 6 horas de exposicdo ao sal Setentdo aumentou 2 vezes sua expressao,
tendo seu maior incremento na expressao neste tempo, em Pitiiba o maior aumento da

expressao deste gene foi com 24 horas de contato com o sal, aumentando 4,5 em
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relagdo ao seu controle. Este resultado indica que o gene VuHATPase 06 é importante
para os mecanismos de aclimatag@o ao estesse salino em raizes de Pitiuba.

Em folhas, o gene VuHATPase 48 (Figura 20A) teve um perfil de expressao
semelhante ao gene VuHATPase 06. Em Setentdo com 48 horas de exposi¢do ao sal,
ocorreu um incremento de 10 vezes na sua expressdo, enquanto que, para Pitiiba
nenhuma variagdo significante em resposta ao sal foi observada. Para raizes (Figura
20B) o gene HATPase 48, ndo mostrou nenhuma alteracdo na sua expressdo em Pititba.
Porém, em Setentdo ocorreu um aumento de expressdo de 4 a 5 vezes a partir de 6
horas de exposi¢ao ao sal.

Foi observado, que nas raizes dos dois cultivares Setentdo e Pitiiba ocorre um
incremento na expressdo dos genes codificadores para as bombas geradoras do
gradiente eletroquimico de prétons na presenga de 100 mM de NaCl. Este gradiente se
faz necessdrio para a ativacdo dos mecanismos de transporte ativo presentes na
membrana plasmatica (ARANGO et al., 2003), dentre os transportadores que dependem
deste gradiente temos a proteina SOS1(ALEXANDERSSON et al., 2004;
BLUMWALD, 2000). No entanto, este gradiente estd também associado a outros
mecanismos de transporte para outros fons como o K* (PIZZARO, 2010; QUINTERO
et al., 2011; VITART et al., 2001; LUO et al., 1999; ARANGO et al., 2003; YANG et
al., 2007), o que explica, que o aumento da expressdo da préton ATPase de membrana
nao necessariamente segue o aumento da mesma magnitude na expressao do gene SOS1
como o que ocorreu em raizes de Setentdo, onde apesar do aumento da expressdao das
bombas de prétons da membrana plasmdtica ocorreu um aumento menor na expressao
deste transportador. O aumento da expressdo isolada destas bombas de prétons €
insuficiente para caracterizar aumento na atividade de exclusdao do Na* (HASEGAWA
et al., 2000).

Em folhas de Pitiuba observou-se ndo ocorrer um grande aumento na expressao
das bombas de prétons da membrana plasmatica, em oposi¢do a Setentdo, onde ocorreu
tanto o aumento na expressao das de protons da membrana plasmatica quanto da SOSI,
0 que pode estar associado a um aumento na exclusao citoplasmatica de sédio para o
apoplasto celular (SHI et al., 2000; SHI et al., 2002; SONDERGAARD et al., 2004).
Em Pititiba, mesmo sem o aumento na expressdao das bombas de prétons observou-se
um aumento na expressao da SOS1.

A andlise da expressdo do gene SOSI revelou que este gene € expresso em

raizes e folhas de Vigna unguiculata. Contudo, apresenta expressdao diferencial
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dependendo do 6rgdo e do tratamento (Figuras: 22A e B). As maiores expressoes
foram observadas em raizes de Pititiba e folhas de Setentdo. Em todos os 6rgdos o
NaCl ocasionou aumentos na expressdo, exceto nas folhas de Pititiba. Resultados
semelhantes foram encontrados por Tang et al., (2010) estudando Poplar em condi¢des
de estresse salino.

Em relacdo ao mecanismo de compartimentalizacdo podemos dividi-lo na acao
do transportador de Na* para o interior do vaciolo (NHX) e na acdo das bombas de
prétons vacuolares (Pirofosfatases e H*-ATPases tipo V).

