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RESUMO

Os bioestimulantes vegetais estdo sendo cada vez mais utilizados para potencializar a produgao
agricola e melhorar o desempenho das plantas cultivadas sob condi¢des adversas, tais como o
estresse abidtico induzido pela salinidade. Estudos recentes indicam que bioestimulantes a base
de nanoparticulas de carbono, por exemplo, sdo capazes de auxiliar mecanismos de tolerancia
das plantas ao estresse. No entanto, devido a natureza complexa desses nanomateriais, sao
necessarios mais estudos para que estes possam ser utilizados com seguranca na agricultura.
Nesse sentido, objetivou-se com o presente trabalho avaliar os efeitos do nanobioestimulante a
base de carbon dots no desempenho morfofisioloégico, bioquimico, metabolico e produtivo de
plantas de feijdo-caupi submetidas ou nao ao estresse salino. O experimento foi conduzido em
casa de vegetagdo pertencente a Universidade Federal do Ceard, situada em Fortaleza, Ceara.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em um arranjo fatorial 2
x 6, sendo duas condutividades elétricas da agua de irrigagdo (CEa: 0,35 e 4,0 dS m™) e seis
concentragdes do nanobioestimulante Arbolina aplicadas via foliar (0, 80, 160, 240, 320 e 400
mg L), com quatro repetigdes. Foram avaliadas varidveis biométricas, fisioldgicas,
bioquimicas, produtivas e de perfil metabolico das folhas. A salinidade da agua de irrigacao
reduziu todas as varidveis biométricas, as trocas gasosas, os teores de pigmentos, a eficiéncia
do aparato fotossintético e as varidveis produtivas. Por outro lado, aumentou a temperatura
foliar, o teor de Na" em folhas e raizes, os danos nas membranas, a peroxidagéo lipidica ¢ a
atividade de enzimas antioxidantes. A analise do perfil metabolico identificou sessenta e nove
metabolitos foliares, sendo, em sua maioria, aminoacidos, agucares e acidos organicos. Do total
identificado, dez demonstraram regulagdes significativas: prolina, serina, glicina, treonina,
acido ascorbico, tirosina, galactitol, galactinol, acido succinico e galactose; podendo estar
associados com possivel tolerancia das plantas ao estresse salino. Concentragdes entre 240 e
320 mg L' do nanobioestimulante proporcionam maiores incrementos no crescimento, nas
varidveis fisiologicas, bioquimicas e produtivas de plantas ndo estressadas. Por outro lado,
concentragdes entre 160 e 240 mg L' do nanobioestimulante atenuam os efeitos deletérios da
salinidade. Sob estresse salino (4,0 dS m™), nio foi possivel definir com precisdo a faixa de

concentragdo que proporciona a mitigagcao dos efeitos deletérios causados pela salinidade.

Palavras-chave: melhorador fisiologico; salinidade; nanoparticulas de carbono; Vigna

unguiculata L. Walp.



ABSTRACT

Plant biostimulants are increasingly being used to enhance agricultural production and improve
the performance of plants grown under adverse conditions, such as abiotic stress induced by
salinity. Recent studies indicate that biostimulants based on carbon nanoparticles, for example,
are capable of supporting plants' stress tolerance mechanisms. However, due to the complex
nature of these nanomaterials, more studies are needed so that they can be used safely in
agriculture. In this sense, the aim of this work was to evaluate the effects of carbon dot-based
nanobiostimulant on the morphophysiological, biochemical, metabolic and productive
performance of cowpea plants subjected or not to salt stress. The experiment was conducted in
a greenhouse belonging to the Federal University of Ceard, located in Fortaleza, Ceara. The
experimental design used was completely randomized, in a 2 X 6 factorial scheme, with two
electrical conductivities of irrigation water (ECw: 0.35 and 4.0 dS m™") and six concentrations
of nanobiostimulant Arbolina applied through the leaves (0, 80, 160, 240, 320, and 400 mg L-
1, with four replications. Biometric, physiological, biochemical, productive and metabolic
profile variables of the leaves were evaluated. The salinity of the irrigation water reduced all
biometric variables, gas exchange, pigment content, the efficiency of the photosynthetic
apparatus and the productive variables. On the other hand, it increased leaf temperature, Na*
content in leaves and roots, membrane damage, lipid peroxidation and the activity of
antioxidant enzymes. The metabolic profile analysis identified sixty-nine leaf metabolites, the
majority of which were amino acids, sugars and organic acids. Of the total identified, ten
demonstrated significant regulations: proline, serine, glycine, threonine, ascorbic acid, tyrosine,
galactitol, galactinol, succinic acid and galactose; and may be associated with possible plant
tolerance to salt stress. Concentrations between 240 and 320 mg L' of the nanobiostimulant
provide greater increases in growth, physiological, biochemical and productive variables of
non-stressed plants. On the other hand, concentrations between 160 and 240 mg L' of the
nanobiostimulant attenuate the harmful effects of salinity. Under salt stress (4.0 dS m™), it was
not possible to precisely define the concentration range that provides mitigation of the

deleterious effects caused by salinity.

Keywords: physiological improver; salinity; carbon nanoparticles; Vigna unguiculata L. Walp.
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1. INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), pertencente a familia Fabaceae, ¢
uma eficiente fonte de proteinas, aminodcidos, carboidratos, fibras e minerais para a
alimentagdo humana (Pereira et al., 2016; Omirou et al., 2019) e, devido as suas caracteristicas
de rusticidade e precocidade, tornou-se uma das leguminosas mais cultivadas e consumidas em
regides aridas e semidridas de todo o mundo (Mukhtar et al., 2020). No Brasil, essa cultura
possui grande expressividade socioecondmica, principalmente na regido Nordeste, tendo em
vista que seus graos se destacam como um dos mais importantes componentes da dieta
alimentar e como fonte de renda para inimeras familias (Andrade et al., 2019).

Ainda que o feijdo-caupi possua ampla adaptabilidade a diversas condig¢des
edafoclimaticas, alguns fatores abioticos, tais como a salinidade, podem tornar limitante a sua
producdo no semiarido brasileiro (Lima et al., 2019), tendo em vista que ¢ um territorio
caracterizado pela alta concentracdo de sais no perfil do solo. Esse fato se d4 devido a
acumulacdo de sais, provenientes de areas circunvizinhas, nos horizontes superiores de areas
rebaixadas com camadas impermeaveis em pequena profundidade; a alta variabilidade na
distribuicao pluviométrica e a alta taxa evaporativa; e também pela utilizacao de irrigagdo com
aguas de baixa qualidade e/ou 4guas subterraneas, as quais apresentam altas concentragdes de
sais dissolvidos (Ribeiro et al., 2016; Lucena et al., 2018).

O estresse salino ¢ uma problematica recorrente em regides semiaridas e pode
causar sérios danos aos sistemas agricolas, bem como provocar grandes redugdes na
produtividade das culturas, uma vez que tende a reduzir o potencial osmotico da solugdo do
solo, dificultando a absor¢do de 4gua e de elementos essenciais as plantas, como K, Ca, Mg e
N(Zorb et al.,2019; Fernandes et al., 2022). Ademais, o excesso de sais também pode ocasionar
desequilibrios nutricionais, causados pela alta concentracdo de ions toxicos no protoplasma,
principalmente Na* e CI', e promover distarbios fisioldgicos e bioquimicos que comprometem
processos essenciais, como fotossintese, integridade da membrana celular e sintese de
biomoléculas (Bezerra et al., 2020; Khare et al., 2020).

Muitas espécies vegetais desenvolvem mecanismos fisiologicos e bioquimicos que
as permitem manter ativos seu crescimento e desenvolvimento, mesmo estando sob condigdes
adversas como o excesso de sais na zona radicular (Santos et al., 2018; Fernandes et al., 2022).
A grande maioria dessas respostas estdo atreladas a modificagdio em suas estruturas

morfologicas, sintese de metabdlitos e solutos compativeis para osmorregulagdo,
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compartimentalizagdo de ions em excesso no vacuolo, ativacdo do sistema antioxidativo de
defesa enzimatico e/ou ndo-enzimatico, controle da absor¢do de Na* pelas raizes e indugdo de
hormdnios vegetais (Grupta ef al., 2014; Hussain et al., 2019; Zainab et al., 2021).

Com o intuito de identificar meios que favoregam a ativacdo dessa cascata de
reagoes e resultem em maior tolerancia de plantas glicofitas a salinidade, nas tltimas décadas,
diversas inovagoes tecnologicas foram propostas e, entre elas, estd o uso de bioestimulantes
vegetais (Rouphael; Colla, 2020). Segundo Du Jardin (2015), esses bioestimulantes podem ser
substancias ou microrganismos que sao aplicados as plantas com a finalidade de aumentar a
eficiéncia nutricional, a qualidade das culturas e/ou a tolerancia a estresses bidticos e abioticos,
independentemente do seu teor de nutrientes.

Diversas categorias de bioestimulantes foram propostas por Du Jardin (2015),
contudo, com o avango da tecnologia, uma nova classe vem ganhando espaco na agricultura:
0s nanomateriais a base de carbono, que sdo particulas biodegradéaveis, de baixa toxicidade e
com dimensdes menores que 10 nm, capazes de estimular a absor¢cao de nutrientes, o
crescimento de plantas e, em alguns casos, induzir a tolerdncia a estresses abioticos,
aumentando assim a produtividade das culturas (Juarez-Maldonado et al., 2019; Li et al., 2020a;
Li et al., 2020b).

Contudo, estudos detalhados com foco na aplicacao desses nanobioestimulantes em
plantas sob estresse salino sdo bastante escassos, principalmente no que diz respeito a sua
influéncia sobre os aspectos morfofisiologicos, bioquimicos, metabdlicos e produtivos de
culturas agricolas, como o feijao-caupi. Nesse sentido, buscou-se testar o bioestimulante a base
de carbon dots chamado Arbolina, desenvolvido pela empresa brasileira Krilltech, o qual vem
proporcionando ganhos em termos de produtividade e desempenho agronomico em culturas,
como feijao comum (Phaseolus vulgaris) e soja (Glycine max).

Em vista disso, torna-se relevante avaliar as implicagdes do uso desse
bioestimulante nanotecnologico na fisiologia, na bioquimica, no metaboloma e na producao de
plantas de feijdo-caupi irrigadas com 4gua salina, sendo esses estudos importantes para uma

possivel indicacao desse produto frente as condi¢des edafoclimaticas do semiarido brasileiro.
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2. HIPOTESES

O nanobioestimulante a base carbon dots melhora os atributos morfofisioldgicos,
bioquimicos, metabolicos e produtivos de plantas de feijao-caupi.
O nanobioestimulante atenua os efeitos danosos causados pela salinidade,

induzindo a produ¢ao de metabolitos que condicionam as plantas a tolerarem o estresse.

3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar os efeitos das concentragdes do nanobioestimulante a base de carbon dots
no desempenho morfofisioldgico, bioquimico, metabolico e produtivo de plantas de feijao-

caupi submetidas ou ndo ao estresse salino.

3.2. Especificos

e Averiguar o potencial das concentragdes do nanobioestimulante a base de
carbon dots em atenuar os efeitos negativos ocasionados pelo estresse salino;

e Determinar qual concentragdo do nanobioestimulante contribui para melhoria
das caracteristicas agrondmicas das plantas de feijao-caupi;

e Identificar e analisar mecanismos fisiologicos e bioquimicos associados com a
tolerancia a salinidade, como ajustamento osmotico e atividade do sistema antioxidativo de
defesa, em respostas as concentragdes do nanobioestimulante aplicadas nas plantas de feijao-
caupi;

e Avaliar as respostas morfofisioldgicas, metabdlicas (folhas) e produtivas de

plantas de feijdo-caupi em fungdo dos tratamentos aplicados.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Aspectos gerais do feijao-caupi

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.), planta originaria da Africa e que se expandiu
pela América Latina e Sudeste Asiatico, ¢ uma leguminosa anual da familia Fabaceae
globalmente utilizada na alimentagdo humana e animal (Herniter et al., 2020; Kuruval et al.,
2023). E uma cultura que possui grande importancia socioecondémica e alto valor nutricional,
com graos ricos em amido, proteinas, aminoacidos essenciais, vitaminas € minerais, cOmo
potassio, calcio, ferro e zinco (Gongalves et al., 2016; Coffigniez; Briffaz, 2023).

Segundo a Organizacdo das Nag¢des Unidas para a Agricultura (FAO), no ano de
2021, a producdo mundial de feijao-caupi (grao seco) foi de quase 9 milhdes de toneladas, sendo
que a Nigéria contribuiu com mais de 40% dessa producao total (Faostat, 2021). O Brasil,
apesar de apresentar volumes expressivos de producdao, nao possui seus dados incluidos e
contabilizados nas estatisticas da FAO, tendo em vista que o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica — IBGE nao apresenta resultados separados para as produgdes de feijao-caupi e
feijao-comum (IBGE, 2022).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento — Conab (2022), a safra
brasileira 2021/22 atingiu uma produg¢do de cerca de 632 mil toneladas de graos em uma éarea
estimada em 1.287,3 mil hectares, sendo 91,3% dessa area concentrada nas regides Norte e
Nordeste, onde a producdo ¢ conduzida, em sua maioria, por agricultores familiares com a
utilizacao de praticas tradicionais de cultivo e baixo uso de tecnologias (Linhares et al., 2016).

Porém, com a aplicagcdo de novas tecnologias de manejo e o desenvolvimento de
cultivares com caracteristicas que favorecem o cultivo mecanizado, a cultura vem conquistando
seu espaco nas regioes Centro-Oeste e Sudeste, sendo cultivada em safrinha com uso da mesma
tecnologia empregada no cultivo da soja (Rocha ef al., 2017). Nessas regides, o feijdo-caupi ¢
produzido em larga escala por médios e grandes produtores, o que tem contribuido para o
aumento da area de cultivo, da produgao e da produtividade.

No Brasil, o feijado-caupi ¢ cultivado, principalmente, com a finalidade de produzir
graos secos ou verdes, destinados ao consumo humano; no entanto, suas folhagens também
podem ser utilizadas na alimentacdo animal na forma de forragem, feno, silagem e farinha,
assim como podem ser utilizadas como adubagdo verde e cobertura para protecao do solo

(Mufioz-Amatriain et al., 2017; Boukar et al., 2019).
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O feijao-caupi ¢ caracterizado como uma planta de ciclo curto, versatil, rustica e
capaz de se desenvolver em solos com baixa fertilidade, possuindo ampla variabilidade
genética, tolerancia a condigdes adversas, como seca e salinidade, alto potencial produtivo e
excelente valor nutricional, além de promover beneficios a conserva¢ao do solo por meio da
fixacdo bioldgica de nitrogénio (Murunaka et al., 2016; Sousa et al., 2019).

A anélise das condi¢des edafoclimaticas locais e a escolha da época de semeadura
sdo muito importantes para garantir o pleno desenvolvimento da cultura, principalmente no que
se refere aos aspectos hidricos e térmicos. As exigéncias hidricas do feijdo-caupi variam de 250
a 400 mm durante o seu ciclo, no entanto, ¢ importante destacar que existem fases fenologicas
nas quais a cultura ¢ mais sensivel a falta de 4gua, tais como a germinacgao, florescimento e
enchimento de graos. Deste modo, para a obten¢do da méxima produtividade, deve-se evitar
que tais fases coincidam com o periodo seco, sendo imprescindivel também que a colheita nao
coincida com a ocorréncia de chuvas, pois pode ocasionar o surgimento de fungos nas vagens,
afetando assim a qualidade dos graos (Bastos et al., 2017).

Quanto a temperatura, o bom desenvolvimento da cultura ocorre na faixa de 18 a
34 °C. Em geral, para que se atinja elevada produtividade, os valores de temperatura do ar
devem estar em torno de 30 °C durante o dia e 22 °C durante a noite. Temperaturas inferiores
a 18 °C podem afetar negativamente a produtividade do feijao-caupi, uma vez que retardam o
florescimento e aumentam o ciclo da cultura. Temperaturas diurnas e noturnas superiores ao
limiar da cultura podem causar, além do abortamento das flores, interferéncias na viabilidade
do grao de polen e na fertilidade do 6évulo, com efeito direto no enchimento das vagens, no
tamanho e na produtividade dos graos (Farias et al., 2015; Sita et al. 2017).

No semiarido brasileiro, regido caracterizada por altas taxas de evaporagao e baixos
indices pluviométricos, a salinidade ¢ um outro fator abidtico que pode comprometer a maxima
expressao do potencial genético das plantas de feijao-caupi (Andrade et al., 2013; Leite et al.,
2017). Embora seja uma espécie considerada moderadamente tolerante a salinidade, a presenca
de sais em excesso no solo ou na 4gua de irrigacdo podem afetar significativamente seu
crescimento e sua produtividade, principalmente quando a condutividade elétrica da agua de
irrigagio excede 3,3 dS m™!, gerando perdas que chegam a alcangar 50 a 70% de toda producio
(Ayres; Westcot, 1999; Hassan et al., 2021).

Diante dessa problematica, torna-se imprescindivel a realizagdo de estudos que
promovam o desenvolvimento ¢ a aplicacdo de novas tecnologias para o cultivo de feijao-caupi,

visando redu¢ao das perdas e maior tolerancia frente a condigdes ambientais adversas.
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4.2. Salinidade e agricultura irrigada

A salinidade ¢ uma problematica que atinge iniimeras areas no mundo todo,
inclusive no Brasil, e, no contexto das alteragdes climaticas, vem sendo considerada uma grande
ameaca a sustentabilidade, a seguranga alimentar e a producao agricola (Allbed; Kumar, 2013;
Corwin; Scudiero, 2019). A salinizagdo do solo e da 4gua ocorre quando ha o acumulo de sais
em concentracdes elevadas e prejudiciais aos ecossistemas, podendo isso acontecer tanto de
forma natural quanto em decorréncia das atividades humanas (Yang et al., 2023).

A salinizagdo natural, também chamada de primaria, pode ocorrer: em regides
costeiras, onde a agua do mar penetra no solo; em areas com alta evaporacdo e pouca
precipitagdo; pelo intemperismo dos minerais primarios das rochas, pela ascensdo capilar de
agua salina proveniente de lencol freatico subterraneo, pela acumulagdo de sais provenientes
de areas circunvizinhas e pela deposi¢do de sais oriundos da dgua das chuvas que, apesar de
conter pouca quantidade, podem acabar se depositando e acumulando no solo ao longo do
tempo (Hossain, 2019; Gheyi et al., 2022). J4 a salinizacdo secundéria, causada por agdes
antropicas, pode ocorrer devido a praticas indiscriminadas de aplicacdo de fertilizantes e de
irrigacao usando agua salina, bem como podem ocorrer em virtude da drenagem ineficiente e
do manejo inadequado da 4gua e do solo (Liu; Wang, 2021).

A salinidade se destaca como um dos fatores ambientais que mais limita o
crescimento e o desenvolvimento das culturas, trazendo prejuizos a produgao agricola (Acosta-
Motos et al., 2017). Em regides semiaridas, como no Nordeste do Brasil, o processo de
saliniza¢do ¢ ainda mais acentuado devido as caracteristicas edafoclimaticas inerentes a essas
areas, onde a ma distribuicao pluviométrica e o elevado potencial de evaporagdo contribuem
para a reducao da disponibilidade de 4gua, favorecendo o acimulo de sais no solo e nos corpos
hidricos (Chinnasamy ef al., 2015; Walter et al., 2018).

Nessas regides, a irregularidade das chuvas, a crescente expansdao das areas
agricolas e a escassez de aguas superficiais de boa qualidade tém levado os produtores a
aumentarem a utilizagdo de aguas salobras na irrigacdo, principalmente as provenientes de
pocos. Os pogos artesianos ainda sao uma alternativa pouca explorada na agricultura em fun¢ao
da salinidade da 4gua, a qual ¢ oriunda do intemperismo de minerais presentes em rochas
cristalinas, caracteristicas do semiarido brasileiro (Yan et al., 2021; Ma et al., 2023).

Em geral, as fontes de 4gua salobra no semidrido brasileiro possuem condutividade

elétrica entre 1,5 e 6,0 dS m™', sendo constituidas de baixas concentracdes de sulfato e altas
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concentragdes de cloreto e sodio (Silva Junior et al., 1999). Portanto, a utilizagao inadequada
dessas aguas pode resultar no acimulo de ions salinos em superficie, afetando negativamente o
crescimento, o rendimento e a qualidade das culturas, além de causar alteragdes nas
propriedades fisico-quimicas do solo (Singh et al., 2021; Li et al., 2022).

Sendo assim, para que esse recurso hidrico alternativo possa ser utilizado de forma
continua na agricultura, ¢ imprescindivel que sejam utilizadas espécies tolerantes a salinidade
e que sejam desenvolvidas e adotadas solugdes inovadoras que apresentem potencial de mitigar
os efeitos negativos dos sais sobre as plantas, para que assim se possa reduzir a0 maximo o
impacto na producdo das culturas. Concomitante a isso, estratégias adequadas de manejo
também devem ser implementadas, de forma a reduzir os impactos negativos da salinidade no
solo, e assim proporcionar a economia de agua doce de boa qualidade nessas regides

(Cavalcante et al., 2021; Lacerda et al., 2021).

4.3. Efeitos do estresse salino sobre as plantas

O estresse salino na agricultura ¢ um problema significativo que afeta a producao
de culturas em varias partes do mundo. Esse problema surge quando a concentragao de sais no
solo e na 4dgua de irrigacdo atingem niveis prejudiciais, causando diversos efeitos negativos para
o crescimento e o desenvolvimento das plantas. Esses impactos estdo associados a redu¢do do
potencial osmético da solugdo do solo, aos distirbios nutricionais e aos efeitos especificos de
ions Na* e CI', os quais levam a toxidez nos vegetais (Dias et al., 2016; Wang et al., 2022).

O primeiro fator que se pronuncia em situacao de estresse salino ¢ o osmético, por
1sso muitos autores consideram que as plantas afetadas pela salinidade sdo propensas a sofrer
estresses simultaneos de seca e salinidade (Wang, T. et al., 2023). O acimulo de sais na solu¢ao
do solo reduz o potencial osmoético, ou seja, reduz a energia livre da dgua, culminando em
limitagcdes na absor¢do de agua pelas raizes. Deste modo, as plantas ndo conseguem repor a
quantidade de dgua perdida para a atmosfera via transpiracao e isso as leva ao estresse hidrico,
o que afeta todos os processos dependentes de d4gua, como a expansao celular (Liu et al., 2022).

Quando esse impedimento de absor¢do acontece, ¢ possivel observar presenga de
maior umidade no solo, indicando que o sal introduzido pela irrigagdo com agua salobra reduz
o potencial hidrico do solo, resultando em menor capacidade de absor¢ao de agua pelas raizes
e consequente retardo do crescimento das plantas. Yuan et al. (2019), trabalhando com irriga¢ao

deficitaria na cultura do milho utilizando agua salina, constataram que o teor de umidade do
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solo aumentou gradualmente com o aumento da salinidade da 4agua de irrigacao, tendo esse
fenomeno sido mais pronunciado a medida que os estadios fenologicos avancavam.

