T
\\\\\\\W/////

= UFPIE=

CLERISTON CORREIA DA SILVA SOUZA

ALTERACOES OXIDATIVAS EM PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI E
FEIJAO-MUNGO SUBMETIDAS AOS ESTRESSES SALINO E POR
ALUMINIO ISOLADOS OU COMBINADOS COM SOMBREAMENTO

TERESINA-PI
2020



CLERISTON CORREIA DA SILVA SOUZA

ALTERACOES OXIDATIVAS EM PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI E FEIJAO-MUNGO
SUBMETIDAS AOS ESTRESSES SALINO OU POR ALUMINIO ISOLADOS OU
COMBINADOS COM SOMBREAMENTO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal do Piaui como parte das exigéncias
do Programa de PoOs-Graduacdo em
Agronomia — Agricultura Tropical para a

obtencéao do titulo de Mestre em Agronomia.

Orientadora

Dra. Aurenivia Bonifacio

TERESINA-PI
2020



FICHA CATALOGRAFICA
Universidade Federal do Piaui
Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias Agrarias
Servigo de Processos Técnicos

S729a Souza, Cleriston Correia da Silva.
Alteragdes oxidativas em plantas de feijao-caupi e feijao-mungo

submetidas aos estresses salino ou por aluminio isolados ou combinados
com sombreamento / Cleriston Correia da Silva Souza. -- 2020.

97 f il

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal do Piaui, Centro de
Ciéncias Agrarias, Programa de Pdés-Graduagdo em Agronomia -

Agricultura Tropical, Teresina, 2020.
“Orientadora: Dra. Aurenivia Boniféacio.”

1. Leguminosas. 2. Feijao-caupi. 3. Feijao-mungo. 4. Co-estresse.
5. Estresse oxidativo. 6. Homeostase redox. I. Bonifacio, Aurenivia.

I1. Titulo.
CDD 635.659 2

Elaborada por Thais Vieira de Sousa Trindade - CRB-3/1282



CLERISTON CORREIA DA SILVA SOUZA

ALTERACOES OXIDATIVAS EM PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI E FEIJAO
MUNGO SUBMETIDAS AOS ESTRESSES SALINO E POR ALUMINIO
ISOLADOS OU COMBINADOS COM BAIXA IRRADIANCIA

Dissertacao apresentada a Universidade
Federal do Piaui, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagdo em Agronomia-Agricultura

Tropical, para obtengdo do titulo de

Mestre em Ciéncias.

APROVADA em 30 de outubro de 2020.

Comisséo Julgadora:

(o (D AL

Prof. Dr. Marcio de Oliveira Martins — UFAC

W Ll —=— (0

Prof. Dr. Milton Costa de Lima Neto — UNESP

Neaii I \“‘f_:?g,-» . G !, L 2 A A
Profa. Dra. Aurenivia Bonifacio de Lima — CEN/UFPI
(Orientador)

TERESINA-PI

2020



“‘Bendize, 6 minha alma, ao
Senhor, e tudo que ha em mim bendiga
0 seu santo nome. Bendize, 6 minha
alma, ao Senhor, e ndo te esqueca de
nenhum de seus beneficios. E ele
guem perdoa todas as tuas iniquidades
e sara todas as tuas enfermidades.”

Salmos 103. 1-3



AGRADECIMENTOS
Ao meu senhor e salvador Jesus Cristo que me deu sabedoria e entendimento neste
percurso e me ajudou a suportar a distancia de casa e dos que deixei na minha cidade
de Jacobina-BA.
A Coordenacdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessao da bolsa de estudos para que eu me dedicasse neste tempo somente a
pesquisa.
A Universidade Federal do Piaui (UFPI) pela oportunidade de fazer parte do corpo
discentes durante estes dois anos.
A minha orientadora Dra. Aurenivia Bonifacio pelos seus ensinos, paciéncia, estimulos
e incentivos para que eu desse o meu melhor.
Ao Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Vegetal (CCN/UFPI) pelos insumos e
equipamentos utilizados nas analises laboratoriais.
A Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético
(RIDESA), na pessoa do Prof. Francisco Alcantara Neto, que cedeu suas instalagdes
e equipamentos para as analises laboratoriais.
A equipe de professores e todos que compdem o corpo de funcionarios do Programa
de Pés-Graduacdo em Agronomia/UFPI.
Aos meus pais Pedro Francisco de Souza e Célia Cristina Correia da Silva Souza por
apoiar e me incentivar em busca dos meus sonhos e pelos ensinamentos que me
tornaram na pessoa que eu Ssou.
Aos meus avoés Juvenal Correia da Silva, Cleonice Cruz, Maria Rosa e Liberino Souza
pelos conselhos, correcdes e oracdes.
Ao amor da minha vida, minha melhor amiga, companheira e esposa Lumaise
Machado Santana, por me ajudar a carregar a minha cruz a cada dia, pelos conselhos
e estimulos, sei que esse amor nasceu no coracao de Deus.
Ao meu irmao Emerson Correia da Silva Souza (in memoriam) pelo incentivo, e por
me aturar em todos esses anos.
Aos meus familiares e amigos pelo apoio que sempre me deram apoio fisico,
psicoldgico, espiritual e financeiro.
A Igreja Batista Unida em Cristo que me recebeu calorosamente e me ajudaram a
permanecer e desempenhar a minha vocacao.
Aos meus colegas Victor Breno Campelo Lima, Ana Raquel Pereira de Melo e Vicente

Paulo da Costa Neto que foram pecas fundamentais durante esta jornada.



RESUMO

As espécies vegetais sdo submetidas a diversas e simultdneas condigbes ambientais
adversas, tais como o excesso de sais ou aluminio, que reduzem a produtividade
vegetal, principalmente em leguminosas. O presente estudo objetivou avaliar os
efeitos isolados do estresse salino ou por aluminio e a combinacéo destes estresses
com sombreamento no crescimento vegetativo, status hidrico foliar, pigmentos
fotossintéticos e metabolismo antioxidativo de plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo.
Isoladamente, o estresse salino e por aluminio reduziram o crescimento, o status
hidrico foliar e a producdo de biomassa do feijdo-caupi e feijdo-mungo. Enquanto a
salinidade reduziu os pigmentos fotossintéticos do feijdo-caupi e feijdo-mungo, a
exposicdo ao aluminio induziu diferentes respostas nas duas espécies. Houve
aumento no peroxido de hidrogénio e na peroxidacao lipidica em resposta a salinidade
e ao aluminio, enquanto que ascorbato e glutationa reduzidas e a atividade de
dismutase do superoxido e peroxidase de fenois foram diferentemente modulados
nestas plantas. A exposicdo combinada ao aluminio (80 uM de AICls) e sombreamento
reduziu os niveis de peréxido de hidrogénio nas plantas de feijdo-caupi e feijao-
mungo, enguanto que a salinidade (100 mM de NaCl) combinada com sombreamento
reduziu os niveis deste composto apenas no feijado-caupi. A combinacéo de salinidade
e sombreamento reduziu a peroxidacao lipidica e a glutationa reduzida nas duas
espécies, enquanto que a combinacdo de aluminio e sombreamento aumentou a
peroxidacado lipidica e o ascorbato reduzido no feijdo-mungo. As atividades das
enzimas catalase, dismutase do superéxido, peroxidase do ascorbato e peroxidase
de fendis foram reduzidas nas duas espécies vegetais em resposta a combinacao de
aluminio e sombreamento. Os resultados reforcam que néo se pode estimar os efeitos
de estresses abidticos combinados a partir de estresses aplicados isoladamente.
Conclui-se que a combinacdo de estresses induziu maior tolerancia das plantas de

feijdo-caupi e feijdo-mungo que os estresses isolados.

Palavras-chave: leguminosas, co-estresse, estresse oxidativo, homeostase redox.
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ABSTRACT

Plant species are subjected to different and simultaneous adverse environmental
conditions, such as excess salts or aluminum, which provides plant productivity,
especially in legumes. The present study aimed to evaluate the isolated effects of salt
or aluminum stress and the combination of these stresses with low irradiance on
vegetative growth, leaf water status, photosynthetic pigments and antioxidative
metabolism of cowpea and mung bean plants. In isolation, salt and aluminum stress
reduced growth, leaf water status and biomass production of cowpea and mung bean.
While salinity reduced the photosynthetic pigments of cowpea and mung bean,
exposure to aluminum induced different responses in the two species. There was an
increase in hydrogen peroxide and lipid peroxidation in response to salinity and
aluminum, while reduced ascorbate and glutathione and the activity of superoxide
dismutase and phenol peroxidase were differently modulated in these plants. The
combined exposure to aluminum (80 puM AICIs) and low irradiance (400 pmol m2 s1)
reduced the levels of hydrogen peroxide in cowpea and mung bean plants, while the
salinity (100 mM NaCl) combined with low irradiance reduced the levels of this
compound only in cowpea. The combination of salinity and low irradiance reduced lipid
peroxidation and reduced glutathione in both species, while the combination of
aluminum and low irradiance increased lipid peroxidation and reduced ascorbate in
mung bean. The enzymes activities catalase, superoxide dismutase, ascorbate
peroxidase and phenol peroxidase were reduced in both plant species in response to
the combination of aluminum and low irradiance. The results reinforce that the effects
of combined abiotic stresses cannot be estimated from stresses applied alone. It was
concluded that the combination of stresses induced greater tolerance of cowpea and

mung bean plants than isolated stresses.

Keywords: leguminous, co-stresses, oxidative stress, redox homeostasis.
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1. INTRODUGCAO GERAL

As leguminosas sdo um grupo diverso de espécies vegetais com grande
importancia socioecondmica, principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil.
Atualmente, feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.), feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp.), feijdo-mungo (Vigna radiata (L.) Wilczek), ervilha secas (Pisum sativum L.),
lentilhas (Lens culinaris Medikus) e grao-de-bico (Cicer arietinum L.) sdo exemplos de
leguminosas coletivamente chamadas de pulses, pois possuem sementes secas
comestiveis ricas em proteinas, fibras, aminoacidos e vitaminas (EMBRAPA, 2015).
Dentre as pulses supracitadas, o feijdo-caupi e o feijdo-mungo merecem destaque. O
feijdo-caupi € uma leguminosa largamente cultivada e consumida no Brasil, em
especial na regido Nordeste (MUNOZ-AMATRIAIN et al., 2017), enquanto que o
feijdo-mungo tem sido cultivado no Brasil devido a sua elevada qualidade nutricional
e a necessidade de atender as demandas externas dos paises asiaticos (NAIR et al.,
2013; ZHANG et al., 2013).

Os estresses abiodticos, tais como seca, alagamento, salinidade, altas e baixas
temperaturas, toxicidade mineral e aos metais pesados e sombreamento, Sao
adversidades relacionadas ao ambiente que afetam a adaptabilidade e producéo
agricola das leguminosas (ZANDALINAS et al., 2018; MOUSAVI-DERAZMAHALLEH
et al., 2019). As situacles estressantes interferem negativamente no crescimento e
desenvolvimento vegetal uma vez que causam alteracbes em processos do
metabolismo primario das plantas, tais como fechamento estomatico, reducéo da taxa
fotossintética e transpiratéria, aumento na respiracdo e fotorrespiracdo, estresse
oxidativo, retardo no desenvolvimento vegetativo e reducédo significativa na producéo
das culturas comerciais (RIHAN et al.,, 2017). Dentre o0s estresses abidticos
conhecidos, seca, salinidade e toxicidade ao aluminio sdo problemas ambientais
frequentes em regides aridas e semiaridas e limitam o cultivo agricola, principalmente
de leguminosas, reduzindo a produtividade vegetal (KAISER et al., 2016).

A salinidade do solo é notadamente uma ameaca a producédo agricola em todo
o mundo. Segundo dados da FAO (2011), 34 milhdes de hectares das terras cultivadas
no mundo que utilizam a irrigagdo encontram-se afetados pela salinidade em algum
nivel. A irrigacdo de terras ardveis com agua salina, praticas culturais inadequadas,
baixa precipitacao, altas temperaturas e elevada transpiracéo sao os principais fatores
gue aumentam a salinidade (SHRIVASTAVA; KUMAR, 2014). A salinidade causa
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estresse nas plantas por dificultar a captacdo de agua pelas raizes e também por
causar toxicidade devido ao acumulo de altas concentracdes de sais, principalmente
de ions sddio (Na*), nos tecidos vegetais (MUNNS; TESTER, 2008). Além de induzir
concomitantemente os estresses osmotico e idnico, o estresse salino causa
desnaturacao de proteinas, desestabilizacdo de membranas, menor crescimento da
parte aérea, reducdo na absorcdo de nutrientes, citotoxicidade, inibicdo da
fotossintese e da biossintese de importantes biomoléculas (MITTLER, 2017a).

Além da salinidade, a toxicidade ao aluminio esta entre os estresses ifnicos
mais difundidos em areas agricolas. O estresse por aluminio se caracteriza pelo
acumulo de quantidades excessivas de aluminio (Al*3) na solugdo do solo em niveis
que resultam em toxicidade para as espécies vegetais. Este tipo de estresse é
frequente em solos acidos (pH < 5,5) de regides tropicais e subtropicais e apresenta-
se em gquase 50% das terras araveis do mundo e aproximadamente 66% da superficie
terrestre do Brasil (VITORELLO et al., 2005; SADE et al., 2016). A toxicidade ao
aluminio causa severos danos nutricionais a planta, prejudicando a divisao celular nas
células do apice radicular, regido responsavel pelo crescimento das raizes (SINGH et
al., 2017). Além de prejudicar o crescimento radicular, o estresse por aluminio afeta
negativamente a homeostase do célcio, o equilibrio nos transportadores de membrana
e varias outras reacdes metabodlicas bem como diminui a absorcao, translocacao e
uso de agua e nutrientes pelas plantas (FREITAS et al., 2015; MOTA et al., 2016).

Estima-se que 90% das terras araveis apresentam um ou mais tipos de
estresses abioticos (WAQAS et al., 2019) e, portanto, as espécies vegetais estdo
naturalmente sujeitas a combinacéao de diferentes tipos de estresses. Estudos indicam
que as plantas apresentam respostas metabdlicas diferenciadas quando o estresse é
aplicado individualmente e quando dois ou mais estresses sdo aplicados em
combinacdo (MITTLER, 2017b). Assim, ndo se pode inferir sobre as respostas
fisiologicas de uma determinada planta submetidas a combinacdo de diferentes
estresses abidticos através da exposicao desta planta apenas a um dos estresses
isoladamente uma vez que a combinacdo dos estresses pode induzir respostas
sinérgicas ou negativas no que concerne ao crescimento e desenvolvimento das
espécies vegetais (MILLER et al., 2010).

Diversos estudos tém sido realizados com estresses abiodticos multiplos, tais
como a combinacdo de salinidade e estresse térmico em Arabidopsis thaliana
(SUZUKI et al., 2016), déficit hidrico combinado com aluminio em arroz (PANDEY et
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al., 2016), aplicacdo de molibdénio e tungsténio com estresse salino em Agropyron
cristatum (BABENKO et al.,, 2015) e salinidade combinado com seca e altas
temperaturas em cana-de-agucar (MORAIS et al., 2018), entretanto, é imprescindivel
mais estudos visando ampliar o entendimento acerca das alteracdes fisiol6gicas e
bioguimicas nas plantas expostas aos estresses abidticos multiplos.

O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos do excesso de aluminio e
da salinidade de forma isolada e combinada com sombreamento, no crescimento
vegetativo, pigmentos fotossintéticos e metabolismo antioxidativo de plantas de feijao-
caupi e feijao-mungo. Para atingir o objetivo proposto, o presente estudo foi realizado
em trés experimentos separados. O primeiro e o segundo experimento foram
desenvolvidos simultaneamente e visaram avaliar as respostas das duas espécies de
feijdo aos estresses isolados de salinidade e aluminio (resultados descritos nos
capitulos | e Il, respectivamente). Apos a determinacdo dos niveis da salinidade e
aluminio que induziram efeitos significativos no desenvolvimento das plantas de feijao-
caupi e feijao-mungo, realizou-se o terceiro experimento (descrito no capitulo III).
Neste, a salinidade e o aluminio foram combinados com sombreamento visando
avaliar as respostas de crescimento e do sistema redox a combinacdo destes
estresses. Apds mensurar e descrever os efeitos deletérios da combinacdo de
estresses nas espécies vegetais estudadas, nossos resultados podem dar suporte a
programas de manejo e melhoramento de diferentes espécies de feijdo e outras

leguminosas agronomicamente importantes e cultivadas em condi¢des estressantes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Leguminosas de gréos secos: feijoes e pulses

Os pulses sao leguminosas domesticadas pelos humanos desde os tempos
remotos do inicio da agricultura que produzem um a doze graos secos e comestiveis
em cada vagem. Estes graos apresentam tamanho, forma e cores variadas, séo ricos
em proteinas, aminoacidos essenciais, carboidratos, micronutrientes e fibra dietética
e possuem baixo teor de lipideos. Os feijdes secos dos géneros Phaseolus e Vigna
(feijdo comum, feijdo-caupi, feijdes-fava, feijao-azuki, feijdo preto em varios tons,
feijdo-mungo, feijao-corredor, feijdo-arroz, feijdo-traca, feijao-tepario, feijao vermelho,
feijdo-cannellini, feijao-borlotti, feijdo-haricot e feijdo-bambara) séo pulses

encontrados nas Américas, Asia e Africa. Além dos feijdes, lentilhas (Lens culinaris
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Medik), lupinos (Lupinus albus L. e L. mutabilis Sweet), fava (Vicia faba L.), grdo-de-
bico (Cicer arietinum L.) e ervilhas seca (Psium sativum L.) sdo pulses mais resistente
a terras aridas e temperaturas extremas (JAVALOYES et al., 2016).

Desde 2016, declarado o Ano Internacional dos Pulses na 382 Sessdo da
Conferéncia da Organizacdo das Nacfes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura,
tem se buscado aumentar a consciéncia publica sobre os beneficios do consumo de
pulses (EMBRAPA, 2015). Bem como evidenciar os efeitos positivos dos pulses na
producdo agricola que visa a produtividade e sustentabilidade ambiental com
seguranca alimentar, nutricdo e inovacdo uma vez que estas plantas podem ser uteis
na erradicacdo da fome, desnutricdo e subnutricdo humana que atinge cerca de 800
milhdes de pessoas em todo mundo (EMBRAPA, 2015). Mundialmente, 169 paises
sao produtores de pulses e 95.978.510 toneladas destes graos foram produzidos no
ano de 2017 (FAOSTAT, 2017). O Brasil ocupa a 82 posi¢cao no ranking mundial de
produtores de pulses e as principais pulses cultivadas no territério brasileiro sdo os
feijdes secos (3.033.017 t), fava (10.092 t), e ervilhas secas (2.763 t) (FAOSTAT,
2017).

O feijdio-caupi é originario da Africa e o feijio seco mais cultivado no Brasil,
sendo a sua producdo concentrada nas regides Centro-Oeste e Nordeste onde se
destacam os estados do Mato Grosso, Ceard, Bahia e Piaui (CONAB, 2019). O cultivo
de feijdo-caupi € normalmente associado a agricultura familiar com predominancia de
praticas tradicionais de producdo, baixo uso de tecnologias e, consequentemente,
menor produtividade de graos, entretanto tem sido crescente a ado¢ao de tecnologias
para o cultivo deste grdo com vistas ao mercado externo que tem resultado em maior
escala de producéo e incremento na produtividade (ROCHA et al., 2017). Em 2019,
165.653 mil toneladas de feijoes secos, principalmente feijado-caupi, foram exportadas
no Brasil, sendo 74,2 mil toneladas destes gréaos produzidos no Piaui (CONAB, 2020).
Atualmente, o governo brasileiro planeja diversificar seu portflio de exportacdo de
feijdo e incluir o feijdo-mungo, feijdo-azuki, feijao vermelho e outros (BARD, 2020).

O feijao-mungo, originaria da Asia e também chamada de feijdo chinés e feijao
moyashi, possui reconhecida importancia econémica, sendo amplamente cultivada e
comercializada na india, Paquistdo, China, Jap&o e outros paises asiaticos bem como
no continente europeu e americano, principalmente em locais quentes e secos
(ZHANG et al., 2013; NAIR et al., 2015). Esta leguminosa esta incluida no Plano

Nacional de Desenvolvimento de Feijoes e Pulses do governo brasileiro (MAPA, 2018)
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e, desde 2014, 20 linhagens de feijao-mungo tém sido testadas nos estados do Mato
Grosso e Piaui visando o melhoramento desta cultura e recomendacdes de cultivo e
manejo (EMBRAPA, 2017). Apesar da producéo brasileira ser incipiente, ttm-se uma
expectativa de crescimento uma vez que existe grande procura do mercado externo
vinda dos paises asiaticos, e elevada demanda interna devido ao consumo nacional
do feijdo-mungo germinado (broto do feijdo moyashi) por conta da sua qualidade
nutricional (VIEIRA et al., 2003; MACHADO et al., 2009).