Em Vigna unguiculata foram detectadas sete isoformas de genes que codificam
as NHX, sendo que destas NHX3, NHX4a e NHX4b, ndo tiveram expressao detectada,
Os genes NHX5 e NHX6 foram detectados, mas ndo apresentaram diferencas no seu
perfil de expressdao quando submetidas a 100 mM de NacCl.

As isoformas NHX1 e NHX2, apresentaram diferencas no perfil de expressao na
presenca e auséncia de 100 mM de NaCl e em relagdo ao cultivar. A andlise de
expressdao por qPCR mostrou que os genes NHX 1 e NHX 2 sdo mais expressos em
raizes que folhas de Vigna unguiculata.

A figura 24A mostrou que a NHXI apenas sofreu alteracdo significativa na
expressdao no tempo 48 horas de exposicdo ao sal em folhas do cultivar Pitidba. A
andlise da expressdo do gene NHX/ nas raizes (Figura 24B) revelou que o sal teve sua
principal interferéncia em Pitiuba nos tempos 12 e 24 horas causando um aumento na
expressao na ordem de 7 e 4,5 vezes respectivamente. Por outro lado, no cultivar
Setentdo, o sal ndo causou alteracdo significativa no padrdao de expressdo em ambos os
tecidos, folhas e raizes. Este fato sugere, que em Setentdo o gene NHX/ ndo esta
correlacionado aos mecanismos de aclimatacao ao estresse salino.

A andlise de expressao do gene NHX2 em folhas (Figura 25A) revelou que a
presenga do sal inibiu sua expressdo em Pitiiba e aumentou em Setentdo, tendo seu
aumento maximo no tempo 48 horas. Estes dados indicam que o gene NHX2 € o
importante para os mecanismos de aclimatagcdo ao estresse salino em Setentdo. Ja que a
andlise da expressao do gene NHXI, ndo revelou sua associacdo aos mecanismos de
aclimatagao ao estresse salino em Setentao.

Em raizes, (Figura 25B) a expressdo de NHX2 em Pitiiba, também ndo revelou
alguma rela¢do com o estresse salino. Porém, em Setentdo o sal induziu um aumento
de 19 e 18 vezes na expressdo nos tempos 6 e 12 horas, respectivamente. Os dados

indicam que as duas NHX sdo muito mais expressas em raizes do que em folhas. Li ef
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al., (2008) mostraram que o teor de transcrito do NHX/ aumentou em diferentes
concentracdes de NaCl, sendo este aumento mais notavel na presenca de 400 mM NaCl.
Sotossanto et al., (2007) observou que o estresse salino aumentou a expressao dos genes
AtNHX1 e AtNHX2 em plantas de Arabidopsis thaliana.

Foi observado por Zahran et al., (2007) que o padrao de expressao dessa familia
multigénica NHX € diferente em folhas e raizes e também em relacdo a concentracdo de
NaCl, quando este estudou leguminosas. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados em V. unguiculata quando foi observado um maior padrao de expressao
para o VuNHX?2 (Figura 25A e B), Ye et al., (2009) mostraram que a expressdo dos
genes NHX1-6 em raizes, caules e folhas de Populus eufhratica aumentou quando
submetidos a elevada concentragdo de NaCl por seis horas. Estes dados mostram a
importancia dos contra-transportadores em plantas submetidas ao estresse salino.

No tocante as bombas de prétons vacuolares, estudou-se o perfil de expressao
das duas pirofosfatases Ppasel e Ppase2, onde foi percebido que 100 mM de NaCl ndo
causou alteracdes no perfil de expressao do gene Ppase2. Para o gene Ppasel a qPCR
revelou que ele é expresso em raizes de Vigna unguiculata, uma vez que foi induzido
em ambos os cultivares (Figuras: 23B). O perfil de expressdo do gene Ppasel em
raizes revelou picos de expressao principalmente nos tempoS 6 e 12 horas de exposi¢ao
ao sal em ambas as cultivares.