A utilizacdo de 4guas salinas na irrigagdo causa graves restricdes no equilibrio
nutricional, no crescimento e na producao de diversas culturas, e muito disso se deve aos efeitos
dos sais sobre as plantas (Pereira et al., 2017). O desequilibrio nutricional causado pela
salinidade esta relacionado, principalmente, com a redugao da absor¢do de nutrientes essenciais
a planta, como calcio (Ca), magnésio (Mg) e potéssio (K), devido a competi¢do por sitios de
absor¢do com ions de sodio (Na") que se encontram em excesso no ambiente radicular (Acosta-
Motos ef al., 2017). O acumulo de Na' no interior da célula causa prejuizos a integridade da
planta, aumentando a relagdo Na'/K' e promovendo disturbios em seu metabolismo (Acosta-
Motos et al., 2017).

Além do desequilibrio nutricional, a salinidade também pode causar fitotoxicidade,
podendo a intensidade variar de acordo com os niveis de tolerancia das espécies ou cultivares.
Esse problema de toxicidade surge quando ions, como sodio e cloreto, oriundos da agua de
irrigacdo ou do solo se acumulam excessivamente nos tecidos vegetais, promovendo,
inicialmente, desbalanceamento osmético celular e, posteriormente, toxidez idnica que causa
danos ao citoplasma, resultando em sintomas visiveis, principalmente, na bordadura e no apice
das folhas mais velhas onde o acimulo ¢ maior (Dias et al., 2016; Corwin; Scudiero, 2019).

E importante destacar que os sais absorvidos pelas plantas ndo controlam
diretamente o crescimento, mas influenciam o turgor celular (benéfico ao crescimento quando
em concentragdes adequadas), a fotossintese e/ou a atividade de enzimas especificas. Esse
acumulo de sais nas folhas velhas, mencionados anteriormente, acelera sua morte e, assim, ha
reducdo na taxa de fotossintese, o que diminui o fornecimento de carboidratos e/ou hormdnios
de crescimento para as regides meristematicas, inibindo assim o crescimento (Munns, 1992;
Acosta-Motos et al., 2017).

A salinidade pode reduzir a atividade fotossintética das folhas de diversas formas,
uma vez que afeta fatores estomaticos e ndo estomaticos. Pela acdo do efeito osmotico, como
mencionado anteriormente, a condutancia estomatica pode ser reduzida (Liu et al., 2022). Ja&
caracteristicas ndo estomadticas, como a reducdo da area foliar, destruicdo de pigmentos
(clorofilas), diminuicdo da atividade de transporte de elétrons do fotossistema II (PSII) e/ou
queda da atividade de enzimas fotossintéticas dentro do ciclo de Calvin, podem ocorrer sob
estresse salino (Jiao ef al., 2017). A analise da fluorescéncia da clorofila a, por exemplo, ¢ uma

técnica muito importante e popular usada em estudos de fisiologia vegetal que pode fornecer
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informacdes relevantes sobre o estado do PSII, a atividade fisiolégica da maquinaria
fotossintética e a transferéncia de energia durante o processo fotossintético (Acosta-Motos et
al.,2017; Guidi et al., 2019).

Associado aos efeitos primarios induzidos pelo estresse salino sobre o metabolismo
vegetal, ocorrem também danos secundarios, como geracao excessiva de espécies reativas de
oxigénio (EROs). Dentre alguns exemplos dessas EROs pode-se citar radical superoxido (O2™
), o radical hidroxila (OH") e o perdxido de hidrogénio (H20:2), as quais sdo amplamente
relatadas como causadoras de disturbios metabdlicos responsaveis por danos significativos em
plantas sob condi¢des ambientais adversas (Nxele et al., 2017).

A producao exacerbada dessas EROs ocorre, principalmente, devido a alteracao de
processos de transferéncia de elétrons nas mitocondrias, nos cloroplastos € nos peroxissomos
durante os processos de respiragdo, fotossintese e fotorrespiragdo, resultando em eventos
degenerativos de biomoléculas, tais como peroxidacdo lipidica, oxidacdo de aminoacidos,
mutacao de acidos nucleicos e desnaturagdo de proteinas. Estes fatos também sdo responsaveis
por inibirem a atividade de enzimas, desestabilizarem as membranas, impedirem a expansao
celular, causarem necrose e apoptose das células, interferindo, por conseguinte, nas fungdes
vitais das plantas (Challabathula et al., 2022).

Deste modo, os danos causados pelo estresse salino tendem a reduzir
significativamente os rendimentos das culturas, uma vez que comprometem o crescimento €
processos vitais como a fotossintese, e sua magnitude pode variar dependendo das condigdes
climdticas, intensidade da luz, métodos de irrigagdo, espécies de plantas, estadios fenologicos
e condic¢des do solo (Tang et al., 2015; Wang, H. et al., 2023). Nesse sentido, ¢ essencial a
realizagdo de estudos que visem encontrar formas e meios de atenuagdo dos efeitos do estresse
salino sobre as culturas de interesse econdmico, de modo a viabilizar a utilizagdo de agua

salobra como um recurso hidrico alternativo.

4.4. Mecanismos de tolerancia das plantas a salinidade

As plantas podem apresentar diversos niveis de tolerancia e respostas a salinidade
e ativar mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares para lidar com o estresse
resultante (Acosta-Motos et al., 2017; Ma et al., 2023). Tais mecanismos incluem mudangas na
morfologia, anatomia, bioquimica, relagdes hidricas, fotossintese, perfil metabolico e

distribuicao de ions, sendo essas respostas dependentes do estddio de desenvolvimento da
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planta, das condi¢cdes de cultivo, dos fatores edafoclimaticos, das praticas de manejo
agrondmico e de irrigacao, e do grau de tolerancia das espécies (Mishra et al., 2022).

O fechamento estomatico, ou seja, a reducao da condutancia estomatica ¢ uma das
respostas mais rapidas apresentadas por plantas submetidas ao estresse salino e isso se dd como
uma tentativa de reduzir as perdas de dgua por transpiragdo, de diminuir o fluxo de ions toxicos
na corrente transpiratoria € de minimizar as quantidades de ions toxicos que sdo entregues a
superficie da raiz e, posteriormente, a planta (Jiao et al., 2017). Essas diminui¢des na
condutancia estomadtica devido a salinidade foram constatadas em varias espécies de plantas
(Lotfi et al., 2020; Song et al., 2023).

No entanto, ¢ importante destacar a importancia de se manter as plantas em um
nivel de estresse que proporcione controle de abertura estomatica, a fim de evitar a perda de
agua, mas também manter a fixacdo de CO:2 sem que haja diminui¢do excessiva na
produtividade ou no crescimento das plantas. Por isso, a relagcdo entre a abertura estomatica e a
fotossintese (eficiéncia da fotossintese ou eficiéncia intrinseca do uso da agua — A/gs) ¢ um
indicador importante de tolerancia ao estresse osmotico (Acosta-Motos et al., 2017).

Outro ponto a ser considerado ¢ que com o fechamento dos estdmatos e a
diminui¢do da transpiracdo, as culturas também podem apresentar aumento na temperatura das
folhas, uma vez que a transpiragcdo € um mecanismo que permite o resfriamento da superficie
foliar. Sob condi¢des de salinidade, & medida que o estresse osmotico aumenta, as taxas de
transpiragdo e o fluxo de calor latente foliar resultante diminuem, levando ao aumento da
temperatura da superficie que, dependendo da intensidade, podera culminar em fotodanos nas
folhas e/ou embolia do xilema, levando a desfolha severa e a senescéncia da planta (Chaves et
al.,2016; Morais et al., 2017).

A regulagdo estomadtica em resposta ao estresse salino ¢ intermediada por sinais
radiculares, induzidos pela produ¢do do hormoénio d4cido abscisico, fitohormonio
reconhecidamente importante no estabelecimento de mecanismos de tolerancia de plantas a
estresses abioticos. Além da indugdo do fechamento estomético, outro mecanismo induzido por
acido abscisico ¢ o actimulo de substancias osmoticamente ativas em raizes, as quais
contribuem para a redu¢dao do potencial osmotico, fator esse fundamental ao processo de
absor¢ao de agua (Taiz et al., 2017; Melo et al., 2019).

Esse mecanismo de reposta a salinidade ¢ o ajuste osmotico, que se configura como
sendo o acimulo e a compartimentagdo de ions toxicos e/ou solutos compativeis

biossintetizados com a finalidade de reduzir o potencial hidrico dos tecidos vegetais durante
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periodos de estresse salino. No caso da regulacdo usando ions toxicos ja absorvidos, estes
somente poderdo ser compartimentalizados no vactolo das células, uma vez que podem, no
citosol, causar danos celulares. Ja os solutos compativeis, também denominados osmolitos
compativeis, podem ser acumulados no vactiolo e no citosol das células sem causar prejuizos
ao metabolismo (Taiz et al., 2017).

Além da osmorregulagdo, os solutos compativeis possuem fun¢ao osmoprotetora e
sdo sintetizados com o intuito de preservar a integridade de proteinas, enzimas e membranas,
estruturas vitais para a manutencdo das atividades metabdlicas das plantas. Os compostos
organicos mais comuns que atuam na regulagdo osmotica dos vegetais sdo: carboidratos e
derivados (sacarose, sorbitol, manitol, glicerol, arabinitol, pinitol); compostos nitrogenados
(proteinas e aminodcidos - betaina, glutamato, aspartato, glicina, prolina, colina, putrescina,
acido 4-gama aminobutirico); e acidos organicos (malato e oxalato) (Acosta-Motos et al., 2017;
Lang et al., 2020).

Desses osmolitos organicos mencionados, a prolina e a glicina-betaina sao os
solutos mais bem estudados e considerados mais eficientes. A prolina ¢ considerada o osmdlito-
chave para regulagdo osmética em plantas, atuando tanto como osmorregulador, aumentando a
estabilidade das células, quanto como osmoprotetor, agindo como antioxidante na protecao de
macromoléculas biologicas durante a desidratagdo e protegendo essas estruturas contra os
efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio. Além disso, ela também pode atuar
fornecendo carbono, nitrogénio e energia para recuperacio apods o estresse (Signorelli et al.,
2014; Koenigshofer; Loeppert, 2019).

Em geral, a prolina ¢ acumulada em diferentes espécies de plantas em resposta a
exposi¢ao a estresses ambientais, como a salinidade. Esse acimulo pode estar relacionado a
tolerancia, sendo encontrada, na maioria das vezes, em niveis mais elevados em plantas
tolerantes do que em plantas sensiveis (Koenigshofer; Loeppert, 2019). Acumulos de prolina
foram observados em plantas de arroz (Li ez al., 2019), batata-doce (Zhang et al., 2019), quiabo
(Wang, F. et al., 2023) e feijao-caupi (Desoky et al., 2020) submetidas a estresse salino. Desta
forma, ¢ de extrema importancia investigar a osmorregulacio utilizando a prolina e outros
solutos compativeis como marcadores de tolerancia, sendo a analise metabolomica uma técnica
bastante utilizada para essa finalidade.

Além do ajustamento osmoético, outro mecanismo que regula a tolerncia das
plantas a salinidade ¢ a compartimentalizagdo de ions toxicos, a qual impede que ions

absorvidos pela planta, como o s6dio, causem danos a seus processos € fungdes essenciais
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(Keisham; Mukherjee; Bhatla, 2018). Essa compartimentalizagdao ocorre por meio do sequestro
de Na" do citosol para o vactolo, ndo permitindo com que niveis toxicos desse ion sejam
alcangados na regido citosolica. Nesse processo de transporte de Na* para o vacuolo, ha a
participagdo de carreadores do tipo antiporte Na*/H", localizados na membrana plasmatica e
também no tonoplasto (Shabala; Bose; Hedrich, 2014). Esta fungdo ¢ mais expressiva e
eficiente em plantas halofitas e tolerantes a salinidade, nas quais ha compartimentalizacao de
fons inorganicos no vactolo, acompanhada do acimulo de solutos organicos compativeis no
citoplasma, mantendo assim o equilibrio osmdtico entre os compartimentos celulares (Flowers;
Munns; Colmer, 2014).

De acordo com Zhang et al. (2018) as plantas também conseguem se proteger contra
os danos do estresse salino por meio do mecanismo de exclusdo idnica, em que as plantas evitam
a entrada de ions prejudiciais, como Na®, em suas folhas e até mesmo em raizes. Além dessa
exclusao de ions toxicos, vale ressaltar que o excesso desses ions em células e tecidos vegetais
também pode ser regulado por meio de glandulas salinas, as quais sdo encontradas nas folhas
(Zhang et al., 2018).

As plantas também possuem mecanismos enzimaticos € ndo enzimaticos que as
protegem e minimizam os efeitos deletérios causados pelo excesso de EROs. Em resposta ao
estresse oxidativo secundario, as plantas podem: sintetizar acido ascorbico (vitamina C), o-
tocoferol (vitamina E), glutationa, poliaminas e carotenoides, que sdo antioxidantes nao
enzimaticos; e/ou expressar genes que codificam para enzimas do sistema de defesa
antioxidante, que sao responsaveis pela remog¢ao de EROs, como a catalase (CAT), a
superoxido dismutase (SOD), a peroxidase do ascorbato (APX) e a peroxidase do guaiacol
(GPX), sendo catalase e peroxidases as principais responsaveis pela eliminacdo de perdxido de
hidrogénio e a superéxido dismutase pela eliminagdo do radical superéxido (Choudhury et al.,
2017; Hasan et al., 2023).

Quando em situacdo de estresse salino, as plantas tolerantes podem refletir
aumentos na sintese desses antioxidantes. Tavares ef al. (2021), trabalhando com metabolismo
germinativo e crescimento de plantulas de feijdo-caupi sob estresse salino e osmotico,
constataram aumentos na atividade de enzimas como SOD e CAT. Resultados semelhantes
foram demonstrados por Li ef al. (2019), trabalhando com arroz. Esses estudos indicam que a
reducdo nos danos oxidativos e o aumento da tolerancia a salinidade s3o dependentes da

eficiéncia dos sistemas antioxidantes das plantas.
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Diante do que foi mencionado, fica evidente a importancia de serem desenvolvidas
e utilizadas técnicas de manejo que potencializem essas respostas de tolerancia a salinidade nas
espécies de plantas cultivadas, visando atenuar os efeitos deletérios dos ions salinos nas culturas

e promovendo, assim, maior producao de alimentos.

4.5. Bioestimulantes e sua acio mitigadora de estresse salino

Os bioestimulantes sdo caracterizados como sendo substidncias naturais ou
sintéticas, obtidas a partir da mistura de biorreguladores ou destes com outras moléculas
(aminoacidos, proteinas, macro e micronutrientes € até mesmo microrganismos), podendo ser
administrados diretamente sobre as plantas (parte aérea), via tratamento de sementes ou via solo
na regido da rizosfera (Calvo et al., 2014; Du Jardin, 2015). A utiliza¢do desses produtos tem
se tornado cada vez mais comum nos sistemas de producdo e a sua inser¢ao tem como principal
finalidade alterar os processos fisioldgicos das plantas com o intuito de elevar a produtividade
(Yakhin et al., 2017).

Essas substancias, quando aplicadas, podem funcionar como moléculas
sinalizadoras, ativando reacdes metabodlicas essenciais para os processos de divisao, expansao
e diferenciagdo celular. Como resultados, tém-se a promog¢dao do crescimento e do
desenvolvimento ao longo do ciclo de vida das plantas, desde o processo germinativo até a
maturidade (Martins et al., 2016; Dell'aversana et al., 2021). A mais frequente utilizagdo dos
bioestimulantes ¢ com aplicagdo via foliar ou no solo (Silva et al., 2016).

Apos a aplicacdo de um agente bioestimulante, ocorre uma sequéncia de eventos de
percepcao, transducdo, sinalizacdo e modificagdo na expressdo génica, metabolismo ou
caracteres celulares (e do organismo) (Juarez-Maldonado et al., 2019). Apesar de seus efeitos
variarem em fung¢do de diversos fatores, como a espécie vegetal utilizada, os bioestimulantes
podem ser capazes de, entre outras coisas, melhorar a eficiéncia do metabolismo da planta,
proporcionando incrementos no rendimento; aumentar a resposta antioxidante e melhorar a
fotossintese; aumentar a tolerancia e a recuperacao contra estresses bioticos e abidticos; facilitar
a absor¢do, assimilagdo, translocagdo e uso de nutrientes; melhorar a qualidade dos produtos
obtidos e tornar o uso da dgua pela planta mais eficiente (Calvo et al., 2014; Francischini et al.,
2018; Alzahrani; Rady, 2019; Dell'aversana et al., 2021).

No milho, por exemplo, Francischini et al. (2018), testando a efetividade de

bioestimulantes e fungicidas nos atributos agrondémicos e econdmicos, evidenciaram que os
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produtos foram eficientes em promover incrementos nas variaveis altura de planta, peso das
espigas verdes e teor de clorofila. J4 Souza Netta et al. (2022), utilizando o bioestimulante
Stimullum®, verificaram que a utilizagdo do produto ndo influénciou na germinacdo, no
comprimento da parte aérea, no nimero de folhas, na largura foliar e nas massas frescas e secas
da parte aérea e de raizes de plantas de milho. Todavia, a sua aplicacdo na dose 200 mL ha™!
demonstrou aumentos significativos sobre o comprimento e a area das folhas, comprimento e
matéria fresca da raiz no inicio do desenvolvimento de milho AS 1820 hibrido (Souza Netta et
al., 2022).

Atualmente, os bioestimulantes oriundos de materiais naturais tém recebido grande
atencdo da comunidade cientifica e de empresas comerciais (Sharma et al., 2014; Yakhin et al.,
2016). Estudo realizado por Desoky et al. (2021) revelou que a aplicagdo de dois extratos
vegetais, extrato de grado de milho e extrato de propolis, como bioestimulantes vegetais, ativa
varios mecanismos eficazes para aumentar a tolerdncia em fava cultivada sob estresses
abioticos, como seca e salinidade. Rouphael et al. (2017), trabalhando com bioestimulante de
base microbiana e hidrolisado de proteina derivada de plantas, constataram efeitos benéficos,
como o aumento no teor de clorofila, na taxa fotossintética, no conteudo de carboidratos
soluveis, na biomassa da parte aérea, na matéria seca dos frutos e no rendimento da abobrinha
sob condi¢des de salinidade.

Além disso, diversas pesquisas revelaram que o uso de extratos de algas marinhas
como bioestimulante proporcionou incrementos no crescimento € no rendimento de muitas
culturas, tanto em condigdes favoraveis como desfavoraveis (Mutale-Joan et al., 2020; Salcedo
etal.,2020). Krid et al. (2023), investigando os efeitos de extratos de algas marinhas em plantas
de tomateiro sob condicdes salinas, constataram que extratos liquidos de algas (frescas e secas)
contém compostos bioativos como polifendis, flavonoides, agtiicares soluveis e aminoacidos,
que podem ser responsaveis pela tolerancia do tomate a salinidade.

Portanto, entende-se que os bioestimulantes se apresentam como um novo insumo
alternativo com amplas possibilidades de atenuagdo de estresses ambientais, sendo necessarios
estudos que visem contribuir para o esclarecimento dos possiveis efeitos da gama de produtos

existentes no mercado com essa funcionalidade sobre as culturas de interesse agrondmico.
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4.6. Nanotecnologia e uso de Carbon Dots como bioestimulante em plantas

A nanotecnologia ¢ considerada, atualmente, uma das alternativas promissoras para
garantir aumentos significativos na produtividade agricola global e, assim, atender as crescentes
demandas alimentares da populacdo (Feregrino-Perez et al, 2018). Ela possui diversas
aplicagdes na agricultura, sendo algumas delas relativas a sua utilizagdo como nanofertilizantes,
nanoherbicidas, nanopesticidas e nanobioestimulantes vegetais (Garza-Alonso et al., 2023).

Como mencionado anteriormente, os bioestimulantes sdo materiais que quando
aplicados em pequenas quantidades sao capazes de promover o crescimento das plantas e ativar
inimeras rotas metabolicas. As nanoparticulas (NPs) e os nanomateriais (NMs) vém sendo
bastante estudados e tratados como uma nova classe de bioestimulantes, pois, em faixas
especificas de concentracdo, geralmente em pequenas concentracdes, desencadeiam respostas
nas plantas por meio de alteragdes fisioldgicas e bioquimicas, melhorando o crescimento em
geral, acumulando nutrientes, aumentando a atividade do sistema antioxidante e
proporcionando maior tolerancia a fatores ambientais adversos (Judrez-Maldonado et al.,
2019).

NPs ¢ NMs sdo conceituados como materiais de dimensoes inferiores a 100 nm,
que tém uma alta densidade de cargas superficiais capazes de interagdes inespecificas com as
cargas superficiais das paredes celulares e membranas das células vegetais. Classes importantes
dessas particulas sdo: os nanomateriais de carbono, como fulerenos, nanotubos de carbono
(CNTs), grafeno e carbon dots (CDs); as nanoparticulas de metais, semi-metais e ametais, como
ouro, prata, cobre, silicio, 6xidos de zinco e de ferro; e os de procedéncia organica, como a
quitosana (Judy; Bertsch, 2014; Khan et al., 2019). A utilizacdo dessas nanoparticulas no solo
ou via pulverizagao foliar tem mostrado respostas positivas no crescimento de plantas (Zhao et
al., 2020).

Uma das abordagens cientificas dessas NPs consiste na utilizacao de carbon dots
(CDs) para o desenvolvimento de bioestimulantes. Os CDs, também conhecidos como dots de
carbono ou nanodots de carbono, sdo particulas que medem geralmente até 10 nm de didmetro,
compostas essencialmente por elementos como carbono, oxigénio e nitrogénio (Li et al., 2022).
Sao materiais luminescentes que apresentam caracteristicas como alta solubilidade em agua,
estabilidade quimica, baixa toxicidade, biocompatibilidade e elevada capacidade de doagdo e
recepgdo de elétrons (Zulfigar et al., 2019; Li, D. et al., 2020), podendo ser absorvidos tanto

pelas raizes quanto pelas folhas dos vegetais. Porém, caracteristicas como tamanho da
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molécula, cargas superficiais, formulagao e concentracao aplicada dos CDs, podem influenciar
efetivamente nas respostas das plantas (Zheng et al., 2017; Hu et al., 2020).

Segundo Zuverza-Mena et al. (2017), Poschenrieder et al. (2013) e Juarez-
Maldonado et al. (2019), aparentemente, a bioestimulagdo por CDs ocorre em duas fases: a
primeira fase ¢ de natureza fisico-quimica por meio da energia e cargas superficiais dos CDs,
que estao associadas as superficies das paredes e membranas celulares modificando a atividade
de receptores, transportadores, como aquaporinas, € outras proteinas, alterando também a
translocagdo de metabolitos e ions dentro das células; a segunda ocorre por meio de processos
bioquimicos que respondem a libera¢do dos elementos quimicos dos CDs (como nutrientes).
Lém disso, moléculas de agua ou ions se ligam aos CDs devido a presenca de grupos
hidrofilicos em sua superficie (—OH e —COOH), o que permite que entrem na planta junto com
os CDs (Li et al., 2020b).

Quando pulverizadas via foliar, as NPs penetram nos tecidos principalmente através
dos estdmatos e sdo transportadas para as partes da planta por meio de vias apoplasticas e
simplasticas (Hong ef al., 2021). Estudos indicam que os CDs, além de serem absorvidos pelas
folhas de maneira mais eficiente devido ao seu tamanho reduzido, sdo capazes de promover a
ativacdo de reacgdes inerentes ao metabolismo vegetal, estimulando o crescimento, auxiliando
na absorcao de nutrientes, aumentando a taxa fotossintética e a tolerancia das plantas a estresses
bioticos e abidticos (Maswada et al., 2020).

