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RESUMO

A seca ¢ um dos maiores estresse abidtico que interfere na producgdo agricola do mundo. O
feijdo-caupi ¢ uma importante fonte de proteina na alimentacdo humana e animal, sendo
cultivados em regides aridas e semi-aridas no mundo. O objetivo do experimento I: Foi avaliar
o efeito de diferentes niveis de capacidade de 4gua no solo (CAD) (20, 40, 60, e 80% da CAD)
na fixacao bioldgica do nitrogénio, ajuste osmotico celular e produtividade do feijao-caupi. Os
resultados desse estudo sugerem que a redugdo do numero de nédulos e acimulo de ureideos
foram as principais respostas fisiologicas para a redugcdo do crescimento e produtividade
causados pela umidade do solo abaixo de 40%. O objetivo do experimento II: Foi avaliar a
resposta morfofisioldgica, bioquimica e anatomicas de raizes, folhas e nodulos de genétipos de
feijao caupi, sensiveis: BRS Tracuateua (G1) e BRS Tumucumaque (G2), e tolerantes: Pingo de
ouro 1-2 (G3) e BRS Marataoa (G4) submetidos ao déficit hidrico (CAD 40%) ou ndo (CAD
80%). As varidveis que possibilitou o agrupamento entre os gendtipos tolerantes foram
condutancia estomadtica, fotossintese e o acuimulo de sacarose, glicose, sorbitol e frutose nas
raizes. Anatomicamente, o genotipo G4 apresentou melhor desenvolvimento do nodulo, células
do cortex bem desenvolvidas e feixes vasculares mais organizados. Maior quantidade de graos
de amido foram encontrados nas folhas dos gendtipos da CAD 40%, sendo maior no genotipo
G4 em decorréncia do aumento do floema nas raizes. A microscopia eletronica de transmissao
revelou que o gendtipo G4 apresentou organizacao de grana. Nas raizes foi possivel observar
que os elementos de vasos do gendtipo G2 apresentaram maior didmetro na CAD 40%,
comportamento que nao ocorreu no genotipo G4.

Palavras-chave: compostos nitrogenados, mecanismo de adaptacdo, metabolismo antioxidativo,

seca, Vigna unguiculata L.



ABSTRACT

Drought is one of the biggest abiotic stresses that interfere with agricultural production in the
world. Cowpea is an important source of protein in human and animal food, being cultivated in
arid and semi-arid regions in the world. The objective of experiment I: It was to evaluate the
effect of different levels of soil water retention capacity (SWRC) (20, 40, 60, and 80% of
SWRC) on biological nitrogen fixation, cellular osmotic adjustment and productivity of cowpea.
The results of this study suggest that the reduction in the number of nodules and accumulation
of ureides were the main physiological responses to the reduction in growth and productivity
caused by soil moisture below 40%. The objective of experiment II: It was to evaluate the
morphophysiological, biochemical and anatomical response of roots, leaves and nodules of
cowpea genotypes, sensitive: BRS Tracuateua (G1) and BRS Tumucumaque (G2), and tolerant:
Pingo de ouro 1-2 (G3) and BRS Marataoa (G4) submitted to water deficit (SWRC 40%) or not
(SWRC 80%). The variables that allowed the grouping between the tolerant genotypes were
stomatal conductance, photosynthesis and the accumulation of sucrose, glucose, sorbitol and
fructose in the roots. Anatomically, the G4 genotype showed better nodule development, well-
developed cortex cells and more organized vascular bundles. Greater amount of starch grains
were found in the leaves of the 40% CAD genotypes, being higher in the G4 genotype due to
the increase in phloem in the roots. Transmission electron microscopy revealed that the G4
genotype showed granum organization. In the roots, it was possible to observe that the vessel
elements of the G2 genotype presented greater diameter in the 40% CAD, a behavior that did

not occur in the G4 genotype.

Keywords: nitrogen compounds, adaptation mechanism, antioxidant metabolism, drought.



1 INTRODUCAO GERAL

O feijao-caupi (Vigna unguculata L. Walp) € bastante utilizado na alimentacdo humana
e animal, devido ao seu alto teor de proteina. Os grios apresentam compostos
bioativos (AWIKA; DUODU, 2017), e as folhas apresentam alto teor de micronutrientes e
antioxidantes (Owade et al., 2020), podendo ser utilizadas na alimentagdo animal. O cultivo do
feijdo caupi € realizado principalmente em regides aridas e semi-aridas do mundo, onde a seca
¢ bastante comum (Namatsheve et al., 2020). Apesar do feijdo-caupi apresentar alta
plasticidade, diferentes gendtipos apresentam comportamento distintos quando submetidos a
diferentes estresses abioticos (CARVALHO et al., 2019).

A seca ¢ um dos principais estresses abioticos que afeta a produtividade das culturas, pois
interrompe varios mecanismos essenciais fisiologicos, morfologicos e anatomicos das plantas
(CHANDRA et al., 2021). A previsdo ¢ que a incidéncia e severidade do déficit hidrico
aumentardo nos proximos anos em decorréncia das alteragdes climaticas (NADEEM et al.,
2019).

O estresse hidrico diminui a fotossintese, o status hidrico, condutancia estomatica, e
transpiragdo (TANKARI et al., 2020), podendo impactar na sintese e transporte de aglcares.
Para se desenvolver e reproduzir as plantas necessitam de distribui¢do de fotoassimilados
ocorram em 6rgao de maior demanda (LEMOINE et al., 2013; NeSovi¢ et al., 2021). As folhas
e raizes jovens sdo os principais drenos durante os estagios iniciais de desenvolvimento
(FELLER; FISCHER, 1994), enquanto sementes e frutos tornam-se os principais drenos
durante o estagio reprodutivo (TEGEDER; MASCLAUX-DAUBRESSE, 2018).

Os niveis de agticar também influenciam no crescimento e desenvolvimento de nédulos
(GIBSON, 2005). A alocagao do agticar no nédulo pode funcionar como um sinal metabolico
sist€émico que impulsiona a fun¢do e o desenvolvimento do néodulo (LAMBERT et al., 2020).
A reducido da produgdo da sacarose durante o estresse hidrico pode reduzir o desenvolvimento
de nédulos e consequentemente a fixagdo bioldgica de nitrogénio (KRYVORUCHKO et al.,
2016). Além disso, a sacarose alivia os efeitos negativos do nitrato nas taxas de crescimento
dos nodulos de soja (LAMBERT et al., 2020).

Para enfrentar situagdes de estresse, as plantas desenvolveram uma série de mecanismos
que compreendem em alteragcdes morfologicas, bioquimicas e anatdmicas. Nas folhas pode
ocorrer redugdo da superficie transpirante, fechamento estomatico, aumento de tricomas,

senescéncia de folhas velhas (KOLAHI et al., 2020; LI et al., 2009). Ja nas raizes pode ocorrer



aumento do volume radicular, maior quantidade de aerénquima no cértex, aumento da espessura
de exoderme, metaxilemas numerosos ¢ com menor didmetro (JALEEL et al., 2009; MAKBUL
et al., 2011). As modificagdes anatdmicas dos nodulos durante a seca sdo pouco conhecida,
porém a tolerancia foi associada com a capacidade de sustentar suprimento de fotoassimilados
(KUNERT et al., 2016). No entanto, em situagdo de estresse, o aumento do etileno reduz o
numero de nddulos (LOHAR et al., 2009). Esse mecanismo ocorre para reduzir a utilizagdo de
fotoassimilados nos nédulos e priorizar outras estruturas comprometidas das plantas
(FERGUSON et al., 2010).

O processo de fixacdo biologica de nitrogénio se inicia pela infec¢ao da bactéria em pelos
radiculares, essa infec¢do ¢ acompanhada por varias modificagdes, como o enrolamento do pelo
radicular e divisdes de células corticais, dando inicio a organogénese do nodulo (POPP; OTT,
2011). Nas células infectadas, os bacteridides sdo responsaveis pela realizagdo da fixagdo
bioldgica de nitrogénio. A enzima nitrogenase reduz o nitrogénio atmosférico a aménio (DEN
HERDER; PARNISKE, 2009) que ¢ posteriormente reduzido a glutamina. Em seguida ¢
transformado em acido urico (SMITH; ATKINS, 2002) e sintetizado em alantoina e o acido
alantoico (TODD et al., 2006).

A seca pode levar a peroxidagdo lipidica, sendo o malondialdeido um importante
sinalizador de estresse oxidativo (FOYER, 2018; SWANSON; GILROY, 2010). Para
eliminagdo das espécies reativas ao oxigénio (EROS), as plantas desenvolveram um importante
mecanismo de resisténcia, que compreende na ativacdo de enzimas antioxidativas, como:
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa
redutase (GR) (WASZCZAK et al., 2018).
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2 O ESTRESSE HIDRICO INTERROMPE A NODULACAO E O ACUMULO DE
UREIDEOS, COMPROMETENDO O CRESCIMENTO E A PRODUCAO DAS

PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI

RESUMO

A escassez hidrica € um dos estresses abioticos mais limitantes na fixacao biologica do nitrogénio
e na produtividade das plantas leguminosas. O feijao-caupi € uma importante fonte de proteinas
para alimentagdo humana em paises em desenvolvimento e sensivel ao estresse a seca. O objetivo
do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes niveis de capacidade de dgua no solo na fixagdo
bioldgica do nitrogénio, ajuste osmotico celular e produtividade do feijao-caupi. A restri¢ao hidrica
comegou 20 dias apds a semeadura com diferentes niveis de capacidade de agua disponivel no solo
(CAD) (20, 40, 60, e 80% da CAD). As plantas de feijao-caupi ndo completaram o ciclo de vida
na CAD 20%. O déficit hidrico na CAD 40% reduziu drasticamente o nimero e peso de nodulos.
Isso refletiu na queda drastica no acumulo de alantoina, acido alantdico, nitrato, amonia e
aminoacidos no sistema radicular. Consequentemente, houve menor acimulo desses metabolitos
primdrios na parte area das plantas. A menor concentracao de ureideos na parte aérea resultou na
menor concentracdo de pigmentos fotossintetizantes como clorofila, carotenoides e feofitinas. O
estresse por déficit hidrico causou clorose nas plantas reduzindo a sintese de sacarose e agucares
totais nas folhas e o transporte desses metabolitos para as raizes. A disruptura na formagao dos
nddulos, alteragdo na producdo de compostos nitrogenados causou redugd@o na massa seca de raiz,
parte aérea e produtividade do feijdo-caupi. Os resultados desse estudo sugerem que a redugao do
numero de nddulos e acumulo de ureideos foram as principais respostas fisiologicas para a redugao

do crescimento e produtividade causados pela umidade do solo abaixo de 40%.

Palavras chave: Déficit hidrico, fixagdo bioldgica do nitrogénio, estresse por seca, ureideos,

feijao-caupi
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2.1 INTRODUCAO

A seca ¢ um dos principais fatores que limitam a produtividade das culturas em todo o mundo.
Os danos ndo se restringem somente a agricultura, mas também a seguranca alimentar e aspectos
socioecondmicos relacionados com a atividade (GUO et al., 2019). Algumas regides do mundo
vém enfrentando incremento da frequéncia e intensidade de déficit hidrico (HE ef al., 2019). Além
disso, entre os anos de 2015 a 2019, o nimero global de pessoas em risco de fome aumentou em
80% (VOOSEN, 2020).

O feijao-caupi ¢ uma das principais fontes de proteinas, minerais, vitaminas e fibras
alimentares para a maioria das dietas nos paises em desenvolvimento (MOMANYI, 2020). Os
graos possuem entre 22 e 30% de proteina, o que a torna uma fonte importante de nutricao de baixo
custo. Devido as caracteristicas nutricionais e sua alta plasticidade e tolerancia a estresses abioticos,
o feijao-caupi tem elevada importancia nutricional e socioecondmica em muitas regides aridas e
semidridas do mundo (MANDA et al., 2019).

A seca tem efeitos drasticos no desenvolvimento das plantas, pois afeta a germinagdo das
sementes, o crescimento das plantas, a fenologia, a disponibilidade de nutrientes, a fotossintese e
a respiracao (FAROOQI et al., 2020). Algumas espécies possuem mecanismos diferentes para
responder e se adaptar ao estresse hidrico, induzindo uma variedade de respostas fisioldgicas,
bioquimicas e morfologicas (KHODABIN et al., 2020). A tolerancia do feijdo-caupi ao déficit
hidrico se deve a algumas respostas respostas, tais como: ajuste osmoético e o fechamento
estomatico como estratégia para manter a umidade no interior dos tecidos, mantendo as atividades
fisioldgicas e bioquimicas normais das células (GAO et al., 2020). Os estdmatos abrem ou fecham
de acordo com a turgidez das células de guarda circundantes (GUPTA, 2020). O fechamento
estomatico em situacdo de déficit hidrico reduz os teores de clorofila a , b e carotenoides
(CHAVOUSHI et al., 2020; NADERI et al., 2020). Isso ocorre porque em condigdo de seca, as
plantas produzem espécies reativas ao oxigénio que danificam as biomoléculas como DNA, RNA,
proteinas, lipideos, pigmentos fotossintéticos e outros componentes essenciais de uma célula
vegetal (IQBAL et al., 2020).

Solutos compativeis como agucares e aminoacidos sdo produzidos e acumulados nas plantas
durante o estresse hidrico como estratégia de ajustar o potencial osmotico da célula (IQBAL et al.,

2020). No nodulo, a enzima sacarose sintase ¢ responsavel pela clivagem da sacarose pela
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subsequente sintese de acidos organicos, principalmente malato, que fornecem esqueletos de
carbono para a atividade de fixacdo. No entanto, em situagdes de estresse a sacarose € utilizada
como composto de ajuste osmotico, e o nodulo fica com pouca fonte de carbono para a demanda
energética necessaria para manter as reagdes enzimaticas da FBN (FURLAN et al., 2017).

Os ureideos sdo a principal forma de transporte de nitrogénio no feijao-caupi, sendo a seca
um limitador no transporte de ureideos e amidas (DARYANTO et al., 2016). Ureideos em baixa
concentragdo compromete a producdo de aminoacidos que sdo importantes para a producao de
proteinas, isso leva a menor desenvolvimento de biomassa de raiz e parte aérea, comprometendo
drasticamente a produtividade da cultura (MEDEIROS et al., 2020). Munjonji et al. (2018),
observaram na cultura de feijdo-caupi que o estresse hidrico resultou em uma redugao de 80% na
biomassa de nodulos e essa reducdo influenciou na fixagdo de nitrogénio, sendo que os genotipos
submetidos ao estresse hidrico severo fixaram 57% menos nitrogénio comparado com o cultivo
sem estresse.

Existe uma necessidade urgente de melhorar o desempenho da agricultura de sequeiro na
producdo de alimentos (AHMED, 2020). A restri¢ao hidrica afeta a producdo de sacarose e
consequentemente limita a formacdo de noédulo. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do
estresse por déficit hidrico sobre o metabolismo primario em plantas de feijao-caupi e sua relagao

com a producao de ureideos ¢ a produtividade.

2.2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Campus Ilha Solteira, localizada na cidade de Ilha Solteira, Sao Paulo, Brasil
(20° 25" 4.65" S, 51° 20" 27.89" O, 377 m). Antes da instalacdo do experimento foram coletadas
amostras de solo, na camada 0,0 a 0,2 m da Fazenda de Ensino, Pesquisa ¢ Extensdao da UNESP
para determinacao das caracteristicas quimicas, de acordo com Raij ef al. (2001). As amostras
foram encaminhadas ao laboratério de fertilidade do solo para andlises quimicas, nao sendo
necessaria a calagem. As propriedades quimicas observadas foram: pH: 5,3; P: 3 mg/dm?, K: 0,4

mmol/dm?, Ca: 10 mmol/dm?, Mg: 8 mmol/dm?, B: 0,02 mg/dm?, Cu: 0,6 mg/dm?, Fe: 19 mg/dm?,
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Mn: 8,8 , Zn:0,5 mg/dm?, H+Al: 15 mmol/dm?, CTC: 33,4 mmol/dm?, MO: 17 g/dm?, O solo foi
classificado como Rhodic Haplusfox de acordo com (Soil Survey Staff, 2014).

A adubagdo de semeadura foi realizada de acordo com a analise do solo com: 90 mg kg™!
P,Os aplicado na forma de superfosfato simples, 60 mg kg™! K,O na forma de cloreto de potassio,
2,5 mg kg'! de Zn na forma de sulfato de zinco, 0,5 mg kg'! de B na forma de 4cido bérico, 0,5 mg
kg! de Co na forma de cloreto de cobalto, 0,5 mg kg' de Mo na forma de molibdato de aménio.
Apbs 15 dias de plantio, foi realizado adubagio de cobertura, sendo 25 mg kg'' N na forma de
uréia. As sementes de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cultivar ‘BRS Guariba’ foram
semeadas no dia 20/11/2019 em vasos de polietileno contendo exatamente 3 kg de solo (mantendo
duas plantas por vaso) e cultivados até o final do ciclo para a obtencdo dos graos. As sementes
foram tratadas com piraclostrobina (25 g L' produto comercial), tiofanato-metil (225 g L™ produto
comercial) e fipronil (250 g L™! produto comercial) em 2 mL de produto por kg de semente. Apos
a secagem, as sementes foram inoculadas com um indéculo de turfa premium para o feijao-caupi
(cepa SEMIA 6463; namero de registro do produto SP 00581-10030-1; BIOMAX; cidade de Sao
Joaquim da Barra, Brasil) com 8 g kg! de semente, objetivando atingir 2,0 x 10° unidades
formadoras de coldnias g™ Devido a fenologia do feijao-caupi foi necessdrio realizar o tutoramento
das plantas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo 4 niveis de capacidades de
agua disponivel no solo (20, 40, 60 e 80% da CAD), contendo 4 repeti¢cdes por tratamento. O solo
foi mantido a 80% da CAD até 20 dias ap6s a semeadura, na sequéncia foi iniciado o regime de
restricdo hidrica. A reposi¢ao hidrica foi feita utilizando o método se pesagem de vasos a cada 24

horas, conforme calculos descritos por Fischer-Filho e Zocoler (2016).

2.3 COLETA DE AMOSTRAS

As coletas de plantas para andlises fisiologicas foram realizadas no estadio fenoldgico R
(BASTOS et al., 2011). O estadio fenoldgico R foi escolhido para a coleta de amostras porque
este estddio representa o maximo status fisiolégico das plantas (e.g., maximo actimulo de
fotoassimilados, nutrientes € compostos nitrogenados). Aos 18 dias de restri¢do hidrica, as plantas
foram separadas em raiz, nddulo e parte aérea. A raizes e nédulos foram lavadas em dgua corrente

e depois em agua deionizada. Foi realizada a quantificacdo de nddulos e calculado a area foliar do
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trif6lio mediano da folha recém expandida. A amostras vegetais foram acondicionadas em sacos
de papel e secas em estufa com circulagdo forcada de ar a 65 °C até atingir peso constante. Os

materiais vegetais foram pesados e os valores expressos em g planta™.

2.4  DETERMINACAO DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

As determinagdes dos pigmentos fotossintéticos (clorofila, carotenoides e feofitina) foram
baseadas na descricdo de Lichtenthaler (1987), utilizando 80% de acetona como solvente. A
extracao foi realizada com 0,5 g de matéria fresca em 5 mL de acetona a 80%. As amostras foram
centrifugadas e, em seguida, as leituras de absorbancia foram feitas em diferentes comprimentos
de onda. As concentracgdes de clorofila a, clorofila b, clorofila total, feofitina a, feofitina b, feofitina

total e carotenéides foram expressas em pg mL™".

2.5 LOCALIZACAO DE AMIDO EM TECIDOS VEGETAIS

Para analisar a localizacdo do amido em tecidos foliares, a folha do ter¢o médio superior
totalmente expandido foi coletada durante o estdgio de desenvolvimento R1 (floragdo). As
amostras foram imediatamente transferidas para tubos contendo F.A.A. Solugdo a 70%
(formaldeido 37%, acido acético e etanol 70% em uma proporcao de 1,0: 1,0: 18,0-V / V) por 7
dias e, subsequentemente, totalmente desidratado para etanol 100%. As amostras foram
transferidas para placas de Petri contendo solugao de hipoclorito de s6dio a 2% e mantidas por 20
minutos para remogdo da clorofila. Em seguida, as amostras foram lavadas trés vezes com agua
deionizada por 10 minutos. Foram realizados cortes a mao livre e colocados em laminas de vidro
de microscopio. Para localizar a abundancia de amido, as se¢des foram coradas com solugdo de
lugol a 10% e depois enxaguadas duas vezes em agua deionizada (Berlyn and Miksche, 1976). As
secoes foram examinadas usando um microscopio Leica DMR e imagens representativas foram
registradas. As se¢des foram pontuadas quanto a presenga ou auséncia de graos de amido nas
células do parénquima. Seis a sete se¢oes de cada uma das quatro repeticoes de amostras foram
examinadas para estimar a abundancia de grdos de amido em plantas submetidas ao estresse

hidrico.
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2.6 EXTRACAO DE COMPOSTOS NITROGENADOS E ACUCARES

Para anélise de perfil de compostos nitrogenados e actcares o material vegetal foi extraido
de acordo com a metodologia descrita por Bieleski e Turner (1966). O material vegetal foi
macerado em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido, sendo pesado 0,3 g de material
vegetal seco e macerado em 10 mL de solugao MCW (60% metanol, 25% cloroférmio e 15% éagua),
a solucdo contendo o extrato vegetal foi armazenada em tubos falcon de 15 mL, homogeneizada
em vortex e centrifugada a 10.000 x g durante 10 minutos a 4 °C, e armazenada em refrigerador
durante 48 horas. Apds este periodo, extrairam-se 4 mL do sobrenadante transferindo-o para outro
tubo falcon de 15 mL, adicionando 1,5 mL de agua deionizada e 1 mL de cloroféormio, e
armazenado em refrigerador durante 24 horas para a separacdo das fases lipossoluvel e
hidrossoluvel, da qual foram feitas as andlises de ureideos (alantoina e acido alantdico), agticares

soluvelis totais, sacarose, nitrato, amonia € aminoacidos.