2.2Estresses causados por toxicidade idnica: estresse salino e por aluminio

O estresse é, por definicdo, qualquer condicdo ambiental adversa, natural ou
induzida (antrépica), que impede a planta de expressar plenamente o seu potencial
genético e que induz alteracdes no metabolismo, limitagdo do crescimento e
desenvolvimento devido ao menor acumulo de biomassa, florescimento e fechamento
de ciclo precoces (MITTLER, 2017a). Os estresses podem ser classificados em
biético, quando causados por patdégenos e pragas, competicdo intra e interespecifica
ou herbivoria, e abidtico, quando s@o provocados por alteragcdes no ambiente, tais
como excesso de sais (salinidade), restricdo da disponibilidade hidrica (seca), altas e
baixas temperaturas, excesso ou baixa luminosidade, toxicidade por metais pesados
e outros (MAHAJAN; TATEJA, 2005; MITTLER, 2017a). Dentre os estresses abioticos
conhecidos, a salinidade e a toxicidade ao aluminio (um tipo de metal pesado) séao
problemas ambientais frequentes em regides aridas e semiaridas que reduzem a
produtividade vegetal (KAISER et al., 2016).

2.2.1 Estresse salino

A salinidade é um tipo de estresse abidtico que dificulta ou prejudica o
desenvolvimento das espécies vegetais (MUNNS; TESTER, 2008). Este estresse é
resultado do excesso de sais no solo que pode ser originado de forma natural, como
resultado do intemperismo das rochas matrizes, do contato com a agua do mar e da
adesao dos sais nos sedimentos marinhos e ainda por deposi¢cao atmosférica, ou por
acOes antropicas, como resultado de instala¢des de drenagens deficientes, do uso de
agua subterrdnea salobra para irrigacéo, da irrigacdo continua por longos periodos,
da intrusdo de agua do mar em areas costeiras e do inadequado manejo de recursos

hidricos em propriedades rurais (FAO; ITPS, 2015). Apesar da escassez de dados
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atuais, a salinidade é mais acentuada nas regides semiaridas do Nordeste brasileiro.
Nestas areas, a salinidade é agravada pelas caracteristicas quimicas e fisicas dos
solos, pelo baixo indice pluviométrico e também pelas elevadas temperaturas
(RIBEIRO et al., 2003).

Os solos afetados pelo excesso de sais podem ser classificados em funcéo de
suas caracteristicas quimicas, principalmente pH, condutividade elétrica do extrato de
saturacdo (CE) e porcentagem de sédio trocavel (ABIALA et al., 2018). No geral, os
solos afetados pelo excesso de sais podem ser divididos em solos salinos, sédicos ou
salino-sodicos. Os solos salinos séo aqueles com pH inferior a 8,5, porcentagem de
sédio trocavel menor que 15% e sais sollveis igual ou superior a 4,0 dS m, podendo
ser levemente salinos (CE de 2,0 a 4,0 dS m), moderadamente salinos (CE de 4,0 a
8,0 dS m) ou fortemente salinos (CE superior a 16 dS m-t) (NACKLEY; KIM, 2015).
Ja os solos sadicos sédo aqueles que apresentam pH acima de 8,5 e CE inferior a
4,0dS m?! em combinagdo com grandes quantidades de sédio trocavel presa a
particulas de argila (porcentagem de sodio trocavel superior a 15%) (CHI et al., 2012).
Finalmente, os solos salino-soédicos possuem propriedades caracteristicas de solos
salinos e sédico, tais como CE igual ou superior a 4,0 dS m™t, porcentagem de sédio
trocével superior a 15% e pH acima de 8,5 (CHI et al., 2012; NACKLEY; KIM, 2015).

Quando a condutividade elétrica da solucdo do extrato de saturacéo do solo é
igual ou superior a 4,0 dS m (equivalente a 40 mM de cloreto de sédio (NaCl)) e isto
gera uma pressdo osmoética de aproximadamente 0,2 MPa que reduz de forma
significativa a produtividade da maioria das culturas (MUNNS; TESTER, 2008). Este
excesso de sais no solo, principalmente do ion sddio (Na*), induz toxicidade i6nica
que pode provocar a clorose e/ou necrose foliar, interferir em processos fisiolégicos
do ciclo de vida dos vegetais, como germinacdo de sementes e emergéncia das
plantulas, e até levar a morte das plantas (ORLOVSKY et al., 2016). Além do estresse
ibnico, a salinidade induz o estresse osmético e isso diminui 0 movimento da agua em
direcéo as raizes e, logo, dificulta a absorcéo de agua pelas plantas. Adicionalmente,
ocorre inativagcdo ou reducdo na funcionalidade das proteinas, perda de fluido do
vacuolo, desarranjo da integridade estrutural das células por conta da desidratacéo e
murchamento da planta (DEINLEIN et al., 2014; LITALIEN; ZEEB, 2020).

Dentre os processos fisioldgicos dos vegetais que sdo afetados pela salinidade,
a fotossintese merece destaque. A salinidade provoca danos na estrutura e

fluorescéncia da clorofila, altera o transporte fotossintético de elétrons, inibe a
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atividade da Rubisco, desequilibra a captacdo de ions necessarios para atividades
das enzimas envolvidas no ciclo de Calvin-Benson, principalmente potassio (K*) e
magnésio (Mg?*), e induz o fechamento dos estématos com consequente limitacdo na
captacdo e assimilagdo de CO2 (FLOWERS et al., 2015; ACOSTA-MOTOS et al.,
2017; FOYER, 2018). As alteracdes provocadas pela salinidade nestes processos,
principalmente no transporte fotossintético de elétrons e no comportamento
estomatico, podem resultar no aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), tais como o oxigénio singleto (*O2), radical superéxido (O2*), peroxido de
hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH*®), e ainda induzir aumento na atividade de
enzimas removedoras destes compostos toxicos derivados do oxigénio molecular
(MITTLER, 2017a,b).

De acordo com sua capacidade de crescer em ambientes salinos, as plantas
podem ser classificadas em glicéfitas ou halofitas (ACOSTA-MOTOS et al., 2017). A
maioria das plantas cultivadas séo glicofitas, ou seja, toleram apenas baixos teores
de sais nos solos (CE inferior a 4,0 dS m') (ABIALA et al., 2018). De fato, trabalhos
mostram os efeitos negativos da salinidade na fisiologia de diversas espécies
vegetais, com destaque para leguminosas. Em plantas de feijdo comum, a exposi¢ao
a salinidade induziu reducdo no conteudo relativo de 4gua e na concentracdo dos
pigmentos fotossintéticos além de diminuicdo significativa no crescimento e
rendimento de grdos (RADY et al., 2019). Ja plantas de feijdo-mungo submetidas ao
estresse salino apresentaram reducado significativa no contetdo relativo de agua,
aumento dos niveis intracelulares de sodio, reducédo no indice de clorofila, aumento
no vazamento de eletrélitos e, consequentemente, reducéo no aporte de biomassa na
parta aérea e nas raizes (TORABIAN et al., 2018).

2.2.2 Estresse por aluminio

O aluminio (Al) é o terceiro elemento metalico de maior abundancia na crosta
terrestre, sendo oriundo do intemperismo natural de minerais primarios e secundarios
presentes na rocha matriz do solo (CABALLERO et al., 2015; MATSUMOTO et al.,
2015). O estresse por aluminio se caracteriza pelas quantidades excessivas deste
metal, principalmente na forma trivalente (Al*3), na solucdo do solo e estes niveis
elevados resultam em toxicidade para as plantas. Este tipo de estresse € frequente

em solos acidos (pH < 5,5) de regides tropicais e subtropicais uma vez que, quando o
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pH do solo é inferior a 5,5, o aluminio (Al*3) é liberado e se acumula na solucédo do
solo (SADE et al., 2016). Estima-se que 50% das terras agricultaveis no mundo séo
acidas, naturalmente ou por acao antrdpica, e nestas a producdo agricola é limitada
devido a toxicidade ao aluminio (ZHENG, 2010; AYENI et al.,, 2014). No Brasil,
aproximadamente 66% das terras araveis sado acidas e apresentam excesso de
aluminio na solucao do solo (VITORELLO et al., 2005).

A toxicidade ao aluminio causa severos danos as plantas e pode induzir
respostas de curto prazo, que sao observadas dentro de alguns minutos até uma hora
apos a exposicao ao aluminio, ou respostas de longo prazo, as quais requerem horas
ou dias de exposicéo (BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017). Por exemplo, a divisdo
celular no 4pice da raiz primaria e das raizes laterais € severamente reduzida minutos
apos a exposicao aos niveis toxicos de aluminio (SINGH et al., 2017). Adicionalmente,
nas raizes, a toxicidade ao aluminio induz reducéo na replicacdo do DNA, rigidez da
parede celular, supressao no alongamento celular, reducdo no desenvolvimento dos
pelos radiculares e encurvamento do apice radicular (KOPITTKE et al., 2015; SINGH
et al., 2017). Este estresse interfere no equilibrio dos transportadores de membrana
dependentes do calcio e outras rea¢cdes no metabolismo vegetal, reduzindo também
0s processos de captacdo, conducéo pelo xilema e floema e utilizacdo da agua, dos
cations e anions pelas plantas (MOTA et al., 2016).

Além de afetar o funcionamento das raizes, 0s niveis toxicos de aluminio
podem induzir alteracdes em importantes processos fisioldgicos e bioquimicos de
outros 6rgdos das plantas uma vez que promovem aumento na concentracdo de
EROs, danos as membranas bioldgicas, reducdo na condutancia estomaética,
diminuicdo de parametros da fotossintese (reducao nos pigmentos fotossintéticos, na
fluorescéncia da clorofila, na atividade da Rubisco e de outras enzimas do
metabolismo de carboidratos) e inducédo da morte celular programada (XU et al., 2018;
CARCAMO et al., 2019). Segundo Bojoérquez-Quintal et al. (2017), os efeitos da
toxicidade do aluminio no crescimento e desenvolvimento das plantas dependem da
concentracdo de aluminio e das suas formas quimicas que estejam presentes na
solucdo do solo, das espécies vegetais, dos gendtipos, da idade da planta e das
condicdes de cultivo. Estes autores também afirmam que baixas concentracdes de
aluminio podem aumentar a tolerancia aos estresses bidticos e abioticos.

A presenca de aluminio em plantas de feijao-mungo reduz consideravelmente

altura das plantas e, mais severamente, o0 comprimento das raizes, afetando também
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a area foliar e a biomassa vegetal e reduzindo o conteudo de pigmentos fotossintéticos
(clorofila e carotenoides) (ALI, 2017). Houve decréscimo na condutancia estomatica,
eficiéncia do uso de agua, taxa fotossintética liquida e no teor relativo de agua, sendo
estes efeitos negativos proporcionais as concentracdes de 1,0 e 10,0 mM de aluminio
(na forma de Al*3). Apesar de haver aumento da atividade das enzimas antioxidantes,
0 estresse oxidativo também foi perceptivel uma vez que houve aumento dos niveis
de H202 e dos danos aos lipidios das membranas celulares, mensurado pelos niveis
de malondialdeido, e consequentemente reducdo do indice de estabilidade da
membrana (ALI, 2017).

Em plantas de feijdo-mungo expostas ao estresse por aluminio, Nahar et al.
(2017) constataram que houve interrup¢do na absor¢ao de 4gua e consequentemente
reducdo da agua no tecido vegetal, do crescimento e da biomassa na parte aérea e
raizes, sendo maiores os danos quando o tempo de exposicdo ao estresse foi maior.
Segundo estes autores, 0 estresse por aluminio provocou reducdo nos teores dos
pigmentos fotossintéticos, aumento na concentracdo do O2* e H202 e, por
conseguinte, reducdo na concentracdo de ascorbato e glutationa. Entretanto, a
atividade das enzimas antioxidantes dismutase do superoxido (SOD), peroxidase do
ascorbato (APX), peroxidase do guaiacol (GPX), S-transferase da glutationa (GST) e
redutase da glutationa (GR) foi estimulada, diferentemente da catalase (CAT),
redutase do dehidroascorbato (DHAR) e redutase do monodehidroascorbato
(MDHAR) que foram reduzidas em resposta ao estresse (NAHAR et al., 2017).

2.3Excesso ou baixa luminosidade: efeitos da oferta de luz nas plantas

As plantas necessitam obrigatoriamente de luz para crescer, desenvolver e
completar seu ciclo de vida, tendo como fonte essencial a energia solar, a qual é
captada, principalmente, pelos cloroplastos durante o processo fotossintético e estes
utilizam seus fotorreceptores para detectar a qualidade e intensidade de luz
(COURBIER; PIERIK, 2019). Devido a localizacao geografica e condicdes ambientais,
as plantas naturalmente sdo expostas as condi¢cdes de alta (1000 a 1800 pumol de
fotons m? s1) ou baixa luz (abaixo de 500 umol de fé6tons m=2 s1), até mesmo as
flutuagbes que ocorrem no decorrer do dia entre a nascente e poente do sol
(ALMEIDA; DIAS, 2018). Estas condigbes acarretam diferentes respostas de

aclimatacdo e complexas modulagdes em espécies vegetais domesticadas.
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Sob alta luz é afetado principalmente a fotossintese, reduzindo sua eficiéncia,
resultando em processos denominados de fotoinibicdo e fotodegradacdo em curto
prazo ou quando o estresse se prolonga a ponto de néo haver reparo do processo (LU
et al., 2017). A inibicdo do fluxo de elétrons na cadeia transportadora pela alta luz
afeta o complexo pigmento-proteina PSII, especificamente com a degradacdo da
proteina D1 do centro de reagéo por EROs (em especial, 102, O2*", H202 e HO®) que
tem a producdo aumentada sob estresse (GAO et al., 2019). Ocorre também o
fechamento dos estdGmatos, inativacdo da Rubisco, mudanga nas estruturas proteicas
(tais como a fosforilagdo das proteinas), alteracdo na localizacdo dos cloroplastos,
alteracdo na atividade enzimatica e ndo enzimética antioxidante, peroxidacao lipidica
e consequentemente com declinio das func¢des foliares h& alteragbes no padrdo de
crescimento, desenvolvimento e reproducdo, com menor acumulo de massa,
precocidade em florescimento, senescéncia e perda de rendimento da cultura
(SZYMANSKA et al., 2017).

Em plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) submetidas a alta
luminosidade em ambiente controlado, os autores notaram elevagdo na taxa
fotossintética liquida e condutancia estomatica acompanhado de aumento no teor de
clorofila, carotenoides e carboidratos (amido), além da mudanca da orientacdo das
folhnas e aumento do peso seco foliar (ZHOU et al., 2020). Chen et al. (2017), ao
testarem a alta luz combinado com o estresse térmico a curto e longo prazo em plantas
de trigo, verificaram reducd@o na concentracdo de pigmentos fotossintéticos, no teor
relativo de agua e proteinas totais, bem como, aumento nas concentracées de EROS
(O2* e H202), na peroxidacao lipidica e no vazamento de eletrélitos que leva a
variacao da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX, peroxidases (POX),
GPX e GR de acordo com o tempo de exposicao.

Ainda ha condi¢des no ambiente de baixa luminosidade, seja por condi¢des de
competicdo interespecifica por espaco ou por baixa luz onde se encontra a espécie
vegetal, que induzem a varia¢cdes no padrdo morfofisioldégico das culturas. Devido a
baixa luminosidade as espécies tém a sua capacidade fotossintética, fixacdo de
carbono e captagdo de nitrogénio afetadas, os niveis de carboidratos séo reduzidos
devido a elevada demanda destes para atender o crescimento e concomitantemente
ocorre 0 alongamento caulinar e foliar (principal caracteristica deste estresse), que
torna estes 6rgdos mais finos, acompanhado ainda da floragc&o precoce e reducéo na
biomassa (ROIG-VILLANOVA; MARTINEZ-GARCIA, 2016; LI et al., 2017). A baixa



336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350

351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368

23

luminosidade também provoca o estresse oxidativo uma vez que ocorre producéo de
EROs (H202, O2*" e OH*®) e peroxidacao lipidica (ZHANG et al., 2011).

De acordo com Zhang et al. (2018), plantulas de Festuca alta crescidas em
baixa luz apresentam alteragbes drasticas nos parametros biométricos (altura da
planta, largura foliar, niumero de perfilhos e biomassa), nos teores de clorofila, na
condutancia estomatica e, consequentemente, na taxa fotossintética liquida e a
transpiragdo. Além disso, ocorrem danos oxidativos uma vez que os niveis de H202 e
02" bem como a peroxidacgédo lipidica sdo aumentados, mesmo com a inducao do
sistema enzimatico antioxidante. Em mudas de pimenta (Capsicum annuum L.) sob
condi¢cBes de baixa luminosidade ha reducdo nos parametros de crescimento (area
foliar, altura da planta e diametro do caule), porém ha aumento nos teores de
pigmentos fotossintéticos, bem como, altera¢gdes positivas na atividade das enzimas
antioxidantes SOD e POX (LI et al., 2020).

2.40s estresses abidticos multiplos ou combinados

As espécies vegetais, cultivadas ou ndo, sdo submetidas a diversas e
simultaneas condi¢cfes ambientais adversas, tais como seca e temperaturas elevadas,
salinidade e seca, luminosidade extrema e temperaturas elevadas, seca e metais
pesados, e, portanto, tém crescido os estudos acerca das repostas fisiolégicas das
plantas nestas condic¢des, principalmente no tocante ao ajuste hidrico e osmatico,
fotossintese e metabolismo oxidativo, uma vez que estas condi¢cdes levam a muitas
perdas na producdo agricola em todo mundo (HOQUE et al., 2016). As situacbes
estressantes multiplas, que resultam das alteracbes ambientais repentinas e
inesperadas, podem ser severas ou de longo prazo e podem induzir um ajuste e
reequilibrio do metabolismo vegetal culminando em atraso ou aceleracéo do ciclo de
vida das plantas ou levar a morte dos vegetais quando os limites de tolerancia das
plantas s&o ultrapassados (DEBNATH, et al., 2011; KOHL, 2016).

A combinacdo de condi¢cdes ambientais adversas é uma situacdo comum no
campo e as respostas fisioldgicas, bioquimicas e metabdlicas das plantas submetidas
a estas condicbes sdo, em geral, Unicas e podem ser sinérgicas ou antagonicas
(MAHALINGAM, 2015). Por exemplo, seca e salinidade frequentemente ocorrem
simultaneamente no campo e sédo responsaveis por reduzir mundialmente a producao

agricola (AHMED et al., 2015). A exposicao simultanea a salinidade, aluminio e seca
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resulta em mais severa redugao na altura, comprimento das raizes e concentracao de
pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotenoides) em plantas de alface que as
alteracOes registradas quando o0s estresses sao aplicados isoladamente
(SILAMBARASAN et al., 2019). Em contrapartida, plantas de tomate apresentam
reducdo nos efeitos deletérios do calor e da salinidade quando estes estresses séo
aplicados de forma combinada (RIVERO et al., 2014).

Outros resultados sinérgicos séo relatados em plantas expostas a estresses
abidticos multiplos. Plantas de Arabidopsis thaliana (cv. Columbia) exibiram reducéo
de biomassa e no teor de clorofila e sobrevivéncia de 40% das plantas em resposta a
combinacdo dos estresses por calor e salinidade, porém nao houve elevacdo no
acumulo foliar de sédio em comparacgdo ao registrado nos estresses isolados (SUZUKI
et al.,, 2016). Plantas de festuca tolerantes e sensiveis as altas temperaturas
submetidas aos estresses combinados de calor e seca apresentaram reducdo nos
danos celulares e o0 genatipo tolerante exibiu maiores taxas de atividade de enzimas
do metabolismo antioxidante em comparagéo aos estresses isolados (Bl et al., 2016).
Plantas de feijao-caupi submetidas ao excesso ou deficiéncia de zinco combinado
com alta luz (MICHAEL; KRISHNASWAMY, 2011) ou a combinacdo da radiacéo
ultravioleta B (UVB), alta concentracdo de CO: e calor (SINGH et al., 2010) exibiram
alteracdes significativas e positivas no sistema de defesa antioxidante.