Kou et al. (2021) observaram aumentos no conteido de agua, aceleracdo da
germinagdo € maior crescimento do hipocoétilo e da radicula em plantulas de tomate,
relacionando esses eventos a expressdao de genes que codificam aquaporinas, as quais sao
proteinas que permitem o transporte de 4gua e nutrientes Tan et al. (2021), ao aplicarem CDs
via foliar (150 mg L), constataram aumentos nas condutincias estomdticas e na taxa
fotossintética liquida de plantas de arroz e milho. O fato de os CDs serem bons doadores e
receptores de elétrons e estimularem o aumento da atividade da enzima Rubisco, geram
respostas positivas na fotossintese das plantas (Li et al., 2018; Li et al., 2020Db).

Uma outra maneira que essas nanoparticulas podem estimular o processo
fotossintético esta relacionada com a capacidade que elas tém de emitir fluorescéncia em
diferentes comprimentos de onda, podendo assim funcionar como conversores de luz UV em
luz azul ou vermelha, que podem ser usadas pelas plantas (Sai et al., 2018; Li, D. et al., 2020).

Todos esses beneficios acabam promovendo incrementos na produtividade das culturas, como
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relataram Kou ef al. (2021) em alface e tomateiro com a aplicacdo de CDs em diferentes
concentragoes.

Embora o uso de CDs no desenvolvimento de plantas esteja em constante estudo,
ainda sdo necessarios muitos trabalhos de pesquisa basica e aplicada para atestar seus efeitos
em cultivos em diferentes condi¢cdes. Uma abordagem ainda pouco explorada ¢ a metabolomica,
uma metodologia promissora que descreve as mudangas no metabolismo dos organismos. A
utiliza¢do dessa metodologia pode ser essencial para o fornecimento de informagdes sobre a
modulagdo de metabolitos ¢ sua relagdo com o uso de CDs e com a tolerancia ao estresse salino
(Jiao et al., 2018).

A busca por novas estratégias de manejo que permitam mitigar efeitos de estresses
abioticos, como a salinidade, tem levado ao aumento do uso de bioestimulantes em todo o
mundo e a utiliza¢do de produtos a base de CDs surge como alternativa ndo somente para elevar
a produtividade das culturas, mas como uma possivel utilizagdo da dgua salina na agricultura,
reduzindo os efeitos osmaticos e toxicos dos sais sobre culturas de interesse agronomico (Zhao

et al.,2020).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Localizacio experimental

O experimento foi conduzido entre os meses de outubro a dezembro de 2022, em
casa de vegetagao pertencente ao Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Ceara
(UFC), localizada no Campus do Pici, em Fortaleza, Cear4, Brasil, com latitude de 3°44'25"S,
longitude de 38°34'32" W e altitude de 12 m do nivel do mar. O clima da regido, segundo
classificagao de Koppen, ¢ do tipo Aw’, caracterizado como tropical chuvoso, muito quente,
com chuvas predominantes nas estacdes verdo e outono (Santos et al., 2019).

Durante o periodo experimental, por meio da utilizagdo de um termo-higrometro
digital (Pro Hygro Thermo, Garden HighPro), foram monitoradas diariamente as temperaturas
maximas ¢ minimas e¢ a umidade relativa do ar no interior da estufa, as quais variam entre 34,1

a42,2°C, 23,5a26,2 °C e 49,5 a 73%, respectivamente (Figura 1).

Figura 1 — Médias diarias das temperaturas maximas e minimas e da umidade relativa do ar
durante o periodo experimental
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Fonte: Elaborada pela autora.

Apoés a finalizacdo do experimento em casa de vegetagdo, as demais etapas
experimentais foram realizadas em parceria com os Laboratorios de Ecofisiologia da Produgao

Vegetal ¢ de Fisiologia Vegetal, pertencentes, respectivamente, aos Departamentos de
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Fitotecnia e de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC, localizados no Campus do Pici, em

Fortaleza, Ceara.

5.2. Material vegetal utilizado

Para este experimento, foram utilizadas sementes de feijao-caupi da cultivar Pingo
de Ouro 1-2, fornecidas pelo Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da UFC, localizado em
Fortaleza, Ceara. Essa cultivar foi escolhida devido a sua ampla adaptabilidade e utilizagdo na
regido Nordeste. As sementes foram selecionadas com base na uniformidade de tamanho e na

integridade do tegumento e, depois, tratadas com o fungicida Vitavax Thiram 200 SC.

5.3. Analise de solo e adubacao

O solo classificado como Neossolo Fluvico utilizado neste estudo foi coletado na
profundidade de 0-20 cm em darea ndo cultivada da Fazenda Experimental Vale do Curu,
pertencente a UFC e localizada em Pentecoste-CE. Apos a coleta, a amostra foi encaminhada
ao Laboratorio de Solos/Agua, do Departamento de Solos da UFC em parceria com a Fundagio
Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos - FUNCEME, para determinacao dos principais

atributos quimicos e fisicos (Tabela 1).

Tabela 1 — Atributos quimicos e fisicos do solo (profundidade 0-20 cm) usado no experimento

Atributos quimicos

C MO P Ass. K Mg Ca Na H+Al SB T A% PST
(gkgh (mgkgh) (cmol; dm™) ...c.cucvenen. e (%) ...
3,3 5,7 57 02 1,2 27 0,2 0,7 43 4.9 87 4
Atributos quimicos Atributos fisicos
pH CE Fe Cu Zn Mn Granulometria (g kg ") Classificacdo textural
H0O (dSm') ... (mgkg?).......... Q(r):lsaa Areia fina Silte Argila Areia franca
7 0,3 57,1 0,6 1,8 332 448 416 96 40

Fonte: Laboratorio de Solos/Agua, UFC-FUNCEME. Abreviagdes: C — Carbono; MO — Matéria orgénica; P Ass.
— Foésforo disponivel; K — Potassio; Mg — Magnésio; Ca — Calcio; H + Al — Acidez potencial a pH 7,0; SB - Soma
de bases trocaveis; T — Capacidade de troca de cation do solo a pH 7,0; V — Porcentagem de saturagdo por bases;
PST — Porcentagem de sodio trocavel; pH — Potencial hidrogenionico; CE — Condutividade elétrica; Fe — Ferro;
Cu — Cobre; Zn — Zinco; Mn — Manganés. P, K*, Na*, Cu, Fe, Zn e Mn: Mehlich 1; MO: Walkley-Black; Ca®';
Mg*" e AI**: KCI 1 mol/L; H+Al: (CH3COO),Ca.H,0 0,5 mol/L pH 7,1-7,2
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A adubagdo quimica foi realizada com base no resultado da analise do solo e na
recomendacdo disponivel para a cultura (Melo et al., 2018), aplicando-se 0,68 g vaso™ de
cloreto de potassio e 0,75 g vaso™ de superfosfato simples, sendo a aplicagdo parcelada em 50%
no plantio e 50% em cobertura (pré-floracio). Foi aplicado 0,5 g vaso™' de ureia 15 dias ap6s a

emergéncia das plantulas.

5.4. Conducio do experimento

Vasos de polietileno com capacidade para 18 L foram preenchidos com uma
camada de 2 cm de brita nimero 1 no fundo, para facilitar a drenagem da dgua de irrigacao, e
o restante foi completado com 15 kg do solo, cuja densidade era 1,46 g cm™.

Apos isso, foram semeadas 3 sementes por vaso em uma profundidade de cerca de
3 cm e, sete dias apds a semeadura (DAS), foi realizado o desbaste manual, deixando apenas
uma planta de feijdo-caupi em cada vaso. No decorrer do periodo de cultivo, foram efetuados
os tratos culturais necessarios para a adequada condugdo da cultura, tais como tutoramento e

eliminagdo de plantas invasoras.

5.5. Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), em um
arranjo fatorial 2 x 6, sendo referentes a duas condutividades elétricas da agua de irrigagdo
(CEa: 0,35 e 4,0 dS m™!) e seis concentragdes do nanobioestimulante a base de carbon dots
(Arbolina) aplicadas via foliar (0; 80; 160; 240; 320 e 400 mg L), com quatro repeti¢des,
totalizando 48 unidades experimentais. Cada parcela foi constituida por dois vasos geminados
(uma planta por vaso), totalizando 96 vasos. A condutividade elétrica da dgua de irrigagdo
(CEa) foi fixada em 4,0 dS m™!, levando em consideragdo a tolerincia moderada da cultura a
salinidade e a experimentos anteriores do grupo de pesquisa com a cultura. As concentragdes
do bioestimulante foram determinadas com base nas recomendagdes do fabricante, apds testes
preliminares do produto em leguminosas, nomeadamente feijao (Phaseolus vulgaris) e soja
(Glycine max).

E importante mencionar que uma das plantas foi utilizada para as anélises

fisiologicas, biométricas e bioquimicas (destrutivas) que aconteceram aos 45 DAS. Ja a outra
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planta (outro vaso), foi conduzida até o final do ciclo, sendo utilizada para as analises produtivas

(65 DAS).

5.6. Agua de irrigaciio

A 4gua de irriga¢do do tratamento de menor condutividade elétrica (0,35 dS m™)
foi proveniente do sistema de abastecimento publico do municipio de Fortaleza, Ceara. Ja o
tratamento de maior condutividade elétrica (4,0 dS m™) foi preparado a cada semana, em
reservatorios com capacidade para 100 L, dissolvendo NaCl, CaCl2.2H20 e MgCi2.6H20 na
agua de abastecimento, na propor¢do equivalente a 7:2:1, respectivamente. Esses sais foram
escolhidos por representarem os sais primarios encontrados nas aguas salobras da regido
Nordeste, predominantemente nesta propor¢ao (Medeiros et al., 2003).

A CEa foi aferida por meio de leituras didrias, com o auxilio de um condutivimetro
portatil para garantir a manutenc¢do e o controle dos niveis de salinidade de cada tratamento ao
longo de todo o ciclo de cultivo. A concentragcdo dos sais foi calculada conforme Richards

(1954) pela Equagdo (1):

Cs~ CE x 10 (1)

Em que: Cs = Concentragio de sais (mmolc L!); CE = condutividade elétrica pré-estabelecida.

Todos os vasos foram irrigados diariamente com agua de baixa salinidade (0,35 dS
m!) até a imposi¢do do estresse salino, que foi realizada no estadio fenoldgico V3 (12 DAS),
momento em que a primeira folha trifoliada se encontrava com os foliolos separados e
completamente expandidos. A partir desse momento, os vasos dos tratamentos com alta
salinidade passaram a ser irrigados com 4gua de 4,0 dS m™!, mantendo turno de rega diario. O
volume de 4gua foi aplicado com base no balango hidrico obtido de acordo com a metodologia
do lisimetro de drenagem (Bernardo et al., 2019), deixando o solo & capacidade de campo e
aplicando-se, uma vez por semana, uma fracdo de lixiviagdo de 0,15 superior a demanda da
cultura, com o objetivo de evitar o acimulo excessivo de sais no solo (Ayers; Westcot, 1999).

A irrigacdo foi realizada de forma localizada, para evitar o contato com as folhas

das plantas, eno volume de dgua foi determinado pela Equagao (2):
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(Va— Vd)
vi= 1 — FL

(2)
Em que: VI = volume de agua utilizado no evento de irrigagdo (mL); Va e Vd = volume de agua
aplicado e drenado no evento de irrigacdo anterior, respectivamente; e, LF = fracdo de

lixiviagao.
5.7. Bioestimulante Arbolina

A Arbolina utilizada no experimento foi obtida a partir do produto Arbolin
Biogenesis, desenvolvido pela empresa brasileira Krilltech, onde é comercializado em sua
formula concentrada com 400 g L' de Arbolina (nanoparticula de cabono). A arbolina é uma
particula que apresenta formato esferoidal, com tamanho de 3,1 nm, composi¢ao elementar
representada por 61% de C, 21,3% de N, 11,4% de O e 6,3% de H, composicao de superficie
com 67,4% de C, 21% de O e 11,6% de N e regido maxima de emissao de luz de 440 a 530 nm.

Deste modo, para o preparo das solugdes e obtencao das concentracdes de aplicagdo
(0, 80, 160, 240, 320 e 400 mg L") foi necessaria a etapa de diluicdo, fixando-se a calda para
um volume de 70 mL para cada tratamento com Arbolina, ou seja, cada planta recebeu, via
pulverizacao foliar, 10 mL da solu¢do com Arbolina, variando a concentragdo de acordo com
os tratamentos. Para os tratamentos sem Arbolina (0 mg L), foi pulverizado 10 mL de igua
destilada em cada uma das plantas.

A aplicacao das solugdes com as concentragdes do nanobioestimulante foi realizada
duas vezes, de acordo com os tratamentos, e compreendeu os estadios fenologicos V5 (23 DAS)
e R1 (40 DAS) do feijao-caupi, os quais representam, respectivamente, 0 momento em que a
terceira folha trifoliolada se encontrava com os foliolos separados e completamente expandidos
€ 0 momento em que a planta se encontrava em pré-floragdo, com o surgimento dos primérdios
do primeiro botdo floral no ramo principal. Para a segunda aplicagdo, devido ao estadio de
desenvolvimento da cultura, houve a necessidade de aumentar o volume da solugdo com

nanobioestimulante para 15 mL planta™ (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema experimental incluindo estadios fenolégicos, imposi¢do do estresse salino,
aplicag¢do dos tratamentos com nanobioestimulante e variaveis analisadas em plantas de feijdo-
caupi cv. Pingo de Ouro 1-2

COLETA COLETA
- \ t . 0 . o)
=) S 2N 2N
«
12 DAS 23 DAS 40 DAS 45 DAS 65 DAS
- U H H H
Estadios
fenologicos
Imposicao do 1* aplicacao do 2" aplicagao do Anilises: Anilise de
estresse salino nanobioestimulante nanobioestimulante Biométricas Produgio
« s e 1o .
40dSm 10 mL planta! 15 mL planta-! F'lsml(')gl.cns
Bioquimicas

Perfil metabolico

Fonte: Elaborada pela autora. DAS — dias ap6s a semeadura

5.8. Variaveis analisadas

Aos 45 DAS, quando as plantas atingiram o estadio fenologico R2, foi selecionada
uma planta de cada parcela para determinacdo das andlises biométricas, fisiologicas,
bioquimicas e metabolomicas. Para essas duas ultimas analises, foram coletadas as duas folhas
mais jovens completamente expandidas a partir do dpice, sendo congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C para posterior utilizacdo.

Para a realizagdo das analises bioquimicas e metabolomicas, foi necessaria a
maceragdo dos tecidos foliares em almofariz (previamente congelado em nitrogénio liquido)
até obtencdo de um po fino, sendo este armazenado em microtubos de 2 mL devidamente
identificados para posterior utilizagdo. Os microtubos também foram previamente congelados
em nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até a etapa de
pesagem.

Folhas pertencentes ao material vegetal restante, no estado fresco, foram utilizadas
para a determina¢do do potencial hidrico, de extravasamento de eletrélitos e de pigmentos

fotossintéticos (metodologias descritas a seguir).

5.8.1. Variaveis biométricas

Aos 45 DAS (R2) foi realizada a determinagdo das varidveis biométricas, sendo

realizadas medi¢des de comprimento da haste principal (CHP) e do didmetro do caule (DC) das
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plantas de cada tratamento, utilizando-se uma trena graduada e um paquimetro digital,
respectivamente. A medicao de CHP foi realizada a partir do colo da planta até a ultima inser¢ao
foliar, j& o DC foi mensurado na altura de 3 cm do colo da planta. Na ocasido, também foi
contabilizado o nimero de folhas (NF), obtido pela contagem direta dos trifélios.

Também aos 45 DAS foram realizadas a coleta dos Orgdos vegetativos para
obtengao da area foliar (AF), medicdo de comprimento radicular (CR) e massa seca das folhas
(MSF), do caule (MSC) e das raizes (MSR). A érea foliar foi determinada por meio de um
medidor de superficie (LI — 3100, Area Meter, Li-Cor., Inc., Lincoln, 87 Nebraska, USA). Para
determinagdo de MSF, MSC e MSR, os orgios vegetais coletados foram colocados
separadamente em sacos de papel devidamente identificados e encaminhados a estufa com
circulagdo forcada de ar, a 65 °C até atingir massa constante (aproximadamente por um periodo
de 72 horas). Em seguida, os materiais vegetais foram pesados em balanca de precisdao para
determinagdo de sua massa seca em gramas por planta e, posteriormente, obtida a massa seca

total (MST).

5.8.2. Variaveis fisiologicas

5.8.2.1. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Aos 45 DAS (R2) foram realizadas medi¢des da taxa fotossintética liquida (4),
condutancia estomatica (gs), transpiracao (E), temperatura foliar (Tf) e concentracao interna de
COz2 (Ci), no terceiro trifolio completamente expandido a partir do apice, no horario entre
8h00min e 12h00min, utilizando-se um analisador de gases no infravermelho (IRGA, LI-
6400XT, LI-COR Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA), sob radia¢ao saturante (1200
pmol m? s), concentragio de CO:2 controlada (400 ppm) e sob condi¢des ambiente de
temperatura. De posse desses dados, foi possivel obter a razao Ci/Ca, a eficiéncia instantanea
de carboxilacdo (4/Ci) e a eficiéncia instantanea do uso da dgua (4/E).

Na ocasido de determinagdo das trocas gasosas, também foram determinados
parametros relacionados a fluorescéncia da clorofila a, por meio de um fluordmetro acoplado
ao IRGA (LI-40). Para essa determinacao, as folhas amostrais (terceiro trifolio completamente
expandido a partir do 4pice) foram aclimatadas ao escuro com papel aluminio por um periodo
de 30 minutos e apo6s isso foram realizadas as analises, obtendo-se a fluorescéncia minima (Fo),

fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia maxima variavel (Fv) e maxima eficiéncia quantica
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do PSII (Fv/Fm). Apos isso, os parametros de fluorescéncia da clorofila a em folhas adaptadas
a luz foram medidos, tais como: fluorescéncia minima estimada de folhas adaptadas a luz (Fo’
= Fo/(Fv/Fm + Fo/Fm')) (Oxborough; Baker, 1997), fluorescéncia maxima de folhas adaptadas
a luz (Fm), taxa aparente de transporte de elétrons (ETR = ®psix RFA x 0,5 x 0,84) (Genty et
al., 1989), rendimento quantico efetivo do FSII (®rsu) (Genty et al., 1989), coeficiente de
extingdo fotoquimico (qL = (Fm’-F) x Fo’/(Fm’-Fo’) x F) (Kramer et al., 2004), rendimento
quantico da dissipacdo de energia regulada do PSII (®neq = (F/Fn’) - (F/Fm)) e rendimento
quantico da dissipagdo de energia nao regulada do PSII (®no = F/Fm). Os pardmetros de Onpq,
@rsi e dno foram calculados seguindo Genty et al. (1989), Kramer ef al. (2004) e Hendrickson
et al. (2004), no qual ®npq + @psi+ Ono= 1.

5.8.2.2. Status hidrico da planta (‘Pw)

Aos 45 DAS (R2), foi obtido o potencial hidrico foliar (\Ywf) utilizando uma bomba
de pressdo do tipo Scholander (Scholander et al., 1964) e as medi¢des foram realizadas no
periodo da ante-manha (5:00h, antes do sol nascer), pois é nesse momento que a planta se
encontra em equilibrio com o solo. Esta avalia¢do foi realizada em apenas uma folha de cada
planta, sendo que as folhas utilizadas para a medi¢do estavam completamente expandidas,
maduras e localizadas no ter¢o médio de uma das plantas que compdem a parcela experimental.

O potencial de cada folha foi avaliado imediatamente apds o seu destacamento da planta.

5.8.2.3. Pigmentos fotossintéticos

A quantifica¢do dos pigmentos fotossintéticos foi realizada conforme metodologia
de Wellburn (1994), em que foram retirados 3 discos foliares (aproximadamente 0,05 g) de
folhas completamente expandidas localizadas no ter¢o médio da planta de feijao-caupi, depois
colocados em frascos de vidro revestidos com papel aluminio contendo 2,0 mL da solucao de
extragdo (dimetilsulféxido - DMSO saturado com CaCQOs). Os tubos foram mantidos em
condig¢do de escuro por 48 h e, em seguida, incubados em banho-maria a 65 °C, por um periodo
de 30 minutos. As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro a 665, 649 e
480 nm. Por fim, os discos foliares foram lavados para retirar o excesso de solucao de extragao,

e, apos secagem em estufa a temperatura de 60 °C, por 48 h, foi determinada a massa seca em
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balanca de precisdo. Os conteudos de clorofila a, b e total e de carotenoides foram estimados

pelas Equacdes (3), (4), (5) e (6), respectivamente:

Chl a = (12,4’7 X A665) - (3,62 X A649) (3)
Chl b = (25,06 X A649) - (6,50 X A665) (4)
Chl tOtal = (7,15 X A665) + (18,71 X A649) (5)

(1000 X Aygp- 1,29 X Co- 53,78 X Cp)

Crt 20

(6)

Em que: A representa a absorbancia em um respectivo comprimento de onda, sendo os valores

obtidos expressos em mg g'!' de matéria seca (MS).

5.8.3. Variaveis bioquimicas

5.8.3.1. Determinac¢ao dos teores de sodio (Na*) e potdssio (K*)

Para a extragdo de sodio e potassio pesou-se 10 mg do pé liofilizado de folhas e de raizes

e adicionou-se 1,0 mL de agua deionizada, em microtubos. Estes ultimos foram mantidos a

temperatura de 75 °C, durante 1 h, com agitagdes a cada 10 min. Apds esse periodo, os

homogenatos foram centrifugados a 3.000 x g por 15 min, a temperatura ambiente. Ao final do

processo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a 20 °C até sua utilizacdo, sendo o
precipitado descartado.

Os teores de Na" e K* foram determinados com o auxilio de um fotdmetro de chama

[Micronal, modelo B462 (Sao Paulo, Brasil)] (Malavolta et al., 1989), utilizando os extratos

devidamente diluidos. Os resultados foram expressos em mmol g”! MS. De posse desses dados,

também foi calculada a razdo Na'/K" tanto em folhas quanto em raizes.

5.8.3.2. Proteinas soluveis

Para a obtencdo dos extratos para determinacdo de proteinas soluveis e enzimas
antioxidantes foram maceradas amostras frescas das folhas das plantas em nitrogénio liquido e
depois o material proveniente foi armazenado em microtubos a -80 °C. Os extratos foram

obtidos a partir da homogeneizagdo de 1 g do macerado das folhas das plantas de feijao-caupi
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em 5,0 mL de fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0) com EDTA (sal dissddico dihidratado) a 0,1
mM, durante 4 minutos. O homogeneizado foi filtrado, agitado e posteriormente centrifugado
a 12.000 x g durante 15 minutos. Todos os procedimentos foram conduzidos a 4 °C e o
sobrenadante foi armazenado em microtubos, mantidos a -80 °C até o momento das analises.

A determinacdo das proteinas soluveis totais foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Bradford (1976), utilizando-se o reagente Coomassie. Este reagente
foi preparado dissolvendo-se 100 mg de “Coomassie Brilliant Blue G-250” (Sigma Chemical
Company) em 50 mL de etanol a 95%, acrescido de 100 mL de 4cido fosforico a 85%. O volume
final da solugdo foi completado para 1 L com 4dgua deionizada e apds isso foram realizadas duas
filtragens. O reagente ficou armazenado em frasco escuro a temperatura ambiente.