2.6.1 Acucares soluveis totais e sacarose

A concentracdo de agucares totais foi determinada de acordo com a metodologia de Dubois
et al. (1956), sendo adicionado 25 pL de extrato hidrossoluvel, 500 puL de fenol 5% e 2 mL de
acido sulfurico concentrado, lentamente, em tubos de vidro. Esta mistura foi homogeneizada em
vortex e, apds resfriar em temperatura ambiente, seguiu-se a leitura no espectrofotometro em
absorbancia no comprimento de onda A = 490 nm.

A determinacdo de sacarose foi realizada seguindo o método de Van Handel (1968),
adicionando 50 pL de extrato hidrossoluvel, 500 pL de KOH 30% e 2 mL de &acido sulftrico
concentrado, lentamente, em tubos de vidro. A mistura foi homogeneizada em vortex e mantida
em estufa a 100 °C durante 10 minutos, e resfriados a temperatura ambiente, posteriormente
procedeu-se a leitura em espectrofotometro no comprimento de onda A = 490 nm em absorbancia.
Ambas concentragdes foram determinadas de acordo com curva padrao de sacarose ¢ os resultados

expressos em mg g de matéria fresca (MF).
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2.6.2 Determinacio de ureideos

Para a determinagdo de ureideos (alantoina e acido alantdico) nas folhas do amendoim foi
utilizado o método de Vogels e Van Der Drift (1970). O ensaio consiste em duas fases: Fase 1: Em
tubos de ensaio, foi adicionado 250 pL da amostra, 250 uL de NaOH 0,5 M, 1 gota de
fenilhidrazina. O ensaio foi aquecido em estufa a 100 °C durante 8 minutos e, em seguida, resfriado
a temperatura ambiente. Nesta fase (hidrolise alcalina), a alantoina ¢ hidrolisada a acido alantoico.
Fase 2: Foi adicionado 250 pL de HCI 0,65 N e novamente aquecido a 100 °C durante 4 minutos
(hidrélise acida), quando ocorre a hidrdlise do dcido alantdico para glioxilato. O ensaio foi resfriado
a temperatura ambiente e, entdo, foi adicionado 250 uL de tampao fosfato pH 7,0 0,4 M e 250 uL
de solugao de fenilhidrazina 0,33%. Ap6s 5 minutos a temperatura ambiente, o ensaio foi incubado
em banho de gelo por 5 minutos. Logo apos, foi adicionado 1,25 mL de HCI concentrado
previamente gelado e 250 pL de solugdo de ferrocianeto de potassio 1,65%. Os tubos foram
retirados do banho de gelo e homogeineizado em vortex. Apos 15 minutos em temperatura
ambiente, foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro em A = 535 nm. A concentragdo de
ureideos foi calculada com base em curva padrdo de solugdo alantoina. Os resultados foram

expressos em umol g'' MF peso fresco).

2.6.3 Aminoacidos

Para quantificar a concentragdo de aminoacidos soluveis totais, foi utilizado o método de
Yemm; Cocking; Ricketts (1955), utilizando-se aliquota de 100 pL de extrato hidrossoluvel, 500
pL citrato de sodio 0,2M, 200 pL solugdo ninhidrina 5% em éter monometilico de etilenoglicol e
1 mL de KCN 0,0002M. Esta mistura foi mantida a 100 °C durante 15 minutos em estufa, em
seguida foi resfriada em 4gua corrente por 10 minutos, acrescentando-se 1 mL de é4lcool etilico
60% e homogeneizado em vortex. A leitura foi realizada em espectrofotdometro no comprimento
de onda A = 570 nm. A concentra¢do de aminoacidos soluveis totais foi determinada utilizando

curva padrao de solugdo metionina.
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2.6.4 Nitrato e amonia

Para a determinagao de nitrato foi utilizado o método de Cataldo et al., (1975). Do extrato da
fase hidrossoluvel, foi retirado uma aliquota de 10 puL e adicionado 40 pL acido salicilico 5% em
H>SO4 (p/v). Apds 20 minutos em temperatura ambiente, foi acrescentado 1 mL de NaOH 2N,
lentamente. ApoOs resfriar a temperatura ambiente, foram realizadas as leituras em
espectrofotdmetro em A = 410 nm. A concentracao de nitrato foi determinada utilizando-se curva
padrio de solugdo nitrato de calcio. Os resultados expressos em umol g”! MF.

A concentracdo de amonia foi quantificada de acordo com a metodologia descrita por
Mccullough (1967). Adicionou-se 200 pL de extrato hidrossoluvel, 500 uL de solugdo fenol (2,5 g
de fenol e 12,5 mg de nitroprussiato de sédio em volume final de 250 mL) e 500 puL de solugdo
fosfato (1,25 g NaOH, 13,4 g Na2HPO4.7H20 e 2,5 mL NaOCl 5%, para 250 mL). As amostras
foram incubadas a 37 °C durante 1 h. A leitura foi realizada por espectrometria no comprimento de
onda A = 630 nm em absorbancia. A concentragdo de amonia foi determinada através de curva

padrio de soluciio sulfato de amonio e os resultados expressos em pmol g”! MF.

2.7 BIOMETRIA DAS PLANTAS E PRODUTIVIDADE DE GRAOS

No final do experimento, as vagens foram coletadas, armazenadas em saco de papel e
secadas. Em seguida, os materiais foram colocados em estufa com ventilagdo forcada por 72 h a
65 °C até obter massa constante. Apds pesagem determinou-se o numero de vagens por planta;
nimero de sementes por planta; massa de 100 sementes a 13% de umidade - base timida (g) e

produtividade de grios a 13% de umidade - base imida (g planta™).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Por meio do Software R (R Development Core Team 2015, v. 3.6), os dados foram
submetidos aos testes de normalidade e homocedasticidade de Levene, ambos a 5% de
significancia (p > 0,05). Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia pelo

teste F (p < 0,05), e quando significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
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de significancia (p < 0,05). A analise de correlagdo de Pearson (p < 0,05) também foi realizada
para identificar varidveis dependentes que sao diretamente correlacionadas com os tratamentos. O
pacote “corrplot” foi utilizado para criar o Heatmap, com fungdes “cor” e “cor.mtest” para criar os

coeficientes e matrizes de p-valores.

2.9 RESULTADOS

A seca afetou drasticamente o crescimento das plantas de feijao-caupi. Aos 18 dias de
restricdo hidrica, as plantas do tratamento CAD 20 % apresentaram clorose e alta queda de folhas
(Figura 1A). Plantas do tratamento CAD 40% (Figura 1B) apresentaram folhas amareladas e
plantas dos tratamentos CAD 60 (Figura 1C) e 80% (Figura 1D) estavam sadias e bem verdes.
Plantas do tratamento CAD 20% (Figura 1A) morreram 29 dias apds a restricdo hidrica, ndo
produzindo flores, vagens e graos.

O déficit hidrico das CAD 20 e 40% reduziram a area foliar das plantas de feijao-caupi
(material suplementar 1). A CAD 20% causou decréscimo na altura das plantas em 55% em
comparacao a CAD 80% (Figura 1 e Figura 2B). Houve reducdo drastica na massa seca da parte
aérea e raiz em resposta ao déficit hidrico. A massa seca da parte aérea reduziu em 93% e raiz em
95% na CAD 20% em comparagdo a CAD 80% (material suplementar 1).

A concentracdo de pigmentos fotossintetizantes clorofila a, clorofila b, clorofila total,
carotenodides, feofitina a e feofitina total reduziram drasticamente nos tratamentos CAD 20 e 40%
(Figura 2). A porcentagem de redugdo da concentracdo de clorofila a, b, carotendides e feofitina a
nas plantas do tratamento CAD 20% em compara¢do a CAD 80% foi de 67, 65, 25 e 68 %,
respectivamente.

A clorose induziu menor acimulo de agucares totais e sacarose na parte aérea e raiz na CAD
20% (Figura 3). A redu¢do no acumulo de agucares totais na parte aérea foi 98% (Figura 4A), nas
raizes 99% (Figura 4B), a reducdo no acumulo de sacarose na parte aérea e raizes foi 97% (Figura
4C, D) nas plantas do tratamento CAD 20% em comparagdo com plantas no tratamento 80%.

O déficit hidrico causou disruptura no metabolismo de compostos nitrogenados na raiz e
parte aérea das plantas de feijao-caupi (Figura 5). Houve reducao no acimulo de alantoina em 93%
na parte aérea (Figura 5A), 93% nas raizes (Figura 5B), 4cido alantdico em 85% na parte aérea

(Figura 5C), acido alantdico 97% nas raizes (Figura 5D), aminoacidos totais em 92% na parte aérea
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(Figura 5E) e aminoacidos totais em 94% nas raizes (Figura 5F) em plantas do tratamento CAD
20% em comparacao a CAD 80%.

A seca reduziu drasticamente o numero de nodulos, peso de nddulos e produtividade das
plantas de feijao-caupi (Figura 6). Houve reducdo em 91% no numero de nodulos (Figura 6A) e
94% no peso de nodulos (Figura 6B) nas plantas do tratamento CAD 20% em comparagdo a CAD
80%. Nao houve diferenca entre o numero de sementes por plantas na CAD 40% (Figura 6C), mas
houve reducao de 51% na produtividade (Figura 6D) em comparac¢ao a CAD 80% devido ao menor

peso dos graos.

2.10 DISCUSSAO

A queda precoce das folhas nos tratamentos com menor disponibilidade de agua no solo
(Figura 1) ocorreu porque as plantas em ambientes desfavoraveis sdo forcadas a regular a alocagao
de aminoacidos, ureideos e agucares (ZHOU et al., 2020). Em condigdes de déficit hidrico ha
tendéncia das plantas translocarem os fotoassimilados das folhas mais velhas para as folhas jovens,
ocasionando a senescéncia ou clorose das folhas mais velhas. Os danos nas células e tecidos ou
senescéncia causados levardo a estresse oxidativo que causa inibi¢ao ao crescimento das plantas e
desenvolvimento ou até a morte de plantas (MANGENA, 2019).

A redugdo do numero de folhas e area foliar (Material Suplementar 1) ¢ uma estratégia para
diminuir a superficie de transpiracao e o gasto metabolico para a manutengao dos tecidos (INMAN-
BAMBER et al., 2008). Resultados similares foram observados por (MATHOBO et al., 2017) e
(RASTTI et al., 2018) sobre o efeito do déficit hidrico no crescimento e produtividade do feijao
comum (Phaseolus vulgaris L.).

O enrolamento das folhas na CAD 20 % (Figura 1) ocorre devido as células do mesofilo ndo
tém grande pressao do turgor para manter os estdmatos abertos e para manter um alto nivel de taxa
de transpiracao e intensidade da fotossintese durante a seca (HUANG et al., 2019). A variagdo do
angulo de exposicao das folhas aos raios solares também ¢ um importante mecanismo de defesa
das plantas, que opera exatamente em periodos de estresse hidrico, diminuindo a temperatura foliar
e, consequentemente, a transpiragdo estomatal (OLIVEIRA et al., 2005).

A alteracdo no sistema radicular em plantas submetidas ao estresse pode ser atribuida a

eventos coordenados de divisdo celular, alongamento e diferencia¢ao no apice raiz. Na busca pela
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umidade, os sistemas radiculares crescem diferentemente e adaptam sua arquitetura para ser
profunda ou superficial (GUPTA et al., 2020). A massa da raiz das plantas de feijao-caupi reduziu
em resposta a menor disponibilidade de dgua no solo (Material suplementar 1). Para manter a
homeostase osmotica as plantas investiram na reprogramag¢ao metabdlica resultando na limitagao
do desenvolvimento radicular.

A clorofila é a molécula ativa do cloroplasto, desempenha um papel critico na fotossintese
das planta (HOURI et al., 2020). A redugdo da concentragdo de clorofila a e bna CAD 20% e 40%
(Figura 3) ¢ resultante do fechamento estomatico para reduzir a taxa de transpiracao que também
reduz a captacdo de CO:> e taxa de fotossintese (LI er al., 2020). Nessa condi¢do as plantas
produzem as espécies reativas de oxigénio, que em alta concentragdo causa a ruptura de
macromoléculas, como lipidios, proteinas e acidos nucléicos, com importantes fun¢des na célula
(AKCIN et al., 2020), bem como degradacao de pigmentos acessoérios envolvidos no processo de
fotossintese (WAKEEL et al., 2020). A reducao da concentragdao de pigmentos causa inibi¢ao das
atividades das enzimas fotossintéticas, ocasionando redu¢ao do actimulo e fluxo de carboidratos
para os orgaos em desenvolvimento. Resultados semelhantes foram observados em feijao faba
(ABID et al., 2017), grao de bico (MAFAKHERI et al., 2010) e em feijao-caupi (AYALA-
CARDONA et al., 2020), onde clorofilas, fotossintese, condutancia estomadtica e transpiragao
foram reduzidas em condi¢des de menor disponibilidade de dgua no solo. Os carotenodides sob
estresse hidrico possuem papel na protecao do complexo antena da fotossintese e atua como agente
antioxidante (SHEN, 2017). Nesse estudo, a concentracao de carotenoides reduziu drasticamente
com a menor disponibilidade de dgua no solo, resultado semelhante foi observado em soja por
Basal et al. (2020).

O estresse hidrico diminui a capacidade fotossintética das plantas (SALGADO et al., 2020).
Neste estudo, as plantas de feijdo-caupi expostas ao estresse de déficit hidrico diminuiram a
condutincia estomatica e as taxas de transpiragdo (Figura 2H-I). Sabe-se que a condutancia
estomatica e a transpiragcdo das plantas sdo responsaveis pela assimilagdo do carbono da atmosfera
aumentando o metabolismo do agucar nas plantas superiores (NUNES-NESI ez a/., 2016). Portanto,
a menor capacidade fotossintética das plantas de feijao-caupi sob estresse hidrico comprometeu o
acimulo de carboidratos nas células do parénquima (Figura 3), interrompendo o metabolismo

primario.
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A baixa disponibilidade de 4gua no solo promoveu disruptura na producao de acucares
soluveis totais, sacarose, alantoina, acido alantdico, aminoacidos, nitrato ¢ amonia na parte aérea e
raizes das plantas de feijao-caupi (Figuras 4, 5 e Material suplementar 1). Houve reducao drastica
da concentragdo desses metabolitos nos tratamentos com menor disponibilidade hidrica. Esses
metabolitos apresentaram correlag@o positiva com a produtividade do feijao-caupi (Figura 7).

As raizes e nddulos radiculares sdo sensores indispensaveis para tolerancia a seca, € o
feedback desses o6rgaos sdo cruciais para produgdo de ureideos em plantas leguminosas (NADEEM
etal.,2019). Nesse estudo, o nimero e peso de nddulos reduziu drasticamente em resposta a menor
disponibilidade de dgua no solo. A diminui¢do da fixacdo bioldgica no nitrogénio em plantas
leguminosas esta associada ao aumento da resisténcia ao oxigénio causada por espécies reativas de
oxigénio sob estresse hidrico (ARANJUELO et al., 2011). Resultado similar foi observado em
plantas de soja, onde a seca afetou o numero e peso de nddulos radiculares e fixagao bioldgica de
nitrogénio (KUNERT et al., 2016). Maior atividade de fixagdo biologica de nitrogénio foi
observado no nodulo de plantas de amendoim de genotipo tolerante a seca, melhorando assim o
metabolismo do carbono (sacarose) e do nitrogénio (FURLAN etz al., 2017). A formagao de nodulos
e afixacdo de nitrogénio no feijdo-caupi sdo altamente sensiveis ao estresse hidrico em
comparacao ao acumulo de biomassa (MUNJONIJI ez al., 2018). A seca pode afetar a quantidade e
a qualidade dos exsudatos radiculares (VRIES et al., 2020), aumentar a heterogeneidade do solo,
limitando a mobilidade e o acesso aos nutrientes e aumentando o oxigénio do solo, geralmente
induzindo uma forte diminui¢ao da biomassa microbiana (JANSSON; HOFMOCKEL, 2020).

Os ureideos contribuem com a alocagdo de nitrogénio no interior das plantas (THU, 2019).
A alantoina ¢ um biomarcador de processos fisiologicos relacionados ao estresse por seca ou
alagamento (REDILLAS et al., 2019; Takagi et al., 2016). O acimulo de alantoina nas plantas do
tratamento CAD 80% resultou em uma captacdo elevada de amonia e aminoacidos, que por sua
vez conferiu vantagem no crescimento e produtividade das plantas. Nos tratamentos CAD 20% e
40%, o acumulo de alantoina e acido alantdico foi reduzido, interferindo negativamente na
disponibilidade de N para a parte a aérea e o reflexo foi a inibi¢do de atividades fotossintéticas que
consequentemente limitou o crescimento e a produtividade do feijao-caupi. O acimulo de acido
alantoico na parte aérea foi maior na CAD 40% (Figura 5), elevadas concentracdes de ureideos na
parte aérea foi relatada por Baral e Izaguirre-mayoral (2017) como inversamente relacionada a

fixagdo biologica de nitrogénio.
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A reducao do nimero de botdes florais em resposta a menor disponibilidade de agua no solo
pode ser atribuido ao fato no menor nimero de nodulos, menor disponibilidade de compostos
nitrogenados como ureideos e inibi¢ao da fotossintese e a translocacao dos fotoassimilados, o que
consequentemente limitou a energia disponivel para a reprodu¢do (MEDEIROS et al., 2020). O
déficit hidrico e altas temperaturas tem efeito negativo na germinagao e fertilidade do grao de polen
ocasionando o abortamento das flores devido a ndo fecundagao do ovario resultando no menor
numero de vagens, sementes e produtividade das plantas (KHAN; KOMATSU, 2016; PANG et
al.,2017).

O déficit hidrico afetou drasticamente a produtividade do feijao-caupi (Figura 6D). Plantas
sob o tratamento CAD 20% morreram antes da antese, nao produzindo flores, vagens e sementes.
Houve uma redugdo de 51% da produtividade de plantas sob CAD 40% em comparagdo a CAD
80%. Resultados similares em feijdo-caupi sob déficit hidrico foram observados por Darkwa ef al.
(2016). Essa redugdo ocorre porque a seca reduz assimilagdo de carbono em agticares e particao de
carboidratos no grao em desenvolvimento (ASFAW et al., 2012). Além disso, o estresse hidrico
regula a producdo de assimilacao fotossintética, metabolismo do actcar e transporte nas folhas e
sementes (DU et al., 2020). O enchimento das sementes nas plantas depende da sacarose
transportada diretamente produzida pela fotossintese nas folhas, e a capacidade e a eficiéncia do
transporte estdo associadas ao peso final das sementes e tamanho das semente (DU et al., 2020). A
redugdo da massa da parte aérea e raiz em resposta a seca, resultou na redugao de nimero ¢ tamanho
de nddulos, metabolismo de ureideos, aminoacidos e aglicares que interferiu significativamente na
produtividade do feijao-caupi.

O mesofilo das folhas do feijdo-caupi era dorsiventral (APPEZZATO-DA-GLORIA;
CARMELLO-GUERREIRO, 2006) com parénquima palicadico proximo a epiderme adaxial e
parénquima esponjoso proximo a epiderme abaxial (Figura 3). O amido ¢ um carboidrato
polimérico constituido por agucares sintetizados pela fotossintese e acumulados nos cloroplastos
(RUCKLE et al., 2017). Neste estudo, graos de amido foram encontrados no parénquima pali¢adico
e parénquima lacunoso em plantas bem irrigadas (Figura 3). A maior abundancia de amido foi
detectada em plantas da CAD 80%, 60%, 40% e 20%, respectivamente. Esses resultados mostram
que o acamulo de amido e agtcares (Figuras 3 e 4) foram os principais parametros fisioldgicos que
regulam o crescimento e a produtividade do feijao-caupi. Plantas sob estresse hidrico apresentaram

menor formag¢do de nodulos, acimulo de ureideo, nitrato, amdnia e aminodcidos, o que
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comprometeu a fotossintese e o acimulo de agucares e amido. Esses resultados sugerem que as
plantas de feijdo-caupi requerem pelo menos 40% de CAD para a regulagdo do processo
fotossintético, produzindo agucares para o crescimento ¢ desenvolvimento. Melhor resposta
fotossintética, acimulo de actcar e amido, crescimento e rendimento do feijdo-caupi foram
observados em plantas da CAD 80%.

A analise de componentes principais (PCA) revelou que as caracteristicas observadas neste
estudo foram linearmente correlacionadas com a disponibilidade de 4gua no solo (Figura 7A). Foi
observada uma relagdo positiva entre ureideos (alantoina e acido alantdico) e aminoacidos,
producao de sementes, fotossintese e pigmentos fotossintéticos em resposta a 80% de CAD (Figura
7B). O heatmap também revela alta correlacdo do coeficiente de Pearson com as taxas
fotossintéticas liquidas (A), condutancia estomatica (gs) e pigmentos fotossintéticos (clorofilas) e
concentracdo de agucares nas folhas. Esses parametros foram as principais caracteristicas
fisiologicas que regulam o crescimento e a produtividade das plantas de feijao-caupi sob diferentes

disponibilidades hidricas no solo.

2.11 CONCLUSAO

A baixa disponibilidade de 4gua no solo reduziu o nimero e peso de nodulos das plantas de
feijdo-caupi. A diminui¢do do niimero de nodulos resultou na disruptura da fixacdo biologica do
nitrogénio devido o menor acumulo de alantoina, acido alantdico, aminoacidos, nitrato e amonia
na parte aérea e raiz das plantas. Os ureideos (alantoina e acido alantdico) sdo as principais formas
organicas de nitrogénio nas raizes e parte aérea do feijao-caupi e foram drasticamente reduzidos
em resposta a baixa disponibilidade de agua no solo.

O estresse por déficit hidrico reduziu a concentragdo de pigmentos fotossintéticos, o que
resultou no menor acumulo de sacarose a agucares na parte aérea e raiz, resultando na menor area
foliar, biomassa seca de plantas e produtividade.