Ha estudos com a cultura da cevada, clones de alamo (Popolus spp.) e mudas
de trigo (Triticum aestivum) que apresentam efeitos negativos de multiplos estresses,
tais como salinidade, calor e seca, metal pesado (cadmio) e oz6nio, alta temperatura
e elevada concentragdo de CO2, que resultando em redugcdo da capacidade
antioxidante e fotossintética bem como no aumento nos niveis de EROs (CASTAGNA
etal., 2015; WANG et al., 2016; KUCZYNSKA et al., 2019). H&4 também trabalhos com
interacOes benéficas entre estresses para Medicago truncatula e alface. Estresses
combinados de seca e 0zo6nio, salinidade ou luminosidade combinadas com altas
concentracbes de CO:2 resultam no aumento nos niveis de antioxidantes, com
ascorbato e glutationa, na reducao da condutancia estomatica e ainda no aumento na
producdo de biomassa (IYER et al., 2013; PEREZ-LOPEZ et al., 2013).
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2.5AlteracOes oxidativas em plantas submetidas a estresses abioticos multiplos

A exposicdo a estresses ambientais Unicos ou multiplos pode desencadear
inUmeras reacgdes e dentre estas estd 0 aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs). EROs sdo moléculas mais reativas derivadas do oxigénio e
incluem anion superoéxido (O2*), peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH*®)
e 0 oxigénio singleto (*O2) (MITTLER, 2017b). Apesar de estarem presentes nas
células vegetais sob condi¢cdes normais como subprodutos de processos da
fotossintese e das reacdes aerdbicas, quando a producdo excede a capacidade da
eliminacao destas EROs pode ocorrer o estresse oxidativo que influencia na estrutura
e funcionamento das células (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2010; NOCTOR;
FOYER, 2017). Para controlar os niveis de EROs e evitar o estresse oxidativo, as
plantas apresentam mecanismos intracelulares de defesa que atuam sintetizando
metabdlitos e ativando enzimas antioxidantes aceleram a degradacdo das EROs
(AHMED et al., 2015; YOU; CHAN, 2015; NOCTOR; FOYER, 2017).

O mecanismo intracelular de defesa antioxidante se distribui as células vegetais
em diferentes locais, tais como citosol, cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos,
glioxissomos, e trabalham simultaneamente para eliminacdo das EROs afim de
manter a homeostase celular (NOCTOR; FOYER, 2016). O sistema intracelular de
defesa antioxidante se divide em compostos hidrofilicos, com destaque para
ascorbato e glutationa, e enzimas antioxidantes, principalmente SOD, CAT, APX, GR,
GPX, GST, DHAR, MDHAR e peroxirredoxina (PRX) (NOCTOR; FOYER, 2017). As
enzimas APX, MDHAR, DHAR, GR, GPX, GST e PRX, juntamente com ascorbato e
glutationa, atuam no ciclo ascorbato-glutationa ou ciclo Halliwell-Asada e
conjuntamente reduzem H202 em agua e oxigénio molecular (MEYER et al., 2012;
NOCTOR et al., 2014; FOYER, 2018).

Adicionalmente, merecem destague as enzimas SOD e CAT. SOD atua na
dismutacdo do O2*" em H20:2 e, portanto, é considerada a primeira linha de defesa
antioxidante nas células vegetais (FOYER, 2018). Esta enzima apresenta de trés
isoformas que diferem em seus cofatores e localizacdo subcelular. Enquanto a
isoforma Mn-SOD esta localizada na mitocondria e peroxissomos e a isoforma Cu/Zn-
SOD esté localizado no cloroplasto e citosol, a isoforma Fe-SOD € encontrada apenas
nos cloroplastos (GUPTA et al., 2016). Em contrapartida, CAT esta localizada apenas
no peroxissomos e atua convertendo H202 em agua e Oz (BONIFACIO et al., 2016).
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Por ser capaz de reduzir cerca de seis milhdes de moléculas de H202 por minuto
(JAHAN; ANIS, 2014), CAT é considerada uma das principais enzimas antioxidantes,
especialmente durante a fotorrespiracdo (BONIFACIO et al., 2016). A elevada taxa
catalitica da CAT € essencial para eliminar as altas concentra¢des de H202 produzido
pela oxidase do glicolato (GO) nos peroxissomos (MHAMDI et al., 2012).

No geral, a atuacéo do sistema de defesa antioxidante contra o estresse se da
de maneira diferente quando os estresses séo aplicados individualmente ou de forma
combinada (MILLER et al., 2010). Segundo estes autores, as respostas metabdlicas
de plantas submetidas aos estresses multiplos ndo podem ser baseadas no registrado
guando cada estresse é analisado isoladamente. Silva et al. (2013) relatam aumento
na atividade de SOD e APX quando plantas de pinhdo-manso séo expostas ao calor
e salinidade isoladamente; enquanto, quando os estresses sao aplicados em
combinado, houve aumento na atividade de CAT e reducdo no estado redox do
ascorbato. Em dois genotipos de algodoeiro, um sensivel e outro tolerante ao estresse
salino, a combinagé&o de seca e salinidade induz aumento na atividade de CAT, SOD,
APX e POX (IBRAHIM et al., 2019), principalmente no gendétipo tolerante. A acéo
simultanea de CAT, SOD e APX indica protecdo metabdlica e sugere tolerancia aos
estresses abidticos multiplos (MORAIS et al., 2018).

Alguns autores apontam que 0 aumento na atividade enzimatica ndo esta
necessariamente relacionado a reducdo nos danos oxidativos. Silambarasan et al.
(2019) relatam acréscimo na atividade das enzimas CAT, SOD e POX em plantas de
alface submetidas simultaneamente aos estresses por aluminio, salinidade e seca e
ressaltam que este aumento nao foi suficiente para evitar danos oxidativos uma vez
que a peroxidacao lipidica, mesurada pelos niveis de malondialdeido, foi aumentada.
A combinacdo da deficiéncia ou excesso de zinco com a alta luz induziu maior
vazamento de eletrélitos e alteracdes significativas na concentracdo de H202, na
peroxidacao lipidica e na atividade de SOD, POX e polifenoloxidase (PPO) em plantas
de feijao-caupi (MICHAEL; KRISHNASWAMY, 2011). Adicionalmente, a exposi¢ao do
feijdo-caupi a combinagdo da salinidade e cadmio, um metal pesado, estimulou a
atividade das enzimas SOD, CAT, POX e GR e provocou maior vazamento de
eletrolitos e peroxidagdo lipidica indicando que houve interagdo sinérgica dos

estresses e isto induziu maior dano celular (HOWLADAR, 2014).
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Respostas fisiolégicas de duas espécies de Vigna submetidas ao estresse

salino durante o estagio de crescimento vegetativo

(Comparative physiological responses of two Vigna species submitted to salt stress

during vegetative growth stage)
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RESUMO

A salinidade afeta o crescimento, desenvolvimento e produtividade das
culturas, gerando muitos prejuizos ao redor do globo terrestre, e devido as mudancas
climaticas, preveem que esse cenario ainda pode piorar. O presente estudo teve por
objetivo avaliar as alteracGes vegetativas e metabdlicas de Vigna unguiculata (feijao-
caupi) e V. radiata (feijdo-mungo) em resposta a salinidade. Em casa de vegetacéo,
as plantas de feijao-caupi e feijao-mungo foram submetidas a auséncia (controle) ou
presenca de 25, 50, 75, 100 e 150 mM de cloreto de sddio (NaCl) por 11 dias. A
salinidade influenciou negativamente o crescimento (conteudo relativo de agua, taxa
de crescimento absoluto, didmetro do caule, comprimento e volume das raizes,
biomassa fresca da parte aérea e das raizes), producdo de biomassa, a concentracao
das clorofilas (a e b) e a relagéo clorofila total/carotenoides, enquanto que a relacéo
clorofila a/b e as concentracfes de carotenoides e antocianinas foram aumentadas. O
contetdo relativo de &gua foi reduzido nas duas espécies vegetais, sendo esta
reducdo mais acentuada no feijdo-caupi. O nivel de perdoxido de hidrogénio,
peroxidacao lipidica e glutationa reduzida foram aumentados no feijdo-caupi e feijao-
mungo. Em resposta a salinidade, os niveis de ascorbato reduzido foram aumentados
nas plantas de feijdo-caupi e reduzidos nas plantas de feijdo-mungo. Enquanto a
atividade da dismutase do superdxido (SOD) foi linearmente reduzida nas plantas de
feijdo-caupi, as plantas de feijdo-mungo exibiram incremento na atividade de SOD até
100 mM de NaCl e reducao quando estas foram expostas a 150 mM de NaCl. Quando
as plantas foram expostas a salinidade, observa-se que a atividade de peroxidase de
fenois foi aumentada e este aumento foi numericamente maior no feijdo-caupi. As
plantas de feijdo-caupi e feijao-mungo mostraram diferencas metabdlicas em resposta
a salinidade, principalmente no que tange as respostas antioxidativas. Baseado nas
maiores variagbes na peroxidacdo lipidica as plantas de feijdo-mungo sdo mais
sensiveis ao estresse salino resultando em maiores danos bioquimicos, celulares e

no crescimento.

Palavras chave: feijdo-caupi, feijao-mungo, salinidade, antioxidantes.
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ABSTRACT

Salinity affects the growth, development and crop productivity, generating many losses
around the globe, and due to climate change, they predict that this scenario may still
get worse. The present study aimed to evaluate the vegetative and metabolic changes
of Vigna unguiculata (cowpea) and V. radiata (mung bean) in response to salinity. In a
greenhouse, cowpea and mung bean plants were subjected to the absence (control)
or presence of 25, 50, 75, 100 and 150 mM sodium chloride (NacCl) for 11 days. Salinity
negatively influenced growth (relative water content, absolute growth rate, stem
diameter, length and volume of roots, fresh shoot and root biomass), biomass
production, chlorophyll (a and b) concentration and total chlorophyll/carotenoids ratio,
while the chlorophyll a/b ratio and the concentrations of carotenoids and anthocyanins
were increased. The relative water content was reduced in the two plant species, this
reduction being more accentuated in cowpea. The level of hydrogen peroxide, lipid
peroxidation and reduced glutathione were increased in cowpea and mung bean. In
response to salinity, the levels of reduced ascorbate were increased in cowpea plants
and reduced in mung bean plants. While the activity of superoxide dismutase (SOD)
was linearly reduced in cowpea plants, mung bean plants exhibited an increase in SOD
activity up to 100 mM NacCl and a reduction when they were exposed to 150 mM NacCl.
When the plants were exposed to salinity, it is observed that the activity of phenols
peroxidase was increased and this increase was numerically greater in cowpea. The
cowpea and mung bean plants showed metabolic differences in response to salinity,
especially with regard to antioxidative responses. Based on the greatest variations in
lipid peroxidation, mung bean plants are more sensitive to salt stress resulting in

greater biochemical, cellular and growth damage.

Keywords: cowpea, mung bean, salinity, antioxidants.
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1. INTRODUCAO

As espécies vegetais estdo sujeitas a diversos estresses ambientais, dentre
estes a salinidade. O estresse salino € um fator abiético que imp&e limitagdes severas
ao crescimento e desenvolvimento de varias culturas de importancia econémica,
causando grandes prejuizos em todo o planeta, podendo ser mais drasticos quando
se considera as mudancas climaticas (DIAZ-BAENA et al., 2019). O excesso de sais
no solo provoca reducdo do crescimento vegetativo, declinio da expanséo foliar e
diminuicdo na biomassa vegetal e incapacita a producgéo agricola (ABIALA et al., 2018;
MUNNS et al.,, 2020). As mudancas induzidas pelo estresse salino influenciam
diretamente no comportamento estomatico e, portanto, reduzem a taxa de
transpiracdo e fotossintese (MUNNS; GILLIHAM, 2015). A salinidade interfere
negativamente na translocacdo dos fotoassimilados e, consequentemente, a
guantidade e qualidade do produto final sdo afetados, principalmente em espécies
graniferas.

A salinidade induz variados efeitos nas plantas que podem ser subdivididos em
resultantes dos estresses osmoético ou ibnico (DEINLEIN et al., 2014). Ainda segundo
estes autores, 0 estresse osmoético induz reducdo no potencial hidrico que provoca
diminuicAo na captacdo de &gua pelas raizes e perda de turgor das folhas.
Adicionalmente, ocorre inativacdo ou reducédo na funcionalidade das proteinas, perda
de fluido do vacuolo, desarranjo da integridade estrutural das células por conta da
desidratacdo e murchamento da planta (LITALIEN; ZEEB, 2020). O estresse ibnico €
induzido pelo excesso de sais, principalmente do ion sbédio (Na*), que provoca
toxicidade ibnica que interfere em importantes processos fisiolégicos das espécies
vegetais, com destaque para a fotossintese (ORLOVSKY et al., 2016). A salinidade
interfere no transporte fotossintético de elétrons, na atividade da Rubisco e na
captacéo e assimilacdo de CO2 (ACOSTA-MOTOS et al., 2017; FOYER, 2018).

A salinidade pode provocar aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), com destaque para o radical superéxido (O2*), peroxido de
hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH®) (FOYER, 2018). O estresse oxidativo,
desequilibrio entre a producéo e inativagdo de EROs, é um estresse secundario que
se estabelece nas plantas expostas ao estresse salino (MITTLER, 2017). O estresse
oxidativo provoca danos aos carboidratos, lipidios, proteinas e acido nucléicos bem
COMO aos processos respiratorios e fotossintéticos e desencadeia alteracbes na

atividade de enzimas e nos niveis de compostos antioxidantes (CHICONATO et al.,
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2019). Para controlar os niveis de EROs e evitar o estresse oxidativo, as plantas
sintetizam compostos antioxidantes de baixo peso molecular e ativam enzimas
antioxidantes que aceleram a degradacao das EROs (AHMED et al., 2015; NOCTOR,;
FOYER, 2017).

A salinidade € um estresse abidtico frequente em regides aridas e semiaridas,
sendo acentuado devido as condicfes climaticas, caracteristicas quimicas e fisicas
do solo e ac¢des antrépicas presentes nestas regidbes (PEDROTTI et al., 2015). Nas
regibes aridas e semiaridas do Nordeste brasileiro, as leguminosas, em especial 0s
feijdes, tém grande importancia socioecondmica, alimentar e ambiental. Os feijoes
secos dos géneros Phaseolus e Vigna, com destaque para o feijao-caupi (Vigha
unguiculata (L.) Walp.), feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) e feijao-mungo (V.
radiata (L.) Wilczek), sdo pulses resistentes a terras aridas e temperaturas extremas
(JAVALOYES et al., 2016). O estudo das respostas destas plantas em condi¢cbes
ambientalmente adversas pode contribuir para a manutencéo da producédo agricola
em um cenario de mudancas climaticas (FAO, 2016). Neste contexto, o presente
estudo teve por objetivo avaliar as alteracdes vegetativas e metabdlicas de feijao-

caupi e feijdo-mungo em resposta a salinidade.

2. MATERIAL E METODOS
2.1Delineamento experimental

O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado em
fatorial 6 x 2, sendo seis tratamentos (0; 25; 50; 75; 100; e 150 mM de cloreto de sédio)
baseados em trabalhos (PEREIRA NETO; BONIFACIO, 2019) e duas espécies
vegetais (feijao-caupi e feijdo-mungo), com trés repeticdes. A unidade experimental
foi constituida de duas plantas por vaso.

2.2Instalacdo e conducao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Biologia localizada no Centro de Ciéncias da Natureza (UFPI; Teresina/Pl). Sementes
de feijao-caupi e feijdo-mungo foram desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1% por
60 s, seguidas de triplice lavagem, e entdo semeadas em vasos contendo 3,5 kg de
areia lavada. Apos a germinacao, as plantas foram regadas de forma alternada com
agua destilada e solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) diluida 1/2. Apés a

emissao do primeiro trifélio definitivo, aplicou-se a solugédo nutritiva de Hoagland e
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Arnon (1950) completa até o momento da diferenciacdo dos tratamentos. Apds
apresentarem o terceiro trifélio, as plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo foram
regadas intercalados diariamente com 4gua ou solucao nutritiva, ambos em plantas
sem NaCl (controle) e com 25, 50, 75, 100 e 150 mM de NaCl (a depender do
tratamento). O dia da coleta se deu com a manifestacdo dos sintomas visuais
(murchamento e clorose das folhas em plantas sob estresse com 150 mM NaCl) em
40 dias apés a semeadura.

Durante o periodo experimental, altura das plantas foi mensurada a cada cinco
dias e os dados utilizados para o célculo da taxa de crescimento absoluto (TCA). Para
calcular a TCA, utilizou-se a formula TCA = (AF - Al) / T, onde AF e Al é a altura fina
e inicial, respectivamente, e T Indica o tempo entre as observagdes (BENINCASA,
2003). Na ocasido da coleta, mensurou-se o comprimento e volume das raizes, 0
conteudo relativo de agua, massa fresca da parte aérea e das raizes. (BARRS;
WEATHERLEY, 1962; BENINCASA, 2003). Amostras foliares frescas (terceiro trifolio)
foram coletadas e congeladas em freezer -20 °C e posteriormente utilizadas na
determinacdo da concentracdo de pigmentos fotossintéticos e de compostos e

enzimas relacionadas as respostas oxidativas.

2.3Determinacdo da concentracdo de pigmentos fotossintéticos

Para mensurar a concentracao das clorofilas (a e b) e carotenoides, segmentos
foliares foram pesados e macerados em presenca de etanol 95% (v/v). Em seguida, o
sobrenadante foi lido a 649, 664 e 470 nm. Com base nas leituras, calculou-se a
concentracdo das clorofilas (a e b) e carotenoides utilizando as equacdes propostas
por Lichtenthale e Wellburn (1983) e os dados foram expressos em mg g* MF (massa
fresca). A relacao clorofila a:b foi calculada pela razdo entre as concentracdes de
clorofilas a e b. Para a mensuracdo das antocianinas (GITELSON et al., 2001),
amostras foliares foram pesadas e maceradas na presenca de metanol (em HCI 0,1%)
(v/v) e entdo lidas em espectrofotometro a 530 nm. A concentragdo das antocianinas
foi calculada com base em coeficiente de extingdo molar de 26,9 mM* cm™ e os

resultados expressos em mg g* MF.

2.4Compostos e enzimas relacionadas as respostas oxidativas
Segmentos foliares foram macerados na presenca de acido tricloroacético
(TCA) 5% (p/v) e a mistura foi centrifugada a 10.000 g (15 min a 4 °C). Em seguida, 0
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sobrenadante (extrato ndo-enzimatico) foi recolhido e utilizado na determinacao do
conteudo de peroxido de hidrogénio (H202), peroxidacao lipidica e formas reduzidas
do ascorbato (ASA) e glutationa (GSH). Para determinacéo da atividade das enzimas
SOD e peroxidase de fenois (POX) foi preparado o extrato enzimatico. Segmentos
foliares foram macerados na presenca de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH
7,0) adicionado de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1,0 mM e acido
ascorbico 1,0 mM. Apds a maceragédo, a mistura foi centrifugada a 14.000g (4 °C) por
25 min e o sobrenadante (extrato enzimético) foi coletado. As metodologias utilizadas
estdo descritas a seguir.

Para a quantificacdo do conteudo de H202 (BRENNAN; FRENKELL, 1977),
aliquotas do extrato ndo-enzimatico foram misturadas com FeSO4 100 uM, (NH4)2SO4
250 puM, H2S04 25 mM, alaranjado de xilenol 100 uM e sorbitol 99 mM. Apds repouso
a 25 °C por 30 min, a mistura foi lida a 560 nm. A concentracdo do H20: foi calculada
com base na curva-padrdo e os resultados expressos em pmol H202 g* MF. Na
determinacdo da peroxidacédo lipidica (HEATH; PACKER, 1968) com modificacdes,
aliquotas do extrato ndo-enzimatico foram misturadas com TCA 20% (p/v) e acido
tiobarbittrico (TBA) 0,5% (p/v) e entdo aquecidos em banho-maria a 100 °C (1 h).
Apoés este procedimento, os tubos foram resfriados e lidos a 532 e 660 nm em
espectrofotdbmetro. A peroxidacao lipidica foi calculada com base no coeficiente de
extingdo molar de 155,0 mM* cm™ e os resultados expressos em nmol TBA-MDA
(malonaldeido) g* MF.