Aos tubos de ensaio foram adicionados 100 pL do extrato, convenientemente
diluido, e 1 mL do “reagente de Bradford” e apos isso os tubos foram agitados. A mistura
resultante foi deixada em repouso por 15 minutos, no escuro, para entdo ser submetida a leitura
em espectrofotometro com absorbancia a 595 nm. Como padrdo, foi utilizada solugdo de
albumina de soro bovina. A concentragio de proteina solavel foi expressa em mg g! MF, sendo

cada extrato dosado em triplicata.

5.8.3.3. Prolina livre

O extrato para determinacdo de prolina livre foi preparado a partir da pesagem de
10 mg de macerados dos tecidos foliares frescos em microtubos, e adicionado 1,0 mL de agua
deionizada. Os microtubos foram mantidos a temperatura ambiente, durante 1 h, com agitagdes
constantes. ApoOs esse tempo, os extratos foram centrifugados a 3.000 x g por 15 min, a
temperatura ambiente. Apds isso, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C até sua
utilizacao, sendo o precipitado descartado.

O teor de prolina livre nas amostras foi determinado conforme metodologia
proposta por Bates ef al. (1973). Foram adicionados a tubos de ensaio com tampa rosqueavel
500 pL do extrato, devidamente diluido, 1,0 mL da mistura de ninhidrina 4cida:acido acético
glacial (proporcdo 1:1, preparada no momento do uso) e, em seguida, os tubos foram fechados
hermeticamente e agitados vigorosamente em agitador. Encerrado o periodo de incubagdo em
banho-maria durante 1 hora, a 100 °C, a reacdo foi interrompida resfriando os tubos em banho
de gelo. Apos esse procedimento, foi adicionado 1,0 mL de tolueno e os tubos agitados

vigorosamente em agitador. Com uma pipeta de Pasteur, foi aspirada a fase menos densa
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(cromoforo) para obtencao da leitura em espectrofotdometro a 520 nm, tendo como “branco” um
tubo de ensaio contendo tolueno. De posse das leituras espectrofotométricas da amostra, foram
realizados os célculos da concentracdo, tendo como referéncia a equagdo obtida a partir de curva
padrdo de solucdo de prolina. Por fim, a concentracao de prolina livre foi expressa em pmol g’

I'de MF.
5.8.3.4. Danos de membranas

O nivel de dano sobre as membranas celulares das folhas em decorréncia do estresse
salino foi determinado pelo extravasamento de eletrolitos. A metodologia utilizada foi a descrita
por Singh et al. (2007), sendo retirados discos foliares (cerca de 100 mg) e colocados em tubos
de ensaio contendo 10 mL de agua deionizada e mantidos em repouso a temperatura ambiente
por 2 horas. Apds esse periodo, utilizando um condutivimetro, foi determinada a condutividade
elétrica inicial (CE1). Em seguida, os tubos contendo as amostras foram aquecidos a 95 °C, por
30 minutos, em banho-maria para obtencdo da condutividade elétrica final (CE2). O
extravasamento de eletrdlitos (EE) foi estimado pela Equacao (7):

CE1
EE (%) = —— x 100 (7)

5.8.3.5. Peroxidagao lipidica

A peroxidagdo dos lipidios foi estimada pela quantificacdo dos teores de
malondialdeido (MDA), produto final da peroxidacao lipidica, conforme descrito por Buege e
Aust (1978). Para as andlises foram utilizados 300 mg de tecidos foliares das plantas de feijao-
caupi, os quais foram macerados em nitrogénio liquido até formar um p6 fino. Na sequéncia,
foi adicionado 2 mL de 4acido tricloroacético (TCA 5%), a 4 °C. O homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 X g, por 20 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante obtido foi coletado e
imediatamente usado na analise. Em tubos de ensaio, foram adicionados volumes iguais de
extrato e de uma solugdo de 4cido tiobarbittrico a 0,5% (m/v), preparada em TCA a 20% (m/v),
e levado ao banho-maria por 30 minutos, a 95 °C. Decorrido esse tempo, a rea¢ao foi paralisada
em banho de gelo e os tubos foram centrifugados a 3000 x g, por 10 minutos. O sobrenadante
foi coletado e as leituras foram realizadas nos comprimentos de onda 532 nm (especifica) e 600

nm (ndo-especifica). O contetido de malondialdeido foi estimado pela subtragdo das leituras
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especificas e ndo-especificas, utilizando coeficiente de extingdo molar do MDA (e = 155 mM~

Tem™). Os resultados foram expressos em pmol MDA g!' MF.

5.8.3.6. Mecanismos antioxidativos de defesa

Para todas as analises enzimaticas, os extratos utilizados foram os mesmos descritos

para proteinas (ver item 5.8.3.2), sendo as leituras realizadas em espectrofotdmetro.

5.8.3.6.1. Atividade da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A CAT teve sua atividade medida de acordo com o método de Havir e McHale
(1987). O ensaio consistiu em adicionar 150 pL do extrato enzimatico diluido a um meio de
reacdo constituido de 1290 uL. de tampao fosfato de potassio a 100 mM (pH 7,0), contendo
EDTA a 0,1 mM e 60 uL de H202 a 0,5 M. A atividade foi determinada monitorando-se a
degradagao de H202 a 240 nm (pico de absor¢ao do H202) durante o periodo de 1 minuto e dose
continua em intervalos de 1 segundo em temperatura ambiente. A diferenca em absorbancia
(AA240) foi dividida pelo coeficiente molar de extingdo (36 M™! cm™) e a atividade enzimatica

expressa em pmol de H202 min! mg™! Prot.

5.8.3.6.2. Atividade da Superdxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada pela medi¢ao de sua habilidade de inibir a
reducdo fotoquimica do cloreto de tetrazoliumnitroblue, conforme descrito por Beauchamp e
Fridovich (1971). O ensaio consistiu na adicao de 0,05 mL de extrato enzimdatico, em 1,5 mL
da mistura de rea¢do, contendo tampao fosfato de potassio a 50 mM (pH 7,8) com EDTA a 100
mM, metionina a 13 mM, azul de p-nitrotetrazolio (NBT) a 75 uM e riboflavina a 2 uM. A
reacdo foi conduzida a 25 °C, em uma camara de reacdo revestida internamente com papel
aluminio e iluminada com duas lampadas fluorescentes de 20 W, por 15 minutos (Giannopolitis;
Reis, 1977).

A atividade enzimatica foi estimada pela leitura de absorbancia em 560 nm, devido
a producdo de azul de formazana, resultante da fotorreducdo do NBT. Os resultados foram

expressos em UA g! MS, sendo uma UA (unidade de atividade enzimatica) definida como a
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quantidade de enzima necessaria para causar inibi¢do de 50% na taxa de fotorredu¢do do NBT,

no periodo de 15 minutos.

5.8.3.6.3. Atividade da Peroxidase do Ascorbato (APX, EC 1.11.11.1)

A APX foi determinada de acordo com Nakano ¢ Asada (1981). Para um volume
final de 1,5 mL, foram adicionados 300 pL. do extrato enzimatico, devidamente diluido, a uma
mistura de reacdo constituida de 50 pL. de H202 a 30 mM e 50 pL de ascorbato a 15 mM, em
1100 pL de tampao fosfato de potassio a 50 mM (pH 6,0), com EDTA a 0,05 mM. A oxidagao
do ascorbato foi monitorada pela leitura em absorbancia de 290 nm, no momento da adi¢ao do
H202 e 1 minuto ap6s. A diferenca na absorbancia (AA290) foi dividida pelo coeficiente de
extingdo molar do ascorbato (2,8 mM™! cm™) e a atividade enzimética foi expressa como pmol
de H202 min"! mg™! Prot, levando em consideragdo que 2 mols do ascorbato sio necessarios

para a reducdo de 1 mol de H202 (Mckersie; Leshem, 1994).

5.8.4. Analise de Producao

A partir do inicio da fase de maturagdo até os 65 DAS, foram realizadas coletas
semanais das vagens para a obtencdo de dados referentes ao niumero de vagens produzidas
(NVP), tamanho médio das vagens (TMV), peso das vagens (PV), nimero de grdos por vagem

(NGV), peso total dos graos (PTG) e peso de 100 graos (P100G).

5.8.5. Andlise metabolomica

A andlise do perfil metabolico foi realizada em folhas das plantas de feijao-caupi
em ambas as condi¢des estudadas: presenga ou ausé€ncia de estresse salino e concentragdes do
nanobioestimulante de carbono. Para a defini¢do das concentragdes a ser avaliadas, utilizou-se
como critério os controles negativos para nanobioestimulante (0 mg L' na auséncia e na
presenca do estresse salino) e a concentragdo que mais se destacou em cada uma das condigdes
de irrigacdo, principalmente levando em consideragdo o resultado obtido nas variaveis
relacionadas ao melhor desempenho fotossintético, crescimento e producao.

A extracdo foi realizada a partir de amostras frescas de folhas maceradas em

nitrogénio liquido. Foram pesados 50 mg de cada uma das amostras, adicionado 700 pL. metanol
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(100%) e agitado em vortex por 10 s. Em cada amostra foram adicionados 30 pL de ribitol (0,2
mg/mL) como padrdo interno, sendo novamente agitados por 10 s. Ap0s isso, as amostras foram
incubadas em Termomix a 70 °C por 15 min, com agitacdo a 450 rpm. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 x g, a 4 °C por 10 min. Depois da centrifugagao, os sobrenadantes
foram transferidos para novos microtubo de 2 mL, nos quais foram adicionados 375 pL de
cloroférmio gelado (CHCL3) e 750 uL de H20 Milli-Q, com posterior agitacdo em vortex por
15 s. Para formag¢dao do sistema bifasico, os microtubos foram submetidos novamente a
centrifugacdo a 2.200 x g, a 4 °C, por 15 min. Passado esse periodo, foi coletada aliquota de
150 uL da fase superior (fase polar) e colocada em tubos de eppendorfs 1,5 mL. A aliquota da
fase polar foi seca em SpeedVac durante a noite e armazenada a -80 °C.

Os metabdlitos presentes na fragdo polar seca no SpeedVac foram derivatizados a
partir da adi¢do de 20 pL de solucdo de cloridrato de metoxiamina (10 mg/ 0,5 mL de piridina).
A mistura foi agitada em banho seco ajustado para 37 °C, por 2 h a 550 rpm, antes de adicionar
35 uL de N-metil-Ntrimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA). Apos a adicdo de MSTFA, a
mistura foi novamente agitada em banho seco ajustado para 37 °C, por 30 min a 550 rpm. Foi
transferido 55 pL. da amostra derivatizada para o vial para a deteccdo e a quantificacdo relativa
dos metabdlitos, que foram realizadas utilizando um cromatégrafo gasoso acoplado a
espectrometro de massas (GCMS, modelo QP-PLUS 2010, Shimadzu, Téquio, Japao).

A separagdo e deteccdo dos metabdlitos foram realizadas conforme Roessner et al.
(2001) com modificagdes, em que 1,0 pL da amostra derivatizada foi injetada no modo split
(1:5), usando hélio como gés de arraste a um fluxo de 1,2 mL min’'. A coluna capilar RTX-
SMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pwm) foi utilizada para separagdo dos metabolitos, sendo
configurada a temperatura inicial de 80 °C por 2 min, seguida de aumento a uma taxa de 10 °C
min! até alcangar a temperatura final de 310 °C, que foi mantida por 8 min. As temperaturas
de injecdo, da interface e da fonte de ions foram de 230, 250 e 200 °C, respectivamente. O
espectrometro de massas operou a 70 eV (ionizagdo por impacto de elétrons - EI), com intervalo
de deteccao de fragmentos de massa de 40-700 (m/z), iniciando apds o tempo de 3 min.

Cada cromatograma e espectro de massa foram avaliados utilizando o programa
Xcalibur™ 2.1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A identificagdo dos
compostos baseou-se nos seus tempos de retengdo e fragmentacao do espectro de massa em
comparagdo com os espectros de massa padrdo na biblioteca interna de metabolitos e na base

de dados do metaboloma de Golm. O valor relativo de cada metabolito foi determinado pela
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divisdo de suas respectivas areas de pico pela area de pico do padrao interno (ribitol, Sigma-

Aldrich) e, ap6s, dividido pela massa fresca da amostra.

5.8.6. Analise estatistica

Para a analise dos dados morfofisiologicos, bioquimicos e produtivos, procedeu-se
com a verificagdo da normalidade dos dados, por meio do teste de Shapiro-Wilk e, depois, os
dados das variaveis analisadas foram submetidos a andlise de variancia, avaliando-se a
significancia dos tratamentos pelo teste F (p<0,05). Quando significativas, as médias da CEa
foram comparadas pelo teste de Tukey, enquanto as concentracdes do nanobioestimulante
foram avaliadas por meio de regressdo polinomial (p<0,05). Para andlise estatistica e
representacao grafica foram utilizados o pacote estatistico R v.4.0.2 (R Core Team, 2020) e
Sigmaplot (versdo 11.0), respectivamente.

No que se refere a analise do perfil metabdlico das folhas, os valores de abundancia
relativa dos metabolitos foram processados no software MetaboAnalyst 6.0. Os dados foram
padronizados (1 = 0; 6> = 1) antes de serem submetidos 8 ANOVA unidirecional e ao teste de
Tukey (p < 0,05). Além disso, os dados metabolomicos transformados foram submetidos a
analise quimiométrica [PLS-DA (Discriminant Analysis of Partial Least Squares)] e analise de
cluster (agrupamento hierarquico). O agrupamento hierarquico foi como um mapa de calor

(distancia Euclidiana, algoritmo de agrupamento Ward).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Crescimento das plantas de feijao-caupi

Independentemente da aplicacdo do nanobioestimulante, a salinidade da agua de
irrigacdo promoveu reducdes expressivas no crescimento do feijdo-caupi em comparagdo com
as plantas cultivadas em condig¢des ndo salinas, entretanto, a limitagdo do crescimento foi mais

acentuada em plantas sob estresse salino que ndo receberam nanobioestimulante (Figura 3).

Figura 3 — Plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de
Ouro 1-2, submetidas ou ndo ao estresse salino em cada uma das
concentragdes do nanobioestimulante, aos 45 dias apds semeadura: 0
mg L' (A), 80 mg L' (B), 160 mg L' (C), 240 mg L' (D), 320 mg L™!
(E) e 400 mg L' (F), estando as plantas nio estressadas a esquerda e as
plantas submetidas a salinidade a direita

0 mg L1 g 80 mg LA g 160 mg L

I\

L N

240 mg L! 320 mg L1 400 mg L-!

Fonte: Elaborada pela autora

As plantas submetidas a condutividade elétrica da 4gua de 4,0 dS m™' (estresse

salino) apresentaram redugdes de 36,89% no comprimento da haste principal (Figura 4A) e de
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46,45% no nimero de folhas (Figura 4C) quando comparadas as plantas expostas a menor
condutividade elétrica (0,35 dS m™! — sem estresse). Por outro lado, observou-se que, com o
aumento das concentracdes do nanobioestimulante, houve incrementos nessas variaveis, com a
concentracio 317 mg L' promovendo maior ganho em CHP (Figura 4B) e a 227 mg L’!
promovendo o maximo ganho em NF (Figura 4D), sendo 17,87 e 12,73% superiores as médias

obtidas com a concentra¢io 0 mg L' (sem nanobioestimulante), respectivamente.

Figura 4 — Comprimento da haste principal (A e B) e nimero de folhas (C e D) de plantas de
feijao-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, em funcao da condutividade elétrica
da 4gua de irrigagdo e da concentracdo do nanobioestimulante, aos 45 dias ap6s semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
* ** _ Significativo para p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente. Barras verticais indicam erro padrdo

Assim como observado na presente pesquisa com o feijdo-caupi, o uso de
bioestimulantes a base de nanoparticulas de carbono (CDs) tem mostrado efeitos positivos
sobre o crescimento e o desenvolvimento de inumeras culturas agricolas (Joshi et al., 2020).
Estudos indicam que os CDs, além de serem absorvidos pelas folhas de maneira mais eficiente

devido ao seu tamanho reduzido, sdo capazes de promover a ativagdo de reagdes inerentes ao
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metabolismo vegetal, aumentando a taxa fotossintética e auxiliando na absor¢do de agua e
nutrientes, € com isso culminar em maior estimulo ao crescimento das plantas (Maswada ef al.,
2020).

Sob alta salinidade, ¢ comum que ocorram essas redugdes no crescimento € na
emissao de folhas das plantas e essas respostas podem estar associadas a limitagdo hidrica
gerada pelo excesso de sais presentes na agua de irrigagdo, tendo consequéncia direta no
crescimento devido a influéncia da agua sobre alongamento e divisdo celular, bem como estar
relacionadas aos disturbios nutricionais e aos efeitos especificos de ions, como sodio e cloreto,
sobre o metabolismo vegetal (Wang et al., 2022).

Assim como ocorreu para CHP e NF, reducdes na area foliar (AF) das plantas de

feijdo-caupi sob salinidade foram constatadas (Figura 5A).

Figura 5 — Area foliar (A), didmetro do caule (B), comprimento radicular (C) e razio CR/CHP
(D) de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, em funcdo da
condutividade elétrica da agua de irrigacdo e da concentracao do nanobioestimulante, aos 45
dias apos semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*, ** — Significativo para p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente
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A menor expansao foliar (Figura 5A) pode ser atribuida tanto as limitagdes
inerentes ao crescimento, como mencionadas anteriormente, como também a uma resposta
aclimatativa da cultivar ao estresse imposto, uma vez que reduzindo superficies transpirantes
pode-se evitar perda de agua dos tecidos para atmosfera (Silva Junior et al., 2021). Essa
modificagdo morfoldgica ¢ muito importante para a manutengao do elevado potencial hidrico
na planta, no entanto, pode resultar em sérias implicagdes sobre a produg¢dao de biomassa
vegetal, uma vez que, reduzindo a superficie fotossintetizante (folha), ocorre a reducdo da
capacidade de produgdo de fotoassimilados pelo processo fotossintético (Mishra et al., 2022).

Contudo, ¢ possivel observar que, a aplicacdo do nanobioestimulante promoveu
incrementos lineares na area foliar tanto das plantas sem estresse quanto das plantas estressadas,
resultando em aumentos de 50,64 e 18,91%, respectivamente, ao se comparar a concentracao
de 400 mg L! com a de 0 mg L! (Figura 5A). Deste modo, observa-se que o estresse salino
limitou de forma mais intensa a resposta da planta a aplicacdo do nanobioestimulante.

Quanto ao diametro do caule (DC), as plantas de feijao-caupi irrigadas com agua
salina apresentaram DC inferiores aos das plantas submetidas ao tratamento sem estresse em
todas as concentragdes do nanobioestimulante, exceto na de 400 mg L', em que a diferenca
nao se mostrou significativa (Figura 5B). Quando as plantas foram irrigadas com agua de 0,35
dS m’!, a concentragdo de 133 mg L™! foi a que possibilitou maior didmetro do caule (8,85 mm),
sendo 6,41% superior ao DC das plantas sem nanobioestimulante (0 mg L'). Nas plantas
irrigadas com 4agua de 4,0 dS m!, o didmetro do caule cresceu linearmente (0,003 mm dia™)
com a elevagdo das concentragdes do nanobioestimulante, resultando em superioridade de
16,47% ao comparar a dose 400 mg L' coma 0 mg L.

Diante desses resultados, constatou-se que o nanobioestimulante incrementou a
area foliar e o didmetro do caule tanto das plantas de feijdo-caupi ndo estressadas quanto das
que estavam sob estresse salino. Esse papel de destaque no crescimento dos vegetais pode estar
relacionado a capacidade que as nanoparticulas de carbono tém de melhorar a regulacdo
osmotica, potencializar a fotossintese, aumentar o conteiido de 4gua nos tecidos e a absor¢ao
de nutrientes (Zheng et al., 2017; Kou et al., 2021; Tan et al., 2021).

Por outro lado, ao analisar os dados de AF e DC, fica evidente o impacto da
elevagdo da CEa no crescimento das plantas de feijao-caupi. De forma similar, prejuizos nos
caracteres morfologicos dessa cultura sob estresse salino também foram constatados por
Tavares et al. (2021). Essa reducdo é decorrente de uma série de alteragdes bioquimicas e

fisiologicas (maior proporcao de ions sodio e cloreto, relagdes hidricas comprometidas, reducao
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da abertura estomatica e da fotossintese) que podem ocorrer quando plantas glicofitas estdao
sujeitas a fatores de estresse ambiental, como salinidade (Semida et al., 2019; Kamran ef al.,
2020).

Observa-se na Figura 5C que o crescimento radicular das plantas ndo estressadas
foi superior ao das plantas sob estresse, excetuando-se as concentragdes 0 e 400 mg L' do
nanobioestimulante, as quais nao mostraram diferenga significativa. Ao comparar as
concentragdes do nanobioestimulante dentro de cada CEa, ¢ possivel perceber que, na CEa 0,35
dS m!, o aumento das concentra¢des do produto promoveu incrementos no CR, com valor
maximo (45,7 cm) sendo obtido quando as plantas foram submetidas a concentracao de 281 mg
L', superando as sem nanobioestimulante (0 mg L) em 20,91%. Em contrapartida, sob CEa
de 4,0 dS m’!, as plantas apresentaram redu¢des em seu CR em todas as concentragdes do
nanobioestimulante, com a concentragio 194 mg L' levando ao menor crescimento e redugdo
de 18,03% em relagdo a 0 mg L' (Figura 5C). Sendo assim, a aplica¢io do nanobioestimulante
nao se mostrou suficiente para minimizar os danos causados pelo estresse salino no crescimento
radicular das plantas de feijao-caupi.

Ao analisar o crescimento radicular em relagdo ao crescimento da haste principal
por meio da razdo CR/CHP (Figura 5D), observou-se que, quando comparadas as plantas nao
estressadas, as plantas sob estresse salino investiram em maior desenvolvimento radicular em
detrimento da parte aérea nas concentragdes de 0 e 400 mg L' do nanobioestimulante, sendo
constatados aumentos de 87,99 e 106,35%, respectivamente. Ou seja, na auséncia do
nanobioestimulante e em sua presenga na concentragio de 400 mg L' houve uma menor
sensibilidade do crescimento das raizes ao estresse salino.

Ao comparar as concentragdes do nanobioestimulante dentro de cada CEa,
observou-se que as plantas irrigadas com agua de 0,35 dS m’! apresentaram maior razio
CR/CHP quando foram submetidas & concentragdo de 167 mg L' do nanobioestimulante,
superando as plantas expostas a concentragio de 0 mg L' em 9,26%. J4 nas plantas irrigadas
com 4gua de 4,0 dS m!, as concentra¢gdes do nanobioestimulante promoveram reducdes na
razdo CR/CHP, com o menor aumento sendo obtido na concentragio 200 mg L', média 35,48%
inferior a concentragdo de 0 mg L.

Em condicdes de estresse salino, essa resposta de reducdo do comprimento
radicular ¢ bastante prejudicial e promove limitagdes que interferem na tolerancia da planta ao

estresse, tendo em vista que os vegetais utilizam desse maior investimento radicular para
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aumentar o aprofundamento e melhorar exploracao da zona radicular em busca de agua (Hessini
etal.,2019).