As plantas de feijao-caupi ndo produziram flores, vagens e sementes em resposta ao déficit
hidrico de CAD 20%. Esse estudo sugere que a disponibilidade minima de 4gua no solo seja CAD

40% para produgdo de sementes de feijao-caupi. Esse estudo fornece importantes informagoes
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sobre respostas fisiologicas do metabolismo de ureideos e amidas como biomarcadores para

resposta a seca.
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Figure 1. Effect of soil retention of water capacity (SRWC) on growth of cowpea plants, where:
20 % (A), 40 % (B), 60 % (C), and 80 % (D) of SRWC. Drought stress was applied at 20 days after

seed sowing. The pictures were taken at 18 days after water deficit stress treatment.
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Figure 2. Effect of soil retention of water capacity (SRWC) on chlorophyll a (A), chlorophyll b
(B), total chlorophyll (C), carotenoids (D), pheophytin a (E) and total pheophytin (F),
photosynthesis (G), stomatal conductance (H), transpiration (I) of cowpea leaves after 18 days of
water deficit treatments. Letters classify the means according to Tukey test at a 5% error

probability. The bars represent the standard deviation of the mean (n = 4).
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SWRC 20% SWRC 40% SWRC 60% SWRC 80%

Figure 3. Starch abundance in cowpea leaves exposed to different soil water retention capacity (SWRC), where; (A, B, C exposed to
20% SWRC), (D, E, F exposed to 40% SWRC), (G, H, I, exposed to 60% SWRC), and (J, K, L exposed to 80% SWRC). Lugol staining
reveal the starch accumulation in leaf tissue organs: xy (xylem), ph (floem), ep (epidermis), pp (palisade parenchyma), sp (spongy

parenchyma).
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Figure 4. Effect of soil retention of water capacity (SRWC) on shoot total sugars (A), shoot sucrose

(B), root total sugars (D), and root sucrose (E) accumulation of cowpea plants after 18 days of

water deficit treatments. Letters classify the means according to Tukey test at a 5% error

probability. The bars represent the standard deviation of the mean (n = 4).
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Figure 5. Effect of soil retention of water capacity (SRWC) on shoot allantoin (A), root allantoin

(B), shoot allantoic acid (C), root allantoic acid (D), shoot amino acids (E), and root amino acids

(F) accumulation of cowpea plants after 18 days of water deficit treatments. Letters classify the

means according to Tukey test at a 5% error probability. The bars represent the standard deviation

of the mean (n = 4).
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Figure 6. Effect of soil retention of water capacity (SRWC) on nodules per plant (A), weight of

nodules per plant (B), number of seeds per plant (D), and seed yield (E) of cowpea plants after 18

days of water deficit treatments. Letters classify the means according to Tukey test at a 5% error

probability. The bars represent the standard deviation of the mean (n = 4).
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Figure 7. Principal component analysis (PCA) showing a set of observations of possibly correlated variables into a set of values of
linearly uncorrelated variables (A), and a heatmap showing the Pearson’s correlation coefficients obtained from parameters measured
from cowpea plants. Green scale means the significant positive correlation (p < 0.05). Abbreviations: Chl a — chlorophyll a, chl b —
chlorophyll b, chlo a+b — total chlorophyll, carot — carotenoids, phe a — pheophytin a, pheo b — pheophytin b, LA — leaf area, SH — shoot
height, S-DW — shoot dry weight, R-DW — root dry weight, S-TS — shoot total sugars, R-TS — root total sugars, S-Suc — shoot sucrose,
R-Suc — root sucrose, S-aa — shott amino acids, R-aa — root amino acids, S-All — shoot allantoin, R-All — root allantoin, S-Allac — shoot
allantoic acid, R-Allac —root allantoic acid, S-NO3 — shoot nitrate, R-NOs3 — root nitrate, S-NH3z — shoot ammonia, R-NH3 —root ammonia,
NNP — number of nodule per plant, WNP — weight of nodule per plant, NSP — number of seeds per plant, ), A - photosynthesis, gs -

stomatal conductance, E — transpiration, GY — grain yield.
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Supplementary material 1. Effect of soil retention of water capacity (SRWC) on foliar area
(A), shoot height (B), shoot dry weight (C), and root dry weight (D) of cowpea plants after 18
days of water deficit treatments. Letters classify the means according to Tukey test at a 5%

error probability. The bars represent the standard deviation of the mean (n = 4).
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Supplementary material 2. Effect of soil retention of water capacity (SRWC) on shoot nitrate

(A), shoot ammonia (B), root nitrate (C), and root ammonia (D) accumulation in cowpea plants

after 18 days after treatment. Letters classify the means according to Tukey test at a 5% error

probability. The bars represent the standard deviation of the mean (n = 4).
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3 RESPOSTAS MORFO-ANATOMICAS E BIOQUIMICAS DE GENOTIPOS DE
FEIJAO-CAUPI SENSIVEIS E TOLERANTES AO ESTRESSE POR DEFICIT
HIDRICO

RESUMO

O déficit hidrico ¢ dos principais estresses abioticos associados a reducao da producdo de
alimentos no mundo. O feijdo-caupi ¢ a principal fonte de proteina em regides aridas e em paises
em desenvolvimento. O objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta morfofisiologica e
bioquimica de genoétipos de feijao caupi, sensiveis: BRS Tracuateua (G1) e BRS Tumucumaque
(G2), e tolerantes: Pingo de ouro 1-2 (G3) e BRS Marataoa (G4) submetidos ao déficit hidrico
(CAD 40%) ou nao (CAD 80%) em delineamento inteiramente casualizado com 8 repeti¢oes.
A restri¢do hidrica se iniciou apds 20 dias de plantio e no estagio R1 foram realizadas as analises
biométricas, compostos nitrogenados, enzimas antioxidativas, fotossintese de 4 repeti¢des, € ao
final do ciclo foi avaliado a producgdo das outras 4 repetigdes. Os ndédulos foram processados
anatomicamente e testes histoquimicos foram conduzidos. Todos os genétipos apresentaram
reducdo na massa fresca e seca da parte aérea, entretanto os gendtipos tolerantes a seca
apresentaram a capacidade de reduzir a condutancia estomadtica (gs), aumentar a taxa
fotossintética (A) e eficiéncia no uso da agua (WEU). Anatomicamente, verificamos uma
redugdo nas cé€lulas do cortex de gendtipos sensiveis sob estresse hidrico se comparada com a
CADS80%. Essa regido do nodulo possui caracteristicas de parénquima aquifero. Os testes
histoquimicos ilustraram haver gotas de proteinas nas células ndo infectadas adjacentes as
infectadas e que as paredes das células sdo ricas em pectina. Os genotipos sensiveis reduziram
drasticamente as A ¢ WEU em resposta ao estresse por seca. Apesar de ocorrer reducao no
nimero de ndédulos dos gendtipos tolerantes eles apresentaram ndédulos maiores, esses genotipos
apresentaram maior acumulo de compostos nitrogenados (alantoina, acido alantdico, nitrato,
amonia e aminoacidos). Houve mitigacdo de espécies reativas de oxigénio pelo aumento da
atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, maior
concentragdo de sorbitol, frutose, sacarose que refletiu no aumento dos compostos nitrogenados
e produtividade. A andlise de cluster determinou agrupamento entre os genotipos sensiveis (G1
e G2) e os tolerantes (G3 e G4), as variaveis que possibilitou o agrupamento entre os genotipos
tolerantes foram condutancia estomatica, fotossintese e o acimulo de sacarose, glicose, sorbitol

e frutose nas raizes.
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Palavras chave: taxa fotossintética, mecanismo de resisténcia, compostos nitrogenados, Vigna

unguiculata

3.1 INTRODUCAO

A seca ¢ considerada um dos perigos naturais mais complexos de monitorar devido ao seu
inicio lento e impactos de longo prazo (ROJAS, 2020). A previsdo ¢ que a incidéncia e
severidade aumentarao no futuro proximo como resultado das mudangas climaticas globais que
direcionara para um declinio rigoroso na producao geral de alimentos (ANWAAR et al., 2020).
A estimativa populacional ¢ mais 9 bilhdes em 2050 (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2020), o que promove uma elevada demanda
mundial por alimento, portanto, encontrar solu¢des para o aumento da produtividade agricola
mesmo em situacao de estresse ¢ de extrema importancia.

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L., Walp.)) ¢ uma importante fonte de proteina
(WENG et al., 2017), e esta entre os alimentos mais ricos em nutrientes com potencial para
promover a seguranca alimentar e nutricional na Africa Subsaariana (OWADE et al., 2020).
Apesar de ser uma cultura que apresenta alta plasticidade, a falta de 4gua durante estagios de
crescimento pode ser prejudicial para a producdo (MUNJONIJI et al., 2017). Além disso, o
feijdo-caupi ¢ uma leguminosa de graos promiscua que forma simbiose com uma ampla gama
de cepas de bactéria do género Rhizobia , formando a base para a fixagdo bioldgica de nitrogénio
(SMITH et al., 2016).

O estresse hidrico altera drasticamente as relagdes hidricas e o potencial osmotico,
desencadeando a resposta ao estresse multifacetada (SANKO-SAWCZENKO et al., 2019). A
perda de dgua em situagdo de seca ocasiona diminui¢cdo do potencial hidrico (LAXA et al.,
2019), afeta a abertura e fechamento estomatico, causando disruptura do processo fisiologico
(REN et al., 2021) e elevada producao de espécies reativas ao oxigénio (EROS), como O»- e
H>02 (ARSLAN et al., 2021). Para se defender as plantas desenvolveram uma série de
mecanismos antioxidante, a superdxido dismutase (SOD) ¢ a primeira enzima na linha de defesa
contra as EROs no sistema antioxidante, sendo responsavel por eliminar os O;- e converté-los
em H>O» (Foyer, 2018). O H>O: por sua vez ¢ convertido em agua, pela enzima antioxidante
catalase (CAT) e peroxidase (POX) (Ighodaro and Akinloye, 2018).

A fotossintese ¢ um processo importante para a sintese de produtos de assimilagdo, mas ¢

extremamente sensivel as condigdes de déficit hidrico (LI et al., 2021). Os produtos de
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assimilag¢do resultantes da fotossintese atuam como fonte de energia e regulam as vias de
sinalizacdo celular envolvidas no metabolismo e desenvolvimento das plantas (RUAN et al.,
2010). A redugao do processo fotossintético causado pela seca afeta drasticamente o transporte
de agtcares dentro das plantas, essa baixa distribui¢do impossibilita o desenvolvimento e
produtividade das culturas (DU et al., 2020a).

Comumente a demanda por assimilados na formagdo e crescimento dos nddulos sdo
supridas pelos produtos resultantes da fotossintese (FISCHINGER; SCHULZE, 2010). Em
contrapartida as bactérias dos nddulos conseguem fixar parte do nitrogénio necessario para o
desenvolvimento do feijdo caupi. O N entra nos bacteroides e ¢ reduzido a amonia pela enzima
nitrogenase (COLLIER; TEGEDER, 2012). A amdnia ¢ entdo liberada no citosol da célula do
nodulo infectada através da membrana peribacterdide e assimilada a glutamina (MASALKAR
et al., 2010). A glutamina ¢ canalizada para as vias de sintese e degradacao das purinas e,
finalmente, o 4cido turico ¢ sintetizado (SMITH; ATKINS, 2002). Apdés o movimento
simplasmatico para as células ndo infectadas, o acido urico ¢ usado para a sintese de alantoina
e o0 acido alantéico (TODD et al., 2006). Uma vez que os ureideos comegam a se acumular nas
células nao infectadas do nodulo sdo carregados pelo sistema vascular do xilema e entdo
transportados (BARAL et al., 2014). Para que esse processo ocorra ¢ necessario energia para o
nddulo, no entanto, a indisponibilidade de 4gua pode levar ao acimulo de sacarose nas folhas e
a um disturbio do equilibrio metabolico da sacarose (DU et al., 2020a), dificultando a
distribuicao para o restante das plantas, afetando o desenvolvimento e estruturagao dos ndédulos
(KOUCHI; YONEYAMA, 1984).

Existe uma diversidade de tipos de nddulos, no entanto as principais caracteristicas
anatomicas dos noédulos de leguminosas sdo: indu¢do de um novo meristema de planta
normalmente envolvendo células corticais de raiz, invasao de tecidos e células por Rhizobium,
desenvolvimento de tecido vascular periférico localizado fora da zona de infec¢do (Brewin,
1991). O cortex interno do feijdo-caupi possui uma camada de células semelhante a
endoderme (SEN et al., 1986). James et al. (1993) sugeriram que o cértex bem desenvolvido
em nodulo de soja (Glycine max) pode atuar como uma barreira idnica.

E importante compreender de que maneira o estresse hidrico interfere no desenvolvimento
dos nodulos. Nesta pesquisa, mostramos mudangas fisioldgicas de quatro gendtipos de feijao-
caupi: BRS Tracuateua (G1 — sensivel), BRS Tumucumaque (G2 — sensivel), Pingo de ouro 1-
2 (G3 - tolerante) e BRS Marataoa (G4 - tolerante) (BASTOS et al., 2011; DUTRA et al., 2015)
e como essas alteragdes modificaram os processos bioquimicos das plantas. Espécies

e cultivares comportam-se de forma diferente em situacdo de estresse, ¢ de extrema importancia
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compreender as respostas metabolicas e anatomicas que tornam genotipos tolerantes, sendo a
realizacdo de estudos necessaria para contribui¢do no desenvolvimento de genotipos capazes de

produzir graos mesmo com baixa disponibilidade de dgua.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetagao da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Campus Ilha Solteira, localizada na cidade de Ilha Solteira, Sao Paulo,
Brasil (20° 25' 4.65" S, 51° 20' 27.89" O, 377 m). Antes da instalacdo do experimento foram
coletadas amostras de solo, na camada 0,0 a 0,2 m da Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensao
da UNESP para determinag@o das caracteristicas quimicas, de acordo com (Raij et al., 2001).
As amostras foram encaminhadas ao laboratorio de fertilidade do solo para andlises quimicas,
nao sendo necessaria a calagem. As propriedades quimicas observadas foram: pH: 4,9; P: 2
mg/dm?, K: 0,4 mmol/dm?, Ca: 4 mmol/dm?3, Mg: 4 mmol/dm?, B: 0,02 mg/dm?, Cu: 0,5 mg/dm?,
Fe: 15 mg/dm?, Mn: 4,9, Zn:0,1 mg/dm?3, H+Al: 12 mmol/dm?, CTC: 20,4 mmol/dm?, MO: 12
g/dm. O solo foi classificado como Rhodic Haplusfox de acordo com (SOIL SURVEY STAFF,
2014).

A adubagdo de semeadura foi realizada de acordo com a analise do solo com as
recomendacdes de (RAIJ et al., 2001) sendo: 90 mg/kg P>Os na forma de superfosfato simples,
60 mg/kg k20 na forma de cloreto de potassio, 2,5 mg/kg de Zn na forma de sulfato de zinco,
2,86 mg/kg de B na forma de 4cido borico, 0,5 mg/kg de Co de solo na forma de cloreto de
cobalto, 0,5 mg/kg de Mo de solo na forma de molibdato de amdnio. Apds 15 dias de plantio,
foi realizado adubagao de cobertura, sendo 50 mg/kg de N, na forma de uréia. As sementes de
feijdo-caupi foram semeadas no dia 22/04/2020 em vasos de polietileno contendo exatamente 3
kg de solo (mantendo duas plantas por vaso). As sementes foram tratadas com piraclostrobina
(25 g L'! produto comercial), tiofanato-metil (225 g L! produto comercial) e fipronil (250 g L-
! produto comercial) em 2 mL de produto por kg de semente. Apds a secagem, as sementes
foram inoculadas com um in6culo de turfa premium para o feijao-caupi (cepa SEMIA 6464;
nimero de registro do produto SP 00581-10030-1; BIOMAX; cidade de Sao Joaquim da Barra,
Brasil) com 8 g kg™! de semente, objetivando atingir 2,0 x 10° unidades formadoras de colonias
g’!. Devido a fenologia do caupi foi necessario realizar o tutoramento das plantas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando 2 niveis de
capacidades de dgua disponivel no solo (40% e 80% da CAD) (Carvalho et al., 2019) e 4

genotipos de feijao-caupi: BRS Tracuateua (G1 - sensivel), BRS Tumucumaque (G2 - sensivel),
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Pingo de ouro 1-2 (G3- tolerante) e BRS Marataoa (G4 - tolerante), contendo 8 repeti¢des por
tratamento. O solo foi mantido a 80% da CAD até 20 dias ap6s a semeadura, na sequéncia foi
iniciado o regime de restri¢ao hidrica. A reposicao hidrica foi feita a cada 24 horas utilizando o

método de gravimetria.

3.3 COLETA DE AMOSTRAS

As coletas de plantas para analises fisioldgicas foram realizadas no estadio fenologico Ry
(plantas contendo o primeiro botao floral no ramo principal) (Bastos et al., 2011). O estadio
fenologico R foi escolhido para a coleta de amostras porque este estadio representa 0 maximo
status fisioldgico das plantas (e.g., maximo acimulo de fotoassimilados, nutrientes € compostos
nitrogenados) (MUNJONII et al., 2017). No florescimento as plantas foram separadas em raiz,
nodulo e parte aérea. A raizes e nodulos foram lavadas em 4gua corrente e depois em agua
deionizada, foi realizada a quantificagdao de nddulos. A amostras vegetais foram acondicionadas
em sacos de papel e secas em estufa com circulagdo forcada de ar a 65 °C até atingir peso

constante. Os materiais vegetais foram pesados e os valores expressos em g planta™.

3.4 ANATOMIA DOS NODULOS

Os nddulos mais representativos foram coletados dentro de cada tratamento. Eles foram
seccionados transversalmente na regido mediana com ajuda de um bisturi e entdo fixados em
solu¢do de Karnovsky (2% paraformaldehyde, 2,5% glutaraldehyde, 0.05M CaCl2 in 0.2 M
cacodylate buffer of pH 7.2.) - por 24 h (Karnovsky, 1965). Nesse periodo, as amostras foram
colocadas em bomba de vacuo por 15 minutos por 5 vezes e agitadas para melhor penetragao
do fixador. Os nodulos foram entdo desidratados por meio de uma série de alcool graduado (10,
20, 30, 50, 70, 80, 90 e 100%), 15 minutos em cada etapa e incorporado em resina plastica
(Leica Historesin®, Heraeus Kulzer, Hanau, Alemanha). Nessa etapa, as amostras foram
submetidas a bomba de vacuo por 10 vezes e as amostras foram continuamente agitadas. A etapa
de infiltragdo em resina pura levou 4 dias. As amostras foram seccionadas em micrétomo
rotacional Leica RM 2045 com espessura de 5-7 pm. Para as andlises histoldgicas usuais, parte
dos cortes transversais foram montados em laminas de vidro e corados com azul de toluidina
(SAKALI 1973). Testes histoquimicos de proteinas totais (deteccao de radical cationico total)

foi realizado com Xylidine Ponceau 0,1% (VIDAL, 1970).
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Apo6s a coloragdo, as laminas foram montadas com resina sintética Entellan® (Merck,
Darmstadt, Alemanha). As imagens das laminas foram capturadas digitalmente por meio de um
microscopio Zeiss Axionscope com uma camera de video acoplada. As escalas micrométricas

foram impressas diretamente nas imagens.

3.5 ESTIMATIVA DE PRODUCAO

No final do experimento, as vagens foram coletadas, armazenadas em saco de papel e
secadas. Em seguida, os materiais foram colocados em estufa com ventilagao forcada por 72 h
a 65 °C até obter massa constante. Apos pesagem determinou-se a produtividade de graos a 13%

de umidade (g planta™!).

3.6 EXTRACAO DE COMPOSTOS NITROGENADOS

Para andlise de perfil de compostos nitrogenados o material vegetal foi extraido de acordo

com a metodologia descrita por (Bieleski and Turner, 1966).

3.6.1 Determinacao de ureideos

Para a determinac¢do de ureideos (alantoina e 4cido alantdico) foi utilizado o método de

(VOGELS; VAN DER DRIFT, 1970).

3.6.2 Aminoacidos

Para quantificar a concentra¢do de aminoacidos soluveis totais, foi utilizado o método de

(YEMM et al., 1955).

3.6.3 Nitrato e amonia

Para a determinagao de nitrato foi utilizado o método de (CATALDO et al., 1975).

3.7 DETERMINACAO DE TROCAS GASOSAS E EFICIENCIA DO USO DA AGUA
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A determinacdo das trocas gasosas foi realizada em aparelho portéatil de troca gasosa (Infra
Red Gas Analyzer -IRGA, marca ADC BioScientific Ltd, modelo LC-Pro) de acordo com
(SANTOS et al., 2017). Os seguintes parametros foram determinados: taxa fotossintética

2 s 1), concentragio interna

liquida (umol CO2 m 2 s!), condutancia estomatica (mol HxO m ~
de CO2na sub cimara estomatica (umol CO> mol ') e taxa de transpiragio (mmol H>O
m 2 s !). Para as medicdes, as condi¢des padrio utilizadas foram: 1200 umol m 2 s™! de radiacfio
fotossinteticamente ativa (PAR), fornecida por lampadas LED, 380 ppm de CO> e temperatura
da camara de 28 °C, segundo (JIANG; XU, 2001).

A eficiéncia do uso da agua foi calculada pela razao entre a taxa fotossintética e a taxa de
transpiragdo. A EUA ¢ um parametro fisioldgico que expressa quantitativamente o

comportamento momentaneo das trocas gasosas na folha e que varia entre e dentro das espécies

vegetais (LARCHER, 2000).

3.8 PEROXIDACAO LIPIDICA E DETERMINACAO DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO

A avaliagdo da peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da produgdo de metabdlitos
reativos ao acido 2-tiobarbiturico (TBA), principalmente o malondialdeido (MDA), segundo
(Heath and Packer, 1968). A concentragdo de H>O, foi determinada, de acordo
com (ALEXIEVA et al., 2001) .