Na determinacdo da concentracdo do ASA (KAMPFENKEL et al., 1995),
aliquotas do extrato ndo-enzimatico foram misturadas com tampao fosfato de potassio
200 mM (pH 7,4), TCA 10% (p/v) e bipiridil 4% (p/v). Apés agitacdo em vortex,
adicionou-se FeClz 3% (p/v) e H2PO4 45% (v/v). Apbs 15 min a 42 °C, a mistura foi
lida a 525 nm no espectrofotdmetro. A concentracdo do ASA foi calculada com base
na curva-padréo e os resultados expressos em pmol ASA g* MF. Para a mensuracéo
dos niveis da GSH baseou na metodologia de Griffith (1980) com modificagdes.
Aliquotas do extrato n&o-enzimatico foram colocadas em tubos de ensaio e entdo
adicionou-se tampéao fosfato de potassio 150 mM (pH 7,6) e 5,5-ditio-bis-2-acido
nitobenzoico (DTNB) 6,0 mM. Os tubos foram levados ao banho-maria a 30 °C (10
min) e em seguida a mistura foi lida a 412 nm em espectrofotdmetro. A concentragao
da GSH foi calculada com base na curva-padréo e os resultados expressos em pumol
GSH g MF.
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Para determinacdo da enzima SOD (BEAUCHAMP; FRIDOVICH 1971),
aliquotas do extrato foram transferidas para tubos escurecidos e misturadas com
tampéao fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0) contendo EDTA 0,1 mM e metionina 13
mM, azul de nitrotetrazolio (NBT) 750 uM e riboflavina 1,0 mM. Em seguida, a mistura
foi exposta a luz utilizando lampadas fluorescentes de 30 watts por 5 min. Apés o
desligamento da luz, os tubos foram escurecidos e entdo a mistura foi lida a 560 nm.
Uma unidade de atividade (UA) da SOD foi definida como a quantidade da enzima
necesséria para inibir em 50% a fotorredu¢édo do NBT (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
Apoés calculados, os dados foram expressos em UA mg proteina® mint. Para a
guantificacdo da atividade da POX (KAR; MISHRA, 1976), aliquotas do extrato
enziméatico foram misturadas com tampéao fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8) contento
pirogalol 20 mM e H202 20 mM e, apds 1 min, adicionou-se H2SO04 0,5% (v/v) para
parar a reacdo. Em seguida, a mistura foi lida a 420 nm. A atividade da POX foi
calculada com base no coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM* cm? e os

resultados expressos em pmol pirogalol mg proteina* min-.

2.5Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) precedido pelo
teste F, ambos a 5% de probabilidade. O teste Ducan a 5% foi utilizado para testar a
diferenca entre os niveis de salinidade dentro da mesma espécie vegetal e para
comparar as duas espécies na mesma concentracdo de NaCl. Apés transformados,
os dados foram submetidos a analise de componentes principais e ao escalonamento
multidimensional ndo-métrico. Para validacdo dos agrupamentos formados, os dados
foram submetidos a analise multivariada permutacional de variancia (PERMANOVA).
As analises estatisticas univariadas foram realizadas utilizando o software R Studio
1.2.5 com o pacote easyanova, enquanto as analises estatisticas multivariadas foram

realizadas no software Past 4.3.

3. RESULTADOS
3.1Andlise geral dos dados

De acordo com a analise de variancia (ANOVA), nota-se que houve efeito
significativo dos niveis de salinidade em todos os parametros avaliados (Tabela 1) e
apenas o comprimento das raizes e a atividade da enzima superoxido dismutase néo

foram significativos quando o fator ‘espécies’ foi analisado. A interacdo entre os
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fatores ‘salinidade’ e ‘espécies’ foi significativo em todas as variaveis, exceto para o
conteudo relativo de agua, massa fresca das raizes e total. O coeficiente de variacédo

dos dados analisados variou entre 3 e 10%.

Tabela 1. Andlise de variancia (quadrado médio) das variaveis analisadas apos a
exposicdo das espécies de feijdo a salinidade.

Fonte de Variacdo (Quadrado médio)

Varaveis analisadas Salinidade (S) Espécies(E) SXE CV (%)
Taxa de crescimento absoluto 2024 * 6697 * 253,7* 8,15
Comprimento das raizes 2045 * 3,33 "M 9,33 * 4,16
Volume das raizes 4568 * 1122 * 5615* 6,67
Conteudo relativo de agua 493,2 * 834,9* 17,08 4,39
Massa fresca da parte aérea 0,98 * 0,28 * 0,09 * 5,74
Massa fresca das raizes 1,57 * 1,46 * 0,02 5,82
Clorofila a 0,12 * 0,14 * 0,003* 4,77
Clorofila b 0,03 * 0,14 * 0,01* 8,08
Carotenoides 0,08 * 0,06 * 0,01* 6,24
Antocianinas 0,08 * 0,01* 0,01* 5,07
Relacéo clorofila a:b 2,52 * 18,23 * 1,16 * 7,23
Peréxido de hidrogénio 0,69 * 0,41 * 0,18 * 4,56
Peroxidacéao lipidica 9529 * 12435 * 858,3* 5,14
Ascorbato reduzido 0,15* 22,97 * 0,94 * 7,86
Glutationa reduzida 3,86 * 4,87 * 0,26* 7,79
Dismutase do superéxido 0,26 * 0,01 0,37 * 4,60
Peroxidase de fendis 16,59 * 71,58 * 1,25* 6,17
Graus de liberdade 5 1 5 -

* = gignificativo a 5%; ns = néo significativo; CV = coeficiente de variacdo. CLT = clorofila total. CAR =
Carotenoides

3.2Crescimento e pigmentos fotossintéticos

O crescimento (taxa de crescimento absoluto, comprimento e volume das
raizes, contetdo relativo de agua) e producdo de massa fresca (parte aérea e raizes)
das plantas de feijao-caupi e feijdo-mungo foram afetados negativamente pela
salinidade apresentando diferenca em relacdo as plantas ndo estressadas a partir da
exposicdo a 25 mM de NaCl, com excecdo do conteudo relativo de agua em plantas
de feijao-mungo que foi reduzido partir de 50 mM NacCl (Figura 1). Quando expostas
a 150 mM de NaCl, as plantas exibiram reducao de até 58% nas variaveis analisadas,
com destague para a taxa de crescimento absoluto e o volume e massa fresca das

raizes onde foram registrados os maiores decréscimos em resposta a salinidade
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(Figura 1A, 1C e 1F). As plantas de feijdo-mungo apresentam maior taxa de
crescimento absoluto, enquanto as plantas de feijdo-caupi exibiram maior volume das
raizes, conteldo relativo de dgua e massa fresca da parte aérea e raizes (Figura 1C,
1D, 1E e 1F).
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Figura 1. Taxa de crescimento absoluto (A), comprimento (B) e volume (C) das raizes, conteddo
relativo de agua (D), massa fresca da parte aérea (E) e das raizes (F) de plantas de feijdo-caupi e
feijdo-mungo expostas a salinidade (0 a 150 mM de NacCl). Letras mindsculas iguais indicam que néo
houve diferenca significativa entre os niveis de salinidade, enquanto o asterisco (*) indica que houve
diferenca entre as duas espécies vegetais em cada nivel de salinidade (Teste Scott-Knott; p < 0,05).

Foram registradas alteracdes significativas nos pigmentos fotossintéticos de
plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo em resposta a salinidade (Figura 2). Enquanto
os niveis de clorofilas a e b foram reduzidos com a exposicéo das plantas a salinidade,
a concentracao de carotenoides e antocianinas foram incrementadas em reposta ao
estresse salino (Figura 2A, 2B, 2C e 2D). A concentragao de clorofilas a foi reduzida
em 45% nas duas espécies quando estas foram expostas a 150 mM de NaCl (Figura
2A). Em contrapartida, o nivel de carotenoides nas plantas de feijdo-caupi e feijao-

mungo expostas a 150 mM de NaCl foi 72% e 98% superior ao controle,

respectivamente (Figura 2C). Nas plantas de feijdo-mungo expostas a 150 mM de
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NacCl, registrou-se aumento de 135% no nivel de antocianinas em relacdo ao controle
(Figura 2D). A relacéo clorofila a:b aumentou em resposta a salinidade, sendo este
aumento mais acentuado no feijdo-caupi. Quando expostas a 150 mM de NacCl, as
plantas de feijdo-caupi e feijao-mungo exibiram valores estatisticamente similares da

relacdo clorofila a:b (Figura 2E).
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Figura 2. Teores de clorofila a (A) e b (B), carotenoides (C), antocianinas (D) e relacdo clorofila a:b (E)
de plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo expostas a salinidade (0 a 150 mM de NacCl). Letras
mindsculas iguais indicam que néo houve diferenca significativa entre os niveis de salinidade, enquanto
0 asterisco (*) indica que houve diferenca entre as duas espécies vegetais em cada nivel de salinidade
(Teste Scott-Knott; p < 0,05).

3.3Respostas do sistema redox

Houve aumento linear e significativo na concentracao de H202 e na peroxidagao
lipidica nas duas espécies vegetais em resposta aos niveis crescentes de salinidade
(Figura 3A e 3B). Em relacéo ao controle, as plantas de feijdo-caupi e feijao-mungo
apresentaram aumento de 15% e 47% na concentracdo de H202 quando expostas a
150 mM de NacCl, respectivamente. As plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo diferiram

entre si para a concentracéo de H202 apenas no controle e quando expostas a 50 mM
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de NaCl (Figura 3A). A peroxidacao lipidica foi maior nas plantas de feijado-caupi que
no feijdo-mungo, principalmente quando estas foram expostas a 50 mM de NaCl (49%

de diferenca entre as duas espécies vegetais) (Figura 3B).
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Figura 3. Teores de peroxido de hidrogénio (A), peroxidacao lipidica (B), ascorbato (C) e glutationa (D)
reduzidos de plantas de feijao-caupi e feijdo-mungo expostas a salinidade (0 a 150 mM de NaCl). Letras
minudsculas iguais indicam que n&o houve diferenca significativa entre os niveis de salinidade, enquanto
o0 asterisco (*) indica que houve diferenca entre as duas espécies vegetais em cada nivel de salinidade
(Teste Scott-Knott; p < 0,05).

O ascorbato reduzido foi aumentado nas plantas de feijao-caupi e os valores
maximos foram observados nas plantas expostas a 100 mM de NacCl (Figura 3C). J&
as plantas de feijdo-mungo, exibiram decréscimo linear nos niveis de ascorbato
reduzido, sendo registrada reducdo maxima de 36% nas plantas expostas a 150 mM
NaCl (Figura 3C). As plantas de feijdo-mungo apresentaram concentracdo de
ascorbato reduzido superior ao feijao-caupi em todos os niveis de salinidade, exceto
guando estas foram expostas a 150 mM de NaCl. A glutationa reduzida aumentou
significativamente em plantas de feijdo-caupi e feijao-mungo em resposta ao estresse
salino, sendo este aumento registrado ja a partir de 25 mM de NaCl (28 a 140% em
relacéo ao controle) (Figura 3D). Exceto no controle, os valores de glutationa reduzida
registrados nas plantas de feijdo-caupi foram maiores que o feijdo-mungo (Figura 3D).

A atividade da enzima SOD foi diferentemente alterada em resposta a
salinidade nas duas espécies vegetais (Figura 4A). Houve reducao entre 6 a 27% na
atividade da SOD nas plantas de feijdo-caupi em reposta a salinidade. Em
contrapartida, a atividade da SOD foi aumentada significativamente nas plantas de
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feijdo-mungo quando estas foram submetidas a salinidade até 75 mM de NaCl, sendo
entdo reduzida com a exposicédo a 100 e 150 mM NaCl. As plantas de feijdo-mungo
apresentaram atividade de SOD superior ao feijao-caupi quando expostas a 75 e 100
mM de NacCl (Figura 4A). Nota-se aumento na atividade da enzima POX nas duas
espécies vegetais com a exposicao a salinidade, sendo os maiores valores registrados
nas plantas de feijdo-caupi (Figura 4B). A atividade de POX foi aumentada em 101%
e 121% nas plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo, respectivamente, quando
expostas a 150 mM de NaCl em relacdo ao controle (Figura 4B).

Caupi Mungo Caupi Mungo
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Figura 4. Atividades de dismutase de superoxido (A) e peroxidase de fendis (B) de plantas de feijao-
caupi e feijdo-mungo expostas a salinidade (0 a 150 mM de NacCl). Letras minUsculas iguais indicam
gue ndo houve diferenca significativa entre os niveis de salinidade, enquanto o asterisco (*) indica que
houve diferen¢a entre as duas espécies vegetais em cada nivel de salinidade (Teste Scott-Knott; p <
0,05).

3.4Analise Multivariada

Os dados foram submetidos a analise de componentes principais (PCA) e ao
escalonamento multidimensional n&o-métrico (NMDS) visando identificar as
similaridades e dissimilaridades entre os tratamentos empregados. A PCA gerou dois
componentes principais que explicaram 82,9% da variancia total dos dados e foi capaz
de separar as duas espécies vegetais — mesmo havendo uma aproximacdo das
elipses no estresse severo a 150 mM NaCl (Figura 5A). O primeiro e segundo
componentes (PC1 e PC2) da PCA representaram 60,6% e 22,3% da variacdo dos
dados, respectivamente (Figura 5B). A PC1 foi caracterizada positivamente pelas
variaveis de crescimento (conteudo relativo de agua, comprimento e volume das
raizes e massa fresca da parte aérea e raizes) e clorofilas a e b (loadings > 0,76) e
negativamente pela peroxidagéo lipidica e os niveis dos carotenoides, antocianinas e
glutationa reduzida (loadings > -0,79) (Figura 5B). No PC2, nota-se maior influéncia
da taxa de crescimento absoluto (loading = -0,73), ascorbato reduzido (loading = -

0,96) e peroxidase de fendis (loading = 0,69).
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Figura 5. Analise de componentes principais (A e B) e escalonamento multidimensional n&o-métrico
(C) dos dados obtidos ap0s a exposicdo de plantas de feijdo-caupi (A) e feijao-mungo (O) a salinidade
(0 a 150 mM de NaCl). As elipses mostram os grupos formados e confirmados pela anélise multivariada
permutacional de variancia (PERMANOVA).

Analisando o0 NMDS, nota-se que as duas espécies vegetais apresentaram
diferenca na resposta aos tratamentos aplicados (Figura 5C). Nota-se a formacao de
trés agrupamentos para os dados das plantas de feijao-caupi, sendo controle e plantas
expostas a 25 mM de NaCl no grupo 1, plantas expostas a 50, 75 e 100 mM de NacCl
no grupo 2 e plantas expostas a 150 de NaCl no grupo 3. J& para o feijao-mungo, 0s
tratamentos foram separados em quatro grupos: grupo 1 formado pelo controle; grupo
2 com plantas expostas a 25 e 50 mM de NacCl; grupo 3 com plantas expostas a 75 e
100 mM NacCl; e o quarto grupo formado pelas plantas expostas a 150 mM NaCl. De
modo geral, a exposi¢ao das plantas a 150 mM NaCl induziu respostas diferentes dos
demais tratamentos nas duas espécies vegetais, sendo considerado como estresse

severo uma vez que causou mais danos as plantas que os demais tratamentos.

4. DISCUSSAO
As plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo apresentaram reducéo linear e
significativa no crescimento, conteudo relativo de agua e biomassa em resposta aos

niveis crescentes de salinidade. A perda de agua em resposta a salinidade é
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possivelmente resultado da alteracdo nos potenciais osmoético e hidrico e do
fechamento estomatico visando a reducéo na transpiracdo (ORLOVSKY et al., 2016).
Estas respostas ajudam a prevenir a entrada de ions sodio (Na*) e cloreto (CI) para
0s tecidos vegetais e, portanto, evitam os estresses ibnico, osmético e oxidativo
(MUNNS et al., 2020). O decréscimo na biomassa, tanto nas raizes como na parte
aérea, € reflexo da reducdo da capacidade de absorcdo de nutrientes e agua,
producdo de fotoassimilados e aporte de carbono, que afetara posteriormente a
capacidade produtiva das culturas (ABDELGAWAD et al., 2016; RADY et al., 2019).

Respostas similares ao presente estudo foram registrados por Rady et al.
(2019) e Talaat (2019) em plantas de feijao-comum expostas a salinidade em
diferentes niveis e, portanto, corroboram com a reducdo de crescimento encontrada
neste trabalho. Enquanto Rady et al. (2019) registraram reducdo dos parametros
fisioldgicos e de crescimento em plantas de feijdo-comum expostas ao estresse salino
severo, Talaat (2019) registrou reducédo gradual nas concentracbes de pigmentos
fotossintéticos e nos parametros de crescimento e rendimento de plantas de feijao-
comum submetidas a niveis crescentes de salinidade.

As clorofilas (a e b) sdo pigmentos presentes no complexo antena e centro de
reacdo e responsaveis pela etapa fotoquimica da fotossintese. A reducdo na
concentracdo destes pigmentos provocada pela salinidade resulta, principalmente, da
degradacdo causada pela presenca em excesso de ions toxicos Na* e CI e isto afeta
diretamente a fotossintese e, portanto, a fixacdo de carbono (FLOWERS et al., 2015;
LI et al., 2015). A reducao dos teores de clorofila a e b achados neste estudo séo
corroborados por Talaat (2019) e Adhikari et al. (2020) quando avaliaram plantas de
feijdo-comum e soja, respectivamente, sob salinidade.

Além das clorofilas, considerados os principais pigmentos fotossintéticos, 0s
niveis dos pigmentos acessorios (carotenoides e antocianinas) também foram
mensurados. O aumento na concentragdo de carotenoides e antocianinas registrado
neste estudo, possivelmente, relaciona-se com suas func¢des nas ceélulas vegetais
uma vez que estes atuam como dissipadores de energia na forma de calor em
situacdes de estresses abidticos (VERHOEVEN et al., 2018). Vale ressaltar que as
variacdes na clorofila b estéo relacionadas com os niveis de carotenoides nas plantas
de feijao-caupi sob estresse salino. Pois as plantas buscam compensacéao e equilibrio
entre os pigmentos devido ao papel desenvolvido por esses pigmentos no processo

fotossintético na absorcéo de fotons e perda ou dissipacdo de energia na forma de
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calor durante a transferéncia para que os centros de reacdo ndo sejam afetados
(BLANKENSHIP, 2017).

Jéa as antocianinas agem como antioxidantes contra os danos causados pelas
EROs e como filtros da luz visivel e ultravioleta visando inibir a fotoinibic&o e fotodano
ao aparato fotossintético (TRUONG et al., 2018). Apesar da diferenca genética, os
resultados acerca da concentracdo de carotenoides e antocianinas expressam o0
comportamento das duas espécies ha modulagdo dos mecanismos metabdlicos frente
ao estresse salino que desencadeia um desequilibrio entre a producgéo e inativacédo
das EROs (MITTLER, 2017b). De fato, neste estudo observa-se o aumento na
concentragcédo de H20:2 juntamente com o incremento na peroxidacdo lipidica. Estas
respostas indicam que as EROS foram produzidas e causaram degradacao oxidativa
das membranas lipidicas e de biomoléculas (NOCTOR; FOYER, 2017). No geral, o
feijdo-mungo mostrou-se menos sensivel a salinidade uma vez que a variagdo na
peroxidacao lipidica foi menor em comparacao ao registrado no feijao-caupi.

Foi observado que enquanto o ascorbato reduzido € aumentado no feijao-caupi,
no feijdo-mungo o valor deste antioxidante decresce. Este resultado evidencia que
houve diferenca metabdlica entre as duas espécies no enfrentamento ao estresse
salino. A reducdo nas concentracfes de ascorbato reduzido indicam que as plantas
de feijdo-mungo estdo desintoxicando as EROs por meio do ciclo ascorbato-
glutationa, onde o ascorbato ao ser consumido cede elétrons para manutencao da
atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX), a qual converte o H202 em H20
e O2 (HASANUZZAMAN et al., 2019).