Na Figura 6A observa-se valores da massa seca total subdivididos de acordo com a
alocagdo de biomassa nos 6rgaos das plantas de feijao-caupi e € possivel perceber que as plantas
irrigadas com 4gua salina (4,0 dS m™') apresentaram menor actimulo de biomassa tanto em
folhas (62,90%), quanto em caules (50,94%) e raizes (43,92%), resultando, consequentemente,
na reducdo de 55,39% no actimulo de massa seca total em relacdo as plantas ndo estressadas.
Com estes resultados, ¢ possivel sugerir que o efeito negativo do sal foi mais pronunciado na

massa seca da parte aérea (MSF + MSC) do que na massa seca da raiz (MSR).

Figura 6 — Massa seca total (A e D), massa seca das folhas (B) e massa seca das raizes (C) de
plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, em funcao da
condutividade elétrica da 4gua de irrigacdo e da concentracdo do nanobioestimulante, aos 45
dias ap6s semeadura
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A inibicdo do crescimento das plantas em ambientes com salinidade pode ser
atribuida ao déficit hidrico causado pelo excesso de sais soliveis na zona radicular, o qual causa
decréscimo na turgescéncia e resulta na diminui¢cdo da expansdo celular, reduzindo a taxa de
crescimento das plantas (Liu et al., 2022). Essa reducao pode ainda ser explicada por limitagdes
fotossintéticas, resultantes do fechamento estomatico, e, concomitante, menor assimilacao de
COz2 (Jiao et al., 2017; Liu et al., 2022). Além disso, pode estar associada ao gasto energético
envolvido em processos de manutenc¢do celular (ndo resultam em incremento de massa seca),
como na sintese de solutos organicos, nos processos de compartimentaliza¢do e na regulagao
do transporte de ions (Santos et al., 2018).

Com o aumento das concentragdes do nanobioestimulante, observou-se
incrementos nas variaveis de massas secas foliar (MSF), radicular (MSR) e total (MST), com a
concentragdo de 190 mg L' promovendo o maximo ganho em MSF (Figura 5B), a de 264 mg
L' promovendo o maximo ganho em MSR (Figura 6C) e a de 213 mg L™ promovendo o
maximo ganho em MST (Figura 6D), sendo 15,67, 37,18 e 13,00% superiores as médias obtidas
com a concentragdo de 0 mg L', respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados
por Yang et al. (2022) ao estudarem como os carbon dots modulam o metabolismo em mudas
de milho. Eles evidenciaram acréscimos de 29,2% e 37,5% no peso seco da parte aérea e das
raizes, respectivamente, quando as plantas foram tratadas com as nanoparticulas de carbono e
sugeriram que esse aumento foi impulsionado pelo aumento significativo na taxa liquida de
fotossintese.

Trabalhos recentes, como o de Joshi et al. (2020) com a cultura do arroz, indicam
que esse ganho em massa das plantas tratadas com nanoparticulas de carbono pode estar
relacionado também com a capacidade que os CDs tém de aumentar os pelos radiculares e a
densidade das raizes, bem como a agdo desses nanomateriais sobre a regulacao das aquaporinas
(proteinas integrais que permitem a passagem de moléculas de dgua pela membrana celular).
No presente experimento, o aumento dos pelos radiculares e das raizes secundarias e terciarias
podem ter sido essenciais para aumentar a absor¢do de 4gua e, assim, melhorar o ganho de

biomassa e o crescimento da planta como um todo.

6.2. Status hidrico, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e teor de pigmentos em

folhas de feijao-caupi
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O estresse salino imposto pela dgua de irrigagao afetou negativamente os caracteres
fisiologicos do feijio-caupi (Tabela 2). As plantas submetidas a agua salina de 4,0 dS m™,
quando comparadas as plantas sem estresse (0,35 dS m™'), apresentaram redugdes de 73,68%
no potencial hidrico foliar (Pwr), 72,73% na condutincia estomatica (gs), 71,68% na fotossintese
liquida (4), 77,78% na eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC), 34,28% na eficiéncia
instantanea do uso da agua (EUA), 11,11% no teor de clorofila b (Chl b), 29,94% no teor de
clorofila total (Chl total) e 16,67% no teor de carotenoides (Crt).

Tabela 2 — Condutividade elétrica da 4dgua de irrigacdo sobre os caracteres fisiologicos de
plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, aos 45 dias apoés
semeadura

Variaveis CEa (dS m)
0,35 4,0
ow
(MPa) -0,57+£0,06 b -0,99 £0,14 a
gs
(mol m2 s-1) 0,33+0,04 a 0,09+0,01b
A
(umol m? s 22774+1,83a 6,44+0,98b
EiC
(umol m? s!) (pmol mol")’! 0,09+001a 0,02+0,01b
EUA
(umol m2s!) (mmol m2 s!)! 3.46+0552 2,62+£045b
(r(;;l;]) 0,36 £0,04 a 0,32+0,04b
grigtgf‘)l 1,670,162 1,17+0,10 b
(m(;;,l) 01842332 0.15+1,10b

Fonte: Elaborada pela autora. P,s— potencial hidrico foliar; gs condutancia estomatica; 4 — fotossintese liquida;
EiC — eficiéncia instantanea de carboxilacdo; EUA — eficiéncia instantanea do uso da agua; Chl b — clorofila b;
Chl total — clorofila total; Crt — carotenoides. Os valores representam a média de quatro repeti¢des = desvio padréo.
Médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Quando as plantas sdo submetidas ao estresse salino, o potencial hidrico foliar tende
a diminuir, uma vez que o acimulo de sais na rizosfera reduz o potencial hidrico do solo e
dificulta a absorcdo de agua pelas raizes (Fatemi et al., 2019). Essa limita¢do hidrica acaba

levando a desidratacdo celular e, consequentemente, a restri¢do do crescimento em virtude da
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diminui¢do do metabolismo da planta e da turgescéncia celular, pressao positiva responsavel
pela elongacgao e divisao das células (Desoky et al., 2020). Como visto no presente experimento,
a queda do potencial hidrico foliar, evidenciada nas plantas sob salinidade, pode ter contribuido
para reducdes nas variaveis biométricas (comprimento da haste principal, nimero de folhas,
area foliar, didmetro do caule, comprimento radicular e acimulo de biomassa). Pesquisa
realizada por Silva et al. (2024) com a cultura do feijao-caupi corroboram esses resultados.

Como constatado na Tabela 2, as trocas gasosas foram severamente afetadas pelo
estresse salino e essa resposta muito se deve a reducao causada na condutancia estomatica. O
fechamento dos estdmatos ¢ uma das respostas mais rapidas apresentadas por plantas
submetidas ao estresse salino e isso se da como uma tentativa de reduzir as perdas de dgua por
transpiragdo, de diminuir o fluxo de ions toxicos na corrente transpiratoria e de minimizar as
quantidades de ions toxicos que sdo entregues a superficie da raiz e, posteriormente, a planta
(Jiao et al., 2017; Nobrega et al., 2022). Assim como neste experimento, diminui¢cdes na
condutancia estomatica devido ao aumento da condutividade elétrica da dgua de irrigagao foram
constatadas em plantas de Glycine max L. (Sousa et al., 2018) e Phaselous lunatus L. (Pereira
Filho et al., 2020).

Contudo, essa indu¢do do fechamento estomatico promove limitacdes na
fotossintese e na produtividade das culturas, uma vez que restringe o influxo de CO:2 e sua
posterior assimilagdo (Brito et al., 2018). Deste modo, as redugdes proporcionais em gs € A
causadas pela salinidade (Tabela 2) indicam que a diminuicao da taxa fotossintética pode estar
relacionada a efeitos estomaticos, o que refletiu em producdo de biomassa reduzida. Redugdes
na fotossintese de plantas submetidas a salinidade também foram observadas por Dias et al.
(2018a) e Freire et al. (2021), em plantas de gergelim (Sesamum indicum L.) e fava (Phaselous
lunatus L.), respectivamente.

Assim como verificado para a taxa fotossintética, a eficiéncia instantinea de
carboxilacdo (EiC) também foi influenciada negativamente pela CEa de 4,0 dS m™! (Tabela 2).
As redugdes nessa varidvel podem ser tanto decorrentes do efeito osmoético causado pelo
excesso de sais na dgua de irrigacdo, que limita a fotossintese, como estar relacionadas a
restri¢des metabolicas no ciclo de Calvin, em que o carbono recebido pode nao estar sendo de
fato utilizado e fixado na etapa de carboxilagdo nas células do mesofilo (Sousa et al., 2016;
Dias et al., 2018b). Veloso et al. (2021), estudando o estresse salino na fisiologia e producao
de plantas de pimentdo (Capsicum annuum L.), verificaram decréscimos na EiC com o aumento

da salinidade da agua de irrigacgao.
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A quantidade de carbono fixada por unidade de agua perdida, expressa pela
eficiéncia instantanea no uso da agua (EUA), também diminuiu nas plantas sob estresse (Tabela
2). Essa diminuigdo pode estar relacionada a redugdo de gs, 4 e E, que, por sua vez, podem estar
atreladas a menor absor¢do de dgua pelas raizes (Soares ef al., 2018). Ramos et al. (2021), ao
avaliarem as trocas gasosas € o crescimento do maracujazeiro-azedo cultivado sob irrigagdo
com aguas salinas, observaram que o aumento na salinidade da 4gua a partir da CEa de 0,6 dS
m™! reduziu a EUA. Resultados similares foram obtidos por Lima et al. (2020) ao avaliarem as
trocas gasosas, o crescimento e a produc¢do do quiabeiro (Abelmoschus esculentus L.) em funcao
da irrigagdo com aguas salinas.

Outros componentes relacionados ao processo fotossintético também podem ser
afetados pelo estresse salino, como ¢ o caso dos pigmentos (Tabela 2). Sob condi¢des de
estresse, como alta salinidade, as plantas produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) que,
em quantidades elevadas na célula, podem causar oxidagdo e consequente destruicao de
pigmentos fotossintéticos, como clorofilas e carotenoides (El-Esawi et al., 2019). Essa pode ser
uma possivel explicagdo do amarelecimento constatado nas folhas das plantas que estavam sob
estresse salino.

Os carotenoides, pigmentos acessorios envolvidos na absor¢do e na transferéncia
de energia radiante, atuam como protetores da clorofila no que tange a foto-oxida¢do. Quando
plantas sdo submetidas a salinidade, o estresse causado pode induzir a degradagao de B-caroteno
e a reducdo na formag¢do de zeaxantina, acarretando, assim, na diminuicdo do teor de
carotenoides (Silva et al., 2016). Possivelmente, a degradacdo ou inibicao da sintese desses
pigmentos implicou na reducao do teor de clorofilas nas plantas sob estresse salino. Silva et al.
(2020) relatam que a elevagdo do nivel de salinidade das laminas de irrigagdo proporcionou
redugdes no teor de carotenoides presentes nas folhas de alface (Lactuca sativa L.).

O teor de sais no tecido foliar em concentragdes acima da tolerada pelas plantas
pode ocasionar a inibi¢ao da biossintese de clorofilas, bem como a sua degradagao, reduzindo
assim a eficiéncia de absorcao da energia luminosa (Veloso et al., 2021; Qin et al., 2024). Tais
fatores podem ter contribuido para o comprometimento do processo fotossintético visualizado
nas plantas irrigadas com agua salina. Abdelaal et al. (2020), estudando indutores de tolerancia
ao estresse salino na cultura do pimentao (Capsicum annuum L.), também observaram reducoes
significativas no contetido de clorofila quando as plantas foram expostas a esse estresse

abiodtico.
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A Figura 7 apresenta os resultados do potencial hidrico foliar (Pwf) em resposta as
concentragdes do nanobioestimulante. Pode-se observar que houve incrementos no potencial
hidrico foliar com o aumento das concentragdes do nanobioestimulante e, consequentemente,
melhoras no status hidrico das plantas, sendo a concentracio de 200 mg L! a que promoveu

maior ganho (13,97%) em relagio a concentragio de 0 mg L' (Figura 7).

Figura 7 — Potencial hidrico foliar de plantas de feijao-
caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2,
em funcdo da concentracao do nanobioestimulante, aos
45 dias apos semeadura

Concentragdes do nanobioestimulante (mg L™
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167 ov=-1441%
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Fonte: Elaborada pela autora. *, ** — Significativo para p <0,05 e
p <0,01 pelo teste F, respectivamente

A medi¢ao do potencial hidrico foliar sugere o grau de hidratacao das células e tem
sido utilizado como forte indicativo do status hidrico das plantas, podendo explicar o fluxo da
agua no sistema solo-planta-atmosfera (Furlan et al., 2021). Neste caso, as nanoparticulas de
carbono aplicadas nas plantas via nanobioestimulante podem contribuir positivamente na
regulacdo da expressdo das aquaporinas, na possivel criagdo de novos poros/canais para a
permeacao da dgua e no aumento da densidade de raizes, melhorarando o crescimento geral da
planta (Hong et al., 2021). Joshi et al. (2020), investigando os efeitos da aplicagdo de
nanoparticulas carbono na cultura do arroz, verificaram que as plantas tratadas apresentaram
maior contetido de 4gua nas folhas, superando o controle em 6 a 8%, podendo essa ser uma das
razdes que contribuiram para o maior crescimento das plantas.

Na Figura 8A, observa-se que as plantas de feijao-caupi irrigadas com dgua salina

apresentaram transpiracao (E) inferior as das plantas submetidas ao tratamento sem estresse em
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todas as concentragdes do nanobioestimulante. Esse comportamento de reducao da transpiragao
foi observado em diversas culturas cultivadas sob salinidade e pode estar diretamente
relacionado com a reducdo da condutancia estomatica e com a quantidade de dgua absorvida
pelas raizes, a qual ¢ limitada pela redu¢do do potencial osmoético da solugdo do solo (Lima et

al., 2020; Freire et al., 2021; Nobrega et al., 2022).

Figura 8 — Transpiracdo (A), temperatura foliar (B), fotossintese liquida (C) e razdo Ci/Ca (D)
de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, em fun¢do da
condutividade elétrica da 4gua de irrigacdo e da concentracdo do nanobioestimulante, aos 45
dias ap6s semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*, #* _ Significativo para p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente

Ainda na Figura 8A, observou-se que a aplicacio do nanobioestimulante na
concentragdo 150 mg L' possibilitou menor taxa transpiratéria (6,45 mmol H2O m™ s') nas
plantas ndo estressadas, reduzindo sua perda de agua na forma de vapor em 6,52% quando
comparadas as plantas expostas a 0 mg L. Ja nas plantas irrigadas com 4gua salina, a taxa
transpiratdria atingiu valor maximo (3,08 mmol H20 m™ s!) quando as plantas foram expostas

com a concentracdo de 180 mg L' do nanobioestimulante, superando em 26,69% as plantas
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submetidas 4 0 mg L' (Figura 8A). Esse aumento da taxa transpiratoria pode nio ser resultado
de menor resisténcia estomatica, ja que a condutancia estomatica nao se mostrou influenciada
pela aplicagdo do nanobioestimulante (Hong et al., 2021).

As redugdes da condutincia estomdtica e da transpiracdo observadas nas plantas
sob estresse salino podem ter tido papéis decisivos no aumento da temperatura foliar (Figura
8B), uma vez que a perda de calor latente pelas plantas ocorre principalmente por meio do
resfriamento resultante da transpiracdo das folhas (Figueiredo et al., 2019). Resultados
similares de aumento de temperatura foliar em funcdo da elevagdo da CEa também foram
encontrados por Freire et al. (2021) na cultura da fava (Phaselous lunatus L.).

Nas plantas sob estresse salino, a concentragio de 158 mg L' do
nanobioestimulante foi a que proporcionou menor temperatura foliar (34,8 °C), sendo 1,40%
inferior as plantas expostas a concentragio de 0 mg L™!. J4 para as plantas irrigadas com 4dgua
de 0,35 dS m’!, os dados ndo se ajustaram a equagdes lineares ou quadraticas, apresentando,
portanto, temperatura foliar média de 33,8 °C (Figura 8B). Apesar do estresse salino ter
proporcionado aumento na temperatura das folhas, como mencionado anteriormente, o uso do
nanobioestimulante atenuou em até 1 °C essa temperatura por meio do estimulo a absor¢ao de
agua e, consequentemente, resfriamento resultante da transpiracdo (Hong et al., 2021).

O aumento das concentracdes do nanobioestimulante de carbono promoveu
incrementos na fotossintese liquida das plantas de feijdo-caupi, com a concentrag¢do de 272 mg
L"! proporcionando maxima taxa fotossintética (15,78 pmol CO2 m™ s!), elevando essa variavel
em 18,47% ao comparar com a média obtida na concentragio 0 mg L' (Figura 8C). No que se
refere a razdo Ci/Ca (Figura 8D), em ambas as condutividades elétricas da 4gua de irrigacao foi
possivel observar que houve reducdo da razdo Ci/Ca a medida em que se aumentou as
concentragdes do nanobioestimulante, tendo as médias ndo apresentado diferenca significativa
entre si, ou seja, a aplicagdo do nanobioestimulante pode ter contribuido para uma assimilagao
mais eficiente de COz pela Ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO).

A atividade da enzima RuBisCO afeta diretamente a taxa fotossintética e o acumulo
de carboidratos e estudos tém mostrado que os CDs podem atuar como agentes intensificadores
da atividade dessa enzima, aumentando a assimilacdo de carbono. Wang et al. (2018)
descobriram que mudas de feijdo-mungo (Vigna radiata L.) tratadas com CDs apresentaram
atividade de Rubisco 30,9% maior do que aquelas do grupo controle. Além disso, em novo

estudo, eles perceberam que os CDs podem ser degradados para formar analogos de hormonios
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vegetais, que contribuem para o crescimento das plantas, e COz2, que pode ser convertido em
carboidratos pelo do ciclo de Calvin na fotossintese (Li, H. ef al., 2019).

A aplica¢do de CDs também pode afetar a fotossintese de outras formas. Estudos
realizados por Chandra et al. (2014) mostraram a capacidade dos carbon dots em promover a
fotossintese modulando o processo de transferéncia de elétrons, acelerando a conversdo da
energia luminosa em energia eletroquimica. Em seu estudo, eles descobriram que os CDs
funcionalizados com amina se conjugavam fortemente sobre a superficie do cloroplasto e
transferiam elétrons em dire¢do a organela com a ajuda da luz ou dos fotons absorvidos,
acelerando diretamente toda a via de transferéncia de elétrons da cadeia na etapa fotoquimica
da fotossintese. Isso porque os CDs apresentam forte absor¢ao na regido da luz ultravioleta
(UV) e emitem luz azul e vermelha na 4gua, que correspondem exatamente ao espectro de
absorc¢do das clorofilas presentes nos cloroplastos (Li ef al., 2018).

Ainda na Figura 8D, observou-se também que as plantas sob estresse salino e sem
aplicagdo do nanobioestimulante apresentaram maior acumulo de CO2 na camara
subestomatica, sendo 7,04% superior as plantas controle (ndo estressadas e na concentragdo 0
mg L. Este resultado sugere que fatores niio estomaticos podem estar atuando na reducio da
atividade fotossintética dessas plantas. Um exemplo disso pode ser a baixa atividade da enzima
RuBisCO, que pode ocorrer pela limitacao de substratos (ATP e NADPH) provenientes da fase
fotoquimica da fotossintese, levando a reducdo da carboxilagdo do CO2 e aumento da sua
concentragdo interna (Sa et al., 2017; Ramos et al., 2021). Nobrega et al. (2022), avaliando a
ecofisiologia de Mesosphaerum suaveolens (L.) sob estresse salino e doses de acido salicilico,
também verificaram aumentos em Ci com a elevagao da condutividade elétrica da agua de
irrigacao.

O teor de clorofila @ das plantas de feijdo-caupi irrigadas com agua salina
apresentou-se inferior aos das plantas submetidas ao tratamento sem estresse em todas as
concentragdes do nanobioestimulante, exceto a de 400 mg L', em que a diferenca nio se
mostrou significativa (Figura 9A). Essa diminuicdo do teor de clorofila a das plantas sob
estresse salino evidencia menor capacidade de coleta de luz do ambiente (refletindo na
fotossintese) e pode estar relacionada, além do que ja foi discutido anteriormente, com a
inibi¢ao da sintese de novas moléculas de clorofilas devido a danos nos tilacoides, ocasionados

pelo actimulo de ions de Na* e CI (Oliveira et al., 2018).
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Figura 9 — Teores de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotenoides (D) em
plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, em fungdo da
condutividade elétrica da agua de irrigagdo e da concentragdo do nanobioestimulante, aos 45
dias apos semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*, #* _ Significativo para p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente

No entanto, observa-se na Figura 9 que, independentemente da CEa, o aumento nas
concentragdes do nanobioestimulante proporcionou incrementos nos teores de clorofila a. As
plantas irrigadas com 4gua de 0,35 dS m™! atingiram maximo teor de clorofila a (0,89 mg g’!
MS) quando submetidas a concentra¢do de 190 mg L' do nanobioestimulante, superando em
25,34% as plantas expostas a 0 mg L', Nas plantas irrigadas com agua de 4,0 dS m™', o teor de
clorofila a atingiu valor maximo (0,66 mg g! MS) quando as plantas foram expostas com a
concentragio de 250 mg L' do nanobioestimulante, superando em 23,39% as plantas expostas
a 0 mg L' (Figura 9A). Baz et al. (2020), estudando os efeitos de nanoparticulas de carbono
sobre a germinagdo e o crescimento pds-germinagao da alface sob estresse salino, verificaram
que o tratamento com essas nanoparticulas promoveu aumento no teor de clorofila.
do nanobioestimulante, observou-se

Com o aumento das concentragdes

incrementos de 47,51, 19,42 e 27,08% nos teores de clorofila b, clorofila total ¢ carotenoides,
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respectivamente. A concentra¢do 250 mg L™ promoveu o maximo ganho em Chl b (Figura 9B),
a de 283 mg L' promoveu o maximo ganho em Chl total (Figura 9C) e a de 250 mg L'
promoveu o maximo ganho em Crt (Figura 9D). Zhang et al. (2018) constataram incrementos
do conteudo desses pigmentos com o aumento das concentragdes de CDs em feijdo-mungo
(Vigna radiata L.) e isso se deve a melhorais fisioldgicas, bioquimicas e nutricionais
proporcionadas por essas nanoparticulas.

O estresse salino imposto pela agua de irrigagdo afetou negativamente os
parametros de fluorescéncia da clorofila a do feijao-caupi (Tabela 3). As plantas quando
submetidas a condutividade elétrica da dgua de 4,0 dS m™! (estresse salino) apresentaram
reducdes de 40,63% na eficiéncia quantica efetiva do PSII ($PSII), 26,32% no quenching
fotoquimico (qP) e 38,81% na taxa de transporte de elétrons (ETR), quando comparadas as
plantas expostas 2 menor condutividade elétrica da 4dgua de irrigagdo (0,35 dS m™' — sem
estresse). Por outro lado, as plantas sob estresse salino apresentaram aumento de 19,70% no

quenching nao-fotoquimico (qN), indicando a ativacdo de processos nao fotoquimicos de

emissdo da fluorescéncia da clorofila (Azevedo Neto ef al., 2011).