3.9 ANALISE DE CONCENTRACAO DE PROTEINA E ATIVIDADE DE ENZIMAS

Para avaliar a concentracdo de proteinas, catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e
ascorbato peroxidase (APX), a amostragem foi realizada 50 DAP, 30 DAT. Dez folhas
trifolioladas do ter¢o superior das plantas foram coletadas aleatoriamente em cada vaso. O
material foi congelado rapidamente em nitrogénio liquido e armazenado a —80 °C. Pesou-se 1,5
g de material fresco e adicionou 4 mL de tampao de fosfato de potéassio 0,1 M a pH 7,5 contendo
ditiotreitol 3 mM e acido etilenodiaminotetracético 1 mM. A mistura foi centrifugada a 10.000
rpm por 30 min a 4 °C e o sobrenadante foi entdo mantido a —80 °C.

Para a andlise de proteinas, a absorbancia foi registrada em 595 nm usando um

espectrofotometro. A determinagao das proteinas foi realizada de acordo com (Bradford, 1976),
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utilizando aliquota de 5 puL, a curva de calibragdo foi feita com albumina, e o resultado foi
expressoemmg g ' FW.,

A determinacao da atividade do APX foi realizada de acordo com (Gratdo et al.,
2008). Primeiramente, foi feita uma solucao contendo 600 puL de tampao de fosfato de potéassio
80 mM (pH 7,0) + 100 pL de &cido ascorbico 5 mM e 100 uL. de EDTA 1 mM. A solucao foi
mantida em banho-maria a 30 °C durante 10 min. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
H>0;, 0,1 mM e 10 pL de extrato protéico. O extrato foi agitado rapidamente e imediatamente
analisado em espectrofotometro a 290 nm por 1 min. Os resultados foram expressos como nmoL
min ! mg de proteina ..

A atividade da CAT foi determinada usando a metodologia de (Azevedo ef al., 1998). Em
tubos eppendorf, foi adicionado 1 mL de tampao de fosfato de potéssio 0,1 M (pH 7,5) e 2,5 uL
de H202 30%, seguido de 20 pL de extrato protéico. Imediatamente apds a adi¢do do extrato

proteico, os tubos foram rapidamente misturados por vortex. A atividade da enzima foi

determinada monitorando o registro de absorbancia a 240 nm em um intervalo de 1 min usando

1 1

um espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos como pumoL min — mg de proteina ~ .

A atividade da SOD foi medida pelo método de (Giannopolitis and Ries, 1977). Para a
reacdo enzimatica foi utilizado 50 pL. do sobrenadante em seguida adicionado 2 mL de tampao
fosfato de potassio 50 mM pH 7,8 (50 mM), 250 puL de metionina 13 mM (13 mM), 200 puL de
nitroblue de tetrazélio 75 mM (NBT) (75 mM), 200 uL. de EDTA 0,1 mM (0,1 mM) e 250 puL
de riboflavina 2 uM (2 uM). As amostras foram homogeneizadas por vortex e mantidas dentro
da caixa iluminada por 25 min. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas novamente e

registradas para leitura de absorbancia em A = 560 nm em espectrofotdmetro. Os resultados

foram expressos em U SOD mg ! proteina.

3.10 ANALISE DO PERFIL DE ACUCARES

As andlises foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) da Shimadzu, modelo Prominence equipado com detector de indice de refracao
diferencial, modelo RID-20%. Os pontos da curva foram obtidos pela inje¢do de 5 pL da solucao
padrao em diferentes concentragdes, utilizando um amostrador automatico modelo SIL-10AF.
O sistema ¢ equipado com uma coluna Shim-Pack GIST NH2 com dimensdes de 4,6 x 250 mm

e didmetro de particula de 5 um, a 40°C. A fase moével foi composta de uma solugao 90% de
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acetonitrila. O método foi realizado em 25 minutos em modo socratico com fluxo de 1 mL min”
1

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Por meio do Software R (R Development Core Team 2015, v. 3.6), os dados foram
submetidos aos testes de normalidade proposto por (Shapiro and Wilk, 1965) e
homocedasticidade de Levene, ambos a 5% de significancia (p > 0,05). Posteriormente, os dados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p < 0,05), e quando significativos, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05). A andlise de
correlacdo de Pearson (p < 0,05) também foi realizada para identificar variaveis dependentes
que sdo diretamente correlacionadas com os tratamentos. O pacote “corrplot” foi utilizado para
criar o Heatmap, com fungdes “cor” e “cor.mtest” para criar os coeficientes e matrizes de p-
valores. Para realizacdao do agrupamento clustering, foram utilizados os pacotes: RColorBrewer,

gplots, pheatmap, d3heatmap, dendextend, ComplexHeatmap, circlize e cluster.

3.12 RESULTADOS

3.12.1 Efeito do estresse hidrico no crescimento do feijio-caupi

O estresse por déficit hidrico resultou na diminui¢@o da area foliar em todos os genotipos
dentro de 40% da SWRC. Além disso, folhas velhas cairam nos genotipos G3 e G4 (Figura 1).
O peso fresco (Figura 2AD) e o peso seco (Figura 2BE) diminuiram em todos os genotipos
estudados. Com base na diferenca de peso da matéria fresca e do peso da matéria seca, € possivel
concluir que os genotipos dentro de 80% SWRC conseguiram acumular maior quantidade de
agua tanto na parte aérea quanto na raiz em comparacao com 40% SWRC (Figura 2ABDE) A
reducgdo da area fotossintética refletiu em menos nodulagao em 35%, 65%, 35% e 43%, para os
genotipos G1, G2, G3 e G4, respectivamente (Figura 2C). Todos os gendtipos crescendo abaixo
de 40% de SWRC mostraram uma redug¢ao no nimero de tamanhos de nédulos (Figura 1). A
produtividade de sementes dos genotipos também foi afetada, os gendtipos G1, G2 ¢ G4
apresentaram reducdo de 39%, 26% e 64% (Figura 2F), respectivamente. Em contraste, a

produtividade do gendtipo G3 aumentou abaixo de 40% SWRC (Figura 2F).
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3.12.2 Anatomia do nodulo

O nodulo de feijao-caupi, € revestido por uma periderme e apresenta cortex composto por
células vacuoladas, parede finas, ndo acumulam substincias ergasticas e com citoplasma
parietal. No cortex encontram-se feixe vasculares e, mais internamente, ocorre a zona de
infeccdo que contém células infectadas e células ndo-infectadas (Figura 3). Foi observado que
o déficit hidrico afeta consideravelmente na anatomia dos nddulos da cultivar G2 sob CAD 40%.
Essa cultivar sob estresse hidrico apresenta cortex mais delgado e com células menores quando
comparado com G4. Além disso, as células do parénquima cortical em G2 sob CAD 40%
apresentavam-se com sinuosidades em suas paredes celulares (Figura 3B). Em relacao a
distribuicdo de proteinas, observou-se que as células ndo-infectadas apresentam gotas de
proteinas (Figura 3 C;F; L;J). Noédulos do G4 sob CAD 40% apresenta maior quantidade de
células nao-infectadas quando comparada a G2. Nao ha alteragdo anatomica no cortex dos
nddulos das plantas submetidas a CAD 80% (Figura 3 G-H; J-K). Porém, na zona infectada
nota-se mais regides com células nao infectadas no G4 quando comparada com G2 (Figura

3LL).

3.12.3 Metabolismo do N

Os genotipos G1, G2 e G3 apresentaram maior acimulo (47%, 48% e 49%,
respectivamente) de ureideos totais na parte aérea dentro da CAD 80% quando comparado com
a CAD 40%, o gen6tipo G4 nao apresentou diferen¢a no aciimulo entre CAD’s. Ja nas raizes ¢
possivel observar maior acuimulo na CAD 80% para os genotipos G2, G3 e G4 (64%, 76% e
55%, respectivamente. O genotipo que apresentou maior acimulo na parte aérea de ureideos
totais na CAD 40% foi o G3. Ja na raiz o G4 foi o gendtipo que apresentou maior acumulo.
Considerando a CAD 80% o genotipo que presentou maior acumulo de ureideos na parte aérea
foi 0 G3, seguido do G2, G1 e G4, todos apresentaram diferenga significativa entre si. Ja na raiz
foi 0 G3 seguido do G4, G2 e G1 diferindo estatisticamente entre si (Figura 4C-F).

Maiores teores de acaimulo de nitrato na parte aérea também foram encontrados em maior
quantidade na CAD 80% nos genoétipos G1, G2 e G3 (42%, 60% e 59 %, respectivamente),
porém o G4 apresentou acimulo de 54% a mais na CAD 40% (Figura 4G). Nas raizes os maiores
teores de acimulo foram encontrados na CAD 80% nos genotipos G2, G3 e G4 (66%, 75% e

50%, respectivamente) (Figura 4J). O gen6tipo G1 ndo apresentou diferenga significativa entre
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CAD no actimulo de nitrato nas raizes. Dentro da CAD 40% o genotipo que mais acumulou
nitrato na parte aérea foram G3 e G1.

Todos os gendtipos apresentaram maiores acimulo de amodnia na raiz na CAD 80%,
porém na parte aérea o G4 apresentou maior acumulo na CAD 40%. O G4 se destacou entre os
demais genotipos na CAD 40%, tanto na parte aérea quanto na raiz (Figura 4HK). Os gendtipos
G1, G2 e G3 apresentaram maiores valores de acimulo dentro da CAD 80%.

Maiores acumulos de aminoacidos foram encontrados na parte aérea do G1, G2 ¢ G3
submetidas a CAD 80%, ja o G4 apresentou maior teor na CAD 40%. Dentre todos os genotipos

estudados o G4 foi o que apresentou maior acimulo de aminoacido na CAD 40% (Figura 4IL).

3.12.4 Taxas fotossintéticas

Os genotipos G1 e G2 foram os que mais sofreram reducdo na fotossintese (A) na CAD
40% (Figura SA), cerca de 43% e 47%, respectivamente. Enquanto os gendtipos G3 e G4 foram
capazes de manter a atividade de fotossintese mesmo em situagdo de estresse. Os genotipos G3
e G4 apresentaram menor valor de gs e maior valor de EUA em ambas as CAD’s comparado

aos gendtipos G1 e G2.

3.12.5 Metabolismo oxidativo e antioxidativo

O déficit hidrico induziu o aumento da atividade das enzimas antioxidantes CAT, APX e
SOD (Figura 6D), e resultou em redu¢do de H>O» (Figura 6B) e MDA (Figura 6A) no G1. No
G2 houve aumento significativo de APX e SOD na CAD 40%, que também refletiu na redug¢ao
de H>O2. O gendtipo 3, apresentou comportamento distinto dos demais genotipos, onde os
maiores valores de enzimas oxidantes foram encontrados nas plantas da CAD 80% (Figura 6).
Os baixos niveis das enzimas antioxidativas na CAD 40 % resultaram no aumento do conteudo
de H>O2 e MDA, indicando peroxidac¢ao lipidica. O G4, apresentou maiores niveis de APX na
CAD 40%, os niveis de SOD e CAT nao apresentaram diferencas entre CAD para esse genotipo.

Houve correlagao positiva no conteudo de H>O> e MDA (Figura 7B) para todos os gendtipos.

3.12.5 Teor de acucares

Os genotipos G1 e G2 foram os que apresentaram maior acimulo de frutose na parte aérea

e menor acimulo na raiz na CAD 40%. No entanto, os genotipos G3 e G4 apresentaram menor
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acimulo na parte aérea e maior acimulo na raiz quando submetido ao estresse (Material
Suplementar 1). O gen6tipo G2 conseguiu acumular maiores teores de glicose na parte aérea em
ambas as CAD, porém na raiz o genotipo G3 acumulou maior teor. Nenhum gen6tipo acumulou
sorbitol nas raizes, ja na parte aérea o genotipo G3, conseguiu acumular maior quantidade em
ambas as CAD. Todos os gendtipos apresentaram maiores teores de sacarose na parte aérea na

CAD 80%, j& nas raizes o G1 e G4 acumularam maior teor na CAD 40%.

3.12.6 Analise de cluster e heatmap

A analise de cluster (Figura 7A) revelou o agrupamento entre os gendtipos G1 e G2
(sensiveis), ocorreu também agrupamento entre os genotipos G3 e G4 (tolerantes). O heatmap
(7B), apresentou correlagdo negativa entre o acumulo de compostos nitrogenados com carbono
interno. J4 o nimero de nddulos se correlacionou positivamente com o acimulo de compostos
nitrogenados, tanto na parte aérea quanto nas raizes. O acumulo de frutose se correlacionou

positivamente com o acimulo de outros agiicares e compostos nitrogenados.

3.13 DISCUSSAO

O estresse por déficit hidrico reduziu drasticamente o crescimento das plantas e prejudicou
o processo de fixagdo de nitrogénio. Varios mecanismos foram descritos para explicar essa
reducao, dentre eles nodulagdo, atividades de enzimas oxidantes, anatomia dos nddulos ¢
parametros fotossintéticos.

A quedas das folhas dos genotipos G3 e G4 (Figura 1) esta relacionada com a capacidade
das plantas realocarem solutos e nutrientes para as folhas jovens, garantindo assim o
desenvolvimento da planta a custo da senescéncia foliar das folhas mais velhas (YANG et al.,
2019). Essa queda também foi observada nos genotipos com baixa atividade das enzimas CAT
e SOD (Figura 6), a associagdo entre essas enzimas e aceleragdo de senescéncia também foi
observada por (YE et al., 2020).

A alteracao no processo de nodulagdo ocorre porque a exposicdo a seca severa prejudica
a atividade da nitrogenase. Isso pode ser causado por varios fatores, incluindo o
comprometimento do fornecimento de fotoassimilados para os nddulos para conduzir a fixagao
simbiotica de nitrogénio e quebra da barreira de difusdo de oxigénio ou perda de

leghemoglobina (ARRESE-IGOR et al., 2011). As cultivares G3 e G4 (tolerantes) exibiram
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diminui¢do no nimero de ndédulos, mas mantiveram o peso fresco do nodulo por planta. A
fixagdo de nitrogénio ¢ um processo de alta demanda de energia e, portanto, requer um alto nivel
de fotossintese (SHEN; BISSELING, 2020) e a redugao da fotossintese bloqueia a nodulagao
(Taylor and Menge, 2018), isso explica a reducdo do nimero de nédulos nos gendtipos com
baixa atividade fotossintética, resultado semelhante foi obtido em amendoim (Furlan et al.,
2017). Além disso, toda alterag¢@o na ultraestrutura do nddulo e na pressao de turgor reduz a taxa
de FBN e a sintese de ureideos (BARAL; IZAGUIRRE-MAYORAL, 2017).

Os nddulos possuem bacteroides que sao capazes de fixar N, atmosférico em NH3s, esse
processo se inicia nas células infectadas (ic) (Figura 3) (SWAIN; ABHIJITA, 2013). Para
alcancar o sistema vascular do nodulo, primeiramente deve ocorrer biossintese de purinas via
metabolismo da xantina ou 4cido urico nas células infectadas. Entdo essas moléculas sdo
direcionadas para as cé€lulas ndo infectadas que sdo responsaveis pela biossintese de ureideos
alantoina e 4cido alantdico. Seguindo a sequéncia esses ureideos sdo transportados via
simplastica e apoplastica até o feixe vascular, para entdo serem carregados no xilema e
exportados do nodulo para a parte aérea (Hartmann et al., 2002; Tegeder, 2014). Analises
histoquimicas utilizando o corante Xyidine Ponceau revelou intensa coloracao das células
infectadas e a presenca de gotas de proteina nas células ndo infectadas. Anatomicamente, G4
apresentou mais células ndo infectadas tanto sob CAD 40% quando sob CAD 80%. E possivel
que a presenca dessa maior quantidade de células ndo infectadas possa estar associada a uma
maior habilidade dos nddulos em sintetizar ureideos. Esse fato vai ao encontro da observacao
de que mesmo sob déficit hidrico (CAD 40%) as raizes da G4 apresentam teores de acido
alantoico parecidos com as plantas sob CAD 80% (Figura 4E), demonstrando haver um possivel
mecanismo de compensagao de sintese de acido alantdico nas células ndo infectadas mesmo sob
estresse hidrico.

Ainda sobre o nddulo, houve diferenca entre as cultivares G2 e G4 sob CAD 40% quanto
ao cortex. As células do parénquima cortical sdo menores em G2 quando comparadas com G4
e, portanto, a espessura do cortex ¢ reduzida em G2. O efeito do estresse por déficit hidrico no
tamanho das células ja tem sido reportado em diferentes plantas. Em folhas de Brachiaria
brizantha sob 60% de molhamento houve a reducdo significativa no tamanho das células do
mesofilo e consequentemente da espessura do limbo foliar (SILVA et al., 2018). De modo
surpreendente, G4 foi capaz de manter o maior tamanho das células e a auséncia de sinuosidades
das paredes celulares no cortex mesmo sob estresse. As caracteristicas anatomicas da célula
cortical do nédulo de V. uniculata como paredes delgadas, citoplasma parietal, auséncia de

acumulo de substincias ergasticas e amplo vacuolo, sugerem uma possivel fun¢do como
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parénquima aquifero, sendo o primeiro relato da ocorréncia desse tipo celular em néddulos.
Levando em considera¢do sua provavel natureza como parénquima aquifero, G2 sob déficit
hidrico apresenta sinuosidades nas paredes celulares. Resultados semelhantes foram observados
em folhas de Alcantarea imperialis cultivated in vitro for 6 meses em condi¢des de 7.5% e 45%
de polietilenoglicol (PEG-6000) (MOLLO et al., 2019).

O custo do carbono para a dependéncia total de uma simbiose de ndédulo fixador de
nitrogénio ¢ estimado em mais de 30% do total de fotoassimilados (Pate and Layzell, 2012). As
tensdes ambientais tipicas enfrentadas pelo nodulo de leguminosas incluem a privacao de
fotoassimilado, o equilibrio dos processos de transporte do ndédulo pode controlar a
permeabilidade do nédulo (WALSH, 1995). A sacarose sintase ¢ uma das enzimas envolvidas
no metabolismo da sacarose em nodulos de leguminosas, (GONZALEZ et al., 1995) verificaram
que essa enzima diminuiu drasticamente em poucos dias apds limitagao hidrica na cultura da
soja. Dakora e Atkins (1989), verificaram que nddulos de feijao-caupi desenvolveram grandes
espacos intercelulares no cortex interno e uma proliferagdo de lenticelas quando expostos sob
estresse, além disso o cortex interno desenvolveu muitas camadas de células pequenas e
compactadas e lenticelas pouco desenvolvidas ou ausentes.

A seca reduziu a taxa fotossintética enquanto o processo de fototranspiragcdo foi
aumentado simultaneamente, portanto, a reducdo do peso dos graos na CAD 40% para os
gendtipos G1, G2 e G4 (Figura 2) pode ser o resultado do comprometimento do processo
fisiologico e bioquimico (YANG et al., 2019; ZIA et al., 2021). A senescéncia precoce também
foi um limitante de rendimento para o gendtipo G3 em decorréncia da redugdo de superficie
foliar e interferéncia na translocacdo de moléculas de carbono e nitrogénio entre a fonte e dreno
(LI et al., 2016).

Os ureideos desempenham papel regulador na tolerancia ao estresse hidrico (IRANI;
TODD, 2016). A sintese de ureideos estd diretamente relacionada a quantidade
de fotoassimilados translocados para as bactérias simbidticas através dos vasos do floema para
alimentar a fixacdo de N> (SULIEMAN; TRAN, 2013). Neste estudo, G4 apresentou maior
acumulo de alantoina e ureideos totais na raiz que os demais genotipos exposto ao estresse, 1SS0
pode ter ocorrido por ser um gendtipo que apresenta maiores numeros de células ndo infectadas
(Figura 3). Além disso, o acimulo de ureideos no sistema radicular pode ser explicado
pela embolia dos vasos do xilema ocorrendo provavelmente simultaneamente com o
fechamento estomatico, diminuindo a taxa de fluxo ascendente de ureideos através dos vasos
do xilema (BARAL; IZAGUIRRE-MAYORAL, 2017). Porém, existe a possibilidade de que

baixas concentracdes de ureideos em plantas tolerantes a seca possam ser devido ao
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comprometimento da sintese de alantoina no nivel para acumular &cido Urico, um conhecido
ativador do sistema de defesa antioxidante (WATANABE et al., 2010). Os urcideos tém a
funcdo de transportar o nitrogénio dentro das plantas e se correlaciona com a fixagao simbiotica
de N> (FBN) (SANYAL et al., 2018). Dessa forma, G4 foi capaz de transportar o N obtido pelo
processo de FBN para demais partes da planta, como consequéncia houve aumento significativo
no conteudo de amonia, nitrato e aminodcidos. Esse ajuste osmético devido ao acumulo ativo
de osmolitos pode ajudar a planta a tolerar condigdes de seca (TURNER, 2018) e gendtipos com
grande capacidade de ajuste osmotico sob seca frequentemente sustentam a produgao.

De forma geral os gendtipos que apresentaram maiores acimulo de alantoina, &cido
alantdico, nitrato, amonia e aminoacido na CAD 80% foram G1, G2 e G3. Ja o G4 apresentou
concentracdes maiores dessas varidveis na CAD 40%, curiosamente foi o gendtipo que mais
apresentou mais células nao infectadas, que possivelmente potencializou esse acimulo (Figura
3). Dessa forma, ¢ possivel afirmar que o G4 apresenta mecanismo de tolerancia diferente dos
demais gendtipos. Essa resisténcia estd relacionada a capacidade de manter a condutancia
estomatica, fotossintese e eficiéncia no uso da 4gua mesmo em situagado de estresse. O gendtipo
G3 também apresentou valores altos de fotossintese e condutancia em condigao de estresse, no
entanto, os maiores teores de acimulo de compostos nitrogenados foram encontrados na CAD
80%.