A concentracado da glutationa reduzida é aumentada nos feijdo-caupi e feijao-
mungo, indicando que houve um estimulo na producéo deste antioxidante como forma
de defesa dos efeitos negativos do estresse salino. Porém os maiores acréscimos
foram registrados para o feijdo-mungo reforcando que a glutationa, assim como o
ascorbato, além de atuarem durante o ciclo ascorbato-glutationa na inativagdo da
EROS, agem de forma isolada na inativacao de compostos xenobidticos e controle da
homeostase celular, onde a alteracdo desta condicdo € indicativo de condicdo de
estresse nas plantas (RADY et al., 2018). Em plantas de grao-de-bico (Cicer arietinum
L.) observou-se que este antioxidante tem papel importante no enfrentamento do
estresse salino e atua na desintoxicagdo dos sais em excesso (SHANKAR et al.,
2016). O aumento os teores da glutationa reduzida e oxidada em plantas de feijao-

mungo sob estresse salino severo também é relatado por Nahar et al. (2015).
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Além dos antioxidantes hidrossoluveis, o sistema de defesa antioxidante
engloba diferentes enzimas. A SOD, uma enzima da primeira linha de defesa do
sistema antioxidante dos vegetais, atua na dismutacdo do O2* em H202 (GUPTA et
al., 2016). Neste estudo, nota-se que as plantas de feijao-caupi e feijdo-mungo
expostas a salinidade apresentaram comportamentos distintos acerca da atividade da
SOD. Houve reducéo linear na atividade de SOD nas plantas de feijao-caupi,
enquanto que a atividade de SOD nas plantas de feijdo-mungo aumentou até 100 mM
de NaCl e caiu aos niveis do controle na presenca de 150 mM de NaCl. Segundo
Adhikari et al. (2020), a atividade das enzimas antioxidantes varia entre espécies,
assim como, entre cultivares da mesma espécie sob condi¢cdes de estresse salino.

E possivel que tenha havido inativacdo da atividade de SOD pelo alto nivel de
salinidade (150 mM de NaCl) ou pelo aumento significativo dos niveis de H202. De
acordo com Ma et al. (2017), as isoformas de SOD que usam ferro ou manganés como
cofatores sédo sensiveis ao H202 e é possivel distingui-las de acordo com sua
sensibilidade a esta ERO. E possivel que, a partir de 100 mM de NaCl, a SOD tenha
sofrido danos ou inativagéo pelas EROs que reduziram sua atividade (ATTIA et al.,
2008). Em plantas de feijao-comum sob estresse salino registrou-se aumento na
atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidante, em especial da catalase nas
raizes e da SOD nas folhas (KESHAVARZ; MOGHADAM, 2017).

O aumento na atividade da POX registrado nas plantas de feijao-caupi e feijao-
mungo sugere que houve tentativa de detoxificagdo do H202 dentro da célula através
da oxidacdo de substratos fendlicos, tais como pirogalol e/ou guaiacol, na busca de
um novo equilibrio do metabolismo vegetal (MAIA et al., 2012; ARAUJO et al., 2018).
O H202 tem papel dualistico no metabolismo vegetal (BONIFACIO et al., 2016), sendo
visto como ERO que desestabiliza membranas celulares e também como regulador
da biossintese de lignina (LIU et al., 2015). Passardi et al. (2004) relatam que a
atividade de POX pode limitar o crescimento das células uma vez que estas enzimas
utilizam o H202. Os niveis de H202 induzem acumulo de lignina, um composto da
parede celular dos vegetais, que resulta em raizes mais grossas e curtas (menor
comprimento) tal como relatado neste trabalho para as plantas de feijao-caupi e feijao-

mungo.
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5. CONCLUSAO

A salinidade induz incremento na producdo de EROs que afetam
negativamente o crescimento, a producdo de biomassa e 0s niveis de clorofila.
Embora os danos ocasionados pela salinidade tenham sido identificados nas duas
espécies, diferencas metabdlicas foram identificadas. As plantas de feijdo-caupi
acumularam as formas reduzidas do ascorbato e glutationa e exibiram reducédo na
atividade de SOD, enquanto as plantas de feijdao-mungo consumiram o ascorbato
reduzido e induziram a atividade de SOD. Baseado nas maiores variagcdes na
peroxidacao lipidica as plantas de feijdo-mungo sdo mais sensiveis ao estresse salino

resultando em maiores danos bioquimicos, celulares e no crescimento.
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CAPITULO I

O estresse por aluminio afeta diferentemente a performance fisioldgica e as

respostas bioquimicas em duas espécies de feijao

(Aluminum stress differentially affects physiological performance and biochemical
responses in two bean species)
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RESUMO

O aluminio é o elemento metalico mais prevalente no solo e pode se apresentar em
formas toxicas, sendo bastante presente em solos acidos que sdo um entrave para
producao agricola mundial. O aluminio causa efeitos na morfologia, funcées celulares,
moleculares e fisiolégicas das plantas. O presente estudo teve por objetivo
compreender as respostas biométricas e bioquimicas de plantas de feijdo-caupi e
feijjdo-mungo expostas aos niveis crescentes de aluminio. O delineamento
experimental utilizado foi 6 x 2, sendo seis niveis de aluminio (0, 20, 40, 60, 80 e
100 uM de AICI3) e duas espécies vegetais (feijdo-caupi e feijdo-mungo). Os
parametros de crescimento (taxa de crescimento absoluto, biomassa fresca da parte
aérea e raizes, comprimento e volume de raizes) foram reduzidos pelo estresse por
aluminio e houve influéncia deste estresse no status hidrico foliar das duas culturas.
O feijao-caupi e o feijdo-mungo apresentarem tendéncias opostas na concentracéo
dos pigmentos fotossintéticos e suas relacbes, até mesmo nos pigmentos de
dissipagéao de energia. Os danos causados pelo H202 foram aumentados nas duas
culturas. No sistema antioxidante a atividade das enzimas dismutase do superoéxido e
peroxidase de fendis distinguiram entre as espécies, assim como a glutationa
reduzida. O feijdo-caupi e feijdo-mungo tiveram o crescimento afetado pelas
condicdes estresse por aluminio, porém pela diferenca genética entre espécies,
tiveram comportamentos distintos a fim mitigar os efeitos danosos do metal. Conforme
as respostas encontradas nas menores perdas nos parametros de crescimento e
principalmente nos incrementos de pigmentos fotossintéticos e menores variacao na
peroxidacdo lipidica em relacdo as plantas nao-estressadas, as plantas de feijao-

mungo sao menos sensiveis que o feijao-caupi aos niveis elevados de aluminio.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, Vigna radiata, estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Aluminum is the most prevalent metallic element in mineral soil and because of this it
can be present in toxic forms, quite present in acidic soils, which represents an
obstacle to global agricultural production. There are several deleterious effects of
aluminum on plant morphology, cellular, molecular and physiological functions. Plant
species have physiological and biochemical responses to reduce these damages,
survive and close the cycle. The present study aimed to understand the biometric and
biochemical responses of cowpea and mung bean plants exposed to increasing levels
of aluminum. The experimental design used was 6 x 2, six levels of aluminum (0, 20,
40, 60, 80 and 100 uM AICI3) and two cultures (cowpea and mung bean). The growth
parameters (absolute growth rate, fresh biomass of the aerial part and roots, length
and volume of roots) were reduced by aluminum stress, there is an influence on the
water status for both cultures. However, cowpea and mung bean have opposite trends
in the concentrations of photosynthetic pigments and their relationships, even in
energy-dissipating pigments. The damage caused by hydrogen peroxide was
increased in both cultures. In the antioxidant system, the activity of the superoxide
dismutase and phenol peroxidase enzymes distinguished between species, as well as
reduced glutathione. The cowpea and mung bean growth was affected by the stress
conditions caused by aluminum, but due to the genetic difference between species,
they had different behaviors in order to mitigate the harmful effects of the metal.
According to the responses found in the lower losses in growth parameters and mainly
in the increments of photosynthetic pigments and smaller variation in lipid peroxidation
in relation to non-stressed plants, mung bean plants are less sensitive than cowpea to

high levels of aluminum.

Keywords: Vigna unguiculata, Vigna radiata, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Apobs o oxigénio e silicio, o aluminio é o elemento metalico mais prevalente do
solo mineral e representa 7% dos constituintes presentes na crosta terrestre, sendo
integrante na composi¢cao dos minerais de aluminossilicatos (SCHMITT et al., 2016).
Dependendo do pH do meio, o aluminio pode ser encontrado nas formas néo toxicas
(precipitados) e téxicas (Al(OH)?*, Al(OH)2*, Al(OH)s, Al(OH)4 e AI**, sendo o Ultimo
mais toxico). A toxicidade ao aluminio é bastante frequente em solos acidos (pH < 5,0)
e isto representa um entrave para producao agricola de 50% das terras agricultaveis
em todo mundo (AYENI et al.,, 2014). H& ocorréncia de solos acidos no norte da
Europa e Eurasia, sul e leste da América do Norte e do Sul, Africa Central e do Sul e
no sudeste da Asia (FAO; ITPS, 2015). Na América do Sul, os solos &cidos (pH < 3,5)
predominam em areas desmatadas e de acentuada atividade agricola (FAO; ITPS,
2015).

As concentracfes toxicas de aluminio afetam a morfologia bem como as
funcdes celulares, moleculares e fisiol6gicas das espécies vegetais. Visualmente, as
raizes sdo o primeiro 6rgéo a ser afetado pelos niveis toxicos de aluminio uma vez
gue este elemento ocasiona reducdo no crescimento radicular. Segundo He et al.
(2019), o aluminio toxico suprime a divisdo celular, o alongamento das raizes e,
portanto, limita a captacdo de agua e nutrientes, como Ca, Mg, P, Fe, Mn e S, bem
como a producédo de biomassa. Sob o ponto de vista microscépico, ocorre modificacdo
na estrutura da parede celular e na organizacdo, dinamica, propriedades fisicas,
polarizacéo e permeabilidade da membrana plasmatica (SINGH et al., 2017). Segundo
estes autores, as concentracdes toxicas de aluminio afetam a fotossintese, induzem
decréscimo na concentracdo de pigmentos (clorofila e carotenoides) e producao
descontrolada de espécies reativas de oxigénio (EROs) que leva a danos oxidativos
aos lipidios e outras biomoléculas.

Os efeitos do aluminio em plantas de feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.)
foram relatados por Vasconcelos et al. (2020). Houve aumento dos teores de aluminio
nas folhas, causando desequilibro dos nutrientes com o decréscimo do fésforo,
potassio e magnésio, bem como, a reducdo da eficiéncia do uso destes ions. O
aluminio limitou os processos fotossintéticos requerendo maior dissipacdo de energia
por conta do estresse. Além de afetar a morfoanatomia das folhas e o crescimento
das plantas. Nahar et al. (2017) em uma abordagem do estresse por aluminio em

plantas de feijdo-mungo apontam que além dos danos aos parametros fisioldgicos e
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de crescimento houve acréscimo no conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) e
superéxido que acarretou em maiores danos com aumento da peroxidacéo lipidica.
As espécies vegetais possuem um sistema antioxidante, composto por enzimas
antioxidantes, como catalase, dismutase do superoxido, peroxidase do ascorbato, da
glutationa e de fendis, e de compostos ndo enzimaticos (ascorbato, glutationa, a-
tocoferdis e carotenoides), sendo uma resposta bioquimica frequentemente induzida
nas situacoes de estresse visando mitigar a producdo descontrolada de EROs e
também seus danos subsequentes (GUNES et al., 2019). Embora sejam conhecidos,
as modulacdes do sistema antioxidante frente ao estresse por aluminio nas plantas,
particularmente no feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) e feijao-mungo (V.
radiata (L.) Wilczek), s&o pouco estudados. Desta forma, o presente estudo teve por
objetivo compreender as respostas biométricas e bioquimicas de plantas de feijao-

caupi e feijdo-mungo expostas aos niveis crescentes de aluminio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1Instalacao, delineamento e conducao experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Biologia localizada no Centro de Ciéncias da Natureza (UFPI; Teresina/Pl). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 6 x 2,
sendo seis tratamentos (0; 20; 40; 60; 80; e 100 uM de cloreto de aluminio (AICl3))
baseado em trabalhos (SILVA; BONIFACIO, 2019) e duas espécies vegetais (feijao-
caupi e feijdo-mungo), com trés repeticdes. A unidade experimental foi constituida de
duas plantas por vaso. Sementes de feijdo-caupi e feijdo-mungo, cedidas pela
Embrapa Meio-Norte (Teresina/Pl), foram desinfestadas com hipoclorito de sédio a
1,0% (60 s), seguidas de triplice lavagem, e semeadas em vasos contendo 3,5 kg de
areia lavada.

Apés a germinacao, as plantas foram regadas de forma alternada com agua
destilada e solucéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) diluida (1/2). Apés a emisséo
do primeiro trifdlio definitivo, aplicou-se a solugdo nutritiva concentrada até a
diferenciacdo dos tratamentos. Na diferenciacdo dos tratamentos, as plantas (que
apresentavam o terceiro trifélio) passaram a ser regadas com AlCls (em agua destilada
ou na solugdo nutritiva, de forma alternada diariamente) na concentracéo

correspondente a cada tratamento até a coleta. A coleta (40 dias apdés a semeadura),
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procedeu-se apos as plantas apresentarem sintomas visuais de estresse por aluminio

(perda de turgor foliar e arroxeamento das bordas foliares).

2.2Andlises biométricas e conteudo relativo de agua

Antes da exposicdo ao estresse e na ocasiao da coleta mediu-se a altura das
plantas com o auxilio de régua e estas medidas foram utilizadas para o calculo da taxa
de crescimento absoluto. O comprimento e volume das raizes foram mensuradas com
uso da régua e proveta graduada, respectivamente. A massa fresca da parte aérea e
das raizes foi obtida ap0s a pesagem em balanca de preciséo. As analises biométricas
foram realizadas conforme descrito por Benincasa (2003). Para quantificar o contetdo
relativo de 4gua utilizou-se a metodologia de Barrs e Weatherley (1962). Para cada
amostra foram retirados 20 discos foliares (1,0 cm) e pesados em balanca analitica
de precisdo para obtencdo da massa fresca (Ms). Posteriormente, os discos foram
imersos em agua destilada por 24 h. Apés a retirada do excesso de agua, os discos
foram pesados para obter a massa turgida (Mt). Ao final, os discos foliares foram secos
em estufa de aeracéo for¢cada (65 °C), até atingir o peso constante, para obtencéo da
massa seca (Ms). O conteudo relativo de agua (CRA) foi calculado com a seguinte
formula: CRA (%) = [(Mt — Ms) / (Mt — Ms)] x 100.

2.3Determinagdes bioquimicas

Amostras foliares frescas (terceiro trifélio) foram coletadas e armazenadas em
freezer -20 °C até o momento da determinacdo da concentracdo de pigmentos
fotossintéticos (clorofilas, carotenoides e antocianinas) e de compostos e enzimas do
sistema redox (H202, peroxidacdo lipidica, ascorbato e glutationa reduzidos,
dismutase do superdéxido e peroxidase de fendis) conforme descrito a seguir.

2.3.1 Pigmentos fotossintéticos

Para determinacdo da concentracéo de clorofilas (a, b e total) e carotenoides,
amostras foliares foram homogeneizadas com etanol 95% e mantidas overnight em
ambiente escuro. Posteriormente, os extratos foram lidos em espectrofotdbmetro nos
comprimentos de onda de 649, 663 e 470 nm. Para o calculo da concentracdo de
clorofilas (a e b) e carotenoides utilizou-se as formulas propostas por Lichtenthale e
Wellburn (1983) e os dados foram expressos em mg g MF (massa fresca). Para

mensurar a concentracao de antocianinas (GITELSON et al., 2001), amostra foliares
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foram misturadas com metanol em HCI 0,1% e, apds 24 horas no escuro, lidas em
espectrofotometro a 530 nm. Para o calculo da concentracéo, utilizou-se o coeficiente
de extincdo molar de 26,9 mM* cm™ para a antocianina a 530 nm e os dados foram
expressos em mg g MF.

2.3.2 Indicadores oxidativos e antioxidantes ndo-enzimaticos

Para a determinacdo da concentracao de H202, da peroxidacao lipidica e das
formas reduzidas do ascorbato e da glutationa, amostras foliares foram maceradas na
presenca de TCA 5% e entédo centrifugadas a 10.000 g (5 min; 4 °C) para obtencéo
do extrato. A concentracdo de H20: foi mensurada utilizando a metodologia de
Brennan e Frenkell (1977). Aliquotas do extrato foram misturadas com FeSO4 100 pM,
(NH4)2S04 250 pM, H2S04 25 mM e, apls agitacdo em vortex, com alaranjado de
xilenol 100 uM e sorbitol 99 mM. Apds 30 min a temperatura ambiente (25 °C), a
mistura foi lida a 560 nm em espectrofotdmetro. A concentracdo de H20: foi calculada
com base na curva padrao e expressa em pmol H202 gt MF.

Para mensurar a peroxidacdao lipidica, utilizou-se a metodologia proposta por
Heath e Packer (1968) com modificacfes. Aliquotas do extrato foram misturadas com
solucdo TCA-TBA (TCA 20% e TBA 0,5%) e entédo transferidas para banho-maria a
100 °C por 60 min. Apés atingir temperatura ambiente, a mistura foi lida a 532 e 660
nm em espectrofotbmetro. A peroxidacdo lipidica foi calculada com base no
coeficiente de extingdo molar de 155,0 mMt cm? para o complexo TBA-MDA
(malonaldeido) e expressos em nmol TBA-MDA g MF.

Para quantificar a concentracao do ASA (KAMPFENKEL et al., 1995), aliquotas
do extrato foram misturadas ao tampdo fosfato de potassio a 200 mM (pH 7,4), TCA
10%, Bipiridil 4%, FeCls 3% e H2PO4 45% e entdo levadas ao banho-maria a 42 °C
(15 min). Em seguida, as amostras foram lidas a 525 nm. A concentracédo de ASA foi
calculada com base na curva-padrdo e expressa em pmol ASA g MF. Para quantificar
a concentracdo de GSH (GRIFFITH, 1980) com modifica¢des, aliquotas do extrato
foram misturadas com tampéo fosfato de potassio 150 mM (pH 7,6) e DTNB 6,0 mM
e, apos agitacdo em vortex, levadas ao banho-maria 30 °C (10 min). Em seguida, as
amostras foram mantidas em temperatura ambiente para estabilizacdo da
temperatura. Posteriormente, procedeu-se a leitura das amostras a 412 nm. A
concentracdo de GSH foi calculada com base na curva-padréo e expressa em pumol
GSH g MF.
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2.3.4 Enzimas antioxidativas

O extrato enzimatico foi preparado macerando-se amostras foliares frescas na
presenca de tampdo fosfato de potassio a 100 mM (pH 7,0) adicionado de EDTA
1,0 mM e &cido ascorbico 1,0 mM com auxilio do almofariz e pistilo. O homogenato foi
centrifugado por 15 min a 13.000 g (4 °C) e entdo o sobrenadante foi recolhido e
utilizado na mensuracdo da atividade das enzimas peroxidase de fendis (POX; EC
1.11.1.7) e dismutase do superéxido (SOD; EC 1.15.1.1). Para determinar a atividade
de POX (KAR; MISHRA, 1976). Aliquotas do extrato enzimatico foram misturadas ao
tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) e H202 20 mM (inicio da reacdo). Apos
dois minutos, a reacao foi paralisada com a adicdo de H2SO4 5%. A mistura foi lida a
420 nm em espectrofotdbmetro. Os valores da atividade de POX foram calculados e
expressos em pmol pirogalol mg proteina* min2.

Para mensurar a atividade da SOD (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971),
aliquotas do extrato enzimatico foram transferidas para tubos protegidos da luz e
entdo adicionou-se tampao de reacao (tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0),
EDTA 0,1 mM e metionina 13 mM), NBT 750 uM e riboflavina 1,0 mM. Posteriormente,
0s tubos foram expostos a luz por cinco minutos com uso de uma lampada de 30 watts
e, em seguida, procedeu-se a leitura das amostras a 560 nm. Com base nas leituras
e considerando que uma unidade de atividade (UA) corresponde a 50% de reducéo
do NBT (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977), os dados foram calculados e a atividade de
SOD foi expressa em UA mg proteina™* min-i,

2.4Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) precedido pelo
teste F, ambos a 5% de probabilidade. O teste t de Student a 5% foi utilizado para
testar a diferenca entre os niveis de AICIs dentro da mesma espécie vegetal e também
para comparar as duas espécies na mesma concentragdo de AICls. Apds
transformados, os dados foram submetidos a analise de componentes principais e ao
escalonamento multidimensional ndo-métrico. Para validacdo dos agrupamentos, 0s
dados foram submetidos a analise multivariada permutacional de variancia
(PERMANOVA). As andlises estatisticas univariadas foram realizadas utilizando o
software R Studio 1.2.5 com o0 pacote easyanova, enquanto que as analises

estatisticas multivariadas foram realizadas no software Past 4.3.
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3. RESULTADOS
3.1Anédlise geral dos dados

De acordo com a ANOVA, houve influéncia significativa dos niveis crescentes
de AICIs nos dados analisados — exceto para a clorofila a (Tabela 1). Analisando o
fator ‘espécie’, nota-se que ndo houve diferenca significativa para a massa fresca da
parte aérea e clorofila a. Ao observar a interacao entre os fatores, observou-se que
nao houve efeito significativo para taxa de crescimento absoluto, comprimento das
raizes e massa fresca das raizes. No geral, o coeficiente de variacdo dos dados ficou
entre 3,3% e 11,8%.