Tabela 3 — Condutividade elétrica da 4gua de irrigagdo sobre os parametros de fluorescéncia da
clorofila a de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, aos 45 dias
ap6s semeadura

CEa (dS m™) $PSII qP gN ETR
0,35 0,32+0,03a 0,57 +0,05a 0,66 + 0,08 b 208,12 +£24,52a
4,0 0,19+ 0,03 b 0.42+0,07 b 0,79 + 0,05 a 127,35+ 20,79 b

Fonte: Elaborada pela autora. ¢PSII — eficiéncia quantica efetiva do PSII; qP — quenching fotoquimico; qN —
quenching nao-fotoquimico; ETR — taxa de transporte de elétrons. Os valores representam a média de quatro
repeti¢des + desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05)

A redugao da atividade do PSII vista a partir dos resultados de $PSII, qP e ETR, na
Tabela 3, pode ter sido causada por uma tentativa de fotoprote¢ao devido a restricdo de COz,
ocasionada pela resisténcia estomatica (Zorb et al., 2019). Nesses casos de limitagdes nas
reagdes bioquimicas de assimilacdo de COz, para que ndo haja a producdo excessiva de energia
e o aparato fotossintético seja danificado, as plantas promovem a inativagdo temporaria dos
seus centros de reacao do PSII e isso acaba gerando redugdes na transferéncia de energia para
a fotoquimica (Guidi et al, 2018; Liu et al., 2019). Atrelado a isso, as plantas acionam

mecanismos alternativos de extingdo ndo fotoquimica para auxiliar na dissipa¢ao do excesso de
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energia absorvida, como ¢ o caso do N e do NPQ, sendo este ultimo o processo mais rapido
de dissipacao térmica da energia luminosa absorvida no complexo antena do PSII (Guidi et al.,
2018; Akhter et al., 2021).

Pela interagdo entre os fatores observou-se que as plantas expostas ao estresse
salino apresentaram coeficiente de extingdo nao-fotoquimica de Stern-Volmer (NPQ)
superiores aquelas submetidas ao tratamento sem estresse em todas as concentragdes do
nanobioestimulante (Figura 10), maior capacidade de eliminar o excesso de energia via

dissipacao térmica (Azevedo Neto et al., 2011).

Figura 10 — Coeficiente de extingdo nao-fotoquimico
de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata L.), cv.
Pingo de Ouro 1-2, em func¢do da condutividade
elétrica da agua de irrigagdo e da concentracdo do
nanobioestimulante, aos 45 dias apds semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). *, ** —
Significativo para p <0,05 e p<0,01 pelo teste F, respectivamente

De modo geral, ao avaliar as respostas das plantas dentro de cada uma das CExa,
observou-se as plantas irrigadas com agua de 0,35 dS m™! (nfio estressadas) apresentaram maior
NPQ quando foram submetidas a concentragio de 263 mg L' do nanobioestimulante,
superando as plantas expostas a concentragio de 0 mg L' em 27,85%. J4 para as plantas
irrigadas com 4gua de 4,0 dS m™', o menor aumento dessa variavel foi obtido na concentragio
de 225 mg L' com média 21,92% inferior a concentragdo de 0 mg L™! (Figura 10).

Como mencionado anteriormente, a limitagao da difusdo de CO2 em células do

mesofilo foliar acaba aumentando potencialmente as chances de danos fotoquimicos devido a
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absor¢ao de energia excessiva no PSII combinada a menor disponibilidade de CO2 (Zorb et al.,
2019). Para reduzir as chances de ocorréncia desses danos e proteger a maquinaria
fotossintética, as plantas sob estresse salino aumentaram a dissipagdo do excesso de energia
luminosa na forma de calor.

Diante dos resultados, observou-se que o estresse salino implicou em redugdes
sobre a eficiéncia de absorcao de luz do PSII, a transferéncia de energia de excitacao do centro
de reacdo e a taxa de transporte de elétrons. Com isso, pode-se sugerir que o decréscimo da
fotossintese foi em parte explicado pelo declinio das fungdes do PSII e pela limitacao do influxo
de CO2 devido a menor condutancia estomatica. As respostas das plantas ao estresse salino
dependem da atividade do PSII e de mudangas bioquimicas em torno desse fotossistema, como
a ativagao do ciclo da xantofila para dissipar a energia térmica excessiva (Kalaji et al., 2018),
acumulo de osmoprotetores como prolina para estabilizar o PSII e acimulo de antioxidantes
(Bose et al., 2017; Ogbaga et al., 2018).

Quando as plantas estdao em condi¢des de estresse, as alteracdes na fluorescéncia
ocorrem antes das alteracdes nos indicadores bioldgicos, como por exemplo, no teor de
clorofila. Por isso, é considerada uma ferramenta fundamental na identificagdo de estresses
antes da ocorréncia de sintomas visiveis e no estudo da fisiologia fotossintética das plantas

(Wang et al., 2023).

6.3. Analises bioquimicas

6.3.1. Homeostase ionica de folhas e raizes de feijao-caupi

As plantas expostas ao estresse salino apresentaram teores foliares de K inferiores
aquelas submetidas ao tratamento sem estresse em todas as concentragcdes do
nanobioestimulante, com exce¢do das de 80 e 160 mg L', em que ndo houve diferenca
significativa (Figura 11A). Nas duas CEa, as concentragdes do nanobioestimulante
promoveram incrementos nos teores foliares de K*, quando se compara com a concentragio 0
mg L!. As plantas nfio estressadas atingiram méximo teor de K* foliar (264,58 umol g! MS)
na concentragdo de 234 mg L' do nanobioestimulante, sendo 22,89% superior as plantas sem
nanobioestimulante. Nas plantas irrigadas com agua salina, o teor de K™ foliar foi maior (218,87
pumol g MS) na concentracgdo de 218 mg L' do nanobioestimulante, superando em 58,79% as

plantas do tratamento sem nanobioestimulante (Figura 11A).
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Figura 11 — Teores foliares de K (A), Na' (B) e razdo Na"/K" (C) em plantas de feijdo-caupi
(Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, em funcdo da da condutividade elétrica da agua
de irrigagdo e da concentracdo do nanobioestimulante, aos 45 dias ap6s semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*, ** — Significativo para p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente

Ao comparar os teores de Na" nas duas CEa (Figura 11B), observou-se que as
plantas irrigadas com 4gua salina apresentaram maiores teores foliares desse fon nas
concentragdes 0, 80 e 160 mg L' do nanobioestimulante. Para as plantas sem estresse (0,35 dS
m™') observou-se aumento nos teores foliares de Na® a medida em que houve aumento da
concentragio do nanobioestimulante, atingindo maximo valor (77,91 pmol g MS) quando
submetidas a concentragio de 310 mg L' do nanobioestimulante, superior as plantas sem
nanobioestimulante em 32,68%. J4 para as plantas estressadas (4,0 dS m™), o teor foliar de Na*
reduziu com o incremento das concentragcdes do nannobioestimulante, atingindo menor valor
(65,03 umol g'! MS) na concentragdo 400 mg L' do nanobioestimulante, sendo 39,91% inferior
as plantas sem nanobioestimulante (Figura 11B).

Como resultado da relagdo entre os ions (Figura 11C), o estresse salino promoveu

um aumento na razio Na'/K' dos tecidos foliares, principalmente no tratamento sem
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nanobioestimulante, que apresentou aumento em torno de 235,38% quando comparado ao
controle (sem estresse € sem nanobioestimulante). Porém esse acimulo reduziu com o aumento
das concentracdes do nanobioestimulante e foi menos proeminente nas plantas submetidas a
concentracio 250 mg L' do nanobioestimulante, com reducio de 62,65% em relacdo as plantas

sem nanobioestimulante. J4 as plantas irrigadas com 4agua de 0,35 dS m’

apresentaram
incrementos na razdo Na'/K® a medida em que se aumentou a concentragdo do
nanobioestimulante, atingindo méaximo valor (0,31) quando submetidas a concentragao de 400
mg L', superando as plantas sem aplicagdo de nanobioestimulante em 14,94%.

No que se refere aos efeitos isolados para os teores radiculares de K*, as plantas
submetidas ao estresse salino apresentaram reducdes de 26,46%, quando comparadas as plantas
sem estresse (Figura 12A). Observou-se que, com o aumento das concentragdes do
nanobioestimulante, houve incrementos nos teores radiculares de K* e a concentragio de 241

mg L! foi a que proporcionou o maximo ganho nessa variavel, com média de 168,36 umol g™!

MS e superioridade de 15,97% em relagdo a concentragdo 0 mg L' (Figura 12B).
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Figura 12 — Teores radiculares de K" (A e B), Na" (C) e razdo Na'/K" (D) em plantas de feijdo-
caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, em funcdo da condutividade elétrica da
agua de irrigagdo e da concentragdo do nanobioestimulante, aos 45 dias apds semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*, #* _ Significativo para p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente. Barras verticais indicam erro padrdo

Para os teores radiculares de Na' (Figura 12C), observou-se que, em todas as
concentragdes do nanobioestimulante, as plantas expostas ao estresse salino apresentaram
maior teor desse ion nos tecidos radiculares em detrimento das plantas submetidas ao tratamento
sem estresse. Quando ndo estressadas, as plantas apresentaram queda linear no teor de Na* a
medida em que se aumentou a concentracdo do nanobioestimulante, com reducao de 49,83%
ao comparar a concentracdo de 400 mg L' com a de 0 mg L. J4 sob estresse, ocorreu o
contrario, havendo incrementos lineares no teor desse ion com a elevagao da concentracido do
nanobioestimulante, aumentando essa variavel em 23,42% ao comparar a concentragdo de 400
mg L' comadeOmgL!

Ao relacionar os teores radiculares de Na* e K' (Figura 12D), observou-se pela
razdo entre as duas variaveis que, apesar de ser constatado maior acimulo de sddio em relagao

a0 potassio nas plantas do tratamento sob estresse salino (4,0 dS m™), as plantas apresentaram
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aumentos nessa variavel principalmente na concentragio de 400 mg L™!. J4 as plantas irrigadas
com agua de 0,35 dS m’!, apresentaram decréscimos lineares na relagio Na*/K" radicular a
medida em que se aumentou a concentracdo do nanobioestimulante, reduzindo essa variavel em
56,19% ao comparar a maior € a menor concentracao aplicada.

De forma geral, o nanobioestimulante possibilitou aumento nos teores de K™ em
plantas estressadas. Quanto ao teor de Na*, houve aumentos nos tecidos radiculares e redugdes
nos tecidos foliares com a aplicagdo do nanobioestimulante. Esses resultados sugerem uma
possivel capacidade do nanobioestimulante em induzir uma translocagdio de Na' mais
controlada para as folhas ou uma boa exclusdo desses ions dos tecidos foliares, acumulando-os
nas raizes, o que pode promover maior tolerancia ao sal e favorecer o crescimento das plantas
(Hessini et al., 2019).

E importante destacar que o decréscimo nos teores de K* em plantas sob estresse
salino aconteceu, possivelmente, pelo fato de ter sua absor¢ao afetada pela alta concentracao
de Na" na solugdo do solo. Isso ocorre devido as similaridades fisico-quimicas desses dois ions,
que fazem com que os transportadores de K possam ser utilizados para absor¢io de Na* quando
este se encontra em maior concentragdo no meio de crescimento, o que pode resultar em
deficiéncia de K', que é um nutriente crucial para o equilibrio catiénico-anion, a
osmorregulacdo, o movimento da dgua, a transferéncia de energia e muitos outros processos
(Hasanuzzaman et al., 2018; Prado, 2020).

Os efeitos dos ions causados pelo estresse salino sdo decorrentes dessa elevada
absor¢do de Na" e também de CI', que em altas concentragdes, alteram a homeostase i6nica das
células do mesofilo, causando sérias implicacdes sobre a fotossintese, a atividade enzimatica,
o teor de clorofilas e carotenoides e o transporte de elétrons nos cloroplastos (Silva et al., 2023).
Deste modo, o acamulo de Na" pode ter sido determinante na redugdo do crescimento e da
producdo do feijao-caupi sob estresse. Redugdes nos teores de K™ e aumentos de Na* nas folhas
e nas raizes foram também encontrados em plantas de abobrinha (Cucurbita pepo L.)

submetidas a salinidade (Fernandes et al., 2022).
6.3.2. Danos de membranas e peroxidacdo lipidica em folhas de feijao-caupi
O estresse salino causou efeitos adversos na membrana celular das plantas de feijao-

caupi, aumentando a porcentagem de extravasamento de eletrolitos em 37,92%, quando

comparadas as plantas ndo estressadas (Figuras 13A). Esse aumento pode ser decorrente da
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acao de espécies reativas de oxigénio (EROs), que causam danos na membrana plasmatica, e/ou
de efeitos prejudiciais na permeabilidade seletiva, ocasionados pela incorporacao de s6dio em
vez de célcio na estrutura da membrana celular, o que reduz sua seletividade e permite o efluxo
de ions (Abdelaal et al., 2020). Esse resultado ¢ semelhante aos obtidos por Cruz et al. (2019)
e Fernandes et al. (2022) em plantas de milho pipoca (Zea mays everta) e abobrinha (Cucurbita

pepo L.) sob salinidade, respectivamente.

Figura 13 — Extravasamento de eletrolitos (A) e teores de MDA (B e C) em folhas de plantas
de feijao-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, em fun¢do da condutividade
elétrica da 4gua de irrigagdo e da concentragdo do nanobioestimulante, aos 45 dias apos
semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
* ** _ Significativo para p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente. Barras verticais indicam erro padrao

A peroxidagdo lipidica (estimada pelo contetdo de MDA) em plantas de feijao-
caupi irrigadas com 4gua salina aumentou 21,32% em compara¢do com plantas controle (Figura
13B). Valores elevados de peroxidagdo lipidica significam uma alta taxa de lipoperoxidacao,
que podem culminar em efeitos deletérios para as células vegetais. Isso porque as EROs, quando

em excesso, atuam oxidando acidos graxos de membrana, resultando no comprometimento da
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estabilidade da membrana celular, do sistema fotossintético e da biossintese da clorofila (Shan
et al.,2024).

Vale ressaltar que tanto EROs quanto MDA sdo produtos inevitaveis do
crescimento e metabolismo normal das plantas (Salem et al., 2021). No entanto, sob estresse
abiotico ocorre acumulo excessivo desses agentes oxidantes (EROs) nas plantas, levando a
peroxidacao lipidica e a producao de MDA (Samanta et al., 2024). El-Esawi et al. (2018a),
estudando a variacao genética e a mitigacao do estresse salino na cevada (Hordeum vulgare L.),
também constataram aumentos nos niveis de MDA nas folhas de plantas estressadas.

Ao avaliar o efeito isolado do nanobioestimulante, verificou-se redugdao na
peroxidacdo lipidica em 12,36%, ao se comparar a concentracio 400 mg L' com a 0 mg L
(Figura 13C). Esse resultado pode ser atribuido ao papel fundamental das nanoparticulas de
carbono na mitigagdo dos danos causados pelas EROs através da ativagdo do metabolismo
antioxidativo que sera descrito a seguir, mas também pode ser resultado de propriedades dos
CDs em eliminar radicais por meio da acepgao de elétrons em sua superficie (Ali et al., 2022;
Singh et al., 2023; Ozfidan-Konakci et al., 2024). Essa capacidade de converter radicais livres
em formas estaveis esta relacionada com a presenca de grupos carboxila e amino na superficie
da nanoparticula que podem atuar tanto como aceptores como também doadores de elétrons, a

depender da situagado (Li et al., 2020b; Ozfidan-Konakci et al., 2024).

6.3.3. Ajustamento osmdtico e metabolismo antioxidativo em folhas de feijao-caupi

Para combater os efeitos inibitorios do estresse salino e manter a homeostase € o
equilibrio hidrico celular, as plantas ativam os seus mecanismos de autodefesa através da
formagao de osmolitos compativeis (proteinas soluveis, agicares € aminoacidos, como prolina)
e da regulagdo positiva de antioxidantes enzimaticos eliminadores de EROs (El-Esawi et al.,
2019).

A interagdo entre os fatores indicou que tanto as plantas sob estresse salino quanto
as ndo estressadas apresentaram incrementos lineares nos teores de prolina livre a medida em
que houve aumento das concentracdes do nanobioestimulante (Figura 14A). Ao avaliar as
respostas das plantas dentro de cada uma das CEa, observou-se que as plantas irrigadas com
dgua de 0,35 dS m’' apresentaram maior teor desse osmolito na concentragio 400 mg L' do
nanobioestimulante, superando as plantas expostas a concentragio de 0 mg L' em 200,35%.

Para as plantas irrigadas com 4agua de 4,0 dS m™!, o maior aumento dessa variavel foi obtido na
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concentracdo de 400 mg L' com média 211,64% superior a concentragdo de 0 mg L!. De modo
geral, ao comparar as duas CEa, observou-se que na CEa 4,0 dS m™ houve maior actimulo de
prolina quando as plantas foram submetidas as concentra¢des 240, 320 e 400 mg L! (Figura
14A). Este incremento representa um mecanismo importante para minimizar o impacto

deletério do estresse salino e melhorar o crescimento das plantas (Abdelaal et al., 2020).

Figura 14 — Teores de prolina livre (A) e proteinas soluveis (B) em folhas de plantas de feijao-
caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, em funcdo da condutividade elétrica da
agua de irrigacdo e da concentracdo do nanobioestimulante, aos 45 dias apds semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*, ** — Significativo para p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente

O teor de proteinas soluveis das plantas de feijdo-caupi irrigadas com agua salina
apresentou-se inferior aos das plantas submetidas ao tratamento sem estresse em todas as
concentracdes do nanobioestimulante, exceto a de 400 mg L', em que a diferenca nio se
mostrou significativa (Figura 14B). As plantas irrigadas com agua de 0,35 dS m™! atingiram
méximo teor de proteinas (1,65 mg g”! MF) quando submetidas a concentragdo de 205 mg L!
do nanobioestimulante, superando em 34,16% as plantas expostas a 0 mg L!. Nas plantas
irrigadas com 4gua de 4,0 dS m’!, o teor de proteinas decresceu linearmente com a elevagio das
concentragdes do nanobioestimulante, resultando em queda de 45,97% ao comparar a dose de
400 mg L' com a de 0 mg L.

Quando submetidas a estresse abidtico, como seca e estresse salino, as plantas
desenvolvem mecanismos de tolerdncia, como ajuste osmoético. Esses mecanismos permitem
que as plantas mantenham seu desenvolvimento mesmo sob condi¢des de estresse (Santos et
al., 2018). Foi possivel perceber que, na condi¢do de estresse, o ajuste osmotico foi regulado,

principalmente, pelo maior acimulo do aminoacido prolina, enquanto os teores de proteinas
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soluveis foram reduzidos com as concentragdes do nanobioestimulante. Resultados similares
foram encontrados por El-Esawi et al. (2018b), investigando os efeitos do Bacillus firmus SW5
no desempenho da soja (Glycine max L.) sob salinidade, em que verificaram aumentos
significativos no teor de prolina e redugdes no teor de proteinas soliveis nas folhas com a
imposicao do estresse. Em contraste, El-Esawi et al. (2018¢), trabalhando com milho (Zea
mays L.), observaram que a alta salinidade induziu a biossintese tanto de prolina quanto de
proteinas solliveis totais e esse aumento do teor de proteina soltivel foi atribuido a indugdo da
sintese de proteinas relacionadas ao estresse.

O ajustamento osmotico produz um potencial hidrico foliar mais negativo, ajudando
a manter o movimento de agua para as folhas e, consequentemente, favorecendo a turgescéncia
das células (Abdelaal ef al., 2020). A prolina ¢ muito importante nesse processo, pois, além de
ser um aminoacido que modula a osmorregulacdo ¢ mantém o equilibrio hidrico nas células,
também age como osmoprotetor, eliminando EROs, protegendo contra a desnaturacdo
enzimatica e melhorando a fotossintese e a fixacao de nitrogénio em condigdes salinas (Saleh
etal., 2015).

Os resultados mostraram que a aplicagdo do nanobioestimulante possibilitou maior
acumulo de prolina. Singh et al. (2023) apontam que a possivel explicagdo para isso esteja no
fato de nanoparticulas de carbono atuarem como sinalizadoras na ativacdo de genes que
regulam a biossintese da prolina, aumentando o contetido desse osmoprotetor e mitigando os
efeitos das EROs. No entanto, esse resultado ainda precisa ser validado de forma mais precisa
por novos estudos.

A atividade da enzima catalase (CAT) nas folhas das plantas estressadas foi
superior as das plantas ndo estressadas quando foram expostas as concentragdes 160 e 240 mg
L' do nanobioestimulante (Figura 15A). Ao comparar as concentragdes do nanobioestimulante
dentro de cada CEa, foi possivel observar que as plantas irrigadas com agua de 4,0 dS m™!
apresentaram incrementos na atividade dessa enzima, atingindo o ponto maximo na
concentracdo 217 mg L' do nanobioestimulante, superando em 93,77% as plantas expostas a 0
mg L. J4 nas plantas ndo estressadas (0,35 dS m™"), essa atividade cresceu linearmente com a
elevacao das concentracdes do nanobioestimulante, aumentando a atividade em 184,01% ao

comparar a dose de 400 mg L com a de 0 mg L™ (Figura 15A).



74

Figura 15 — Atividade das enzimas catalase (A), peroxidase do ascorbato (B) e superoxido
dismutase (C) em folhas de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro
1-2, em fungdo da condutividade elétrica da agua de irrigacdo e da concentragdo do
nanobioestimulante, aos 45 dias apds semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*, #* _ Significativo para p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente

As plantas expostas ao tratamento com maior salinidade da 4gua apresentaram
atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) superior as submetidas a menor salinidade
(Figura 15B). Ao comparar as concentracoes do nanobioestimulante dentro de cada CEa, €
possivel observar que as plantas irrigadas com agua de 4,0 dS m™!' apresentaram incrementos
lineares na atividade dessa enzima, atingindo maior valor na concentragio de 400 mg L' do
nanobioestimulante, superando em 204,72% as plantas expostas a 0 mg L!. De igual modo, as
plantas nio estressadas (0,35 dS m'') também apresentaram incrementos lineares na atividade
dessa enzima, atingindo maior valor quando submetidas a concentragio de 400 mg L' do
nanobioestimulante, superando em 277,26% as plantas expostas a 0 mg L' (Figura 15B).

No que se refere a enzima superdxido dismutase (SOD) e compararando as duas
CEa, constatou-se que houve maior atividade enzimatica nas folhas de plantas ndo estressadas,

principalmente quando expostas as concentragdes 80, 160, 240 e 320 mg L' do
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nanobioestimulante (Figura 15C). Nas plantas irrigadas com 4gua de 0,35 dS m™!, a atividade
da SOD decresceu linearmente com a eclevagdo das concentracdes do nanobioestimulante,
reduzindo a atividade em 48,47% ao comparar as concentragdes 400 mg L' e 0 mg L. J4 para
as plantas irrigadas com 4gua de 4,0 dS m’!, essa atividade decresceu 38,54% atingindo ponto
minimo na concentragio 194 mg L' (Figura 15C).

Para eliminar espécies reativas de oxigé€nio e aliviar a toxicidade celular, as plantas
também ativam seus antioxidantes enzimaticos (Shan et al., 2024). Assim como no presente
experimento, Shana et al. (2024), estudando os efeitos do acido salicilico no crescimento,
fisiologia e expressdo génica de plantas de arroz sob estresse salino, verificaram aumentos na
atividade das enzimas antioxidantes quando as plantas foram expostas a salinidade. Resultados
semelhantes também foram demonstrados por Li et al. (2019), trabalhando com arroz. Esses
estudos indicam que a redugdo nos danos oxidativos e o aumento da tolerancia a salinidade sao
dependentes também da eficiéncia dos sistemas antioxidantes das plantas.