Oliveira (2007) e Sobreira (2009) encontraram resultados semelhantes
estudando as bombas de prétons de feijao-de-corda submetido ao estresse salino, onde
foi observado que em plantas jovens as principais bombas de prétons vacuolares sdo as
pirofosfatases (TESTER et al., 2003), dados estes que corroboram com resultados aqui
obtidos, visto que as plantas estudadas tinham 12 dias apos a semeadura. Como nas
raizes ocorreram os maiores incrementos na expressao das NHX, logo, faz sentido que
estes aumentos sejam seguidos de um aumento na expressdo das pirofosfatases, visto
que elas atuam como bombas energizadoras destes transportadores de Na* (YOKOI et
al.,2002; ZHU et al., 2002).

As outras bombas de prétons vacuolares sdo as H*-ATPases tipo V. Nesse
trabalho foi encontrado apenas um gene codificador para o gene da V-ATPase subA
(subunidade catalitica) através de pesquisa in silico tanto em V. unguiculata
(VuATPase subA) como em P. vulgaris (PvATPase subA).

A figura 21A mostra que o gene VuATPase subA foi induzido em folhas de

Setentdao, onde se observou um aumento de 1,5 vezes na sua expressao no tempo 48
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horas. J4 em folhas de Pitiiba a exposi¢do ao sal ndo causou aumento na expressao.
Fukuda et al., (2004) encontraram resultados diferentes quando estudaram o nivel de
transcrito da subunidade A da V-ATPase (HvVHA sub A) de raizes de cevada
submetidas a 200 mM NaCl. Janicka-Russak (2007) mostrou que a expressao do V-
ATPase sub A de tonoplastos em raizes de pepino aumentou apds tratamento com NaCl
em relacdo ao controle, porém, estes dados foram obtidos com plantas com idades
superiores as utilizadas em nossos experimentos.

A andlise da expressdo génica de proteinas envolvidas no transporte de Na* em
ambos os cultivares possibilitou tracar um cendrio sobre a regulacdo das vias de
exclusdo celular e ou compartimentalizagdio do Na* no vacuiolo (Figura 26). Assim
sendo, a regulacdo da exclusdo celular de Na* foi inferida através da anélise dos niveis
de transcritos do contra-transportador de membrana plasmatica VuSOSI e das H*-
ATPase tipo P (VuHATPase 06 e VuHATPase 48).

Ja a compartimentalizacdo do Na* no vactolo foi inferida pela expressdo dos
genes dos contra-transportadores vacuolares (NHX! e NHX2), da subunidade A
(catalitica) da H*-ATPase tipo V e da V-Ppase (VuPpasel).

Pela andlise conjunta dos dados de expressdo (Figura 26) foi possivel sugerir
que nos dois cultivares de Vigna unguiculata, Pititiba e Setentdo os dois mecanismos
de aclimatacdo a salinidade: compartimentalizacio e exclusdo do sddio, sdo utilizados
de formas distintas nos diferentes 6rgaos estudados/cultivares.

Em Pititiba, a andlise da expressdo génica indicou que a raiz € o 6érgdo mais
importante na regulacdo da sua capacidade de adaptacdo ao estresse salino, onde
ocorreu maior expressao dos genes VuHATPase 06, VuSOS1, Ppasel, VATPase subA
e NHX]I.

Em Setentdo, observou-se que o mecanismo de exclus@o em raizes foi menos
ativo do que em Pitiuba. Porém, em folhas esse mecanismo foi mais ativo. Outra
diferenca importante entre os dois cultivares foi em relacio ao mecanismo de
compartimentalizacio de Na*. Enquanto que em Pitiiba esse mecanismo
compartimentalizacdo foi induzido através da NHXI1, em Setentdo foi por meio da
NHX2, em ambos os tecidos raizes e folhas. Em ambos os cultivares, a
compartimentalizacio de Na*, a exemplo da exclusdo, parece ter ocorrido mais

intensamente nas raizes do que em folhas.