Tabela 1. Andlise de variancia (quadrado médio) das varidveis analisadas apds a
exposicao das espécies de feijao ao aluminio.

Fonte de Variacdo (Quadrado médio)

Varaveis analisadas Aluminio (A) Espécies(E) AxE CV (%)
Taxa de Crescimento Absoluto 2230 * 15545 * 64,46 ™ 5,85
Conteudo relativo de agua 1035 * 85,97 * 49,03* 3,24
Comprimento das raizes 117,3* 11,90 * 4,18 3,63
Volume das raizes 730,3 * 7338 * 38,17* 6,50
Massa fresca da parte aérea 1219~ 0,01 250" 481
Massa fresca das raizes 2,88 * 23,81 * 0,11 * 6,01
Clorofila a 0,005 s 0,0008 ns 0,06 * 8,19
Clorofila b 0,004 * 0,05* 0,03 * 7,70
Carotenoides 0,02 * 0,20 * 0,05* 6,81
Antocianinas 0,05 * 0,03 * 0,07 * 7,68
Relacéo clorofila a:b 0,81 * 12,47 * 1,92* 11,78
Peréxido de hidrogénio 12,26 * 19,05 * 2,04 * 3,29
Peroxidacéo lipidica 325,5* 105,5* 19,67* 7,22
Ascorbato reduzido 1,43 * 14,55 * 0,20 * 5,36
Glutationa reduzida 0,10 * 2,92 * 1,93 * 6,49
Dismutase do superéxido 0,34 * 4,47 * 0,36 * 5,18
Peroxidase de fendis 2,38 * 1,05* 9,59 * 7,62
Graus de liberdade 5 1 5 -

* = significativo a 5%; ns = ndo significativo; CV = coeficiente de variagéo.

3.2Crescimento e pigmentos fotossintéticos

As plantas de feijao-caupi e feijao-mungo exibiram reducéo significativa na taxa
de crescimento absoluto (TCA), conteudo relativo de agua (CRA), comprimento e
volume das raizes e na producado de biomassa (parte aérea e raizes) em resposta aos

niveis crescentes de aluminio (Figura 1). Quando expostas a 100 uM de AICls, as
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plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo apresentaram reducédo de 54% e 35% na TCA
em comparacao ao controle, respectivamente (Figura 1A). O CRA decresceu nas duas
espécies em resposta ao aluminio, tendo sido registrado reducéo entre 7% e 45% no
feijdo-caupi e entre 7 e 32% no feijao-mungo — todos em relacao aos seus respectivos
controles (Figura 1B). Enquanto que o feijdo-mungo apresentou maior TCA em todos
os niveis de aluminio, as plantas de feijdo-caupi apresentaram maior CRA quando
cultivada nos niveis 60, 80 e 100 uM de AICls.
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Figura 1. Taxa de crescimento absoluto (A) e conteldo relativo de &gua (B) de plantas de feijdo-caupi
e feijdo-mungo expostas ao aluminio (0 a 100 uM de AICI3). Letras mindsculas iguais indicam que néo
houve diferenca significativa entre os niveis de aluminio, enquanto o asterisco (*) indica que houve
diferenca entre as duas espécies vegetais em cada nivel de aluminio (Teste Scott-Knott; p < 0,05).

O comprimento das raizes também foi reduzido significativamente com o
aumento nos niveis de aluminio e notou-se reducao de 26% e 28% no feijdo-caupi e
feijdo-mungo, respectivamente (Figura 2A). As espécies nao diferem entre si para o
comprimento das raizes, exceto no controle. O volume das raizes foi afetado pelo
estresse por aluminio nas duas espécies, sendo registrado reducéo de 40% e 45% no
feijdo-caupi e feijdo-mungo, respectivamente, quando estas foram expostas a 100 uM
de AICI3 em relagdo ao controle (Figura 2B). As plantas de feijdo-caupi apresentaram
maior volume de raizes que o feijdo-mungo, independentemente do nivel de aluminio
aplicado. A massa fresca na parte aérea e das raizes das duas espécies vegetais foi
reduzida em resposta ao aluminio, sendo o feijao-mungo mais afetado que o feijao-
caupi. A massa fresca das raizes foi reduzida em mais de 40% nas plantas expostas

a 100 pM de AICIs em relag&o ao controle, respectivamente (Figura 2C).
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Figura 2. Comprimento (A) e volume (B) das raizes, massa fresca da parte aérea e das raizes (C) de
plantas de feijao-caupi e feijdo-mungo expostas ao aluminio (0 a 100 uM de AIClz). Letras mindsculas
iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre os niveis de aluminio, enquanto o asterisco
(*) indica que houve diferenga entre as duas espécies vegetais em cada nivel de aluminio (Teste Scott-
Knott; p < 0,05).

Nota-se efeito significativo dos niveis de aluminio na concentracdo dos
pigmentos fotossintéticos das duas espécies vegetais. Enquanto as plantas de feijao-
caupi exibiram reducdo nos niveis de clorofilas a e b e carotenoides, as plantas de
feijdo-mungo exibiram aumento nas concentracdes de clorofilas (a e b) e carotenoides
em resposta ao aluminio (Figura 3). No feijdo-caupi exposto a 100 uM de AICls, os
niveis de clorofila a e b e carotenoides foram reduzidos em 37%, 50% e 74%,
respectivamente, em relagéo ao controle (Figura 3A, 3B e 3C). Em contrapartida, as
plantas de feijdo-mungo exibiram aumento de 38%, 158% e 53% nas concentracdes
de clorofilas a e b e carotenoides, respectivamente, em resposta ao aluminio. Os
teores de antocianinas aumentaram gradativamente nas plantas de feijao-caupi (até
215% em relacéo ao controle), enquanto o feijdo-mungo exibiu decréscimo nos niveis
destes compostos (Figura 3D). Nos niveis de 60, 80 e 100 uM de AICls, as plantas de
feijdo-caupi apresentaram maiores teores de antocianinas que o feijdo-mungo. A
relacdo clorofila a:b foi aumentada até 40 uM de AICIs nas plantas de feijao-caupi,
enquanto que no feijdo-mungo houve diminuicdo deste parametro em resposta ao

aluminio (Figura 3E).
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Figura 3. Contelido de clorofila a (A) e b (B), carotenoides (C), antocianina (D) e relacao clorofila a:b
(E) de plantas de feijdo-caupi e feijao-mungo expostas ao aluminio (0 a 100 uM de AICls). Letras
mindsculas iguais indicam que nao houve diferenca significativa entre os niveis de aluminio, enquanto
0 asterisco (*) indica que houve diferen¢a entre as duas espécies vegetais em cada nivel de aluminio
(Teste Scott-Knott; p < 0,05).

3.3Respostas do sistema redox

Houve incremento significativo nos niveis de H202, na peroxidacéo lipidica e na
concentracdo de ascorbato reduzido nas plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo em
resposta ao aluminio (Figura 4). De modo geral, o feijao-mungo apresentou niveis de
H202, peroxidacao lipidica e ascorbato reduzido estatisticamente superiores ao feijao-
caupi. A concentracdo de H202 e ascorbato reduzido e a peroxidacgéo lipidica foram
aumentadas em 68%, 115% e 234% nas plantas de feijdo-caupi quando expostas a
100 puM de AICIs — em relacdo ao controle (Figura 4A, 4B e 4C). J4 nas plantas de
feijdo-mungo, os niveis de H202 e ascorbato reduzido e a peroxidacéo lipidica nas
plantas expostas a 100 uM de AlClsforam 126%, 123% e 109% superiores ao controle.

As duas espécies apresentaram comportamentos distintos em relacdo a

glutationa reduzida, sendo registrado queda nos niveis destes compostos nas plantas
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de feijdo-caupi e incremento nas plantas de feijao-mungo (Figura 4D). Com excecéo
do observado nas plantas cultivadas com 40 uM de AICIs, as duas espécies vegetais
apresentaram diferenca significativa na concentracéo de glutationa reduzida. Quando
expostas a 100 uM de AICIs, as plantas de feijao-caupi exibiram reducédo de 47% na
glutationa reduzida e o feijao-mungo exibiram aumento de 81% na concentracao deste

composto em relacdo ao controle (Figura 4D).
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Figura 4. Conteudo de peréxido de hidrogénio (A), peroxidacgéo lipidica (B), ascorbato (C) e glutationa
(D) reduzidos de plantas de feijao-caupi e feijdo-mungo expostas ao aluminio (0 a 100 uM de AICls).
Letras mindsculas iguais indicam que nao houve diferenca significativa entre os niveis de aluminio,
enquanto o asterisco (*) indica que houve diferenga entre as duas espécies vegetais em cada nivel de
aluminio (Teste Scott-Knott; p < 0,05).

a atividade de SOD e POX exibiram
comportamentos opostos em resposta ao aluminio (Figura 5). Houve reducdo na
atividade de SOD (com exceg¢éo em 60 uM de AICls) e aumento (80 e 100 uM de AICls)

na atividade de POX em resposta ao aluminio nas plantas de feijdo-caupi, enquanto

Nas duas espécies vegetais,

gue o comportamento destas enzimas foi oposto no feijdo-mungo, aumento no feijao-
caupi e decréscimo no feijdo-mungo. A atividade da SOD foi reduzida em 20% no
feijdo-caupi no tratamento 40 uM de AICIs e incrementada em 30% no feijao-mungo
quando expostas a 80 uM de AICI3 (Figura 5A). Ja a atividade da POX na presenca
de 100 pM de AICls, registrou-se aumento de 98% no feijao-caupi e reducéao de 40%

no feijao-mungo (Figura 5B).
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Figura 5. Atividades da dismutase do superdxido (A) e peroxidase de fendis (B) de plantas de feijao-
caupi e feijdo-mungo expostas ao aluminio (0 a 100 uM de AlCls)Letras mindsculas iguais indicam que
nao houve diferenca significativa entre os niveis de aluminio, enquanto o asterisco (*) indica que houve
diferenga entre as duas espécies vegetais em cada nivel de aluminio (Teste Scott-Knott; p < 0,05).

3.4Analise multivariada

A analise de componentes principais (PCA) separou parcialmente as duas
espécies vegetais, sendo possivel notar que houve similaridade entre estas espécies
quando expostas a 100 uM de AICIs (Figura 6A). A PCA explicou mais 70% da
variancia dos dados e foram observados a formacao de dois componentes principais.
O primeiro componente, responsavel por 43,3% da variacdo aos dados, foi
influenciado positivamente pelos parametros de crescimento (com excec¢ao da taxa
de crescimento absoluto) e carotenoides (loadings > 0,70) e negativamente pela
peroxidacao lipidica (loading = -0,91) e pelos niveis de H20:2 (loading = -0,82) e
ascorbato reduzido (loading = -0,81) (Figura 1B). O segundo componente,
responsavel por 27,6% da variacdo aos dados, foi caracterizado pela taxa de
crescimento absoluto (loading = -0,81), relacéo clorofila a:b (loading = -0,91) e SOD
(loading = 0,77) (Figuras 6A e 6B).

Ao analisar o escalonamento multidimensional ndo-métrico, notou que as
plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo responderam diferentemente aos niveis
crescentes de aluminio e foram identificados quatro grupos (Figura 6C). O grupo 1
das duas espécies vegetais, agrupou as plantas nao estressadas (controle) e as que
foram expostas a 20 uM de AICls. O grupo 2 nas plantas de feijdo-caupi foi formado
pelas plantas expostas a 40 e 60 uM de AICls, enquanto que no feijdo-mungo o grupo
2 correspondeu as plantas expostas a 40 uM de AlCls. O grupo 3 foi composto pelas
plantas expostas a 80 uM de AICI3 no feijao-caupi e pelas plantas expostas a 60 e
80 uM de AICIs no feijao-mungo. Finalmente, o grupo 4 foi formado pelas plantas

submetidas a 100 uM de AICls tanto para o feijdo-caupi como para o feijao-mungo.
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Figura 6. Andlise de componentes principais (A e B) e escalonamento multidimensional ndo-métrico
(C) dos dados obtidos apds a exposicao de plantas de feijdo-caupi (A) e feijao-mungo (O) ao estresse
por aluminio (0 a 100 uM de AIClz). As elipses mostram os grupos formados e confirmados pela andlise
multivariada permutacional de variancia (PERMANOVA).

4. DISCUSSAO

No presente estudo, registrou-se efeito negativo do aluminio no crescimento
das plantas de feijado-caupi e feijjdo-mungo, sendo as menores variagdes registradas
no feijdo-mungo indicando que estas plantas foram mais eficientes no aporte de
carbono e mobilizacdo de fotoassimilados para seu crescimento e desenvolvimento
(MOLERO et al., 2019). Os parametros de avaliacdo radicular (comprimento, volume
e massa) apontam diferencas genéticas entre as duas espécies. O feijdo-caupi exibe
maior biomassa e distribuicéo radial das raizes que resultam em maior abrangéncia e
eficiéncia na absor¢cdo de agua e nutrientes, enquanto o feijdo-mungo mobiliza os
nutrientes absorvidos para a producédo de folhas e ramos, beneficiando também, o
processo fotossintético (SINGH et al., 2020). E importante salientar que a reduc&o nas
raizes reflete a toxicidade do aluminio que limita o alongamento radicular e a emissao
de novos pelos radiculares (KOPITTKE et al., 2015) e pode reduzir a translocacéao de

agua e nutrientes para o metabolismo das folhas (FREITAS et al., 2015).
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Além do crescimento, o CRA foi reduzido em resposta ao incremento nos niveis
de aluminio. O CRA indica a quantidade de agua no tecido vegetal que seja ideal para
o funcionamento e equilibrio de processos bioquimicos e rela¢des hidricas, sendo os
valores 6timos em torno de 90% (KATUWAL et al., 2020). O decréscimo no CRA das
plantas estudadas indica limitacdo na captacao de agua do solo possivelmente devido
ao fechamento estomatico, reducdo da transpiracdo e aumento da lignificacdo das
raizes que, consequentemente, limita a disponibilidade de 4gua para os processos
metabdlicos (SINGH et al., 2017).

As alteracdes nos niveis dos pigmentos relacionados a fotossintese, clorofilas
a e b e carotenoides, em resposta ao aluminio evidenciam as diferencas entre as
plantas de feijao-caupi e feijjdo-mungo em condi¢cdes de estresse. Os maiores teores
de pigmentos fotossintéticos no feijdo-mungo podem justificar a maior TCA, pois as
clorofilas a e b atuam diretamente na fotossintese. Estes pigmentos participam dos
processos de transferéncia de energia para producédo de ATP e NADPH que seréo
utilizados na fixacdo de CO2 e producao de carboidratos que serdo, posteriormente,
utilizados para o crescimento vegetal (REA et al., 2019). A reducao das clorofilas (a e
b) no feijdo-caupi se da possivelmente pelo aumento de EROs que degradam estes
pigmentos (CARCAMO et al., 2018). J& no feijio-mungo, apesar de niveis crescentes
de H202, houveram diferentes modulages do sistema antioxidante proporcionando
protecdo as células e seus componentes (ZANDALINAS et al., 2017).

Os niveis de carotenoides e antocianinas (pigmentos acessorios) foram
diferentemente modulados nas duas espécies em resposta ao aluminio. Os niveis de
carotenoides foram reduzidos apenas no feijado-caupi e isto possivelmente € devido as
diferencas genéticas entre as duas espécies (LI et al., 2017; NAZIR et al., 2020). Os
carotenoides sdo pigmentos que atuam na dissipacdo de energia e na auséncia
destes as plantas passam a utilizar outros meios para inibir os efeitos toxicos do
aluminio, tais como as antocianinas que aumentaram neste estudo em planta de
feijdo-caupi (DORNELES et al.,, 2019). Diferentemente do observado no presente
estudo, Ali (2017) registrou declinio nos niveis de carotenoides em plantas de feijao-
mungo sob estresse severo por aluminio (10,0 mM). A pequena variagdo nos
carotenoides indica que as concentra¢des de aluminio induzem outros meios para a
dissipacdo de energia, tais como o aumento nos niveis de clorofila b (ALI, 2017;
VASCONCELOS et al., 2020).



426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459

69

Os estresses abidticos induzem a elevacao de compostos toxicos, sendo mais
comum as EROs, a exemplo do H202, que resulta em estresse oxidativo nas células
e danos aos componentes celulares (FAROOQ et al., 2019). No presente estudo,
houve aumento na concentracdo de H20:2 e na peroxidacao lipidica nas plantas de
feijdo-caupi e o feijdo-mungo. Além disso, a concentracdo do ascorbato reduzido em
plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo foi aumentada em resposta ao aluminio. O
ascorbato é substrato da enzima peroxidase do ascorbato que detoxifica o H202 e
também atua na manutencao do estado reduzido das metaloproteinas e enzimas do
sistema de defesa antioxidante (HASANUZZAMAN et al.,, 2019). Ascorbato atua
juntamente com a glutationa no ciclo ascorbato-glutationa e sdo antioxidantes
importantes a nivel celular.

No presente estudo, registrou-se reducdo linear nos niveis de glutationa
reduzida nas plantas de feijdo-caupi. Em contrapartida, houve aumento neste
antioxidante no feijao-mungo em resposta aos niveis crescentes de aluminio. Estas
respostas indicam que cada espécie estabelece um equilibrio redox diferente.
Juntamente com o ascorbato, a glutationa atua na inativagdo de xenobidticos, na
manutencdo da homeostase redox e na morte celular programada de células além de
mitigar o estresse oxidativo induzido pelas condicbes adversas dos estresses
abibticos (HASANUZZAMAN et al., 2019). Sob estresse por metal, especificamente o
cadmio, plantas de feijdo-mungo mantem niveis aumentados de glutationa a fim de
mitigar o estresse oxidativo (NAHAR et al., 2016).

Além do ciclo ascorbato-glutationa, a glutationa reduzida atua em varios
processos metabdlicos relacionados direta ou indiretamente com o crescimento das
espécies vegetais, tais como a assimilacdo de enxofre, a sintese de fitoquelatinas e a
manutencdo das redutases que utilizam NADPH e NADH produzidos no processo
fotossintético e respiratério em folhas (MITTLER, 2017; RADY et al., 2018). E possivel
que a redugdo nos niveis de glutationa reduzida esteja relacionado com o declinio do
processo fotossintético e respiratorio, juntamente com a reducao na concentragcao de
clorofilas (a e b) e carotenoides, que influenciam na producdo dos doadores de
elétrons necessarios para as reacodes da fotossintese (MITTLER, 2017).

Para lidar com o estresse oxidativo, as plantas desenvolveram varias
estratégias e uma destas € o sistema enzimatico de defesa antioxidante, que inclui
varias enzimas, com destaque para SOD, CAT, APX e POX (NOCTOR; FOYER,

2017). No feijao-caupi, a presenca do aluminio induziu reducéo na atividade de SOD
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e aumento na atividade de POX em alguns niveis de aluminio. Ja nas plantas de feijao-
mungo, houve aumento na atividade da SOD e reducdo na atividade de POX. E
possivel que o aluminio tenha induzido aumento nos niveis do O2*, uma ERO que
induz risco as células e que é substrato da SOD. O O2* pode ser produzido através
da fotorredugdo do Oz nos tilacoides ou da reacdo de Mehler como forma de
dissipacéo energética visando reduzir a sobrecarga nos fotossistemas induzida pelo
excesso de elétrons (CZARNOCKA; KARPINSKI, 2018).

A POX atua na inativacao do H202, uma molécula que atua como sinalizadora
intracelular em baixos niveis e como ERO em niveis elevados, sendo acumulado em
cloroplastos e mitocondrias como resposta ao estresse (VAN DOORN; KETSA, 2014;
CARVALHO; SILVEIRA, 2020). Wang et al. (2010) registraram aumento da atividade
das enzimas antioxidantes CAT, SOD, APX e POD em consequéncia do incremento
nos niveis de EROs, principalmente o radical superéxido e peréxido de hidrogénio,
gue levou as plantas de feijao vermelho (Phaseolus vulgaris) ao estresse oxidativo em
decorréncia do aluminio. Resposta similares foram observadas em plantas de feijao-
caupi na presenca do aluminio, com aumento significativo das enzimas antioxidativas,
porém as EROs acarretaram em maiores danos as membranas celulares e

vazamentos do conteudo celular (JESUS et al., 2017).