De forma geral, a CAT e a APX mostraram aumento gradual em sua atividade com
o aumento da concentracdo do nanobioestimulante nas plantas sob estresse salino. Estes
resultados indicam que o nanobioestimulante pode atuar potencializando a atividade dessas
enzimas antioxidantes e, consequentemente, reduzir o acimulo de MDA (peroxidacao lipidica)
nas folhas de feijao-caupi (El-Esawi et al., 2018c). Li et al. (2022), investigando o efeito de
nanotubos de carbono no sistema antioxidante de mudas de uva sob estresse salino, constataram
que a aplicacdo de 90 pg mL™!' de nanoparticulas de carbono (MWCNTSs) aumentaram as
atividades da CAT, APX e, diferentemente do que foi constatado no presente trabalho, houve
também aumento da atividade da SOD. Alguns autores conseguiram estabelecer uma conclusao
cientifica de que niveis baixos ou aplicacdo dependente da dose de NPs poderiam ativar o

sistema desintoxicante de EROs, aumentando os genes de sinalizagdo (Ali et al., 2022).

6.4. Aspectos produtivos das plantas de feijao-caupi

O estresse salino imposto através da 4dgua de irrigagdo afetou negativamente os
componentes do rendimento do feijao-caupi (Tabela 4). As plantas submetidas a condutividade
elétrica da 4gua de 4,0 dS m™! apresentaram redug¢des de 60,21% no NVP, 59,92% no PMV,
13,73% no NGV, 57,25% no PTG e 23,13% no P100G quando comparadas as plantas expostas

a menor condutividade elétrica (0,35 dS m™! — sem estresse).



76

Tabela 4 — Condutividade elétrica da 4gua de irrigagao sobre os caracteres produtivos de plantas
de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, aos 65 dias apds semeadura

CEa(dSm')  NVP (und) PMV (g) NGV (und) PTG (g) P100G (g)
0,35 6714097a  1936+231a 1406+ 189a 1656+£2,33a  1807+1,52a
4,0 2,67+055b  7,76+128b  12,13+143b  7,08+1,10b  13,89+0,87b

Fonte: Elaborada pela autora. NVP — Numero de vagens por planta; PMV — Peso médio de vagens; NGV — Numero
de graos por vagem; PTG — Peso total de grdos; P100g — Peso de cem grdos. Os valores representam a média de
quatro repeti¢des + desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)

Segundo Freire e Nascimento (2018), a salinidade em concentragdes elevadas
interfere na capacidade das plantas em absorver agua pelas raizes, resultando em uma
diminui¢ao na disponibilidade hidrica para processos fisioldgicos vitais, como a condutancia
estomatica, fotossintese e transpiracdo. A reducdo de tais processos afeta diretamente a
producao de agucares, que sdo essenciais para o desenvolvimento das plantas, interferindo
assim, no acimulo de biomassa e nos aspectos produtivos (Fonseca et al., 2022).

Tais afirmagdes corroboram os resultados apresentados nesta pesquisa, uma vez
que as plantas de feijdo-caupi irrigadas com 4gua salina de 4,0 dS m™! apresentaram reducio
dos caracteres produtivos em detrimento das que foram irrigadas com o tratamento controle
(0,35 dS m™). Além disso, os resultados apresentados na Tabela 4 podem ser explicados pelo
acimulo excessivo de sodio, inibindo o crescimento e a produ¢do devido a toxicidade ionica,
desequilibrios nutricionais ou ambos, simultaneamente, causando sérias implicagdes sobre a
fotossintese, a atividade enzimatica, o teor de pigmentos e o transporte de elétrons nos
cloroplastos (Fernandes et al., 2022).

Outro fator que pode ter agravado ainda mais os resultados produtivos do feijao-
caupi ¢ a temperatura, pois ela desempenha papel fundamental na floragdo e na formagao das
vagens. No ambiente experimental, foram constatadas altas temperaturas durante todo o ciclo
da cultura (Figura 1) e isso pode ter causado abortamento floral, reducao do nimero de vagens
produzidas e, consequentemente, menor producdo de graos. Essa hipdtese pode ser validada
através dos resultados da Tabela 4, que mostra que a produ¢do de vagens foi relativamente
baixa, mesmo sob condi¢des controle (0,35 dS m™), tendo em vista que a produgio média de
vagens varia entre 8 e 14 vagens planta’' (Nascimento et al., 2004). Isso indica que ndo somente
a salinidade teve impacto nos aspectos produtivos, mas também a temperatura.

Segundo Araujo (2017), altas temperaturas afetam drasticamente a floracdo, a

polinizacao e o desenvolvimento das vagens do feijoeiro, uma vez que nessas condi¢des ocorre
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uma maior porcentagem de abortamento floral, resultando em uma diminui¢ao no niimero de
vagens por planta. Em complemento, segundo Sudrez et al. (2020) temperaturas
excessivamente altas podem afetar negativamente todas as etapas reprodutivas, interferindo no
desenvolvimento das vagens e causando uma redug¢do em peso médio.

Com o aumento das concentragdes do nanobioestimulante, observou-se
incrementos nos caracteres produtivos, com a concentragio de 215 mg L' promovendo o
méximo ganho em niimero de vagens por planta (Figura 16A), a de 256 mg L' promovendo o
méximo peso médio das vagens (Figura 16B), a de 214 mg L' promovendo o maior niimero de
grios por vagem (Figura 16C), a de 260 mg L' promovendo o maior peso total dos grios
(Figura 16D) e a de 223 mg L' promovendo o maior peso de 100 grios (Figura 16E), sendo
22,78, 35,58, 15,47, 34,94 e 21,24% superiores as médias obtidas com a concentracdo de 0 mg

L', respectivamente.
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Figura 16 — Numero de vagens por planta (A), peso médio das vagens (B), numero de graos por
vagem (C), peso total dos graos (D) e peso de 100 graos (E) de plantas de feijao-caupi (Vigna
unguiculata L.), cv. Pingo de Ouro 1-2, em fung¢do da concentragdo do nanobioestimulante, aos
65 dias ap6s semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. *, ** — Significativo para p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente

Joshi et al. (2020), estudando os efeitos de nanoparticulas de carbono no
crescimento, anatomia, rendimento e composi¢ao de graos de arroz, verificaram incrementos
nas variaveis produtivas da cultura. Seus estudos revelaram que as nanoparticulas de carbono
melhoraram consideravelmente o crescimento das plantas, estimulando caracteristicas de

biomassa e rendimento de graos. As principais razdes que justificam esse aumento nas variaveis
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de producao com o uso do nanobioestimulante podem estar relacionadas com a influéncia
positiva que os carbon dots (CDs) t€m sobre a absorcao de agua e nutrientes, o aumento no

numero de raizes, a eficiéncia fotossintética e a melhoria na condutancia estomatica (Tan et al.,

2021; Kou et al., 2021).

6.5. Respostas metabdlicas em folhas de feijao-caupi

A andlise do perfil metabdlico identificou 81 tempos de retengdo em todas as
amostras avaliadas dos tratamentos T1 (sem estresse € sem nanobioestimulante), T4 (sem
estresse e com 240 mg L' do nanobioestimulante), T7 (com estresse e sem nanobioestimulante)
e T10 (com estresse e 240 mg L' do nanobioestimulante). Como mencionado anteriormente,
essas concentragcoes foram selecionadas levando em consideragdao o resultado obtido nas
variaveis relacionadas ao melhor desempenho fotossintético, crescimento e produgao.

Esses 81 tempos de retencdo selecionados corresponderam a 69 metabolitos
foliares: 19 &cidos organicos; 19 agucares; 7 agucares alcoois; 11 aminoacidos; 3 derivados de
aminoacidos; 3 derivados de agucares; 2 compostos inorganicos; 2 compostos organicos; 2
poliaminas; 2 precursores fenolicos; 1 composto nitrogenado (Apéndice A).

A andlise discriminante de minimos quadrados (PLS-DA) mostrou que o padrdo
regulatorio desses metabolitos diferiu entre si em fun¢do da presenca ou auséncia do estresse
salino e da aplicagdo, ou ndo, do nanobioestimulante (Figura 17). Essa distin¢do ficou evidente
pela clara separagdo dos agrupamentos observados na PLS-DA (Figura 17A). Esses
agrupamentos, por sua vez, tiveram 38,4% da variacao total dos seus dados explicados pelos
dois primeiros componentes, sendo o primeiro componente responsavel por diferenciar e
agrupar as plantas de acordo com a presenca e a auséncia de estresse salino, e o segundo de

acordo com condi¢des de aplicacdo ou ndo do nanobioestimulante.
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Figura 17 — Analise discriminante de minimos quadrados (PLS-DA) do perfil metabdlico foliar
de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L..) cv. Pingo de Ouro 1-2 sob condigdes controle
(T1), controle + nanobioestimulante (T4), estresse salino (T7), estresse salino +
nanobioestimulante (T10), aos 45 dias ap6s semeadura. (A) Grafico de pontuagdes e (B) grafico
de carregamento
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Fonte: Elaborada pela autora. Classe de metabolitos: Acidos organicos — Acido piravico (2), Acido Lactico (3),
Acido glicélico (4), Acido 4-aminobutirico (5), Acido benzoico (11), Acido succinico (18), Acido glicérico (20),
Acido malico (24), Acido maleamico (25), GABA (27), Acido 2-oxoglutarico (30), Acido kojic (31), Acido
glutdmico (33), Acido citrico (42), Acido dehidroascorbico (43), Acido galactdnico (45), Acido ascorbico (52),
Acido palmitico (53, 54), Acido N-acetilneurdmico (71); Ac¢ticares — Xylulose (23), Ribose (34), Arabinose (35),
Galactose (36), Ramnose (37), Glusose-1-fosfato (39), Glucose (46), Eritrose (48), Manose (49), Alose (56),
Lactose (60), Maltose (62), Melizitose (63), Maltotriose (65, 68, 73), Trealose (66), Sacarose (74,75), Kestose
(76), Maltose (77), Melibiose (78), Rafinose (81); Agucares alcoois — Glicerol (14), Treitol (29), Arabitol (32),
Manitol (50), Galactitol (51), Inositol (55), Galactinol (64, 70, 79, 89), Lactitol (67, 69); Aminoacidos — Alanine
(6), Lisina (8), Valina (9), Cisteina (12), Leucina (13), Isoleucina (16), Prolina (17), Glicina (19), Serina (21),
Treonina (22), Tirosina (40); Compostos inorganicos — Hidroxilamina (7), Fosfato (15); Compostos organicos
— Propilenoglicol (1), Betamanosilglicerato (58); Poliaminas — Putrescina (38), N-acetilputrescina (47);
Derivados de aminoacidos — Oxoprolina (26), Uridina 5-difosfo-N-acetilglucosamina (61), n-acetil-d-
hexosamina (57); Derivados de aciicares — Acido trednico (28), 1,5-anidroglucitol (59), 1-metilgalactose (72);
Precursores fenélicos — Acido shiquimico (41), Acido quinico (44); Compostos nitrogenados — Urea (10). Todos
os dados foram padronizados para analise quimiométrica (PLS-DA) por MetaboAnalyst 6.0

Essas modulagdes diferenciais decorrem da necessidade homeostatica que as
plantas possuem em se aclimatar ao seu meio, pois, por serem organismos sé€sseis, as pressoes
adaptativas/aclimatativas se tornam ainda mais significativas e importantes a esses organismos.
Khatri e Rathore (2022), estudando as alteracdes induzidas por estresse salino nas respostas
fisioldgicas e bioquimicas de plantas de amendoim (Arachis hypogaea L.), constataram a
importancia do acumulo de biomoléculas, como aminoacidos, na regulagdo do ajuste osmético
e na prevengdo de danos oxidativos como uma das formas de tolerancia da planta ao estresse.

E importante destacar que essas respostas de aclimatagdo das plantas ao meio onde

estdo inseridas € garantido por regulagdes positivas ou negativas sejam de genes, fatores de
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transcrigdo, proteinas ou até mesmo metabolitos (Arif et al., 2020), o que pode explicar o efeito
positivo sobre alguns metabdlitos foliares observados nas plantas de feijao-caupi sob estresse
salino (Figura 17B).

Nesse sentido, a partir desses insights, o uso tecnologias que melhorem o
desempenho das plantas, por meio da melhor regulagdo do perfil metabdlico, ¢ considerado
fundamental. Assim, o uso de bioestimulantes despontam como uma ferramenta promissora.
Segundo Rouphael e Colla (2020) a aplicagdo de bioestimulantes sejam em plantas, sementes
ou substratos de cultivo, pode alterar significativamente processos fisiologicos essenciais
relacionados a regulagdo do estresse. O que provavelmente explicou o fato do
nanobioestimulante aqui testado ter tido um impacto positivo em alguns metabolitos nas plantas
ndo estressadas (Figura 17B).

Embora muitos metabdlitos tenham sido afetados positivamente pelo ambiente
salino e pelo uso do nanobioestimulante, apenas alguns deles foram significativos para
distinguir os diferentes grupos avaliados. Notavelmente, acido glicolico, acido glutdmico, cido
2-oxoglutérico, acido citrico, glucose-1-fosfato, 4cido malico, lisina, alanina, 4cido piravico,
trealose, galactitol, treonina, tirosina e n-acetyl-d-hexosamine foram relevantes para a
segregacao de plantas sob estresse salino e de plantas tratadas com nanobioestimulante (Figura
18). Desses metabolitos, os acidos glicolico, glutamico e 2-oxoglutarico se destacaram os de

maiores pesos nessa separacao (VIP scores > 1,2).
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Figura 18 — VIP score de metabdlitos de maior peso (VIP >1,2) na explicagdo da variacdo
observada no Componente 1 (A) e no Componente 2 (B) pela analise de PLS — DA, envolvendo
plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L..) cv. Pingo de Ouro 1-2 sob condi¢des controle

(T1), controle + nanobioestimulante (T4), estresse salino (T7), estresse salino +
nanobioestimulante (T10), aos 45 dias apds semeadura
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Fonte: Elaborada pela autora. Todos os dados padronizados para analise VIP score por MetaboAnalyst 6.0

O 4cido glicdlico ¢ um dos principais substratos da fotorrespiragdo e ¢ formado
como intermedidrio na conversdo de ribulose 1,5-bifosfato em glicina, aminoacido importante
na sintese de agucares, proteinas e clorofila e que atua como osmoprotetor na tolerancia a
estresses abioticos e na fixagdo bioldgica de nitrogénio em plantas leguminosas (Kang et al.,
2022). A sua sintese foi mais pronunciada no tratamento controle + nanobioestimulante (T4) e
no estresse salino (T7).

O é4cido glutdmico ou glutamato, por sua vez, ¢ um aminoacido que desempenha
um papel importante no metabolismo das proteinas. Ele estd envolvido em muitas reagdes
quimicas importantes, como a sintese de acido y-aminobutirico (GABA), arginina, prolina e
glutamina, e em diversos processos fisiologicos, de defesa, de sinalizag¢do e de reproducdo das
plantas (Bie et al., 2023; Nair e Dharne, 2023). E considerado um alicerce da glutationa, que
desempenha papel importante na tolerancia das plantas ao estresse ambiental (Luo et al., 2023).
A indug¢do de sua sintese foi mais pronunciada no tratamento controle (T1) e no estresse salino
+ nanobioestimulante (T10).

O 4cido 2-oxoglutarico (2-OG), um intermedidrio do ciclo de Krebs, ¢ uma
molécula sinalizadora em muitos organismos e ocupa uma posi¢ao estrategicamente importante
que ¢ a de fornecer o esqueleto de carbono necessario para que o amonio seja assimilado em
aminoacidos. O 2-OG pode, portanto, ser o elo entre o metabolismo do carbono e a assimilagdo

do nitrogénio, e constitui um ponto de verificagdo para o equilibrio adequado do metabolismo
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do carbono/nitrogénio (Chen et al., 2006). A indugao de sua sintese foi mais pronunciada nos
tratamentos controle (T1) e controle + nanobioestimulante (T4).

Além dos trés compostos descritos acima, ao observar a Figura 18, nota-se que as
classes de metabolitos que apresentaram maior representatividade e abundancia nos tratamentos
sob estresse (com e sem nanobioestimulante) foram os agucares (glucose 1 fosfato e trealose),
os agucares alcoois (galactitol) e os aminoacidos (treonina e tirosina). Deste modo, esses
metabolitos podem ser potenciais indicadores-chave de tolerancia a serem explorados.
Conforme Chang et al. (2019), o conjunto dos aminoacidos livres totais e dos agucares soluveis
representam quantitativamente os solutos organicos mais importantes no ajustamento osmotico
ou contribui¢do para a manuten¢do do estado hidrico em niveis aceitaveis durante o estresse
salino. Além do fator quantitativo, esses solutos se acumulam preferencialmente no citosol e
organelas, fazendo o contraponto na homeostase osmdtica com os ions salinos que se acumulam
preferencialmente nos vactiolos.

Além dos ja citados, alguns metabolitos especificos desempenharam papéis
distintos na diferenciacdo entre os grupos. Por exemplo, o 4cido 4-aminobutirico, ribose,
galactinol, &cido y-aminobutirico (GABA) e kestose estiveram mais associados ao estresse
salino (Figura 18A). No caso do GABA, por exemplo, estudos relatam sua relagdo com a
tolerancia das plantas a diversos estresses abioticos, como salinidade, devido ao fato de sua
sintese estar intimamente associada a redu¢do do fluxo de Na* da raiz para as folhas, aumento
do contetido de aminoécidos e fortalecimento do metabolismo antioxidante (Wu et al., 2020).

Por outro lado, galactose, acido succinico, N-acetilputrescina e fosfato estiveram
mais associados a aplicagao do nanobioestimulante (Figura 18B). Essa observacao destaca a
diversidade e a especificidade das redes metabdlicas em resposta aos varios estimulos
ambientais aos quais as plantas podem estar sujeitas. Um estudo conduzido por Viana et al.
(2023), ao investigar o efeito do estresse salino no arroz, enfatizou que metabdlitos como
glicopironosideo, lisina, ornitina, 4cido 2-aminoisobutirico, glutamina, arabitol e acido 2-
glutarico foram osmolitos importantes do estresse salino.

Dos metabélitos encontrados, doze demonstraram regulagdes significativas, tanto
positivas quanto negativas (Apéndice A). Padroes semelhantes foram observados para
aminoacidos como prolina, serina e glicina, sendo todos positivamente regulados em resposta

ao estresse salino (Figura 19; Apéndice A).

Figura 19 — Heatmap com valores padronizados de metabdlitos em
folhas de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata L.) cv. Pingo
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de Ouro 1-2 sob condi¢gdes controle (T1), controle +
nanobioestimulante (T4), estresse salino (T7), estresse salino +
nanobioestimulante (T10), aos 45 dias apds semeadura

Acido succnico
Galactose
Acido glicélico
Alanina

VALOR
16

Tirosina
Galactinol
Galactitol 0

Treonina

Prolina

Serina

Glicina

Acido ascérbico

T1 T4 T10 T7

Fonte: Elaborada pela autora. O mapa de calor mostra uma quantidade relativa alta
(escala vermelha) ou baixa (escala azul) de cada metabolito. Lista de metabolitos
significativos (p < 0,05) agrupados de acordo com a classe de metabolitos: Acido
organico - Acido glicolico (4), Acido succinico (18), Acido ascorbico (52);
Aminoacidos - Alanina (6), Prolina (17), Glicina (19), Serina (21), Treonina (22);
Tirosina (40); Agucar - Galactose (36); Agucares alcoois - Galactitol (51);
Galactinol (79); Cada quadrado representa a média de trés réplicas bioldgicas, ¢ a
estatistica da diferenca foi obtida pelo teste F (p <0,05) e teste de Tukey (p < 0,05)

Essa modulagdo ¢ uma resposta importante que contribui significativamente para o
equilibrio osmético, bem como para regulacdo da sintese ou degradagdo proteica (Jha et al.,
2019; Hildebrandt, 2018). Assim, em breve, tecnologias que possam melhorar a regulagao
positiva desses aminoacidos podem ser cruciais para melhorar a aclimatacao das plantas ao
estresse. Os resultados aqui encontrados mostram que a aplicagdo do nanobioestimulante
testado pode ser fundamental para aprimorar tal capacidade aclimatativa, pois ao promover a
potencializagcdo da regulagdo positiva de metabolitos como a serina (Apéndice A), ele podera

se consolidar como uma ferramenta promissora para fortalecer a tolerancia das plantas ao
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estresse salino. Ji et al. (2023), trabalhando com estresse hidrico e a aplicagdo foliar de carbon
dots na soja (Glycine max L.), verificaram a contribuicao dessas nanoparticulas na indugao da
biossintese de aminoacidos e na eliminagdo de espécies reativas de oxigénio.

Além disso, o acido ascorbico € outro metabolito que apresenta regulagdo positiva
em decorréncia do ambiente salino (Figura 19; Apéndice A). Esse metabolito tém a capacidade
de melhorar eficientemente a aclimatagao das plantas ao agente estressor. Além de ser
conhecido por proteger organelas e células contra as EROs, esse importante antioxidante estéd
associado a varias vias biossintéticas, como o ciclo da xantofila, que protege contra os efeitos
negativos do excesso de energia da excitacdo nas antenas PSII (Chen et al., 2021), o que pode
ser relacionado com o resultado de aumento do NPQ relatado nos parametros de fluorescéncia
da clorofila a apresentados no presente trabalho. E assim como para a serina, a aplica¢do do
nanobioestimulante promoveu o incremento desses metabdlitos quando em ambiente salino, o
que mostra a potencialidade dessa nanotecnologia na aclimatagdo do feijao-caupi ao estresse
salino.

Entretanto, a aplicacdo do nanobioestimulante resultou em efeito negativo na
regulacdo de um metabolito especifico: o aminodcido alanina, que apresentou diminui¢cdo em
seu conteudo nos tecidos foliares em razao da aplicagdo (Apéndice A). Tal efeito, a depender
da magnitude, pode limitar a aclimatagdo das plantas ao estresse salino, pois tal metabolito atua
como osmoprotetor e auxilia na manutencdo da homeostase celular em condi¢des salinas, além
de estar ligado ao metabolismo de espécies reativas de oxigénio (ROS), atuando na reducao dos
danos oxidativos (Wu et al., 2020).

Os metabolitos tirosina, treonina, galactinol e galactitol foram agrupados devido as
suas regulagdes positivas em resposta ao estresse salino (Figura 19; Apéndice A). A tirosina,
por exemplo, ¢ um aminoacido aromatico de grande importancia na rede fisiologica vegetal,
pois possui diversas funcdes, desde agente antioxidante a indutor de compostos de defesa do
metabolismo secundario e precursor de outros aminoacidos aromaticos (Alfosea-Simoén et al.,
2020). As observagdes das regulacdes positivas desses metabdlitos podem indicar uma
provavel reprogramacdo do metabolismo, na tentativa de melhorar a aclimatacdo das plantas ao
ambiente salino (Mellidou et al., 2021). Entretanto, a aplicacdo do nanobioestimulante reduziu
a magnitude da modulacao positiva observada para o galactitol (Apéndice A).

Por fim, 4cido succinico, galactose e acido glicdlico apresentaram padrdes de
modulagdo similares, sendo positivamente regulados apenas pela aplicagdo do

nanobioestimulante tanto no controle como na condi¢do de estresse, no entanto, nesta ultima a
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regulacao foi mais pronunciada (Figura 19; Apéndice A). O acido succinico tem o potencial de
indugdo do acimulo de outros acidos organicos, além de estar envolvido na regulagdo positiva
da expressdo de enzimas, como malato desidrogenase e a fosfoenolpiruvato carboxilase, que
sd0 essenciais ao crescimento das plantas sob condigdes de estresse (Jin et al., 2021).