A reducgao da gs dos genétipos G3 e G4 (Figura 5) ocorreu em funcdo do fechamento dos
estdmatos, sendo um mecanismo adaptativo para reduzir a perda de agua (Zia et al.,
2021). Embora este seja um meio importante de adaptacdo, também restringiu as taxas
de difusdo de CO; na folha (Figura 5C), e pode ter limitado a disponibilidade de CO> para
Rubisco, resultando na inibi¢do da atividade do ciclo de Calvin e, portanto, diminuindo a
demanda por NADPH ¢ ATP (VANLERBERGHE et al., 2016). Resultado semelhante foi
obtido por (TANKARI et al., 2020) em plantas de feijao-caupi sob déficit hidrico. A diminuig¢ao
da gs de plantas em condigdes de seca tém sido sugeridos para indicar um controle adaptativo
da transpiracao eficiente (HESSINI et al., 2008). A inibicdo da fotossintese para os genotipos
G1 e G2 pode ter ocorrido devido ao crescimento limitado da folha devido a diminui¢ao da
proliferagao celular (WU et al., 2018).

O déficit hidrico leva a um desequilibrio na utilizagdo dos recursos de carbono, produgao
reduzida de trifosfato de adenosina e geracdo aumentada de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (ZIA et al., 2021). A peroxidagao lipidica e a geragao de H>O» sdo indicadores eficazes
de dano oxidativo (KUMAR et al., 2020). O dano oxidativo aos lipidios da membrana ¢

caracterizado pela produ¢do de um composto denominado malondialdeido, que ¢ um produto
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da peroxidacao lipidica (ANDA et al., 2020). Neste estudo foi possivel verificar que o genotipo
G3 apresentou altos niveis de H2O> e MDA na CAD 40% (Figura 6) indicando peroxidacao
lipidica da membrana celular induzido pela seca. Variedades menos tolerantes tendem a
acumularem maior quantidade de H>O, e aumentar na peroxidagao lipidica (CHAKRABORTY;
PRADHAN, 2012).

Para enfrentar estresses bioticos e abidticos as plantas desenvolvem mecanismos de defesa
que compreendem na ativacao de enzimas antioxidantes. A SOD ¢ a primeira enzima na linha
de defesa contra as EROs no sistema antioxidante, sendo responsavel por eliminar os O». e
converté-los em H>O> (FOYER, 2018). A enzima CAT por sua vez, ¢ responsavel pela
conversao de H>O; em dgua (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). Nesse trabalho foi possivel
observar correlacao negativa entre CAT e H,O; (Figura 7), ou seja, o declinio na atividade da
CAT esta relacionado ao aumento no acimulo de H>O> ap6s o estresse hidrico, bem como ao
aumento da peroxidagao lipidica. A enzima APX desempenha um papel significativo na limpeza
de H>O, (SARKER; OBA, 2018), ¢ esta envolvido em outras fun¢des, como crescimento da
planta, regulagdo génica e modulagdo de varias enzimas (CARRIZO et al., 2020). A auséncia
de danos nas membranas celulares indicou a presenca de um eficiente mecanismo de defesa
antioxidante contra o estresse oxidativo, atribuido ao aumento na atividade das enzimas
antioxidantes, SOD CAT e APX nos gendtipos de feijao-caupi.

O crescimento de plantas sobre estresse hidrico ¢ principalmente regulado pelo
metabolismo, alocacdo e transporte de agucar (DU et al., 2020a). O aumento da concentragao
de actcar nas folhas sob estresse moderado e severo pode estar mantendo a estabilidade da
membrana ou protegendo a fusdo da membrana do estresse hidrico (HARIS et al., 2020) como
relatado em feijao fava (ANDRADE et al., 2016) e feijado comum (ABID et al., 2017). Ocorreu
aumento de sorbitol na parte aérea dos gendtipos G1 e G4 submetidos ao estresse hidrico. Esse
aumento por ter ocorrido porque as plantas tendem a acumular &cido abscisico nas folhas quando
as raizes sao expostas a condi¢des de seca (HERNANDEZ-ESPINOZA; BARRIOS-MASIAS,
2020), e esse mecanismo tém sido relatado como o responsavel pelo aumento de sorbitol (GU
et al., 2021). O aumento de frutose, glicose e sorbitol na parte aérea e redugdo na raiz dos
genotipos G1 e G2 (sensiveis) da CAD 40%, indicam que ocorreu menor transporte desses
acucares para outros 6rgaos. O maior acumulo de sacarose nas raizes nos genotipos G1 e G4,
sugere que o estresse hidrico aumentou o ciclo de metabolismo da sacarose, levando ao aumento
do actimulo de sacarose nas raizes. A glicose desempenha um papel fundamental no fechamento

estomatico e melhora a adaptabilidade da planta em condi¢des de seca (OSAKABE et al., 2014).
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O heatmap revela alta correlagdao do coeficiente de Pearson da condutincia estomatica e
produtividade (Figura 7B). Além disso, houve correlagdo negativa entre a produtividade e o
acumulo de sacarose, glicose, sorbitol e frutose na raiz. O nimero de nddulos foi a varidvel que
apresentou maior correlagdo com o acumulo de agucares e consequentemente o aglicar com
compostos nitrogenados (Figura 7B). Baixas concentragdes de gs refletem em actmulo de
acucares nas raizes. Nesse contexto, € possivel compreender que as plantas acumulam esses
agucares como um mecanismo de defesa, no entanto quando o acimulo ocorreu nas raizes
refletiu na reducao da produtividade (G3 e G4), quando o acumulo ocorreu nas folhas, refletiu
no aumento dos compostos nitrogenados e consequentemente a produtividade (G1 e G2) (Figura
7B). O acimulo de agucares nas raizes também foi relatado em outras espécies, como: em milho
(Zea mays) (LI et al., 2021) e soja (Glycine max L.) (DU et al., 2020b) submetido a seca, em
pepino (Cucurbita pepo) exposto a hipoxia (SOLHAUG et al., 2020), em capim braquiaria
(Urochloa brizantha) e capim-da-india (Megathyrsus maximus) submetidos ao estresse salino
(ALVAREZ-PIZARRO et al., 2020).

Genotipos que apresentaram gs menor, mas que conseguiram manter alta taxa
fotossintética e eficiéncia no uso da agua podem ser considerados gendtipos tolerantes. O
heatmap de cluster (Figura 7A) revela que os genotipos G3 e G4 se agrupam, evidenciando a
tolerancia desses gendtipos. Os genotipos G1 e G2, se agruparam por apresentar baixo acimulo
de compostos nitrogenados nas raizes evidenciando a sensibilidade ao estresse por déficit

hidrico.

3.14  CONCLUSAO

A tolerancia hidrica compreende a uma série de modificagdes anatdmicas e
bioquimicas para suportar algum tipo de estresse. Os genotipos de feijdo-caupi considerados
tolerantes ao estresse hidrico, apresentam mecanismos distintos para suportar a seca. Neste
trabalho, os gendtipos tolerantes foram G3 e G4 por apresentar capacidade de reduzir a
condutancia estomatica, manter a atividade fotossintética e eficiéncia no uso da 4gua mesmo em
situacdo de estresse.

A produgdo e transporte de agucares apresentam um importante papel na tolerancia a seca.
O baixo transporte de agucares para as raizes indicou sensibilidade ao estresse hidrico (G1 e
G2), esse resultado sugere que faltou energia para estruturacao e desenvolvimento do nédulo,
levando a redu¢do das células do cortex, e ma formacdo em diversas estruturas da cultivar

sensivel (G2). Plantas tolerantes (G3 e G4) apresentaram transportar de agucares para outros
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orgaos, isso possibilitou bom desenvolvimento das células do cortex e demais estruturas
anatomicas dos nddulos (cultivar G4), indicando a importancia dos fotoassimilados para o
crescimento do nddulo. Além disso, o genotipo que apresentou maior numero de células nao-
infectada curiosamente ¢ o genodtipo com maior capacidade de sintetizar compostos

nitrogenados, sendo considerado um tipo de caracteristica de gen6tipos tolerantes.

62



REFERENCIAS

ABID, G. et al. Agro-physiological and biochemical responses of faba bean (Vicia faba L. var.
‘minor’) genotypes to water deficit stress. Biotechnology, Agronomy and Society and
Environment, [s. ], v. 21, n. 2, 2017.

ALEXIEVA, V. et al. The effect of drought and ultraviolet radiation on growth and stress
markers in pea and wheat. Plant, Cell and Environment, [s. /], v. 24, n. 12, p. 1337-1344,
2001.

ALVAREZ-PIZARRO, J. C. et al. Osmolyte accumulation in leaves and Na+ exclusion by
roots in two salt—treated forage grasses. Grassland Science, [s. /], v. 66, n. 4, p. 231-237,
2020.

ANDA, A. et al. Yield features of two soybean varieties under different water supplies and field
conditions. Field Crops Research, [s. /.], v. 235, n. 107673, 2020.

ANDRADE, E. R. et al.. Biochemical indicators of drought tolerance in the common bean
(Phaseolus vulgaris L.). Euphytica, [s. L], v. 210, n. 12, p. 277-289, 2016.

ANWAAR, H. A. et al. Assessment of grain yield indices in response to drought stress in wheat
(Triticum aestivum L.). Saudi Journal of Biological Sciences, [s. /.],v.27,n. 7, p. 1818-1823,
2020.

ARRESE-IGOR, C. et al. Physiological Responses of Legume Nodules to Drought. Plant
Stress, [s. L], v. 5,n. 1, p. 24-31, 2011.

ARSLAN, E. et al. Humic Acid as a Biostimulant in Improving Drought Tolerance in Wheat:
the Expression Patterns of Drought-Related Genes. Plant Molecular Biology Reporter, [s. /],
v.39,n. 3, p. 508-519, 2021.

AZEVEDO, R. A. et al. Response of antioxidant enzymes to transfer from elevated carbon
dioxide to air and ozone fumigation, in the leaves and roots of wild-type and a catalase-deficient
mutant of barley. Physiologia Plantarum, [s. /], v. 104, n. 2, p. 280-292, 1998.

BARAL, B.; IZAGUIRRE-MAYORAL, M. L. Purine-Derived Ureides Under Drought and
Salinity. Advances in Agronomy, [s. /.], v. 146, p. 167-204, 2017.

BARAL, B. et al. Xylem-mediated channeling of nitrogen in broad bean (Vicia faba).
Environmental and Experimental Biology, [s. /], v. 12, p. 187-197, 2014.

BASTOS, E. A. et al. ldentification of cowpea genotypes for drought tolerance. Revista
Ciéncia Agronémica, [s. /], v. 42,n. 1, p. 100-107, 2011.

BIELESKI, R. L.; TURNER, N. A. Separation and estimation of amino acids in crude plant
extracts by thin-layer electrophoresis and chromatography. Analytical Biochemistry, [s. /], v.
17,n. 2, p. 278-293, 1966.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities

63



of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, [s. L], v. 72,
n. 1-2, p. 248-254, 1976.

BREWIN, N. J. Development of the Legume Root Nodule. Annual Review of Cell Biology,
[s. L],v.7,n. 1, p. 191-226, 1991.

CARRIZO, I. M. et al. Contrasting adaptive responses to cope with drought stress and recovery
in Cenchrus ciliaris L. and their implications for tissue lignification. Physiologia Plantarum,
[s. 1], v.172,n. 2, p. 762779, 2021.

CARVALHO, M. et al. Evaluating stress responses in cowpea under drought stress. Journal
of Plant Physiology, [s. L], v. 241, p. 153001, 2019.

CATALDO, D. A. et al. Rapid colorimetric determination of nitrate in plant tissue by nitration
of salicylic acid. Communications in Soil Science and Plant Analysis, [s. /.],v. 6,n. 1,p. 71—
80, 1975.

CHAKRABORTY, U.; PRADHAN, B. Oxidative stress in five wheat varieties (Triticum
aestivum L.) exposed to water stress and study of their antioxidant enzyme defense system,
water stress responsive metabolites and H202 accumulation. Brazilian Journal of Plant
Physiology, [s. /.], v. 24,n. 2, p. 117-130, 2012.

COLLIER, R.; TEGEDER, M. Soybean ureide transporters play a critical role in nodule
development, function and nitrogen export. The Plant Journal, [s. L], v. 72, n. 3, p. 355-367,
2012.

DAKORA, F.; ATKINS, C. Diffusion of Oxygen in Relation to Structure and Function in
Legume Root Nodules. Functional Plant Biology, [s. /.],v. 16, n. 1, p. 131, 1989.

DU, Y. et al. Effect of drought stress on sugar metabolism in leaves and roots of soybean
seedlings. Plant Physiology and Biochemistry, [s. /], v. 146, p. 1-12, 2020 a.

DU, Y. et al. Effect of drought stress on sugar metabolism in leaves and roots of soybean
seedlings. Plant Physiology and Biochemistry, [s. /.], v. 146, n. October 2019, p. 1-12, 2020
b.

EMBRAPA. Sistema brasileiro de classificacdo de solos. Embrapa Solos, [s. /], p. 353, 2013.

FISCHINGER, S. A.; SCHULZE, J. The importance of nodule CO2 fixation for the efficiency
of symbiotic nitrogen fixation in pea at vegetative growth and during pod formation. Journal
of Experimental Botany, [s. /], v. 61, n. 9, p. 2281-2291, 2010.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS. FAO Cereal
Supply and Demand Brief | World Food Situation | Food and Agriculture Organization
of the United Nations. /s. /.], 2020.

FOYER, C. H. Reactive oxygen species, oxidative signaling and the regulation of
photosynthesis. Environmental and Experimental Botany, [s. /], v. 154, p. 134-142, 2018.

64



FURLAN, A. L. et al. Metabolic features involved in drought stress tolerance mechanisms in
peanut nodules and their contribution to biological nitrogen fixation. Plant Science, [s. L], v.
263, p. 12-22,2017.

GIANNOPOLITIS, C. N.; RIES, S. K. Superoxide Dismutases. Plant Physiology, [s. L], v. 59,
n. 2, p. 309-314, 1977.

GONZALEZ, E. M. et al. The role of sucrose synthase in the response of soybean nodules to
drought. Journal of Experimental Botany, [s. /], v. 46, n. 10, p. 1515-1523, 1995.

GRATAO, P. L. et al. Acquired tolerance of tomato (Lycopersicon esculentum cv. Micro-Tom)
plants to cadmium-induced stress. Annals of Applied Biology, [s. /.], v. 153, n. 3, p. 321-333,
2008.

GU, C. et al. Spatio-temporally expressed sorbitol transporters cooperatively regulate sorbitol
accumulation in pear fruit. Plant Science, [s. /.], v. 303, p. 110787, 2021.

HARIS, M. M. et al. Growth, quality and capsaicin concentration of hot pepper (Capsicum
annuum) under drought conditions. Journal of the International Society for Southeast Asian
Agricultural Sciences, [s. /], v. 26, n. 1, p. 100-110, 2020.

HARTMANN, K. et al. Chemical composition and ultrastructure of broad bean (Vicia faba L.)
nodule endodermis in comparison to the root endodermis. Planta, [s. L], v. 215, n. 1, p. 14-25,
2002.

HEATH, R. L.; PACKER, L. Photoperoxidation in isolated chloroplasts. Archives of
Biochemistry and Biophysics, [s. /.], v. 125, n. 1, p. 189-198, 1968.

HERNANDEZ-ESPINOZA, L. H.; BARRIOS-MASIAS, F. H. Physiological and anatomical
changes in tomato roots in response to low water stress. Scientia Horticulturae, [s. /.], v. 265,
p. 109208, 2020.

HESSINI, K. ef al. Biomass production, photosynthesis, and leaf water relations of Spartina
alterniflora under moderate water stress. Journal of Plant Research, [s. /], v. 121, n. 3, p.
311-318, 2008.

IGHODARO, O. M.; AKINLOYE, O. A. First line defence antioxidants-superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX): Their fundamental role in the entire
antioxidant defence grid. Alexandria Journal of Medicine, [s. L], v. 54, n. 4, p. 287-293,
2018.

IRANI, S.; TODD, C. D. Ureide metabolism under abiotic stress in Arabidopsis thaliana.
Journal of Plant Physiology, [s. L], v. 199, p. 87-95, 2016.

JAMES, E. K. et al.. The Effect of Irradiance on the Recovery of Soybean Nodules from
Sodium Chloride-Induced Senescence. Journal of Experimental Botany, [s. ], v. 44, n. 6, p.
997-1005, 1993.

JIANG, H.; XU, D.-Q. The Cause of the Difference in Leaf Net Photosynthetic Rate between

65



Two Soybean Cultivars. Photosynthetica, [s. L], v. 39, n. 3, p. 453-459, 2001.

KARNOVSKY, M. J. A formaldehyde-glutaraldehyde fixative of high osmolality for use in
electron microscopy. J. Cell Biol., [s. /.], v. 27, n. 2, p. 1A-149A, 1965.

KOUCHI, H.; YONEYAMA, T. Dynamics of Carbon Photosynthetically Assimilated in
Nodulated Soya Bean Plants under Steady-state Conditions 2. The Incorporation of 13C into
Carbohydrates, Organic Acids, Amino Acids and some Storage Compounds. Annals of
Botany, [s. /], v. 53, n. 6, p. 883-896, 1984.

KUMAR, S. et al. Screening of mungbean for drought tolerance and transcriptome profiling
between drought-tolerant and susceptible genotype in response to drought stress. Plant
Physiology and Biochemistry, [s. /.], v. 157, p. 229-238, 2020.

LARCHER, W. Temperature stress and survival ability of Mediterranean sclerophyllous plants.
Plant Biosystems - An International Journal Dealing with all Aspects of Plant Biology, [s.
[],v. 134, n. 3, p. 279-295, 2000.

LAXA, M. et al. The Role of the Plant Antioxidant System in Drought Tolerance.
Antioxidants, [s. /], v. 8, n. 4, p. 94, 2019.

LI, P. et al. Metabolic responses to combined water deficit and salt stress in maize primary
roots. Journal of Integrative Agriculture, [s. /], v. 20, n. 1, p. 109-119, 2021 a.

LI, S. et al. Photosynthesis product allocation and yield in sweetpotato with different irrigation
levels at mid-season. Agricultural Water Management, [s. /.], v. 246, p. 106708, 2021 b.

LI Y. et al. Effect of post-silking drought on nitrogen partitioning and gene expression patterns
of glutamine synthetase and asparagine synthetase in two maize (Zea mays L.) varieties. Plant
Physiology and Biochemistry, [s. /], v. 102, p. 62-69, 2016.

MASALKAR, P. et al. Interaction of Cytosolic Glutamine Synthetase of Soybean Root Nodules
with the C-terminal Domain of the Symbiosome Membrane Nodulin 26 Aquaglyceroporin.
Journal of Biological Chemistry, [s. /.], v. 285, n. 31, p. 2388023888, 2010.

MOLLO, L. et al. Drought survival strategies of juvenile bromeliads of Alcantarea imperialis
(Carriére) Harms. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), [s. /], v. 139, n. 2, p.
295-304, 2019.

MUNJONIJL L. et al. Stomatal Behavior of Cowpea Genotypes Grown Under Varying Moisture
Levels. Sustainability, [s. /.], v. 10, n. 2, p. 12, 2017.

OSAKABE, Y. et al. ABA control of plant macroelement membrane transport systems in
response to water deficit and high salinity. New Phytologist, [s. I.], v. 202, n. 1, p. 35-49, 2014.

OWADE, J. O. et al. A review of the contribution of cowpea leaves to food and nutrition
security in East Africa. Food Science & Nutrition, [s. /], v. 8, n. 1, p. 3647, 2020.

PATE, J. S.; LAYZELL, D. B. Energetics and Biological Costs of Nitrogen Assimilation. /n:

66



Intermediary Nitrogen Metabolism: Elsevier, [s. L], 1990. p. 1-42. E-book.

RAIJ, B. van; ANDRADE, J. C.; CANTARELLA, H.; QUAGGIO, J. A. Analise quimica para
avaliagdo da fertilidade de solos tropicais. Campinas: Instituto Agronémico, [s. /.], n. 19, p.
285, 2001.

REN, H. ef al. Slow anion channel GhSLACI is essential for stomatal closure in response to
drought stress in cotton. Journal of Plant Physiology, [s. /.], v. 258-259, p. 153360, 2021.

ROIJAS, O. Agricultural extreme drought assessment at global level using the FAO-Agricultural
Stress Index System (ASIS). Weather and Climate Extremes, [s. /], v. 27, p. 100184, 2020.

RUAN, Y. L. et al. Sugar Input, Metabolism, and Signaling Mediated by Invertase: Roles in
Development, Yield Potential, and Response to Drought and Heat. Molecular Plant, [s. /], v.
3, n. 6, p. 942-955, 2010.

SAKAI W. S. Simple Method for Differential Staining of Paraffin Embedded Plant Material
Using Toluidine Blue O. [s. 1], 48, n. 5, p. 247-249, 1973.

SANKO-SAWCZENKO, I. ef al. Transcriptomic Changes in Medicago truncatula and Lotus
japonicus Root Nodules during Drought Stress. International Journal of Molecular Sciences,
[s. L], v.20,n. 5, p. 1204, 2019.

SANTOS, E. F. et al. Physiological highlights of manganese toxicity symptoms in soybean
plants: Mn toxicity responses. Plant Physiology and Biochemistry, [s. /], v. 113, p. 619,
2017.

SANYAL, D. et al. Determining Symbiotic Nitrogen Fixation in Dry Bean Cultivars Using
Ureide Method and Isotope Dilution Techniques. Communications in Soil Science and Plant
Analysis, [s. 1], v. 49, n. 16, p. 2042-2052, 2018.

SARKER, U.; OBA, S. Catalase, superoxide dismutase and ascorbate-glutathione cycle
enzymes confer drought tolerance of Amaranthus tricolor. Scientific Reports, [s. L.], v. 8, n. 1,
p. 16496, 2018.

SEN, D. et al. Structure and Organization of Effective Peanut and Cowpea Root Nodules
Induced by Rhizobial Strain 32H1. Journal of Experimental Botany, [s. /], v. 37, n. 3, p.
356-363, 1986.

SHAPIRO, S. S.; WILK, M. B. An Analysis of Variance Test for Normality (Complete
Samples). Biometrika, [s. L], v. 52, n. 3/4, p. 591, 1965.