RAIZES

Pitiuba

Na*

Citoplasma

FOLHAS
Pitiuba

Na*

H+ ATPase

A\

Citoplasma

H+

96

Setentao

Citoplasma

Setentao

Na*

H+

Citoplasma

Figura 26: Esquema representativo da média da expressdo dos genes de proteinas

envolvidas na exclusao celular (SOS1 ¢ H*ATPase) ou compartimentaliza¢ao vacuolar de

Na* (NHX, V-ATPase, PPase). Raizes e Folhas. Os genes de proteinas que tiveram a

expressdo aumentada em resposta ao NaCl em até duas vezes aparecem na cor laranja,

acima de duas vezes aparecem na cor verde (elaboracdo do autor).
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Entdo, como j4 mencionado, nas folhas de Setentdo o mecanismo de exclusao
provavelmente € mais ativo do que em Pititiba. Entretanto, a exclusdo de sodio na parte
aérea em plantas nao haléfitas ndao € vantajosa, pois pode acarretar em acumulo de Na*
apoplastico (TAIZ & ZEIGER, 2013; TESTER & DAVENPORT, 2003) agravando o
problema do estresse osmotico associado ao estresse salino, levando a reducdo da
quantidade de dgua metabolicamente ativa e, por conseguinte, a reducdo da taxa
metabdlica e do crescimento. De fato, esse cendrio € coerente com as mudancgas
fisioldgicas observadas em Setentdo o qual apresentou uma menor area foliar e maior
perda de turgor quando em contato com o NaCl (Figura 5A, B, C e D).

Sabe-se que as pirofosfatases complementam a atividade da H*-ATPases tipo V
que mantém o aumento da atividade de bombeamento de prétons vacuolar total mediado
pelo sal (FUKUDA et al., 2004). Portanto, ambas as bombas atuando conjuntamente
sd0 importantes mecanismos para promover a tolerdncia ao sal e o ajustamento
osmotico, dado que, elas produzem um gradiente de prétons que dirige a forca para o
contra-transportador Na*/H* assim como outros transportadores de membrana. Isto é
reforcado dado que plantas que super-expressam o gene da pirofosfatase aumentam a
tolerancia ao sal e seca (GAXIOLA et al., 2001; SOBREIRA, 2009). Comparando-se a
expressdo das bombas de prétons vacuolares nas duas cultivares observou-se que as
pirofosfatases foram as que tiveram seus genes mais expressos, indicando que estas
devem ser as principais bombas envolvidas na geragdo do gradiente eletroquimico em

vacuolos nas plantas com 12 dias ap6s a semeadura.
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7 CONCLUSOES

Os parametros tais como: aspectos visuais, area foliar e razdo Na'/K* ddo
suporte para que Pitidba seja classificada como um cultivar mais tolerante ao estresse
salino do que Setentdo. Os parametros, crescimento e percentual de dgua nao foram
conclusivos.

O cultivar Pitidba apresentou uma concentracdo constitutiva de prolina maior
do que em Setentdo sugerindo-se, portanto, uma pré-aclimatacao para tolerar o estresse
salino.

Vigna unguiculata apresenta pelo menos 1 gene SOSI, 13 genes H*-ATPase
tipo P, 7 genes NHX, 2 genes PPase e 1 gene V-ATPase subA. Desses genes, SOSI,
H*-ATPase 06 ¢ 48, NHX1, NHX?2, PPasel ¢ V-ATPase subA foram induzidos em
resposta ao estresse salino.

Os cultivares Pititiba e Setentdo usam diferentes estratégias de exclusdo celular
ou compartimentaliza¢do vacuolar do Na* em raizes e folhas.

A exclusdao de Na* em Pititiba ocorreu principalmente nas raizes, enquanto que
em Setentdo mais intensamente nas folhas.

A compartimentalizacdo vacuolar do Na* foi mais intensa nas raizes de ambos
os cultivares, contudo, pelo aumento da expressdo de genes diferentes em Pititiba

NHX1 e em Setentdo NHX?2.
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