A galactose, por outro lado, tem sido associada a regulacdo do equilibrio 16nico e
do pH em plantas sob estresse, indicando seu papel na manutengdo da homeostase celular
durante condig¢des estressantes (Li et al., 2021). Além disso, ela pode estar associada a
desfosforilagdo da galactose-6-fosfato e subsequente excrecdo das células como um mecanismo
de desintoxicagdo em resposta ao estresse salino (Upreti et al., 2006).

Ja o acido glicdlico ¢ um metabolito que ndo estd diretamente envolvido ao
mecanismo de adaptagdo ao estresse. Todavia, o acido glicolico ¢ um metabolito chave na
bioquimimca vegetal, uma vez que esta envolvido em processos como na via do glicolato, que
¢ importante ao metabolismo fotorrespiratorio do carbono (Bruin et al., 1970; Frederick et al.,

1973).
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7. CONCLUSOES

Em condi¢des ndo estressantes (0,35 dS m!), concentragdes entre 240 e 320 mg L-
! do nanobioestimulante a base de carbon dots proporcionam maior estimulo ao crescimento,
as trocas gasosas, melhorias nos aspectos bioquimicos e produtivos das plantas de feijao-caupi.

Em condi¢des estressantes (4,0 dS m™), ndo foi possivel definir a faixa de
concentragdo que proporciona a mitigacdo dos efeitos deletérios causados pela salinidade,
principalmente em razdo da falta de influéncia significante do nanobioestimulante em
caracteres importantes, como fotossintese e producao.

A irrigagdo com 4gua salina (4,0 dS m™) diminui o potencial hidrico da planta,
limita o funcionamento do aparato fotossintético, reduz as trocas gasosas e os teores de
pigmentos, altera a homeostase i6nica e promove danos nas membranas celulares das plantas
de feijao-caupi, culminando na redugdo do crescimento e da producdo da cultura.

A analise do perfil metabolico das folhas de feijao-caupi mostra que metabolitos,
como prolina, serina, glicina, treonina, acido ascorbico, tirosina, galactitol, galactinol, acido
succinico e galactose, foram mais acumulados em condig¢des de salinidade e sob aplicagdo do
nanobioestimulante, necessitando de estudos mais detalhados para atestar suas potencialidades

e e seus papéis na tolerancia da cultura do feijao-caupi ao estresse salino.
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APENDICE A - VALORES NAO PADRONIZADOS DE CONCENTRACAO RELATIVA DE METABOLITOS EM FOLHAS DE

PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI (Vigna unguiculata L.) CV. PINGO DE OURO 1-2

Concentracio relativa ?

ID| TR METABOLITOS
T1 T10
ACIDOS ORGANICOS

2| 7.09 | Acido piravico 1,14 |+] 0,32 0,84 |+| 021 0,60 |+| 0,09 0,75 |+| 0,09

3| 7.33 | Acido lactico 6,19 |[+| 236 412 |+| 0,51 6,73 |+| 2,05 494 | +| 2,05

4] 7,66 | Acido glicélico 0,52 | +| 0,09 1,16 |+| 0,09 | B 1,13 |+]| 017 |AB| 092 |+]| 017 | AB
5| 813 | Acido 4-aminobutirico 025 |+| 029 0,13 |+| 001 0,09 || 0,01 0,14 |=| 0,01

11| 10,92 | Acido benzoico 0,28 |+| 0,16 0,09 |+| 0,02 0,36 |+]| 0,07 0,16 |+| 007

18| 11,90 | Acido succinico 1,40 |+ | 0,64 9,82 |+| 238 | B 0,76 |+| 015 | C | 2149 |+| 015 | A
20| 12,31 | Acido glicérico 1,11 [+ 0,86 1,61 |+| 0,62 3,03 |+| 1,10 411 |+]| 1,10

24| 14,49 | Acido malico 0,49 || 025 0,13 [+| 0,03 0,16 |+]| 0,08 0,08 |+]| 0,08

25| 14,54 | Acido maledmico 3,86 |+| 225 486 |+ | 2,45 484 |+| 2,00 439 |+| 2,00

27| 1499 | GABA 11,59 |+| 0,55 2,42 |+| 233 8,09 |+]| 523 11,65 |+| 5,23

30| 15,58 | Acido 2-Oxoglutarico 1,24 |+]| 0,64 0,33 || 0,19 0,20 |£]| 0,00 021 |+]| 0,00

31| 15,64 | Acido Kojic 0,30 || 0,14 028 |+| 0,12 0,37 |£| 011 032 |+| 0,11

33| 16,09 | Acido glutamico 3,00 [+ 1,99 0,07 |+ 0,07 0,45 |[+| 036 0,83 |+]| 036

42| 18,42 | Acido citrico 1,07 |+| 0,86 0,11 |+| 0,06 0,10 |=+| 0,03 0,09 |+| 0,03

43| 18,74 | Acido dehidroascorbico 4,16 [£]| 3,12 3,69 |+| 0,66 6,39 || 1,14 583 |+ 1,14

45| 19,11 | Acido galactonico 3,36 | +| 0,98 2,24 |+ 038 452 |+| 0,79 558 |+]| 0,79

52| 19,75 | Acido ascérbico 1,21 |+| 0,08 1,54 |+] 029 |BC| 3,69 |+| 1,51 |AB| 5,15 |+| 1,51 | A
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53| 20,38 | Acido palmitico 17,04 6,30 10,71 2,12 15,36 2,40 16,52 |+ | 2,40
54| 20,44 | Acido palmitico 16,84 7,66 10,51 1,93 15,41 2,28 16,52 2,28
71| 2543 | Acido N-Acetilneuraminico 0,99 0,40 0,76 0,46 0,46 0,22 0,33 0,22
ACUCARES
76| 26,20 | Kestose 1,61 |+| 2,52 0,23 |+| 0,09 024 |+| 0,01 024 |+/| 0,01
23 | 1443 | Xylulose 020 |+| 0,10 0,19 |+| 0,09 0,12 || 0,04 0,16 |+| 0,04
34| 16,73 | Ribose 0,83 || 038 0,66 |+| 032 0,46 |=| 0,08 0,50 |+ 0,08
35| 16,89 | Arabinose 0,91 |[+| 023 0,73 |+| 0,16 0,72 |+]| 0,05 0,87 |+]| 0,05
36| 16,97 | Galactose 025 |£| 0,08 1,18 |+]| 0,06 0,36 | +| 0,05 537 |+]| 005 | A
37| 17,36 | Ramnose 328 [+| 225 220 || 0,12 295 |[+| 049 2,79 || 049
39 | 17,84 | Glucose-1-fosfato 2,02 |+| 0,38 2,48 |+ 0,08 296 |+| 043 2,99 |+| 043
46 | 19,29 | Glucose 14,61 | +| 14,53 751 |+]| 3,02 11,88 | =| 6,54 13,71 |+| 6,54
48 | 19,42 | Eritrose 5,16 |+| 5,70 221 |+]| 0,99 2,98 |+]| 0,70 228 |+]| 0,70
49| 19,49 | Manose 529 |+| 6,87 2,03 [+ 1,02 3,18 | +]| 2,05 447 |+| 2,05
56| 21,38 | Alose 15,56 | +| 2,67 13,64 | +| 4,85 14,03 |+| 1,65 1535 |+| 1,65
60 | 23,52 | Lactose 2,75 || 0,72 2,65 | x| 1,06 347 |+| 064 2,65 |+| 064
62| 23,94 | Maltose 0,56 |+| 0,11 0,51 |+| 0,19 0,67 |+| 0,16 0,53 |+ 0,16
63 | 24,05 | Melezitose 2,57 | +| 0,68 1,85 |+| 022 2,12 | +]| 0,52 1,90 |[+]| 0,52
65 | 24,46 | Maltotriose 464 |+| 0,68 439 |+| 1,71 3,18 |+| 091 3,03 |+| 091
66 | 24,64 | Trealose 9,92 |+ 2,60 931 |+| 329 15,10 || 427 10,54 |+ | 427
68| 24.81 | Maltotriose 2,68 |+| 040 2,80 |+£| 1,29 247 |£]| 022 2,05 |£| 022
73 | 25,63 | Maltotriose 9,51 |[+| 5,05 536 |+| 0,72 927 |+| 1,72 12,30 |+| 1,72
74| 25,77 | Sucrose 7947 | +| 6,27 72,39 | +| 0,91 113,66 |+ | 3,35 135,75 | +| 3,35
75| 25,78 | Sucrose 17,18 | +| 1,71 1569 | +| 0,14 2326 |+| 1,43 2898 |+ 143
77| 26,54 | Maltose 031 |[+]| 022 0,36 |+| 0,08 0,60 |[+| 0,50 0,55 |+]| 050
78 | 26,71 | Melibiose 1,44 |+| 051 1,34 |+| 027 121 |+| 034 1,51 |+ 034
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499 | x| 3,67 10,59 | +| 3,90 958 || 035 12,63 |+| 0,35
ACUCARES ALCOOIS

14| 11,42 | Glicerol 3,56 |£| 0,70 2,49 |+| 024 3,72 | x| 0,60 3,65 |+| 0,60

29| 15,27 | Treitol 3,17 [ +| 236 2,90 |[+| 0098 345 |+| 037 3,36 |+| 037

32| 15,92 | Arabitol 2,55 |+| 0,33 231 |+| 0,69 328 |+| 0,71 323 |+| 0,71

50| 19,61 | Manitol 3,13 [+ 1,73 2,19 |+ 0,14 477 | x| 2,01 334 | x| 2,01

51| 19,74 | Galactitol 0,69 |+| 005 |C| 057 |[+] 006 | C | 139 |+]| 016 | A | 1,13 [+]| 016 | B

55| 21,17 | Insitol 21,81 |+]| 3,78 19,69 | +| 1,74 26,10 |+| 1,57 2444 |+ 1,57

64 | 24,05 | Galactinol 245 |+] 0,77 2,58 |+| 0,95 2,01 |+] 035 1,90 |+| 035

67| 24,71 | Lactitol 13,70 |+ 10,72 2041 | +| 4,70 224 |+| 037 2,65 |+]| 037

69 | 24,95 | Lactitol 17,69 |+ | 0,58 11,98 [+ | 1,96 17,55 | +| 2,49 18,38 |+ | 2,49

70 | 25,22 | Galactinol 1481 |+ | 424 19,86 |+ | 6,87 10,83 |+ | 2,80 990 |+| 2,80

79 | 28,43 | Galactinol 3944 |+| 746 | B[ 3448 || 6,00 | B | 9381 [+]| 676 | A | 9326 |+| 6,76 | A

80| 29,61 | Galactinol 1,54 |+| 043 223 [+ 0,62 3,03 [+]| 035 410 |+| 035

AMINOACIDOS

6| 824 | Alanina 224 |+] 038 |A| 035 |£]| 035 | C 136 |+| 019 | B 1,04 |+| 0,19 | BC
8,88 | Lisina 0,46 |+| 0,18 0,83 |+| 022 0,66 |+| 002 0,52 |+]| 0,02

9| 10,41 | valina 0,70 |+ | 046 0,63 |+| 0,63 1,91 |+]| 1,48 1,77 |+| 1,48

12| 11,25 | Cisteina 5,74 | +| 061 429 |+| 427 451 |+| 323 6,07 |+]| 3,23

13| 11,34 | Leucina 021 |+£| 017 028 || 020 0,69 |+]| 0,68 1,14 || 0,68

16| 11,70 |Isoleucina 039 |+| 027 033 |+| 033 0,95 || 0,80 1,14 |+]| 080

17| 11,74 | Prolina 0,69 |+| 066 |B| 049 |+| 049 | B 3,67 |+| 045 | A | 521 |+| 045 | A

19| 11,90 | Glicina 1,09 [+] 030 |B| 051 |£| 040 | B | 359 || 047 | A | 462 |£| 047 | A

21| 12,73 | Serina 471 |+| 1,15 |C| 334 |[+| 1,11 | C | 1941 |+£] 099 | B | 29,12 |+| 0,99 | A

22| 13,13 | Treonina 0,17 |+| 008 |B| 058 |+£]| 020 | B 1,56 |+| 036 | A 1,73 |+ 036 | A

40| 17,88 | Tirosina 0,57 |+| 0,13 |B| 056 || 0115 | B 1,17 |£| 011 | A | 1,08 |[£]| 011 | A
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COMPOSTOS INORGANICOS

7| 848 | Hidroxialamina 0,11 0,15 0,00 0,00 0,23 0,13 0,18 0,13

15| 11,43 | Fosfato 0,26 0,07 0,12 0,06 0,15 0,01 0,04 0,01
COMPOSTO NITROGENADO

10\ 10,79 \Ureia 0,859 1,10 039 || 038 0,90 |+| 046 0,54 |+| 046
COMPOSTOS ORGANICOS

1| 587 | Propilenoglivol 0,16 0,03 0,11 0,00 0,20 0,01 0,18 0,01

58| 21,85 | Beta-monoglicerato 2,82 0,64 2,81 0,76 2,83 0,31 2,49 0,31
DERIVADOS DE ACUCARES

28| 15,27 | Acido trednico 3,26 2,17 3,03 0,98 3,29 0,68 3,54 0,68

59| 22,61 | 1 5-anhydroglucitol 1,74 1,21 3,31 1,25 0,71 0,34 0,56 0,34

72| 25,56 | |-metilgalactose 16,83 13,31 8,28 3,96 38,01 10,46 38,41 10,46
DERIVADOS DE AMINACIDOS

26| 14,95 | Oxoprolina 2,59 2,43 0,55 0,54 2,22 0,21 2,06 0,21

61| 23,69 | Uridina 5'-difosfo-N-acetillglucosamina 0,83 0,15 1,16 0,65 0,89 0,48 0,65 0,48

57| 21,53 | N-acetil-d-hexosamina 1,53 0,17 0,81 0,00 1,25 0,18 1,16 0,18

POLIAMINAS

38| 17,45 | putrescina 0,72 0,79 0,38 0,33 1,85 1,74 0,61 1,74

47| 19,30 | N-Acetilputrescina 0,52 0,16 0,38 0,00 0,50 0,03 0,64 0,03
PRECURSORES FENOLICOS

41 | 18,22 | Acido shiquimico 22,34 11,09 25,80 |+ | 12,10 1491 |+| 4,24 11,94 |+ | 424

44 | 18,88 | Acido quinico 2,52 3,09 533 [+| 2,03 2,52 | +]| 1,46 1,76 | +| 1,46

Fonte: Elaborada pela autora. TR — Tempo de reten¢do; T1 — controle; T4 — controle + nanobioestimulante; T7 — estresse salino; T10 — estresse salino + nanobioestimulante.
Valores representam a média de trés repeticdes + erro padrao. As letras maitisculas comparam os quatro tratamentos dos grupos, conforme teste de Tukey (p < 0,05). * — Razdo

entre a area do pico do metabolito e a area do pico do ribitol
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APENDICE B — ANALISE DE VARIAN(;IA PARA VARIAVEIS BIOMETRICAS DE PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI EM FUNCAO
DA CONDUTIVIDADE ELETRICA DA AGUA E DA CONCENTRACAO DO NANOBIOESTIMULANTE

Quadrado Médio
Fontes de Variagdo GL
CHP NF AF DC CR CR/CHP MSF MSC MSR MST
CEa 1 8,61 752,08 32300898,50™ 29,19 333,38™ 0,07 567,29 516,77 10,65 2481,30™
Nanobioestimulante (NB) 5 0,10 3,43" 355780,39™ 0,63" 33,32 0,01" 2,91° 0,89 0,36" 7,06™
Interagdo (CEa x NB) 5 0,09 0,88" 210542,46" 2,01 74,917 0,01" 2,62 1,68 0,17 4,10
Residuo 36 0,06 0,11 70219,96 0,47 20,46 0.0016 1,38 1,79 0,08 3,29
Total 47 - - - - - - - - - -
cV - 13,28 11,11 16,69 8,97 11,83 18,87 15,69 13,94 16,68 9,66

Fonte: Elaborada pela autora. ™, *, ** - ndo significativo, significativo a p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente; CV - Coeficiente de variagdo; GL - Graus de liberdade;
CEa - Condutividade elétrica da agua; CHP - Comprimento da haste principal; NF - Numero de folhas; AF - Area foliar; DC - Didmetro do caule; CR - Comprimento radicular;
CR/CHP - Razdo Comprimento radicular/Comprimento da haste principal; MSF - Massa seca das folhas; MSC - Massa seca do caule; MSR — Massa seca da raiz; MST — Massa

seca total
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APENDICE C — ANALISE DE VARIANQIA PARA VA,RIAVEIS FISIOLOGICAS DE PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI EM FUNCAO
DA CONDUTIVIDADE ELETRICA DA AGUA E DA CONCENTRACAO DO NANOBIOESTIMULANTE

Quadrado Médio
Fontes de Variacdo GL
Puws g A E Tf EiC EUA Ci/Ca Chla Chlb  Chltotal  Crt

CEa 1 2,08 0,67  3191,19" 210,23" 17,15™ 0,05™ 7,89™ 0,005" 0,30™ 0,02* 3,04 0,014™
Nanobioestimulante (NB) 5 0,02 0,0004™  11,73™ 0,14"s 0,79ns 0,0001™ 0,34 0,007" 0,04™ 0,02 0,10 0,002
Interagdo (CEa x NB) 5 0,03 0,003" 5,33 1,43" 0,11° 0.0003™ 0,53 0,001" 0,02* 0,002" 0,01™  0,0004"

Residuo 36 0,01 0,47 5,97 0,28 0,67 0,0002 0,32 0,01 0,005 0,002 0,02 0,001

Total 47 - - - - - - - - - - - -
Cv - 14,41 18,21 16,75 11,46 2,38 23,09 18,68 14,49 9,58 12,89 10,63 15,72

Fonte: Elaborada pela autora. ™, *, ** —no significativo, significativo ap <0,05 e p <0,01 pelo teste F, respectivamente; CV - Coeficiente de variagdo; GL - Graus de liberdade;
CEa - Condutividade elétrica da agua; Pywr - Potencial hidrico foliar; g, - Condutancia estomatica; 4 - Fotossintese liquida; £ — Transpira¢do; Tf - Temperatura foliar; EiC -
Eficiéncia instantanea de carboxilagdo; EUA - Eficiéncia instantdnea do uso da agua; Ci/Ca - Razdo Ci/Ca; Chl a - Clorofila a; Chl b - Clorofila b; Chl total - Clorofila total;

Crt - Carotenoides
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APENDICE D - ANALISE DE VARIANCIA PARA FLUOR’ESCENCIA DA CLOROFILA A DE PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI EM
FUNCAO DA CONDUTIVIDADE ELETRICA DA AGUA E DA CONCENTRACAO DO NANOBIOESTIMULANTE

Quadrado Médio
Fontes de Variagdo GL
Fv/Fm ¢PSII qP gN NPQ ETR
CEa 1 0,0003" 0,21* 0,25™ 0,21* 8,24 78276,45™
Nanobioestimulante (NB) 5 0,0002" 0,001" 0,002 0,004 0,04 200,62
Interagdo (CEa x NB) 5 0,0004" 0,001"¢ 0,004 0,002 0,17* 590,59
Residuo 36 0,0005 0,001 0,004 0,005 0,03 561,53
Total 47 - - - - - -
Ccv - 2,35 12,74 12,39 9,75 11,53 14,13

Fonte: Elaborada pela autora. ™, *, ** —n@o significativo, significativo a p < 0,05 e p < 0,01 pelo teste F, respectivamente; CV - Coeficiente de variagdo; GL - Graus de liberdade;
CEa - Condutividade elétrica da agua; Fv/Fm - Eficiéncia quantica potencial do PSII; ¢PSII - Eficiéncia quantica efetiva do PSII; qP - Quenching fotoquimico; qN - Quenching

nao-fotoquimico; NPQ - Coeficiente de extin¢do ndo-fotoquimica de Stern-Volmer; ETR - Taxa de transporte de elétrons
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APENDICE E — ANALISE DE VARIAN(;IA PARA V@RIAVEIS BIOQUIMICAS DE PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI EM FUNCAO
DA CONDUTIVIDADE ELETRICA DA AGUA E DA CONCENTRACAO DO NANOBIOESTIMULANTE

Quadrado Médio
Fontes de Variacdo GL

K*f K'r Na*f  Na'r Na”/K'f Na'/K'r EE MDA PROL PROT CAT APX SOD
CEa 1 458,457 278,43™ 3,55" 3350,82" 0,117 25,55 2019,82"" 91,28 10,20™ 3,59 968,60 181717507 213,57
Nanobioestimulante (NB) 5 51,49 631" 3,54™ 6,08 0,02 0,05 70,97 5,67 175,64 048" 10791,06™ 742103,36™ 129,92*
Interacdo (CEa x NB) 5 2459 3,66 2,53 46,60 0,02 024"  59,53% 353" 46,24™ 0,217 13539,82"" 122704,50™ 3747

Residuo 36 9,01 2,71 0,39 6,50 0,001 0,09 50,43 2,88 2,82 0,03 729,37 1845591 4,38

Total 47 - - - - - - - - - - - - -
Ccv - 13,99 10,42 1526 13,92 15,03 2333 17,44 11,89 13,95 17,40 16,73 22,10 13,75

Fonte: Elaborada pela autora. ™, *, ** —no significativo, significativo ap <0,05 e p <0,01 pelo teste F, respectivamente; CV - Coeficiente de variagdo; GL - Graus de liberdade;
CEa - Condutividade elétrica da agua; K'f - Potassio foliar; K'r - Potéassio radicular; ; Na'f - Sodio foliar; ; Na'r — S6dio radicular; Na*/K*f - Razéo sédio e potassio nas folhas;
Na'/K'r - Razdo sodio e potassio nas raizes; EE - Extravasamento de eletrolitos; MDA - Teor de malondialdeido; PROL - Prolina livre; PROT - Proteinas soltveis; CAT -

Atividade da catalase; APX - Atividade da peroxidase do ascorbato; SOD - Atividade da superdxido dismutase
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APENDICE F — ANALISE DE VARIAN(;IA PARA VA’RIAVEIS DE PRODUCAO DE PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI EM FUNCAO
DA CONDUTIVIDADE ELETRICA DA AGUA E DA CONCENTRACAO DO NANOBIOESTIMULANTE

Quadrado Médio
Fontes de Variacao GL
NVP ™V PMV NGV PTG P100G
CEa 1 19,02* 1,67 1613,94™ 44,99 1077,24™ 209,05™
Nanobioestimulante (NB) 5 2,24" 4,45 17,96 591" 12,62 14,37*
Interagdo (CEa x NB) 5 0,87" 1,99 4,54" 0,76" 6,61 4,04"
Residuo 36 0,69 3,43 4,64 3,14 3,92 2,06
Total 47 - - - - - -
Cv - 17,69 10,52 15,89 13,54 16,75 8,97

Fonte: Elaborada pela autora. ™, *, ** —no significativo, significativo ap <0,05 e p <0,01 pelo teste F, respectivamente; CV - Coeficiente de variagdo; GL - Graus de liberdade;
CEa - Condutividade elétrica da agua; NVP - Numero de vagens por planta; TMV - Tamanho médio das vagens; PMV - Peso médio das vagens; NGV - Numero de gréos por
vagem; PTG - Peso total dos graos; P100G - Peso de 100 graos