SHEN, D.; BISSELING, T. The Evolutionary Aspects of Legume Nitrogen—Fixing Nodule
Symbiosis. /n: Symbiosis: Cellular, Molecular, Medical and Evolutionary Aspects. /S. /./:
Springer, 2020. p. 387—408. E-book.

SILVA, D. V. et al. Anatomical adaptations to different soil moisture contents in palisade grass
and smooth pigweed. Revista Ceres, [s. ], v. 65, n. 4, p. 306-313, 2018.

67



SMITH, A. et al. Doubled-up legume rotations improve soil fertility and maintain productivity
under variable conditions in maize-based cropping systems in Malawi. Agricultural Systems,
[s. L], v. 145, p. 139-149, 2016.

SMITH, P. M. C.; ATKINS, C. A. Purine Biosynthesis. Big in Cell Division, Even Bigger in
Nitrogen Assimilation. Plant Physiology, [s. /], v. 128, n. 3, p. 793-802, 2002.

SOLHAUG, E. M. ef al. The role of alanine synthesis and nitrate-induced nitric oxide
production during hypoxia stress in Cucurbita pepo nectaries. The Plant Journal, [s. /], v. 105,
n. 3, p. 580-599, 2021.

SULIEMAN, S.; TRAN, L.-S. P. Asparagine: an amide of particular distinction in the
regulation of symbiotic nitrogen fixation of legumes. Critical Reviews in Biotechnology, [s.
1], v.33,n. 3, p. 309-327, 2013.

SWAIN, H.; ABHIJITA, S. Nitrogen Fixation and Its Improvement Through Genetic
Engineering. Journal of Global Biosciences, [s. /], v. 2, n. 5, p. 98-112, 2013.

TANKARI, M. et al. Drought priming improved water status, photosynthesis and water
productivity of cowpea during post-anthesis drought stress. Agricultural Water Management,
[s. L], v. 245, p. 106565, 2021.

TAYLOR, B. N.; MENGE, D. N. L. Light regulates tropical symbiotic nitrogen fixation more
strongly than soil nitrogen. Nature Plants, [s. /], v. 4,n. 9, p. 655-661, 2018.

TODD, C. D. et al.Update on ureide degradation in legumes. Journal of Experimental
Botany, [s. /], v. 57, n. 1, p. 5-12, 2006.

TURNER, N. C. Turgor maintenance by osmotic adjustment: 40 years of progress. Journal of
Experimental Botany, [s. /], v. 69, n. 13, p. 3223-3233, 2018.

VANLERBERGHE, G. C. et al.. Alternative oxidase: a respiratory electron transport chain
pathway essential for maintaining photosynthetic performance during drought stress.
Physiologia Plantarum, [s. /], v. 157, n. 3, p. 322-337, 2016.

VIDAL, B. de C. Dichroism in collagen bundles stained with Xylidine-Ponceau 2R. Annales
d’histochimie, [s. /.], v. 15, n. 4, p. 289-96, 1970.

VOGELS, G. D.; VAN DER DRIFT, C. Differential analyses of glyoxylate derivatives.
Analytical Biochemistry, [s. /], v. 33, n. 1, p. 143-157, 1970.

WALSH, K. B. Physiology of the legume nodule and its response to stress. Soil Biology and
Biochemistry, [s. [.], v. 27, n. 4-5, p. 637-655, 1995.

WATANABE, S. et al. RNA interference-mediated suppression of xanthine dehydrogenase
reveals the role of purine metabolism in drought tolerance in Arabidopsis. FEBS Letters, [s.
1], v.584,n.6,p. 1181-1186, 2010.

WENG, Y. et al. A Rapid Method for Measuring Seed Protein Content in Cowpea (Vigna

68



unguiculata (L.) Walp). American Journal of Plant Sciences, [s. /], v. 08, n. 10, p. 2387—
2396, 2017.

WU, Y. et al. Leaf area and photosynthesis of newly emerged trifoliolate leaves are regulated
by mature leaves in soybean. Journal of Plant Research, [s. /.],v. 131, n. 4, p. 671-680, 2018.

YANG, M. et al. Effect of post-silking drought stress on the expression profiles of genes
involved in carbon and nitrogen metabolism during leaf senescence in maize (Zea mays L.).
Plant Physiology and Biochemistry, [s. /], v. 135, p. 304-309, 2019.

YE, Y. et al.. Effects of post-silking water deficit on the leaf photosynthesis and senescence of
waxy maize. Journal of Integrative Agriculture, [s. ], v. 19, n. 9, p. 2216-2228, 2020.

YEMM, E. W. et al. The determination of amino-acids with ninhydrin. The Analyst, [s. /], v.
80, n. 948, p. 209, 1955.

ZIA, R. et al.. Plant survival under drought stress: Implications, adaptive responses, and
integrated rhizosphere management strategy for stress mitigation. Microbiological Research,
[s. L], v. 242, p. 126626, 2021.

69



SWRC 40% SWRC 80% SWRC 40% SWRC 80% SWRC 40% SWRC 80%

Gl G3
Sensitive Tolerant

Figure 1. Effect of soil retention of water capacity (SWRC) on the growth of cowpea plants. Drought stress was applied at 20 days after seed sowing. The pictures
were taken 42 days after water deficit stress treatment. G1 (BRS Tracuateua), G2 (BRS Tumucumaque), G3 (Pingo de Ouro 1-2) and G4 (BRS Maratao3).
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Figure 2. Effect of drought stress on cowpea plant growth, where: shoot fresh weight (a), root dry weight (b), number of nodules per plant (c), root fresh weight

(d), root dry weight (e), grain yield (f). Error bars indicate the standard error of the mean (n = 4). Different letters indicate the difference between means according

to a Tukey test (P<0.05). Uppercase letters correspond to cowpea genotypes, and lowercase letters correspond to SWRC.
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Figure 3. Light microscopy of cross-sectioned nodules Vigna unguiculate cultivars under CAD 40% and CAD 80%. A-B; D-E; G-H; J-K: Toluidine blue
staining method; C; F; I; L: Xylidine Ponceau staining method. A-C. Cultivar G2 under CAD 40%; D-F. Cultivar G4 under CAD 40%; G-I. G2 under CAD
80%; J-L. Cultivar G4 under CAD 80%; A; D; G; J. Overview of nodules. B;D. The cortical parenchyma cells of nodules of cv. G2 (B) under CAD 40% are
smaller than those from the cv. G4 under CAD 40% and present sinuosity in their cell walls. Note a large number of uninfected cell sites in G4 that accumulate
protein droplets (arrows in F). G-H; J-K; No difference in the cortex was observed between cultivars under CAD 80%. The infected zone also has more uninfected

cells in G4 compared to G2. ex-cortex; vb- vascular bundle; iz- infection zone; ic-infected cell; ue- uninfected cell; pe-periderm.

72



) Root allantoin (pmol plant") Shoot allantoin (pmol plant™)
Shoot nitrate (umol plant-1)

Root nitrate (umol plant™)

8000

(A) . A mESWRC a0% 4001 () aA © B aA
7000 ag =SSWRC80% T 0| 7500 aB
o 2 t aC
6000+ I =300 8 -4
3 B A & 6000-
5000 g, s PA i g
4000 bA 3 B 4500
B bAB 8 200 3 - bA bA
9 >
3000 | E1s0) be | 23000 = aD
2000+ = 100 bC - ]
3 2 1500
1000 2 s0 §
L72] v
0 0 0
aC ap = aB aC ,p
1000 bC 2 50 < bB ~ aD B
= -
o8 bA oo 8.1500 °B bA
2000 = g bA aA 1sy
2t e aB | g aC
= 150 S 5
G aB ol
3000- 8 2 3000
o 8 i 7] o o
aB g 200 E aB
=
4000 = 2501 g
L= T 2 4500
=]
50001 aA & 300{E) aA & (F) aA
30 700
100/ @ aA ) . A 8A o =
2D 25 T b = & 600 aB
= £ - 2
' = 5001 aA
3001 ac B 209 b5 =
3 - E 400
§15{ e 2 bB bB
200 =4 bB © 300 bC
bAB bB bA 'E = 2
g 10 o bC
i i c || ‘
100 o . g E
ﬂ g 5] B 100
= [=]
@ &
01 0 0
Wat TR 214 be bC )
500+ bA = = 5 50 E
ha E . aD bB .2'
=
= L £ aC
=y 3 - bA 8 ool bBC
1000+ aB aB | aC 2 100 bAB
< 61 S bA
£ S 150
4 = T »Q 4
1500 E g aB £
« <
= L
1= =3 T
s .| N S 2001 T aA
] = £ 10 & =
20001 ) = ) as (L) A 2k
Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4
Genotypes Genotypes Genotypes

Figure 4. (A) Allantoin accumulation in the aerial part, (B) Allantoic acid accumulation in the aerial part,
(C) total ureide accumulation in the aerial part, (D) allantoin accumulation in the root, (E) allantoic acid
accumulation in the root. , (F) ureid accumulation in the root, (G) nitrate accumulation in the aerial part,
(H) ammonia accumulation in the aerial part, (I) accumulation of amino acids in the aerial part, (J) nitrate
accumulation in the root, ( K) accumulation of ammonia in the root, (L) accumulation of amino acids in
the root. Uppercase letters indicate a higher average of genotypes within each CAD and lowercase letters

indicate a higher average of each CAD within each genotype.
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Figure 5. Effect of drought stress on photosynthetic apparatus and water use efficiency of cowpea plants,

where; net photosynthetic rates (a), stomatal conductance (b), cellular internal CO2 concentration (c),

transpiration rate (d), water use efficiency (e). Error bars indicate the standard error of the mean (n = 4).

Different letters indicate difference between means according to a Tukey test (P<0.05). Uppercase letters

correspond to cowpea genotypes, and lowercase letters correspond to SWRC.
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Figure 6. Effect of drought stress on antioxidant metabolism in cowpea leaves, where; lipid peroxidation
rates (a), hydrogen peroxide concentration (b), superoxide dismutase activity (c), catalase activity (d),
ascorbate peroxidase activity (e) and soluble total protein (f). Error bars indicate the standard error of the
mean (n = 4). Different letters indicate difference between means according to a Tukey test (P<0.05).

Uppercase letters correspond to cowpea genotypes, and lowercase letters correspond to SWRC.
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Figure 7. Effect of drought stress on physiological and biochemical parameters in cowpea plants. Cluster
heatmap analysis (a) and Heatmap showing the Pearson’s correlation coefficients obtained from
parameters measured from cowpea plants. Blue scale means the significant positive correlation (p < 0.05).
Abbreviations: GY — grain yield, PRO — protein, gs — stomatal conductance, CAT — catalase, Ci — internal
carbon, E — transpiration, MDA — malondialdehyde, H,O, — peroxide de hydrogen, S-NH3 — shoot
ammonia, S-aa — shoot amino acids, NNP — number of nodules, A — photosynthesis, WUE — water use
efficiency, SOD — superoxide dismutase, APX - ascorbate peroxidase, S-Allac — shoot allantoic acid -, R-
Allac — root allantoic acid, S-Sac — shoot sucrose, S-Fru — shoot fructose, S-NOj; — shoot nitrate, S-All —
shoot allantoin, S-TU — shoot total ureides, S-FW — shoot fresh weight, S-DW — shoot dry weight, R-Sac
— root sucrose, R-Fru — root fructose, R-Gli — root glycose, R-NH3; — root ammonia, R-DW — root dry
weight, R-NOs — root nitrate, R-All — root allantoin, R-TU — root total ureides, S-Sor — shoot sorbitol, R-
FW —root fresh weight, R-aa — root amino acids, S-Gli — shoot glycose.
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Supplementary material

Table 1S. Concentration of frutose, glucose, sorbitol and sucrose in leaves of cowpea genotypes in
response to drought stress. Uppercase letters indicate difference between genotypes, and lowercase
letters indicate difference between treatments. Identical letters indicate non-significance (ns) according
to the Tukey test (p<0.05).

Leaves
Frutose Glucose Sorbitol Sucrose
mg plant! FW mg plant' FW mg plant! FW mg plant'! FW
SRWC SRWC SRWC
SRWC 40% 80% SRWC 40% SRWC80% SRWC 40% 80% SRWC 40% 80%
Gl 43.75bA 63.43 aC 151.76 aB 167.51 aC 23.52 aC 0bD 332.05bB 445.98 aA
G2 50.40 bA 106.41 aB  352.38 bA 709.92 aA 27.06 bB 51.70 aB 455.76 aA 44481 aA
G3 17.95bB 148.79 aA 31.79bC 606.50 aB 27.68 bA 60.06 aA 221.57bC 424.70 aA
G4 19.81 bB 39.41 aD 220.31 bB 548.71 aB 21.25aD 20.34 bD 222.55aC 254.24 aB
Roots
Gl 0C 0C 0aB 0aC 0aA 0aA 13.57 aC 0bC
G2 0C 0C 0aB 0aC 0aA 0 aA 0bC 59.05 aB
G3 16.21 A 100.88 A 25.67 bA 178.73 bA 0aA 0 aA 56.93 bB 172.24 aA
G4 8.00 B 29.77B 0 bB 28.61 bB 0aA 0 aA 85.48 aA 57.50 bB
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4 MECANISMO DE DEFESA DE NODULOS DE FEIJAO-CAUPI SUBMETIDOS

A SECA

RESUMO

O feijao-caupi ¢ uma importante fonte de proteina na alimentacdo humana, sendo consumida
em regides aridas e semi-aridas no mundo. O estresse por déficit hidrico pode afetar a produgao
de feijao-caupi, devido ao comprometimento do desenvolvimento de nddulos e o processo de
fixacdo bioldgica do nitrogénio. O objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta anatomicas,
morfofisiologica e bioquimica de nddulos de diferentes genotipos de feijao caupi, sensiveis:
BRS Tracuateua (G1) e BRS Tumucumaque (G2), e tolerantes: Pingo de ouro 1-2 (G3) e BRS
Marataoa (G4) submetidos ao déficit hidrico (CAD 40%) ou nao (CAD 80%) em delineamento
inteiramente casualizado com 4 repetigdes. No estagio R1 foram realizadas as andlises de
enzimas antioxidativas (SOD, CAT, APX), peroxidagdo lipidica (MDA e H»0,), compostos
nitrogenados (alantoina, 4cido alantdico, nitrato, amodnia), agucares (sorbitol, manitol, sacarose,
frutose e glicose), cortes histologicos e testes histoquimicos. Maiores quantidades de alantoina
foram encontradas nos genotipos sensiveis. Houve transporte de frutose para os nodulos dos
genotipos tolerantes, o transporte foi maior quando esses genotipos estavam submetidos a
restri¢ao hidrica, ndo houve transporte para os genotipos sensiveis. O teor de sacarose foi maior
quando as plantas estavam submetidas ao estresse em todos os genotipos, sendo maior no G4,
isso propiciou uma melhor estruturagdo e organiza¢do celular do nodulo dessa cultivar.
Anatomicamente, o gendtipo tolerante apresentou melhor desenvolvimento do nodulo, células
do cortex bem desenvolvidas e endoderme dos feixes vasculares mais organizados. Ja no
genotipo sensivel a seca resultou em uma perda no turgor das células no cortex e alteragdo na
estrutura do nédulo que se transformou em paredes celulares corticais deformadas. Além disso,
houve presenca de protuberancias de lenticelas na superficie dos ndédulos nos genétipos G2 e
G4 em CAD 80%, o estresse hidrico parece reduzir a presenca de lenticelas. Os nodulos da
cultivar tolerante apresentaram propor¢do de células infectadas e ndo infectadas de 5/5,
enquanto o genotipo sensivel apresentou 7/4 quando cultivadas sob restri¢do hidrica. Esses
resultados demonstram que genotipos apresentam comportamento distinto, € as modificagdes
anatomicas e bioquimicas podem ser fundamental na tolerancia em ambiente de estresse. Neste

trabalho, foi possivel perceber que a capacidade de transporte de agucares propicia melhor
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estruturacao anatomica do nodulo, além disso, apresentar alto numero de células ndo infectadas
pode contribuir com a sintese dos compostos nitrogenados, sendo um dos melhores marcadores

genéticos de genotipos de feijao-caupi tolerantes a seca.

Palavras chave: células infectadas, anatomia de nodulos, alteragdes fisiologicas, estresse

hidrico.

4.1 INTRODUCAO

Entre os estresses abiodticos, o estresse hidrico esta ganhando atengao devido ao seu efeito
adverso no crescimento, desenvolvimento e rendimento das plantas, causando inseguranca
alimentar global (SELEIMAN et al., 2021). A previsao ¢ que a mudangas climaticas acelere no
futuro por causa do aumento continuo da temperatura do ar e dosniveis
de CO; atmosférico, afetando a distribui¢ao de chuvas (YANG et al., 2019).

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) ¢ uma importante fonte de proteina vegetal de alta
qualidade em muitas partes do mundo (JAYATHILAKE et al., 2018), principalmente em
regides aridas e semi-aridas, onde a escassez hidrica ¢ frequente. Apesar de ser uma cultura
conhecida por sua alta plasticidade, a seca, durante os diferentes estdgios de crescimento pode
reduzir a divisdo e a expansdo das células, levando ao retardo do crescimento e perdas
dramaticas de produgdo (Tankari et al., 2020). A incorporacao da caracteristica tolerante a seca
em cultivares permitiria seu cultivo em areas onde prevalecem condi¢des de déficit hidrico
(RAVELOMBOLA et al., 2020).

Os microbiomas do solo podem regular e influenciar o crescimento e a produgdo das
plantas por meio de varios mecanismos metabdlicos, formando comunidades ecologicas
(Hartmann et al., 2017). A escassez de dgua tem forte efeito no solo e em seus microbiomas
(CHANDRA et al., 2021), pois limita o processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN),
reduzindo a sobrevivéncia, multiplicacao e mobilidade da bactéria Rhizobia, levando a baixos
niveis de infec¢ao e desenvolvimento radicular (SHRESTHA et al., 2021), podendo resultar em
baixo numero e tamanho de nodulos.

A FBN ¢ uma reacgdo essencial no ciclo global do nitrogénio, em leguminosas a fixagao
de N2 ocorre em nddulos radiculares e € realizada por bacterdides (TEGEDER; MASCLAUX-
DAUBRESSE, 2018). A relacdo simbiotica ¢ iniciada pela planta através da liberagao de

flavondides da raiz na rizosfera (KUNERT et al., 2016). Em seguida, as bactérias rizobianas se
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fixam aos pelos radiculares e induzem o enrolamento da raiz aprisionando as bactérias e
formando os fios de infecgdo (LI ef al., 2015). O acesso bacteriano as células epidérmicas e
corticais da planta, induzem a divisdo celular da raiz e a formagdo do meristema do NOdulo
(ROY et al., 2020). Divisoes simultaneas de células vegetais no cortex da raiz e periciclo
desencadeiam a organogénese dos nodulos em células que sofrem infecgdes com sucesso
(XTIAO et al., 2014).

As expansinas foram identificadas como mediadores do afrouxamento da parede celular
pela teoria de acidificacio (MCQUEEN-MASON et al., 1992). Estas proteinas ancoram-se na
celulose, onde interrompem a ligacdo dos glicanos a superficie das microfibrilas ou
enfraquecem a ligacdo ndo covalente entre os polissacarideos da parede celular, o que permite
o movimento da cadeia do polimero e o relaxamento do estresse e, portanto, podem acomodar
a expansao da superficie da parede celular e alargamento (COSGROVE, 2000), possibilitando
o crescimento dos nddulos.

O N; atmosférico ¢ convertido a amodnia pelos bacterdides (Oldroyd et al., 2011) e
reduzida em glutamina. Em seguida canalizada para as vias de sintese e degradacao das purinas
até se transformar em acido urico (Smith and Atkins, 2002). Apds o movimento simplasmatico
para as células ndo infectadas, o acido urico ¢ usado para a sintese de alantoina e o acido
alantdico (TODD et al., 2006). O transporte de alantoina e 4cido alantdico para fora dos nodulos
requer a funcdo de permeases de ureideo localizadas em células adjacentes a vasculatura
(PELISSIER et al., 2004).

Collier and Tegeder (2012) observaram correlagdo positiva entre o acimulo de alantoina
e acido alantdico nos nddulos com sintomas de deficiéncia de nitrogénio nas folhas, além disso,
verificaram que o tamanho das células foi menor, indicando que a atividade de transporte de
ureideo nos ndédulos ndo € apenas essencial para a exportagdo e translocagao de nitrogénio para
a parte aérea, mas também para o desenvolvimento e fungao do nddulo. A alantoina no nodulo
contribui para a prote¢do contra o estresse e tem sido inexplorado até agora (WATANABE et
al.,2014).

Condicdes desfavoraveis para as plantas, como estresse por seca, congelamento e altas
temperaturas resultam na produgao elevadas de espécies reativas ao oxigénio (EROS), que sao
prejudiciais o metabolismo dos nddulos, por propiciar o rompimento da camada lipidica e o
extravasamento do liquido do citosol (CHANG et al., 2009), sendo o MDA um indicador de
peroxidacao lipidica (FOYER, 2018). As enzimas antioxidativas protegem as células contra os
efeitos potencialmente danosos de reacdes destas espécies reativas de oxigénio (Santos ef al.,

2017).
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Avangos recentes na compreensdo sobre os efeitos da seca no crescimento do feijao-caupi
tém se baseado predominantemente na avaliacdo de crescimento vegetativo da parte aérea,
floragdo, estagios de desenvolvimento de vagens e sementes e pouca informagao sobre como o
estresse hidrico afeta a relagdo simbidtica entre os rizobios do solo fixadores de nitrogénio ¢ a
planta hospedeira. Neste contexto, o objetivo do trabalho ¢ avaliar alteracdes anatdomicas,
bioquimicas e influencia dessas alteragdes na producdo de EROS e enzimas antioxidativas nos
nodulos de 4 genoétipos de feijao-caupi: BRS Tracuateua (G1), BRS Tumucumaque (G2), Pingo
de ouro 1-2 (G3) e BRS Marataoa (G4), dessa forma sera possivel compreender mecanismos

de defesa dos nodulos de plantas tolerantes.