5. CONCLUSAO

Os niveis elevados de aluminio interferem negativamente no crescimento e no
status hidrico do feijao-caupi e feijao-mungo. As plantas de feijdo-mungo possuem
melhor habilidade em lidar com niveis elevados de aluminio e exibem incremento nas
concentracdes dos pigmentos fotossintéticos e nas formas reduzidas do ascorbato e
glutationa. Conforme as respostas encontradas nas menores perdas nos parametros
de crescimento e principalmente nos incrementos de pigmentos fotossintéticos e
menores variacao na peroxidacao lipidica em relagéo as plantas ndo-estressadas, as
plantas de feijdo-mungo s&o menos sensiveis que o feijao-caupi aos niveis elevados

de aluminio.
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CAPITULO Il

Respostas oxidativas em leguminosas submetidas aos estresses de salinidade

ou aluminio isolados e em combinacdo com sombreamento

(Oxidative responses in legumes submitted to salinity or aluminum isolated and in

combination with lower irradiance)
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RESUMO

As mudancas climéticas, escassez de recursos naturais e crescimento da populacéo
mundial, tem colocado as leguminosas em papel de destaque no cenério mundial,
principalmente pelas caracteristicas positivas que estas possuem. Porém estas, bem
como outras espécies vegetais, sao frequentemente expostas a uma gama de
estresses abidticos afetando a producéo e produtividade agricola. Estas condi¢fes
adversas podem ocorrer de forma isolada ou combinada (em pares ou de forma
multipla) e estes atuam sinergicamente ou antagonicamente provocando alteracdes
no metabolismo vegetal, mudancas estas que devem ser abordadas separadamente
pela diferenca entre as respostas bioquimicas de defesa do estresse individual e
estresses combinados. Este trabalho teve por objetivo analisar a acdo do sistema de
defesa antioxidante de plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo quando estas foram
submetidas aos estresses com ou sem sombreamento isolados e combinados com
aluminio ou salinidade. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 6 x 2, sendo seis tratamentos resultantes da combinagéo de estresse
salino (0 e 100 mM de NaCl) ou por aluminio (O e 80 uM de AICI3) e com ou sem
sombreamento e duas espécies vegetais (feijao-caupi e feijdo-mungo). Ha reducdes
do H202 em sombreamento para o feijdo-caupi e aumento em condigbes de luz
ambiente combinada ao aluminio ou salinidade para ambas as espécies. Ha reducdes
nos danos as membranas lipidicas em ambas espécies em condi¢des de luz ambiente
com aluminio e co-estresse sombreamento e aluminio ou sal. As enzimas CAT, SOD,
APX e POX sao estimuladas em condicdes sem sombreamento combinados ao
aluminio e ou salinidade. As espécies de feijao-caupi e feijdo-mungo apresentaram
variagcbes geracdo de EROs, nos danos celulares e na atividade das enzimas
antioxidantes em condi¢cdes com ou sem sombreamento isolados e combinados ao
aluminio ou a salinidade, inferindo que ndo se pode estimar os efeitos de estresses
abidticos combinados a partir de estresses aplicados isoladamente. A acao
coordenada do sistema antioxidante vegetal e menores danos celulares sugerem

tolerancia das espécies a estresse abidticos combinados

Palavras-chave: Vigna unguiculata, Vigna radiata, co-estresse, sistema antioxidante.
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ABSTRACT

Climate change, scarcity of natural resources and growth of the world population, has
put legumes in a prominent role on the world stage, mainly due to their positive
characteristics. However, these, as well as other plant species, are often exposed to a
range of abiotic stresses affecting agricultural production and productivity. These
adverse conditions can occur in isolation or in combination (in pairs or multiple) and
they act synergistically or antagonistically causing changes in plant metabolism,
changes that must be addressed separately by the difference between the biochemical
responses of defense of individual stress and stresses combined. This work aimed to
analyze the action of the antioxidant defense system of cowpea and mung bean plants
when they were subjected to stresses with or without isolated shading and combined
with aluminum or salinity. The experimental design was completely randomized in a 6
x 2 factorial scheme, with six treatments resulting from the combination of salt stress
(0 and 100 mM NacCl) or by aluminum (0 and 80 uM AICI3) and with or without shading
and two plant species (cowpea and mung beans).

There are reductions in H20:2 in shading for cowpea and an increase in ambient light
conditions combined with aluminum or salinity for both species. There are reductions
in damage to lipid membranes in both species under ambient light conditions with
aluminum and shading and aluminum or salt co-stress. The enzymes CAT, SOD, APX
and POX are stimulated in conditions without shading combined with aluminum and or
salinity. The species of cowpea and mung bean showed variations in ROS generation,
cell damage and antioxidant enzyme activity in conditions with or without shading
isolated and combined with aluminum or salinity, inferring that stress effects cannot be
estimated abiotics combined from stresses applied alone. The coordinated action of
the plant antioxidant system and less cellular damage suggest species tolerance to

combined abiotic stress.

Keywords: Vigna unguiculata, Vigna radiata, co-stresses, antioxidant system.
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1. INTRODUCAO

As mudancas climaticas, escassez de recursos naturais e crescimento da
populacdo mundial, tem colocado as leguminosas em papel de destaque no cenario
mundial. Estas plantas s&o bastante utilizadas na agricultura de subsisténcia gerando
emprego e renda para muitas familias de baixa renda e, portanto, possuem importante
papel socioeconémico no continente asiatico, africano e americano (PANDEY et al.,
2016). Além dos seus efeitos positivos na seguranca alimentar, principalmente devido
a elevada carga nutricional em vitaminas, minerais (calcio, zinco, ferro e magnésio),
lipidios e proteinas, as leguminosas tornam o ecossistema mais eficiente uma vez que
sdo capazes de estabelecer simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico aumentando o aporte de nitrogénio para o ambiente natural (AFZAL et al.,
2019; VANLAUWE et al., 2019).

As leguminosas, bem como outras espécies vegetais, sdo frequentemente
expostas a uma gama de adversidades ambientas ou estresses abidticos, com
destaque para alta e baixa luminosidade, seca, temperatura alta e baixa, déficit
nutricional, inundagéo, salinidade e metais pesados, sendo processos naturais ou por
acOes antrépicas (NOCTOR; FOYER, 2016). Estas condi¢cdes afetam de forma
relevante a producéo agricola, produtividade, qualidade da producdo e seguranca
alimentar tornando-se, portanto, um desafio em todo o mundo (ZANDALINAS et al.,
2018). Em condi¢des naturais, os estresses abiéticos podem ocorrer de forma isolada
ou combinada (em pares ou de forma mdltipla) e estes atuam sinergicamente ou
antagonicamente provocando alterac6es na homeostase vegetal. Segundo Feng et al.
(2020), é possivel que as mudancas metabdlicas provocadas pelo estresse individual
sejam diferentes do que é observado nos estresses combinados.

Os estresses abidticos, isolados ou combinados, podem resultar em estresse
oxidativo e este afeta as plantas no nivel celular, fisiolégico, bioquimico e molecular.
O estresse oxidativo se caracteriza pelo desequilibrio e superprodugéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), com destaque para peroxido de hidrogénio (H2032),
superéxido (O2*) e oxigénio “singleto” (*02). As EROs sdo produzidas durante os
processos de dissipacéo de energia no citosol e em organelas celulares (cloroplasto,
peroxissomos e mitocondrias) e sdo Uteis na sinalizagdo e regulagdo dos processos
redox (FOYER, 2018). Apesar dos seus efeitos positivos, as EROs causam danos que
vao desde a peroxidacdo das membranas lipidicas da célula, oxidacdo de pigmentos
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e acidos nucleicos, desnaturacdo de proteinas, inativacdo de enzimas até a inducéo
da morte celular programada (MARTINEZ et al., 2018).

As espécies vegetais possuem enzimas desintoxicantes especificas para cada
tipo de EROs. Enquanto a enzima dismutase do superoxido atua na oxidacao/reducéo
do O2* produzido no fotossistema Il, a enzima catalase atua conversao de H202 em
O2 e agua (NOCTOR et al.,, 2014). Adicionalmente, as enzimas peroxidase do
ascorbato e da glutationa atuam diretamente na inativacdo do H20: utilizando os
antioxidantes hidrofilicos ascorbato e a glutationa em uma serie de reacdes
coordenadas que fazem parte do ciclo ascorbato-glutationa (KAPOOR et al., 2019;
GUPTA et al., 2016). Outras enzimas e antioxidantes sao relatados como auxiliares
no processo de balanco redox e mitigacéo do estresse oxidativo, tais como as enzimas
glutationa redutase, monodesidroascorbato redutase, glutationa S-transferase,
peroxirredoxina, guaiacol peroxidase e deidroascorbato redutase e os antioxidantes
a-tocoferdis e carotenoides (NOCTOR et al., 2016; CHOUDHURY et al., 2017).

Embora seja sabido que as enzimas e 0s compostos ndo enzimaticos que
fazem parte do sistema antioxidante de plantas sejam importantes e exercam grande
influéncia nas mudancas metabdlicas provocadas pelos estresses abidticos,
informacBes sobre como as plantas respondem e adquirem uma nova homeostase
frente aos estresses abidticos multiplos s&o escassos. E importante salientar que as
respostas observadas em plantas submetidas aos estresses abiéticos individualmente
nao podem ser extrapoladas para quando estes estresses sdo combinados. Assim,
este trabalho teve por objetivo analisar a acao do sistema de defesa antioxidante de
plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo quando estas foram submetidas aos estresses

de com ou sem sombreamento isolados e combinadas com aluminio ou salinidade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1Delineamento experimental e tratamentos utilizados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
6 x 2, sendo seis tratamentos resultantes da combinacao de estresse salino (0 e 100
mM de NaCl) ou por aluminio (0O e 80 uM de AICI3) com ou sem sombreamento (400
e 1600 pumol m? st de intensidade de fluxo de fétons, respectivamente) e duas
espécies vegetais (feijao-caupi e feijdo-mungo), com trés repeticdes. Os tratamentos

foram: (1) controle (luz ambiente); (2) estresse por aluminio (80 uM de AICl3); (3)
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estresse salino (100 mM de NacCl); (4) sombreamento; (5) estresse por aluminio com
sombreamento; e (6) estresse salino com sombreamento. O sombreamento foi
estabelecido com auxilio de uma cobertura feita de sombrite de 75% e instalada dentro
da casa de vegetacao (Apéndice 1).

2.2Instalacao e conducéao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Biologia localizada no Centro de Ciéncias da Natureza (UFPI; Teresina/Pl). Sementes
de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) e feijao-mungo (V. radiata) foram cedidas pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Meio-Norte (Teresina/Pl.
Antes do plantio, as sementes foram selecionadas e desinfestadas com NaCIlO 1%
(60 s) e, posteriormente, semeadas em vasos de 3,5 kg preenchidos com areia
lavada. Cada unidade experimental foi composta por duas plantas por vaso. Desde o
plantio e apdés a emissao do primeiro trifélio, as plantas foram regadas com agua
destilada em alternancia com solugéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950). Com a
emissao do terceiro trifélio, realizou-se a diferenciacado dos tratamentos e as plantas
passaram a ser irrigadas com solucédo nutritiva adicionada de AICls ou NaCl (conforme
tratamento). Concomitantemente, as plantas foram separadamente expostas a 400 ou
1600 pmol m? s1. Durante o experimento, a luminosidade do ambiente foi mensurada
com auxilio de um luximetro portéatil Smart Sensor AS803. A coleta se deu aos 40 dias
apos a semeadura, momento em que as plantas apresentaram perda de turgor foliar
e clorose. Na ocasido da coleta, amostras foliares frescas foram acondicionadas em
freezer a -20 °C para serem utilizadas nas analises bioquimicas. Apés as analises
bioguimicas, a massa seca da parte aérea e raizes foi quantificada apés secagem em

estufa de aeracao forcada (65 °C) até peso constante.

2.3Anédlises bioquimicas
2.3.1 Indicadores de estresse e compostos antioxidantes

Para determinacéo do H202, da peroxidacao lipidica e das formas reduzidas de
ascorbato e glutationa, amostras foliares foram maceradas em TCA 5% (3 min) e
centrifugadas a 10.000 g (4°C) por 5 min. Em seguida, o sobrenadante (extrato) foi
recolhido. Para mensurar a concentracdo de H202 (BRENNAN; FRENKELL, 1977),
aliquotas do extrato foram misturadas com FeSO4 100 uM, (NH4)2S04 250 pM, H2S04

25 mM, alaranjado de xilenol 100 uM e sorbitol 99 mM. Apd6s 30 min a temperatura
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ambiente (25 °C), a mistura foi lida a 560 nm em espectrofotdmetro. A concentracao
de H20:2 foi calculada e expressa em pmol H202 g* MF. Para a peroxidacdo lipidica
(HEATH; PACKER, 1968), aliquotas do extrato foram misturadas com solu¢éo acida
de TBA (TCA 20% e TBA 0,5%; p/v) e levadas ao banho-maria a 100°C (1 h). Em
seguida, a mistura foi resfriada e entéo lidas em espectrofotbmetro a 532 e 660 nm. A
peroxidacao lipidica foi quantificada por meio do coeficiente de extingdo molar de
155 mM* cm e valores foram expressos em nmol TBA-MDA (malonaldeido) g* MF.

Quantificou-se a concentragdo do ascorbato reduzido (ASA) utilizando a
metodologia proposta por Kampfenkel et al. (1995). Aliqguotas do extrato foram
misturadas com tampéo fosfato de potassio 200 mM (pH 7,4), TCA 10%, acido
fosforico 45%, bipiridil 4% e FeClz 3%. Em seguida, a mistura foi lida a 525 nm. Com
base na curva-padrao, calculou-se a concentracdo do ASA que foi expressa em pmol
ASA g! MF. A glutationa reduzida (GSH) foi mensurada conforme metodologia de
Griffith (1980). Aliguotas do extrato foram misturados com tampao fosfato de potassio
150 mM (pH 7,6) e 5,5-ditio-bis-2-acido nitobenzéico (DTNB) 6,0 mM e mantido a
30 °C por 10 min. Em seguida, procedeu-se a leitura das amostras a 412 nm. Apds 0s

calculos, os dados foram expressos em pmol GSH g* MF.

2.3.2Enzimas antioxidativas

Para a determinagéo da atividade das enzimas CAT (EC 1.11.1.6), SOD (EC
1.15.1.1), APX (EC 1.11.1.1) e POX (EC 1.11.1.7), preparou-se o0 extrato enzimatico
utilizando amostras foliares frescas. As amostras vegetais foram maceradas em
almofariz e pistilo na presenca de tampéo fosfato de potassio 100 mM contendo EDTA
1,0 mM e ascorbato 1,0 mM. ApGs centrifugacdo a 14.000 g (4 °C) por 25 min, o
sobrenadante foi coletado e utilizado na determinacéo das atividades enziméaticas.

Para determinacéo da atividade de CAT, aliguotas do extrato enzimatico foram
misturadas com tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) contendo H202 20 mM (a
30°C). O decaimento da absorbancia foi acompanhado em espectrofotometro a 240
nm por 300 segundos. A atividade de CAT foi calculada utilizando o coeficiente de
extingdo molar do H202 (36 mM-1 cm?) e expressa em umol H202 gt MF min? (HAVIR;
MCHALE, 1987). Para determinar a atividade de SOD, aliquotas do extrato enzimatico
foram misturadas com tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, L-
metionina 13 mM e NBT 75 uM em tubos de ensaio protegidos da luz. A reacéo foi

iniciada com adicéo de riboflavina 2,0 uM e mantidos na presenca de luz durante cinco
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minutos. Em seguida, a leitura a 560 nm foi realizada (BEAUCHAMP; FRIDOVICH,
1971). A quantidade de enzima necessaria para atuar na inibicdo de 50% da NBT foi
definida como uma unidade de atividade (UA) e a atividade de SOD foi expressa por
UA g* MF mint (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).

Para a atividade de APX, aliquotas do extrato enzimatico foram misturados ao
tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0) contendo ascorbato 0,5 mM e H20:2
30 mM. Apoés a mistura, o decaimento da absorbancia a 290 nm foi acompanhado no
espectrofotometro durante 300 s. O célculo da atividade de APX foi realizado com
base no coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM-1 cm* do ascorbato (ASA) e os dados
expressos em pmol ASA g MF mint (NAKANO; ASADA, 1981). Para determinagéo
da atividade da POX (KAR; MISHRA 1976), aliquotas do extrato enzimético foram
misturadas com tampao fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), &cido pirogalico 20 mM
e H202 20 mM. Apdés incubadas por 1 min a temperatura ambiente, a reacéo foi
interrompida com adi¢éo de H2S04 0,5%. Em seguida, a mistura foi lida a 420 nm. A
atividade de POX foi calculada com base no coeficiente de extingdo molar do pirogalol
(2,47 mMt cmt) e expressa em nmol pirogalol gt MF min-.

2.4Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, precedidos pelo teste F a
5% de probabilidade, e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade, utilizando o pacote easyanova no software R Studio 1.2.5. Apés
transformados, os dados de cada espécie vegetal foram submetidos a analise de
componentes principais (PCA) visando avaliar o efeito dos tratamentos empregados.
Para validacdo dos agrupamentos formados, os dados foram submetidos a analise
multivariada permutacional de variancia (PERMANOVA). As analises de PCA e
PERMANOVA foram realizadas utilizando o software Past 4.3.

3. RESULTADOS
3.1Anédlise geral dos dados

A analise de variancia indicou que houve diferenca significativa da exposi¢ao
das duas espécies de feijdo as condicbes com ou sem sombreamento isolado e

combinados com aluminio ou salinidade nos parametros analisados (Tabela 3).
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Tabela 1. Andlise de variancia (quadrado médio) das variaveis analisadas apos a
exposicdo das espécies de feijdo ao sombreamento (com ou sem) isolado e
combinado com aluminio ou salinidade.

Fonte de Variacdo (Quadrado médio)

Varaveis analisadas Tratamentos (T) Espécies (E) TXE CV (%)
Massa seca da parte aérea 0,30 * 2,04 * 0,26 * 7,57
Massa seca das raizes 0,32 * 0,49 * 0,02 * 9,47
Perodxido de hidrogénio 1,08 * 0,07 ns 0,18 * 6,37
Peroxidacao lipidica 5422 * 2407 * 4116 * 6,33
Ascorbato reduzido 0,18 * 0,79 * 0,23 * 6,82
Glutationa reduzida 6,38 * 11,95 * 9,83 * 8,89
Catalase 103824 * 13201 * 125120 * 8,36
Dismutase do superoxido 66,81 * 410,1 * 10,33 * 5,20
Peroxidase do ascorbato 9,62 * 15,79 * 0,90 * 8,31
Peroxidase de fendis 2768 * 700,3 * 88,92 * 5,54
Graus de liberdade 5 1 5 -

* = significativo a 5%; ns = néo significativo; CV = coeficiente de variagéo.

3.2Efeito dos estresses combinados nas respostas de crescimento

As plantas de feijao-caupi e feijao-mungo apresentaram variacao nas respostas
no crescimento quando submetidas aos estresses isolados de aluminio, salinidade e
com sombreamento e aos estresses de salinidade ou aluminio combinados com
sombreamento (Figura 1). Quando as plantas de feijdo-caupi foram expostas a
salinidade (sem sombreamento) ndo houve efeito significativo sobre a massa seca da
parte aérea. Em contrapartida, houve reducdo na massa seca da parte aérea das
plantas de feijao-caupi e feijdo-mungo quando estas plantas foram cultivadas na
presenca de aluminio e com o co-estresse de salinidade ou aluminio e com
sombreamento (Figura 1A).

Quanto a massa seca das raizes em plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo,
notou-se diferentes respostas aos tratamentos isolados e combinados de aluminio,
salinidade e com sombreamento (Figura 2B). O sombreamento isolado n&o
apresentou diferenca em relagdo ao sem sombreamento no feijao-caupi,
diferentemente do feijdo-mungo com incremento de cerca de 20% na massa das
raizes (Figura 1B). No co-estresse de sombreamento e aluminio é perceptivel o
incremento significativo da massa das raizes no feijdo-caupi em relacdo aos demais
tratamentos. Enquanto que no feijdo-mungo exposto ao aluminio no sombreamento,
h& reducdo em relagdo ao sem sombreamento isolado, porém quando compara-se ao

estresse com 0 mesmo metal e sem sombreamento observa-se um incremento de
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111%. Quando o aluminio e a salinidade sdo combinados ao sem sombreamento h&a
efeitos deletérios na massa seca das raizes tanto do feijao-caupi quanto para o feijao-

mungo.
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Figura 1. Massa seca da parte aérea (A) e das raizes (B) em plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo
expostas aos estresses isolados de salinidade e aluminio e a combinagdo destes com ou sem
sombreamento. Letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenga entre os tratamentos,
enquanto as letras mindsculas iguais indicam que nao houve efeito do sombreamento naquele
tratamento (Duncan; p < 0,05). O asterisco (*) indica que houve diferenga entre as duas espécies
vegetais em cada tratamento (Duncan; p < 0,05).