42 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus Ilha Solteira, localizada na cidade de Ilha Solteira, Sao
Paulo, Brasil (20° 25'4.65" S, 51° 20' 27.89" O, 377 m). Foram coletadas amostras de solo, na
camada 0,0 a 0,2 m da Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensao da UNESP para determinagao
das caracteristicas quimicas, de acordo com (Raij et al., 2001). As amostras foram
encaminhadas ao laboratdrio de fertilidade do solo para analises quimicas, ndo sendo necessaria
a calagem. As propriedades quimicas observadas foram: pH: 4,9; P: 2 mg/dm?, K: 0,4
mmol/dm?, Ca: 4 mmol/dm?, Mg: 4 mmol/dm?, B: 0,02 mg/dm?, Cu: 0,5 mg/dm?, Fe: 15
mg/dm?, Mn: 4,9, Zn:0,1 mg/dm?, H+Al: 12 mmol/dm?, CTC: 20,4 mmol/dm?, MO: 12 g/dm.
O solo foi classificado como Rhodic Haplusfox de acordo com (Soil Survey Staff, 2014).

A adubagdo de semeadura foi realizada de acordo com a analise do solo com as
recomendacdes de (Raij et al., 2001) sendo: 90 mg/kg P,Os na forma de superfosfato simples,
60 mg/kg k2O na forma de cloreto de potéssio, 2,5 mg/kg de Zn na forma de sulfato de zinco,
2,86 mg/kg de B na forma de 4cido borico, 0,5 mg/kg de Co de solo na forma de cloreto de
cobalto, 0,5 mg/kg de Mo de solo na forma de molibdato de amonio. Apds 15 dias de plantio,
foi realizado adubagdo de cobertura, sendo 50 mg/kg de N, na forma de uréia. As sementes de
feijdo-caupi foram semeadas no dia 22/04/2020 em vasos de polietileno contendo exatamente
3 kg de solo (mantendo duas plantas por vaso). As sementes foram tratadas com piraclostrobina
(25 g L'! produto comercial), tiofanato-metil (225 g L! produto comercial) e fipronil (250 g L-
! produto comercial) em 2 mL de produto por kg de semente. Apds a secagem, as sementes

foram inoculadas com um inoculo de turfa premium para o feijdo-caupi (cepa SEMIA 6464;
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numero de registro do produto SP 00581-10030-1; BIOMAX; cidade de Sao Joaquim da Barra,
Brasil) com 8 g kg™!' de semente, objetivando atingir 2,0 x 10° unidades formadoras de colonias
g’!. Devido a fenologia do caupi foi necessario realizar o tutoramento das plantas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando 2 niveis de
capacidades de agua disponivel no solo (40% e 80% da CAD) (Carvalho et al., 2019) e 4
genotipos de feijdo-caupi: BRS Tracuateua (G1 - sensivel), BRS Tumucumaque (G2 - sensivel),
Pingo de ouro 1-2 (G3- tolerante) e BRS Marataoa (G4 - tolerante) (Bastos ef al., 2011; Dutra
et al., 2015), contendo 8 repeti¢des por tratamento. O solo foi mantido a 80% da CAD até 20
dias apos a semeadura, na sequéncia foi iniciado o regime de restricdo hidrica. A reposi¢ao

hidrica foi feita a cada 24 horas utilizando o método de gravimetria.

4.3 COLETA DE AMOSTRAS

As coletas de nddulos para analise fisiologicas e anatdmicas foram realizadas no estadio
fenologico R (plantas contendo o primeiro botdo floral no ramo principal. O estadio fenoldgico
R foi escolhido para a coleta de amostras porque este estadio representa o maximo status
fisiologico das plantas (e. g., maximo acumulo de fotoassimilados, nutrientes e compostos
nitrogenados) (MUNJONIJI et al., 2017). As raizes e ndédulos foram lavadas em agua corrente

e depois em agua deionizada, foi realizada a quantificacao de nddulos.

4.4 COMPOSTOS NITROGENADOS

Para analise de perfil de compostos nitrogenados e agucares o material vegetal foi extraido
de acordo com a metodologia descrita por (BIELESKI; TURNER, 1966). Para a determinagao
de ureideos (alantoina e 4cido alantdico) foi utilizado o método de Vogels and Van Der Drift
(1970). Para quantificar a concentragao de aminoacidos soluveis totais, foi utilizado o método
de (YEMM et al., 1955). Para a determinagdo de nitrato foi utilizado o método de (CATALDO
et al., 1975). A concentracdo de amonia foi quantificada de acordo com a metodologia descrita

por (MCCULLOUGH, 1967).

45  ANALISE DO PERFIL DE ACUCARES

82



As analises foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) da Shimadzu, modelo Prominence equipado com detector de indice de refragdo
diferencial, modelo RID-20%. Os pontos da curva foram obtidos pela injecao de 5 puL da solugdo
padrao em diferentes concentracgdes, utilizando um amostrador automatico modelo SIL-10AF.
O sistema ¢ equipado com uma coluna Shim-Pack GIST NH2 com dimensdes de 4,6 x 250 mm
e didmetro de particula de 5 um, a 40°C. A fase movel foi composta de uma solugdo 90% de

acetonitrila. O método foi realizado em 25 minutos em modo socratico com fluxo de 1 mL min-
1

4.6 Peroxidagdo lipidica e determinacdo de perdxido de hidrogénio
A avaliacdo da peroxidagao lipidica foi determinada por meio da produgdo de metabolitos
reativos ao acido 2-tiobarbiturico (TBA), principalmente o malondialdeido (MDA), segundo
Heath and Packer (1968) . A concentracdo de H>O» foi determinada, de acordo com (Alexieva

etal., 2001).

47  ANALISE DE CONCENTRACAO DE PROTEINA E ATIVIDADE DE ENZIMAS

Para avaliar a concentracdo de proteinas, catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), e
superoxido dismutase (SOD) a amostragem foi realizada 50 DAP, 30 DAT. O material foi
congelado rapidamente em nitrogénio liquido e armazenado a —80 °C.

A extragdo para enzimas e andlise de proteinas foi realizada usando 5 mL de tampao de
fosfato de potassio 0,1 M a pH 7,5 contendo ditiotreitol 3 mM e acido etilenodiaminotetracético
1 mM. A mistura foi centrifugada a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C e o sobrenadante foi entdo
mantido a —80 °C. Para a analise de proteinas, a absorbancia foi registrada em 595 nm usando
um espectrofotdmetro. A determinacdo das proteinas foi realizada de acordo com (Bradford,
1976), utilizando aliquota de 5 puL, a curva de calibracdo foi feita com albumina, e o resultado
foi expressoemmg g ' FW.

A determinagdo da atividade do ascorbato peroxidase (APX) foi realizada de acordo
com (Gratao et al., 2008). Primeiramente, foi feita uma solugao contendo 600 pL de tampao de
fosfato de potassio 80 mM (pH 7,0) + 100 pL de acido ascorbico 5 mM e 100 pL de EDTA 1
mM. A solu¢do foi mantida em banho-maria a 30 °C durante 10 min. Em seguida, foram

adicionados 100 pL. de H>O> 0,1 mMe 10 puL de extrato protéico. O extrato foi agitado
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rapidamente e imediatamente analisado em espectrofotometro a 290 nm por 1 min. Os
resultados foram expressos como nmoL min ~! mg de proteina ! .

A atividade da catalase (CAT) foi determinada usando a metodologia de (Azevedo et al.,
1998). Em tubos eppendorf, foi adicionado 1 mL de tampao de fosfato de potassio 0,1 M (pH
7,5) e 2,5 uL. de H202 30%, seguido de 20 pL de extrato protéico. Imediatamente apos a adigao
do extrato proteico, os tubos foram rapidamente misturados por vortex. A atividade da enzima
foi determinada monitorando o registro de absorbancia a 240 nm em um intervalo de 1 min

1

usando um espectrofotometro. Os resultados foram expressos como umolL min ' mg de

proteina !

A atividade da SOD foi medida pelo método de (Giannopolitis and Ries, 1977). Para a
reacdo enzimatica foi utilizado 50 puL do sobrenadante em seguida adicionado 2 mL de tampao
fosfato de potassio 50 mM pH 7,8 (50 mM), 250 pL. de metionina 13 mM (13 mM), 200 pL de
nitroblue de tetrazolio 75 mM (NBT) (75 mM), 200 pL. de EDTA 0,1 mM (0,1 mM) e 250 puL
de riboflavina 2 uM (2 uM). As amostras foram homogeneizadas por vortex e mantidas dentro
da caixa iluminada por 25 min. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas novamente e

registradas para leitura de absorbancia em A = 560 nm em espectrofotometro. Os resultados

foram expressos em U SOD mg ! proteina.

4.8  ANATOMIA DOS NODULOS

Foi selecionado um genotipo dentro de cada grupo, sendo o G2 representando os sensiveis
e o0 G4 representando os tolerantes, foram coletados os nddulos mais representativos da raiz
principal de cada tratamento. Eles foram seccionados transversalmente na regido mediana com
ajuda de um bisturi e entdo fixados em solucdo de Karnovsky (2% paraformaldehyde, 2,5%
glutaraldehyde, 0.05M CaCl2 in 0.2 M cacodylate buffer of pH 7.2.) - por 24 h (Karnovsky,
1965). Nesse periodo, as amostras foram colocadas em bomba de vacuo por 15 minutos por 5
vezes ¢ agitadas para melhor penetragao do fixador. Os nddulos foram entdao desidratados por
meio de uma série de alcool graduado (10, 20, 30, 50, 70, 80, 90 e 100%), 15 minutos em cada
etapa e incorporado em resina pléstica (Leica Historesin®, Heraeus Kulzer, Hanau, Alemanha).
Nessa etapa, as amostras foram submetidas a bomba de vacuo por 10 vezes e as amostras foram
continuamente agitadas. A etapa de infiltragdo em resina pura levou 4 dias. As amostras foram

seccionadas em microtomo rotacional Leica RM 2045 com espessura de 5-7 pm. A proporg¢ao

84



de células infectadas / células ndo infectadas, foi determinada em area de 100 um x 100 pm,
quantificados em 3 pontos diferentes dos nddulos.

Para as analises histologicas usuais, parte dos cortes transversais foram montados em
laminas de vidro e corados com azul de toluidina (Sakai, 1973). Testes histoquimicos de
proteinas totais (detecg¢@o de radical cationico total) foi realizado com Xylidine Ponceau 0,1%
(Vidal, 1970).

ApOs a coloracao, as laminas foram montadas com resina sintética Entellan® (Merck,
Darmstadt, Alemanha). As imagens das laminas foram capturadas digitalmente por meio de um
microscopio Zeiss Axionscope com uma camera de video acoplada. As escalas micrométricas

foram impressas diretamente nas imagens.

49  ANALISE ESTATISTICA

Por meio do Software R (R Development Core Team 2015, v. 3.6), os dados foram
submetidos aos testes de normalidade proposto por (Shapiro and Wilk, 1965) e
homocedasticidade de Levene, ambos a 5% de significancia (p > 0,05). Posteriormente, os
dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F (p < 0,05), e quando significativos,
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05). A analise de
correlagdo de Pearson (p < 0,05) também foi realizada para identificar varidveis dependentes
que sdo diretamente correlacionadas com os tratamentos. O pacote “corrplot” foi utilizado para
criar o Heatmap, com fungdes “cor” e “cor.mtest” para criar os coeficientes e matrizes de p-

valores.

4.10 RESULTADOS

A seca agiu de maneiras diferentes no desenvolvimento de nddulos de feijao-caupi,
tolerantes ou sensiveis ao estresse. Maiores quantidades de alantoina nos gendtipos submetidos
a CAD 40% e 80% foram encontrados no genétipo G1 e G2 (Figura 3A). O acimulo de acido
alantdico foram encontrados nos genétipos G1, G2 e G4 na CAD 40% (Figura 3B). Quando
quantificado os teores de ureideos totais nos nddulos ¢ possivel perceber que os genotipos
sensiveis apresentam maiores valores em ambas as CAD’s, detalhadamente o genotipo G1 e

G2 apresentaram maiores valores e ndo tiveram diferenga significativa entre si, o0 G2 por sua
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vez ndo apresentou diferenca em relacdo ao G3. O genotipo G4 foi o que menos acumulou
ureideos nos nodulos e foi o Gnico genodtipo que apresentou maior teor de ureideos na CAD
40%, quando comparamos com a CAD 80% (Figura 3C).

Em relagdo ao acumulo de nitrato todos os genotipos apresentaram maiores valores na
CAD 40% (cercade 9%, 10%, 12% e 35%, respectivamente) (Figura 3D). O acumulo de amoénia
também foi maior para os gen6tipos G1, G2 e G4 na CAD 40%, apenas o G3 apresentou maior
acimulo na CAD 80% (cerca de 49%) (Figura 3E). Nao houve diferenca significativa no
acumulo de aminoacidos para as cultivares G2, G3 e G4 quando comparado entre CAD’s, na
cultivar G1 a CAD 80% foi 14% maior que a CAD 40% (Figura 3F).

O actimulo elevado de MDA nos genotipos G1, G2 e G3 na CAD 40% indica peroxidagao
lipidica, nesses genotipos foi possivel observar maior conteudo de MDA na CAD 40%. O
genotipo G4 apresentou menor nivel de MDA na CAD 40% (Figura 4A). Ja o acimulo de H>O>
ndo houve diferenga significativa entre CAD’s para os genotipos G2, G3 e G4. Ja o gendtipo
G1 apresentou menor teor na CAD 40% (Figura 4B). A redu¢do de H2O> no genotipo G1
submetido ao estresse pode estar relacionado com a alta atividade das enzimas APX, SOD e
CAT. Os altos teores das enzimas antioxidativas na CAD 40% pro gendtipo G3, resultou na
reducdo de peroxidagdo lipidica e H2O2 nesse tratamento (Figura 4CDE). Houve aumento
significativo de CAT para todos os genotipos da CAD 40% (cerca de 61%, 46%, 32% e 59%,
respectivamente).

O transporte de agtcares e fotoassimilados para os nddulos possui papel importante na
estruturagao e desenvolvimento dos nodulos, bem como na sobrevivéncia das bactérias. Nesse
trabalho foi possivel observar que houve transporte de frutose para os nddulos em genotipos
tolerantes ao estresse hidrico, o transporte foi maior quando esses gendtipos estavam
submetidos a restri¢do hidrica, ndo houve transporte de frutose para os gendtipos sensiveis
(Figura 4A). Houve transporte de glicose para os nodulos em todos os gendtipos, no entanto, o
teor foi maior no G4 quando submetido a CAD 40%. Houve presenca de sorbitol nos genotipos
G1, G2 e G4 na CAD 40%, mas apenas no G4 existia presenca desse agucar quando as plantas
estavam em CAD 80%. O teor de sacarose foi maior quando as plantas estavam submetidas ao
estresse em todos os genotipos, sendo que o G4 apresentou maior valor. Quando analisado o
acumulo de agtlicares totais, ¢ possivel perceber que tanto os gendtipos sensiveis quanto os
tolerantes apresentaram maiores teores na CAD 40% (cerca de 42%, 28%, 43% e 71%) (Figura

5F).
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Os nodulos de feijao-caupi sdo compostos periderme, que protege o cortex dos nédulos.
Na regido do cortex existe a ocorréncia de feixes vasculares. No interior do nodulo existe a zona
de infecgdo, composta por células infectadas e ndo-infectadas (Figura 2).

O corante vermelho de ruténio indicou gotas de compostos polissacarideos na coloragao
verde em grande quantidade nas células ndo infectadas e em alguns casos em vacuolos de
células infectadas. Essas gotas parecem estar caminhando até os feixes vasculares. No genotipo
G2 as gotas parecem estar presentes apenas dentro da zona de infec¢do, ja no G4 foi possivel
perceber presenca na regido do cortex e entorno da endoderme dos feixes vascular (Figura 2).

O corante xylidine ponceau indicou maior presenca de proteinas nas células ndo
infectadas dos nddulos, no entanto o G2 na CAD 40% apresentou proteina nos vacuolos de
c¢lulas infectadas. As gotas de proteinas também parecem caminhar sentido ao feixe vascular.
Apesar de apresentar menor nimero de célula ndo-infectada na CAD 40%, houve maior
presenga de proteina no G2 da CAD 40% (Figura 2), colaborando com o resultado obtido a
partir da metodologia de Bradford.

O corante azul de toluidina indicou que o genotipo G4 apresentou redugdao no nimero de
células infectadas quando submetido a restricdo hidrica. Apesar desse resultado foi possivel
verificar células maiores do cortex, e boa organiza¢do da endoderme do feixe vascular. O
genotipo sensivel apresentou células com sinuosidade na regido do cortex e desorganizagdo da
endoderme. Curiosamente o genotipo que apresentou melhor estruturagdo dos nddulos foi o
genotipo com maior teor total de agticar. Foi possivel observar protuberancias das lenticelas na
superficie do nodulo quando os gendtipos estavam em CAD 80%, a restricao hidrica parece ter

limitado o desenvolvimento de lenticelas (Figura 2).

4.11 DISCUSSOES

O feijao-caupi desenvolve nddulos esféricos determinados com uma regido interna que
contém as células infectadas por bacterdides que atuam na fixagdo de N> e assimilagdo de N,
bem como células ndo infectadas onde ocorre a sintese de ureideos. Essa zona central ¢
circundada por uma camada de células do cortex interno, composta pela zona de distribuicao e
a camada limite, que ¢ delimitada por um cortex médio, cortex externo e, finalmente, a
periderme. Os feixes vasculares sao circundados por uma endoderme que ficam localizados na
periferia adjacente ao cortex interno e estao conectados ao sistema vascular da raiz. Os ureideos

deixam o nodulo pelo xilema que esta conectado a vasculatura da raiz (Figura 2).
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O estresse hidrico pode afetar o desenvolvimento de nédulos em varios niveis, no entanto
plantas tolerantes apresentam algumas caracteristicas que possibilitam suportar o estresse e
manter a FBN.

A formagdo de ureideos ¢ iniciada com a biossintese das purinas em plastidios e
mitocondrias de células infectadas (Smith and Atkins, 2002; Tajima et al., 2004). Ja o transporte
ocorre pela expressao dos mRNAs transportador de ureideos na endoderme e feixes vasculares
dos nodulos (Springer Netherlands, 2008). O acimulo de ureideos nos ndédulos de genotipos
sensiveis pode ter ocorrido ma formagao da endoderme e feixes vasculares, sendo um indicador
de baixa expressdo de mRNAs transportador de alantoina e acido alantdico. Outros autores
relaram que o acimulo de ureideos em nddulos pode ser uma caracteristica de plantas sensiveis
a seca. Uma das hipoteses postulada para explicar o acimulo de compostos nitrogenados nos
orgaos subterraneos sugere um declinio na demanda de nitrogénio na parte aérea (Valentine et
al., 2018). (Gil-Quintana et al., 2013) observaram que o acimulo de ureideos nos nodulos pode
ser mais atribuivel a um declinio na atividade de degradacdo do que ao aumento da biossintese.

A redugdo de H>O; no genoétipo G1 ¢ resultado do aumento da CAT, pois € uma das duas
principais vias de remocao de H»>O» intracelular (Noctor et al., 2016). As bactérias também
devem lidar com as EROS, pois se ndo desintoxicadas podem danificar as macromoléculas
celulares, incluindo lipidios, proteinas e DNA (Kunert et al., 2016). A enzima APX ¢ abundante
em algumas camadas de células no cortex interno do nédulo, sugerindo que APX pode estar
envolvido como parte da barreira de difusdo de oxigénio (Springer Netherlands, 2008), a
atividade dessa enzima foi maior no genotipo G4 em CAD 40 %, esse resultado levou a reducao
de MDA nesse tratamento, significando baixa peroxidacao lipidica. Embora abundante nos
peroxissomos de células ndo infectadas de nodulos, ndo estd claro se a atividade da catalase
ocorre nos mitocondrias dos nédulos (Becana et al., 2010), neste trabalho a atividade da CAT
foi maior quando os genotipos foram submetidos ao estresse hidrico (Figura 4).

O estresse hidrico pode reduzir a atividade fotossintética e eficiéncia no uso da agua (LI
et al., 2020; WANG et al., 2018), esse resultado pode causar disruptura nos processos
fisiologicos das plantas, levando a baixa producado e transporte de fotoassimilados para outros
orgdos das plantas, aumentando a expressao de genes envolvidos no armazenamento e
utilizagdo de carboidratos e suprimindo a expressdo do gene fotossintético € o crescimento
subsequente (STITT et al., 2010). O carregamento bem sucedido de agucares depende muito
das peculiaridades anatomicas dos tipos de células envolvidos (KELLER et al., 2021). O
acumulo de agucares nas folhas foi relatado em varias culturas, entre elas a soja (Glycine max.)

submetido ao estresse hidrico (DU et al., 2020), em cana-de-ac¢tcar (Saccharum officinarum)
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submetido ao estresse por frio (SUN et al., 2017). Esse acimulo indica baixo transporte e
disponibilidade de energia para estruturagao de outros tecidos das plantas.

A principal via para o metabolismo de carbono nos ndédulos envolve a clivagem da
sacarose em UDP-glicose e frutose seguida pela glicolise para produzir os acidos organicos
oxaloacetato e malato (LOPEZ et al., 2008) (Figura 1). A sacarose foi o agicar mais presente
nos nédulos de todos os genotipos, sendo em maior quantidade quando os gendtipos foram
submetidos ao estresse hidrico (Figura SE), resultado semelhante foi encontrado por (Streeter,
2003) em nddulos de soja (Glycine max.). O acumulo de solutos organicos em resposta ao
estresse esta envolvido em mecanismos de protecdo, como a restauragao do volume e turgor
celular, redu¢dao do dano celular induzido por radicais livres e a protecdo e estabilizacdo de
enzimas ¢ membrana (CHEN; MURATA, 2002). Apesar desse resultado o G4 foi o gendtipo
que apresentou maior teor de sacarose no nédulo na CAD 40%, isso propiciou maior tamanho
de nodulo (Figura 20), (Borisjuk et al., 2002) relataram a probabilidade do aumento da
concentragdo local de sacarose ser um sinal para o inicio do alongamento celular, isso explicaria
o aumento das células do coértex do G4 sob restrigao hidrica (Figura 2).