3.3Efeito dos estresses combinados nos indicadores de estresse oxidativo
Plantas de feijao-caupi e feijdao-mungo apresentaram diferentes respostas
oxidativas quando submetidas aos estresses isolados de aluminio ou salinidade e a
combinac¢éo destes com sombreamento (Figura 2). Houve reducéo na concentracao
de H202 quando as plantas de feijao-caupi foram submetidas isoladamente ao
sombreamento. Quando as plantas de feijao-caupi e feijao-mungo foram expostas ao
estresse por aluminio sob luz ambiente, nota-se aumento de 30% e 61% na
concentragdo de H202, respectivamente, em relacdo as plantas néo estressadas.
Observa-se gue as plantas de feijao-caupi expostas ao estresse por aluminio sob

sombreamento apresentaram aumento de 37% nos niveis de H202, enquanto nas
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plantas de feijdo-mungo houve reducao de 5% - ambos em relacéo ao registrado para

estas plantas quando expostas isoladamente ao sombreamento (Figura 2A).
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Figura 2. Perdxido de hidrogénio (A) e peroxidacgéo lipidica (B) em plantas de feijao-caupi e feijao-
mungo expostas aos estresses isolados de salinidade e aluminio e a combina¢&o destes com ou sem
sombreamento. Letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca entre os tratamentos,
enquanto as letras mindsculas iguais indicam que ndo houve efeito do sombreamento naquele
tratamento (Duncan; p < 0,05). O asterisco (*) indica que houve diferenga entre as duas espécies
vegetais em cada tratamento (Duncan; p < 0,05).

As duas espécies vegetais exibiram aumento no conteudo de H202 quando
expostas a salinidade combinada com sombreamento em relagdo ao controle. Nao
houve efeito do sombreamento nos niveis de H202 das plantas de feijao-mungo. A
peroxidacao lipidica nas plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo foi reduzida em
condicbes de sombreamento e nas plantas expostas a salinidade combinada ao
sombreamento (Figura 2B). Em contrapartida, a exposi¢do ao aluminio combinado
com sombreamento induziu aumento de 138 e 22%, respectivamente, na peroxidacéo
lipidica das plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo. A exposi¢do de forma isolada ao
aluminio induziu reducéo na peroxidacao lipidica das duas espécies, enquanto que a
peroxidacao lipidica foi significativamente aumentada nas plantas de feijdo-mungo

expostas a salinidade.
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3.4Efeito dos estresses combinados nos antioxidantes hidrofilicos

Em condi¢cGes de sombreamento, houve reducao significativa na concentracao
de ascorbato reduzido para as duas espeécies, sendo esta reducao de 27% no feijao-
caupi e de 25% no feijdo-mungo — ambas em comparagdo ao controle (com
sombreamento). Houve aumento do ascorbato reduzido nas plantas submetidas
isoladamente ao aluminio e a combinacdo de aluminio e sombreamento induziu
reducdo neste parametro nas plantas de feijdo-caupi (Figura 3A). J& nas plantas de
feijdo-mungo, a exposi¢cdo combinada de aluminio e sombreamento induziu aumento
nos niveis de ascorbato reduzido — em relacéo aos estresses isolados. Na salinidade,
a concentracdo do ascorbato reduzido foi similar ao controle nas plantas de feijao-
caupi. Para o feijao-mungo, nédo houve efeito do sombreamento na salinidade em

relacdo aos niveis de ascorbato reduzido.
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Figura 3. Formas reduzidas do ascorbato (A) e glutationa (B) em plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo
expostas aos estresses isolados de salinidade e aluminio e a combinacdo destes com ou sem
sombreamento. Letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca entre os tratamentos,
enquanto as letras mindsculas iguais indicam que nao houve efeito do sombreamento naquele
tratamento (Duncan; p < 0,05). O asterisco (*) indica que houve diferenca entre as duas espécies
vegetais em cada tratamento (Duncan; p < 0,05).

Na determinacéo da glutationa reduzida, registrou-se reducao significativa de

43% dos valores observados em condigbes de sombreamento para o feijdo-caupi e
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no feijdo-mungo ndo houve diferenca entre com e sem sombreamento (Figura 3B). O
estresse isolado de aluminio ou salinidade, induziu reducdo de 60 e 47%,
respectivamente, no contetdo de glutationa reduzida nas plantas de feijdo-caupi. No
feijdo-mungo notou-se acréscimo de 500% e 150% na glutationa reduzida quando
estas plantas foram expostas isoladamente ao aluminio e salinidade. Quando o
sombreamento foi combinado com o aluminio ou salinidade houve reducédo

significativa no conteudo de glutationa reduzida para as plantas de feijao-mungo.

3.5Efeito da combinacé&o dos estresses na atividade das enzimas antioxidantes

Os efeitos das condicbes dos sombreamentos isolados e combinadas com
aluminio e salinidade na atividade da catalase e dismutase do superéxido em folhas
de plantas de feijao-caupi e feijao-mungo estao expressos na Figura 4. Em condi¢des
de estresse por sombreamento isolado notou aumento da atividade da catalase nas
duas leguminosas, em 140% no tecido foliar do feijado-caupi e de 359% no feijao-
mungo (Figura 4A). Em condi¢des de estresse com sombreamento combinado com
aluminio, percebeu aumento significativo de da atividade da catalase no feijado-caupi,
sendo similar na presenca da combinacdo com a salinidade. Em plantas de feijao-
mungo que foram expostas a salinidade ou aluminio combinados ao sombreamento
tiveram reducdo média na atividade enzimatica de 88% em comparacéo ao estresse
anico com sombreamento (Figura 4A). As plantas de feijao-caupi e feijao-mungo sob
estresse por aluminio teve a atividade da catalase aumentada e reduzida sob
salinidade no feijao-mungo.

A atividade enzimatica da dismutase do superéxido (SOD) em folhas
apresentou reducao significativa de 19% em plantas de feijao-caupi em condi¢des de
sombreamento isolado contrastando das respostas observadas em plantas de feijao-
mungo que se manteve similar em relacdo a condicdo de luz ambiente (Figura 4B).
Comportamento similar na duas leguminosa para a atividade da SOD também foi
observado em condi¢bes de combinacdo com ou sem sombreamento com aluminio.
N&o ha diferenga significativa na atividade da SOD quando condi¢gdes com ou sem
sombreamento isolados e combinados com salinidade e aluminio, e sombreamento
isolado e combinada com salinidade em plantas de feijdo-caupi (Figura 4B). Destaca-
se, porém, o aumento da atividade da dismutase do superoxido em folhas do feijao
quando a luz ambiente se combinava com salinidade ou aluminio, em média 22%,

comparado aos tratamentos com e sem sombreamento combinados a salinidade com
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44% a mais, em relacdo ao sombreamento isolado. Em cada condicéo de estresse,

houveram diferenca significativa entre as leguminosas.
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Figura 4. Atividade das enzimas catalase (A) e dismutase do superdxido (B) em folhas de plantas de
feijdo-caupi e feijdo-mungo expostas ou ndo aos estresses isolados e combinados de salinidade,
aluminio e com ou sem sombreamento. Letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca
entre os tratamentos, enquanto as letras minUsculas iguais indicam que nado houve efeito do
sombreamento naquele tratamento (Duncan; p < 0,05). O asterisco (*) indica que houve diferenca entre
as duas espécies vegetais em cada tratamento (Duncan; p < 0,05).

Houve reducédo de 41 e 22% na atividade da enzima APX de plantas de feijao-
caupi e feijdo-mungo, respectivamente, quando estas foram expostas ao
sombreamento (Figura 5A). Observa-se que o estresse por aluminio provoca reducdo
na atividade da APX na duas leguminosas, assim como, no tratamento em que 0
sombreamento foi combinado com aluminio e salinidade. Houve aumento da atividade
da APX somente nas plantas expostas isoladamente a salinidade, sendo de 36% nas
plantas de feijao-caupi e de 88% nas plantas de feijao-mungo. A atividade da POX foi
reduzida em 23% no feijdo-caupi e 46% no feijao-mungo quando expostas ao
sombreamento. A presenca de aluminio ou salinidade induziu redugédo de 22% na
atividade de POX em plantas de feijao-caupi, enquanto que a combinagdo com
sombreamento e aluminio provocou reducao de 46% nas plantas de feijao-mungo.

Houve aumento em torno de 20% na atividade da POX nas duas leguminosas em
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resposta a salinidade em relacdo ao controle. Registrou-se maior atividade das
enzimas APX e POX em plantas de feijao-caupi que nas plantas de feijdo-mungo
quando estas foram expostas ao estresse por aluminio ou salinidade combinado ou

nao com sombreamento.
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Figura 5. Atividade das enzimas peroxidase do ascorbato (A) e peroxidase de fenéis (B) em folhas de
plantas de feijdo-caupi e feijdo-mungo expostas ou ndo aos estresses isolados e combinados de
salinidade, aluminio e com ou sem sombreamento. Letras maiusculas iguais indicam que ndo houve
diferenca entre os tratamentos, enquanto as letras minUsculas iguais indicam que ndo houve efeito
sombreamento naquele tratamento (Duncan; p < 0,05). O asterisco (*) indica que houve diferenca entre
as duas espécies vegetais em cada tratamento (Duncan; p < 0,05).

3.6 Anélise de componentes principais (PCA)

A PCA dos dados obtidos com o feijao-caupi e feijdo-mungo explica cerca de
60% da variancia total nas duas espécies, sendo formado dois componentes principais
(PC1 e PC2). Na PCA dos dados de feijao-caupi, o PC1 (responsavel por 42,8% da
variacado dos dados) foi caracterizado negativamente pela massa seca das raizes e
positivamente pelos niveis de H202, ascorbato reduzido e atividade de SOD. Ja o PC2
(26,6%) caracterizado positivamente pela peroxidacdo lipidica e atividade de APX
(Figura 6). Em relagéo ao feijao-mungo, o PC1 foi caracterizado negativamente pela
massa seca das raizes e dos niveis de ascorbato reduzido e positivamente pelos
niveis de H202 e atividade de SOD e POX.
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Figura 6. Analise de componentes principais dos dados obtidos ap6s a exposicdo de plantas de feijéo-
caupi (A) e feijdo-mungo (B) aos estresses isolados de salinidade e aluminio e a combinacdo destes
com sombreamento. As elipses mostram os grupos formados e confirmados pela analise multivariada
permutacional de variancia (PERMANOVA). Setas azuis e vermelhas indicam os loadings mais
significativos na PC1 e PC2, respectivamente.

Em relacdo a formacdo de agrupamentos, nota-se a formacdo de quatro
diferentes grupos para as duas espécies. Para o feijdo-caupi, as plantas nédo
estressadas (sem sombreamento) e as expostas a salinidade foram agrupadas
separadamente e distinguiram-se dos demais tratamentos. Adicionalmente, as plantas
de feijdo-caupi expostas ao sombreamento e aquelas cultivadas na presenca de
aluminio combinado com sombreamento formaram um terceiro grupo. Finalmente, o
guarto grupo foi formado pelas plantas cultivadas na salinidade combinada com
sombreamento e daquelas cultivadas na presenca de aluminio (Figura 6A). Em
relacdo ao mungo, o controle, as plantas cultivadas na presenca do sombreamento e

as expostas ao aluminio e sombreamento de forma combinada formaram grupos
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distintos dos demais tratamentos. Ja as plantas cultivadas na presenca de aluminio
ou salinidade e aquelas expostas de forma combinada a salinidade e sombreamento

formaram um anico grupo (Figura 6B).

4. DISCUSSAO

Foram registradas diferentes respostas de crescimento e no sistema redox das
plantas de feijao-caupi e feijao-mungo sobre os estresses isolados de salinidade,
aluminio e sombreamento e ao co-estresse de aluminio ou salinidade com
sombreamento. No geral, houve alteracdo na producdo de biomassa das plantas em
resposta aos estresses aplicados, principalmente na massa seca das raizes. O co-
estresse de aluminio e sombreamento induz incremento da massa seca das raizes
nas duas espécies estudadas. Em baixa luz, as plantas reduzem a velocidade dos
processos metabdlicos, tais como a transpiracdo e fotossintese (ASSAHA et al.,
2017). Na presenca do aluminio na forma téxica, as plantas expandem suas raizes
para longe do metal toxico. Em contrapartida, o aluminio (em menores concentracdes)
participa no processo de alongamento das raizes interagindo com as membranas
celulares (SHARMA et al., 2019a). E possivel que a presenca do aluminio tenha
estimulado o crescimento radicular, mesmo que radialmente, e os fotoassimilados
tenham sido deslocados para a manutencao do crescimento deste 6rgéo.

O co-estresse de aluminio ou salinidade e sombreamento induziu alteracdes
significativas na concentracdo de H202 nas plantas de feijao-caupi e no feijao-mungo,
sendo o0s niveis deste composto reduzidos no co-estresse de aluminio e
sombreamento. A producdo de EROs, tais como H202 e O2*, se da em varias
organelas subcelulares com destaque para os cloroplastos, onde ocorre 0 processo
fotoquimico da fotossintese que € dependente do fluxo de fétons da luz
(BLANKENSHIP, 2017). A exposicdo ao sombreamento diminui o fluxo de fétons e
consequentemente reduz a producéo de EROs, principalmente o H202. De fato, a
reducado na producéo de EROs induz menor peroxidacgéo lipidica — tal como observado
nas plantas de feijao-caupi e feijdo-mungo cultivadas em sombreamento e no co-
estresse de salinidade e sombreamento. Na presenca de salinidade, a reducao da
peroxidacao lipidica se deve também a exclusdo ou compartimentalizagdo dos ions
toxicos absorvidos pelas raizes que podem ser utilizados na manutencéo do potencial
osmatico e hidrico celular (MUNNS et al., 2020).
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Observou-se que o sombreamento de forma isolada ou combinada com
aluminio induziu decréscimo na concentracdo do ascorbato reduzido em plantas de
feijao-caupi e incremento neste composto nas plantas de feijio-mungo. E possivel que
a reducao nos niveis de ascorbato reduzido nas plantas de feijdo-caupi tenha sido
devido a sua reagdo com H202. O ascorbato reduzido é um importante antioxidante
hidrofilico que atua no ciclo ascorbato-glutationa e que pode sequestrar ou degradar
as EROs prevenindo a ocorréncia de danos as células vegetais (HASANUZZAMAN et
al., 2019). Em contrapartida, o0 aumento na concentragdo do ascorbato reduzido
observado nas plantas de feijdo-mungo pode ser atribuido ao acumulo deste
composto tendo em vista a menor atividade da APX que utiliza o ascorbato reduzido
como doador de elétrons para converter H202 em agua (MITTLER, 2017).

Juntamente com o ascorbato reduzido, a glutationa reduzida atua no ciclo
ascorbato-glutationa. No presente estudo, a concentracdo da glutationa reduzida
decresceu nas plantas expostas aos estresses por aluminio em combinacdo com o
sombreamento. A glutationa reduzida fornece elétrons para a recuperacdo do
ascorbato reduzido que é oxidado ao reagir com o H202 (BONIFACIO et al., 2016) e
pode estar envolvida em outras fungcdes metabdlicas, tais como a regulacdo da
expressdo de genes que respondem a estresses, diferenciacdo e morte celular,
detoxificacdo de xenobibticos, senescéncia e entre outros (AHANGER et al., 2017).
As respostas do sistema de defesa sao diferentes em situacéo de estresse isolado em
comparacdo a combinacdo de estresse devendo ser analisados separadamente
(MAHALINGAM, 2015; MITTLER, 2017).

Além dos antioxidantes ascorbato e glutationa, o sistema de defesa redox é
formado por enzimas antioxidantes e destas destacam-se CAT, SOD, APX e POX. No
presente estudo, observou-se aumento na atividade da CAT quando as plantas foram
expostas isoladamente ao sombreamento, principalmente nas plantas de feijao-
mungo. No co-estresse de aluminio e sombreamento, a atividade de CAT foi reduzida
em relacéo ao observado nas plantas expostas isoladamente ao aluminio. A CAT é
uma enzima do peroxissomo que atua na conversao do H202 em H20 e Oz, sendo sua
atividade importante quando as plantas passam a fotorrespirar em resposta ao
fechamento estomatico sob condicdo de estresse (BONIFACIO et al., 2016). E
possivel que o aumento na atividade da CAT com o sombreamento esteja relacionado

com a manutencdo dos baixos niveis de H202. Em contrapartida, a reducdo na
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atividade da CAT induz aumento nos niveis de H202 — tal como observado nas plantas
estressadas avaliadas neste estudo.

A luz tem importante papel nas plantas, sendo vital para a fotossintese, e em
niveis elevados pode ser dissipada com a geragdo das EROs, em especial O2* e 'O2
(GAO et al., 2019). A dismutacdo do Oz2* € um processo executado pela SOD e
considerada a primeira linha de defesa contra as EROs e 0 estresse oxidativo nos
tecidos vegetais (MITTLER, 2017). A SOD participa da modulagéo dos niveis de H202
em cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos e citosol (NOCTOR; FOYER, 2016).
Neste estudo, nota-se que a atividade da SOD foi reduzida no co-estresse de aluminio
e sombreamento. Esta reducédo pode explicar o aumento na peroxidacao lipidica nas
plantas expostas a este co-estresse uma vez que 0s anions O2* sdo danosos aos
lipidios de membrana e também podem ser convertidos em OH®* — uma ERO que
possui meia-vida muito curta e alta reatividade e que pode causar danos a proteinas
e lipidios de membrana.

Na busca da manutencdo dos niveis intracelulares adequados de H202, as
plantas exibem as enzimas CAT, APX, POX e outras importantes peroxidases. As
enzimas APX e POX atuam na eliminacdo do H202 reduzindo ascorbato e compostos
fendlicos, respectivamente, e suas isoformas estdo distribuidas nos cloroplastos,
mitocdndrias, peroxissomos e outros compartimentos subcelulares (MITTLER, 2017).
No presente estudo, nota-se que as condigcbes com ou sem sombreamento (isolado
ou combinado com salinidade ou aluminio) reduziu a atividade das enzimas APX e
POX nas duas espécies vegetais. Ja no estresse isolado, registrou-se incremento na
atividade das enzimas APX e POX em resposta a salinidade nas duas espécies
vegetais. A atividade da APX e POX sao induzidas pela geracdo de EROs,
especificamente H202 (FOYER, 2018). E possivel que o sombreamento provoque
menor acumulo de EROs e com isso a atividade das enzimas APX e POX sdo menos
induzidas. Ja na salinidade, este comportamento ndo € observado uma vez que 0s
niveis de EROs, resultantes da elevada toxicidade dos ions em excesso, s&o
aumentados (SHARMA et al., 2019Db).

5. CONCLUSAO
As plantas de feijdo-caupi e feijao-mungo apresentaram variacdes geracao de
EROs, nos danos celulares e na atividade das enzimas antioxidantes em condicdes

de sombreamento isolado ou combinado com aluminio ou salinidade. Nota-se
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reducdes nos niveis de peroxido de hidrogénio e consequentemente nos danos
celulares nas plantas de feijao-caupi e feijdo-mungo em condi¢cbes de salinidade e
sombreamento, diferentemente de quando havia aluminio toxico. Porém mesmo com
aumento na peroxidacgao lipidica em co-estresse com sombreamento e aluminio, as
plantas de feijao-caupi e feijdo-mungo tiveram repostas positivas quanto a sua
biomassa em especial nas raizes. Os resultados reforcam que néo se pode estimar
os efeitos de estresses abidticos combinados a partir de estresses aplicados
isoladamente. A agéo coordenada do sistema antioxidante vegetal e menores danos
celulares sugerem vias de defesa especificas que sdo acionadas na combinacéo dos

estresses abioticos.
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Apéndice 1. Visao geral da estrutura utilizada no experimento com estresses isolados
e combinados de sombreamento, aluminio e salinidade. A cobertura feita de sombrite
de 75% e as plantas foram mantidas dentro da casa durante todo periodo
experimental.