Enquanto a sacarose esta localizada principalmente no citosol, a glicose e frutose sao
preferencialmente armazenadas no vacuolo de algumas espécies (KELLER et al., 2021). Nos
nddulos de feijdo-caupi foi possivel observar presenca de frutose apenas nos nodulos de
genotipos tolerantes ao estresse (Figura SA). A sacarose pode ser descarregada do floema por
transportadores. Podendo entrar nas células por meio de transportadores sacarose ou
hidrolisado pela invertase da parede celular para produzir glicose e frutose, que podem entrar
nas células fonte por meio de transportadores de hexose (Ruan, 2014). O actimulo de
carboidratos e nitrogénio em nddulos estressados pela seca sugere que o poder de redugdo para
sustentar a nitrogenase estava se acumulando e que a exportagao de produtos de fixagdo foi
retardada em condic¢Oes de seca. A tolerancia ao estresse salino foi aumentada em células com
niveis maiores de aminoacidos, sacarose, glicose e frutose (Niazian ef al., 2021).

A taxa de fluxo do floema parece ser determinada adicionalmente pela anatomia da parede
celular das células proximas ao floema (KELLER et al., 2021). As condi¢des de deficiéncia de
agua resultaram em uma perda no turgor das células no cortex do noédulo e alteragdo na estrutura
do nodulo que se transformou em paredes celulares corticais externas deformadas no genétipo
sensivel. Essa alteracdo estrutural afetou a disponibilidade de fotoassimilados para sustentagao
de bacteroides. Também houve presenca de protuberancias de lenticelas na superficie dos
nddulos nos genotipos G2 e G4 em CAD 80%, o estresse hidrico reduziu essas protuberancia

(Figura 2), resultado semelhante foi obtido por (Kanu and Dakora, 2017; Minchin and
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Summerfield, 1976). As protuberancias das lenticelas na superficie do ndédulo t€m sido
implicadas como agentes fisicos no transporte de oxigénio para os tecidos bacterianos internos
(SPRENT, 1972), podendo prevenir a degeneragdo dos tecidos bacterianos e, assim, facilitar a
fixacdo continua de nitrogénio simbiodtico € o crescimento vegetativo da planta.

Em plantas irrigadas os nodulos pareciam estar bem desenvolvidos e sem perturbagdes.
No entanto, os nodulos da cultivar tolerante apresentaram niimero de células infectadas e ndo
infectadas de 5/5, enquanto o genoétipo sensivel apresentou 7/4 quando cultivadas em estresse
hidrico, quando submetidas a CAD 80% a cultivar tolerante apresentou propor¢ao de 5/3 e a
sensivel de 2/1. Varios feixes vasculares foram espalhados na periferia das se¢des transversais.
A regido do cortex do genotipo tolerante na CAD 40% apresentou células do cortex maiores
que o genotipo sensivel, essa extensdo celular possibilitou que os gendtipos desse tratamento
apresentassem nodulos maiores. As células infectadas foram espalhadas em no centro do nodulo
e consistia em células vacuoladas e células ndo vacuoladas misturadas com células intersticiais
ndo infectadas. Para manter um nimero apropriado de nédulos, as plantas hospedeiras possuem
ambos sistemas regulatorios positivos e negativos para facilitar a formacao de nddulos e evitar
a hipernodulacao (Li et al., 2015).

A coloragao histoquimica utilizando o corante xylidine ponceau indicou maior presenca
de proteina nas células ndo-infectadas. O fato de o genoétipo tolerante apresentar menor teor de

proteina nos nodulos que o genotipo sensivel (Figura 2).

4.12 CONCLUSAO

A capacidade de produzir e transportar agiicares para os nddulos pode propiciar turgor
das células do cortex e melhor organizacao de estruturas, como endoderme, feixes vasculares,
resultado obtido pelo genoétipo tolerante. A presenca de frutose nos nodulos de gendtipos
tolerantes e auséncia nos nodulos de genotipos sensiveis, demonstra importancia desse aglcar
no desenvolvimento nodular. No gendtipo sensivel, a seca resultou em redugdo do transporte
de agucar e consequentemente perda no turgor das células no cortex e alteragdo na estrutura do
nddulo que se transformou em paredes celulares corticais externas deformadas.

Apesar da importancia das células infectadas dos nddulos, a sintese de compostos
nitrogenados ocorre nas células nao-infectadas, apresentar quase os mesmos numeros de células
infectadas e nao infectadas pode ser um indicativo de maior sintese de ureideos, resultado

obtido pelo genétipo tolerante. O genotipo sensivel apresentou maior ntimero de célula

90



infectada que ndo infectada, podendo dificultar a sintese e transporte de nitrogénio para outras
partes das plantas.

Os resultados demonstraram que genotipos apresentam comportamento distinto, e as
modificagdes anatdémicas € bioquimicas podem ser fundamental na tolerancia em ambiente de
estresse. Neste trabalho, foi possivel perceber que a capacidade de transporte de agucares
propicia melhor estruturacdo anatdmica do nddulo, além disso, apresentar alto nimero de
c¢lulas nao infectadas pode contribuir com a sintese dos compostos nitrogenados, sendo um

dos melhores marcadores genéticos de genotipos de feijao-caupi tolerantes a seca.
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Figura 2. (A) Nodulo completo G2 CAD 40%, (B) Nodulo completo G2 CAD 80%, (C) Nodulo
completo G4 CAD 40%, (D) Nodulo completo G4 CAD 80%, (E) Corte transversal nodulo G2
CAD 40%, (F) Corte transversal nodulo G2 CAD 80%, (G) Corte transversal nodulo G4 CAD
40%, (H) Corte transversal nédulo G4 CAD 80%, (I) G2 CAD 40%, (J) G2 CAD 80%, (K) G4
CAD 40%, (L) G4 CAD 80%, (M) G2 CAD 40%, (N) G2 CAD 80%, (O) G4 CAD 40%, (P) G4
CAD 80%, (Q) G2 CAD 40%, (R) G2 CAD 80%, (S) G4 CAD 40%, (T) G4 CAD 80%, (U)
Proteina G2 CAD 40%, (V) G2 CAD 80%, (W) G4 CAD 40%, (X) G4 CAD 80%. ex-cortex; vb-
feixe vascular; iz-zona de infecc¢do; ic-célula infectada, uc-célula, nao-infectada, mucilagem

(indicado pela seta vermelha), proteina (indicado pela seta preta).
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5 MUDANCAS ANATOMICAS E ULTRAESTRUTURAL DE GENOTIPOS DE

FEIJAO-CAUPI

RESUMO

A seca interfere em varias reagdes essenciais no metabolismo das plantas podendo levar
a perda de produtividade. A tolerdncia compreende em caracteristicas adaptativas a situagdes de
estresse, essas caracteristicas podem ser diferentes em plantas da mesma espécie. O objetivo do
trabalho foi avaliar 2 gendtipos de feijao-caupi: BRS Tumucumaque (sensivel) e BRS Marataoa
(tolerante) submetidos a 2 niveis de capacidades de agua disponivel no solo (40% e 80% da
CAD). O solo foi mantido a 80% da CAD até 20 dias ap6s a semeadura, quando entdo foi
iniciado o sistema de restricdo hidrica. As folhas e raizes foram coletadas aos 48 DAE e fixados
em solugdo Karnovsky para analises anatomicas e ultraestruturais. Os parametros avaliados nas
folhas foram: espessura da epiderme adaxial, do parénquima pali¢adico, do parénquima
lacunoso, da epiderme abaxial, da cuticula, da parede celular e acumulo de amido. J4 nas raizes
foram avaliados: espessura do floema secundario, do xilema secundario, didmetro da célula do
raio parenquimdtico e acumulo de amido. O gendtipo tolerante apresentou células do
parénquima lacunoso mais organizado, espessura do parénquima pali¢adico maior, aumento da
epiderme adaxial e maior espessura foliar total que o gendtipo sensivel. J4 o parénquima
lacunoso e espessura da parede celular foram maiores no gendtipo sensivel quando submetido
ao estresse, além disso as células da epiderme adaxial e abaxial se modificou em ambiente de
seca. Houve aumento da espessura da cuticula em ambos os genotipos em situacao de estresse,
no entanto nao houve diferenca significativa entre gendtipos. Maior quantidade de graos de
amido foram encontrados nos genotipos da CAD 40%, sendo maior no genotipo tolerante. A
microscopia eletronica de transmissdo revelou que o genotipo tolerante apresentou maior
volume de tilacéides em relagdo ao sensivel quando submetidos ao estresse hidrico. Nas raizes
foi possivel observar que os elementos de vasos do gendtipo sensivel apresentaram maior

diametro na CAD 40%, comportamento que ndao ocorreu no genotipo tolerante.

Palavras chave: anatomia, estresse hidrico, mecanismo de tolerancia, Vigna unguiculata
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5.1 INTRODUCAO

A produgdo global de alimentos tem enfrentando diversos desafios em decorréncia das
alteragdes climaticas. A seca interfere em vérias reagdes essenciais no metabolismo das plantas
podendo levar a perda de produtividade. Para enfrentar ambientes de estresse as plantas
desenvolveram uma série de mecanismos de defesa para sua sobrevivéncia (JOGAWAT et al.,
2021). Esses mecanismos compreendem alteragdes bioquimicas, fisiologicas e anatomicas,

tanto em folhas quanto raizes (YADAYV et al., 2021).

Na cana-de-agucar o estresse hidrico diminuiu o comprimento do cloroplasto (ZHANG et
al., 2015), causou redugdo no parénquima palicadico e lacunoso em soja (Gongalves et al.,
2017), aumentou a espessura da parede celular em feijado (Martinez et al., 2007). A propor¢ao
de granuns e estroma também foram alterados em plantas superiores submetidas a estresse
luminoso (KIRCHHOFF, 2013). Além disso, o acimulo de amido nas folhas foi relatado por
diversos autores, sendo um mecanismo de prote¢do durante o crescimento e desenvolvimento

de planta (SEHGAL et al., 2017).

Ja na anatomia de raizes, o estresse abidtico pode causar mudangas no cortex, cilindro
vascular, didmetro do xilema, epiderme e endoderme, em diferentes regides da raiz (Silva et al.,
2021; Zheng et al., 2019). A seca também pode levar ao enchimento de ar nos elementos de
vasos, ocasionando embolia (Smertenko et al., 2020). Variedades tolerantes de trigo
apresentaram alto teor de amido ao redor dos feixes vasculares e regido periférica das raizes

apos a seca (SINGH et al., 2013).

A tolerancia compreende em caracteristicas adaptativas a situagdes de estresse, essas
caracteristicas podem ser diferentes em plantas da mesma espécie. O feijao-caupi apesar de ter
alta plasticidade a seca, apresenta comportamentos distintos entre seus diferentes gendtipos
(CARVALHO et al., 2019; MUNJONII et al., 2017). O objetivo do presente trabalho foi avaliar
alteragdes anatomicas de genotipos de feijao-caupi: sensivel (BRS Tumucumaque) e tolerante

(BRS Marataod), quanto submetidos ao estresse por déficit hidrico.
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5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho"
(20°25'4,65"S, 51 °20'27,89" O, 377 m) em casa de vegetagdo, localizada na cidade de Ilha
Solteira, Sao Paulo, Brasil. O solo foi coletado e enviado para analise fisico-quimica, fornecendo
as seguintes propriedades: pH: 4,9; P: 2 mg/dm?, K: 0,4 mmol/dm?, Ca: 4 mmol/dm?, Mg: 4
mmol/dm?, B: 0,02 mg/dm?, Cu: 0,5 mg/dm?, Fe: 15 mg/dm?, Mn: 4,9, Zn:0,1 mg/dm?, H+ALl:
12 mmol/dm?, CTC: 20,4 mmol/dm?*, MO: 12 g/dm. O solo foi classificado como Rhodic
Haplusfox de acordo com (Soil Survey Staff, 2014). A correcdo foi realizada conforme

recomendacdes de (RALJ et al., 2001).

A sementes foram tratadas com Piraclostrobina (25 g L' produto comercial), tiofanato-
metila (225 g L-1 produto comercial) e fipronil (250 g L! produto comercial) e na sequéncia
inoculadas com in6culo de turfa de feijao-caupi de alta qualidade (cepa SEMIA 6464; registro
do produto SP 00581-10030-1; BIOMAX; Sao Jorge da Barra, Brasil). As sementes de feijao-
caupi foram semeadas no dia 22/04/2020 em vasos de polietileno contendo exatamente 3 kg de
solo (mantendo duas plantas por vaso). O solo foi mantido a 80% da CAD até 20 dias apds a
semeadura, quando entdo foi iniciado o sistema de restri¢ao hidrica. O método gravimétrico foi

utilizado para reposi¢do de dgua a cada 24 horas.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, sendo 2 niveis de
capacidades de agua disponivel no solo (40% e 80% da CAD) (Carvalho et al., 2019) e 2
gendtipos de feijao-caupi: BRS Tumucumaque (sensivel) e BRS Marataoa (tolerante), contendo

8 repeti¢des por tratamento.

5.3 ANATOMIA DE FOLHAS E RAIZES

Foram coletadas as folhas mais representativas do ter¢o médio superior das plantas e parte
das raizes principal aos 48 dias apds emergéncia. As folhas e raizes foram seccionadas
transversalmente na regido mediana com ajuda de um bisturi e entdo fixados em solucao de
Karnovsky (2% paraformaldehyde, 2,5% glutaraldehyde, 0.05M CaCl2 in 0.2 M cacodylate
buffer of pH 7.2.) - por 24 h (Karnovsky, 1965). Nesse periodo, as amostras foram colocadas
em bomba de vacuo por 15 minutos por 5 vezes e agitadas para melhor penetracao do fixador. As
folhas foram entdo desidratadas por meio de uma série de alcool graduado (10, 20, 30, 50, 70,

80, 90 e 100%), 15 minutos em cada etapa e incorporado em resina plastica (Leica Historesin®,
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Heraeus Kulzer, Hanau, Alemanha). Nessa etapa, as amostras foram submetidas a bomba de
vacuo por 10 vezes e as amostras foram continuamente agitadas. A etapa de infiltracdo em resina
pura levou 4 dias. As amostras foram seccionadas em microtomo rotacional Leica RM 2045
com espessura de 5-7 um. Para as analises histoldgicas usuais, parte dos cortes transversais

foram montados em laminas de vidro e corados com zinco iodado para teste de amido.

ApoOs a coloracdo, as laminas foram montadas com resina sintética Entellan® (Merck,
Darmstadt, Alemanha). As imagens das laminas foram capturadas digitalmente por meio de um
microscopio Zeiss Axionscope com uma camera de video acoplada. As escalas micrométricas

foram impressas diretamente nas imagens.

5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As amostras foram fixadas solucdo de Karnovsky (2% paraformaldehyde, 2,5%
glutaraldehyde, 0.05M CaCl2 in 0.2 M cacodylate buffer of pH 7.2.) - por 24 h (Karnovsky,
1965). As amostras foram secas ao ar em uma camara de vacuo por 5 min, pds-fixadas em
tetroxido de 6smio 1% por 2 h, desidratadas através de um graduado série de solugdes de acetona
(30, 50, 70, 90 e 100%), e incorporado na resina de Spurr (Marques et al., 2016). Os blocos
foram cortados com um ultra-microtomo Leica UC6. As imagens foram analisadas usando

microscopio eletronico de transmissao Philips CM 100 a uma tensdo de aceleragdo de 80 kV.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Por meio do Software R (R Development Core Team 2015, v. 3.6), os dados foram
submetidos aos testes de normalidade proposto por (Shapiro and Wilk, 1965) e
homocedasticidade de Levene, ambos a 5% de significancia (p > 0,05). Posteriormente, os dados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p < 0,05), e quando significativos, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05). A andlise de
correlagdo de Pearson (p < 0,05) também foi realizada para identificar varidveis dependentes
que sdo diretamente correlacionadas com os tratamentos. O pacote “corrplot” foi utilizado para
criar o Heatmap, com fungdes “cor” e “cor.mtest” para criar os coeficientes e matrizes de p-
valores. Para realizacdao do agrupamento clustering, foram utilizados os pacotes: RColorBrewer,
gplots, pheatmap, d3heatmap, dendextend, ComplexHeatmap, circlize e cluster.
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5.6 RESULTADOS

As folhas de feijao-caupi na sec¢do transversal (Fig 1) apresentam epiderme unisseriada,
mesofilo dorsiventral, apresentando o parénquima palicadico voltado a epiderme adaxial e

parénquima lacunoso proximo a face abaxial da epiderme.

O genotipo tolerante apresentou células do parénquima lacunoso mais organizadas que o
genotipo sensivel, ficando evidente a presenca de menor espago intercelular nessa regido (Fig.
1BJ). As células da epiderme adaxial e abaxial no gendtipo sensivel quando submetido ao
estresse estava visivelmente achatada quando comparado com o tratamento sem estresse (Fig
IBF). O teste histoquimico utilizando o corante zinco iodado evidenciou que a maior parte do
amido na nervura principal se acumula préximo aos tecidos do xilema, ja na internervura, a
maior parte de graos de amido estd presente no parénquima palicddico, com ocorréncia maior

nas folhas do genotipo tolerante (Fig 1CGKO).

As medigdes anatdmicas demonstraram modificagdes distintas para os gendtipos
estudados quanto a espessura do parénquima paligadico. No gendtipo sensivel ao estresse nao
houve diferenca entre os tratamentos, ja no gendtipo tolerante a espessura aumentou 62%
quando submetido ao estresse hidrico em comparagdo com o tratamento irrigado (Fig 2B). No
genotipo tolerante ndo houve diferenga na espessura do parénquima lacunoso, ja o genotipo
sensivel aumentou 74% quando submetido ao estresse hidrico (Fig 2C). O gendtipo sensivel ndo
apresentou aumento na espessura da epiderme adaxial, j& o gendtipo tolerante apresentou
aumento da espessura em 72% quando submetido ao estresse (Fig 1D). Em ambos tratamentos
0 gendtipo tolerante apresentou maior espessura foliar total, sendo maior no tratamento de
limitagao de agua (Fig 1E). Os genotipos sensivel e tolerante aumentaram a espessura da
cuticula na CAD 40% (51% e 61%, respectivamente), mas ndo diferiram estatisticamente entre
si (Fig 1F). Em relagdo a parede celular, o gendtipo sensivel apresentou aumento significativo
quando submetido ao estresse hidrico (51%), o gendtipo tolerante apresentou comportamento
distinto, pois apresentou redu¢ao da parede celular quando submetido ao estresse (Fig 1G). Nao

houve diferenca na espessura da epiderme adaxial entre genotipos e tratamentos (Fig 1A).

A microscopia eletronica de transmissdo revelou que os cloroplastos de feijao-caupi
apresentam formato discéide (Fig 3), contendo amido (granulos branco) e plastoglobulos
(granulos preto). As membranas do envoltorio sdo separadas pelo espaco intermembranas, o
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estroma ¢ preenchido por um elaborado sistema de membranas, e os tilacdides arranjam-se
formando o granulo (Fig 3). O espessamento da cuticula em ambos os genotipos na CAD 40%
ficou evidente (Fig 3DL). Curiosamente o gendtipo tolerante apresentou maior volume de

tilacoides que o sensivel, quando submetidos ao estresse hidrico (Fig 3CGKO).

Aos 48 dias apos a emergéncia das plantas as raizes ja apresentam o crescimento
secundario evidenciado pela presenca dos raios parenquimaticos (Fig 4). Visivelmente os
elementos de vasos das raizes do genotipo sensivel ao estresse apresentaram maior didmetro na
CAD 40% quando comparado com a CAD 80%, comportamento que ndo ocorreu no genotipo
tolerante (Fig 4AECGQG). O teste histoquimico utilizando o corante zinco iodado revelou maior
acumulo de amido quando os gendtipos estavam submetidos ao estresse hidrico, sendo maior
no genodtipo tolerante. Ambos gendtipos apresentaram o diametro da célula do raio
parenquimatico e espessura do xilema secundario maior na CAD 80%, sendo maior no genoétipo
sensivel (Fig SAB). Ja a espessura do floema secundario foi maior na CAD 80% para o genotipo

tolerante e na CAD 40% no genotipo sensivel (Fig 5C).

A rede de correlacdo de Pearson apresentou forte correlagdo positiva entre a espessura da
epiderme adaxial com a espessura da cuticula, espessura foliar total com a espessura do
parénquima lacunoso, diametro do elemento de vaso com a espessura da parede célula e média
correlagdo positiva entre a espessura da cuticula com a espessura foliar total. Ja a espessura da
parede celular apresentou forte correlacdo negativa com espessura do floema secundario, e a

espessura da cuticula forte correlagdo negativa com o didmetro da célula do raio parenquimatico

(Fig 6).

5.7 DISCUSSAO

Mudangas na ultraestrutura das células ocorrem em diferentes espécies em resposta ao
estresse abiodtico (Martinez et al., 2007). O genoétipo tolerante apresentou parénquima lacunoso
mais organizado que o genotipo sensivel, tecido foliar onde ocorrem as trocas gasosas (Sorin et
al., 2015). A organizagdo dessa estrutura possibilita maior eficiéncia fotossintética,
caracteristica comumente observada em plantas resistentes ao estresse (Sam et al., 2003). Além
disso, o aumento do espaco intercelular no parénquima lacunoso do genotipo tolerante pode ser
explicado por mudangas no formato das células dessa regido, propiciando uma otimizagao
da difusdo interna do CO> (FLEXAS et al., 2006).
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A fotossintese ¢ realizada principalmente no parénquima pali¢adico (Nardini ez al., 2010).
O aumento da espessura desse tecido em ambos os genotipos quando submetido ao estresse
pode ter ocorrido pela capacidade de hidratagdo da folha e pode ser explicada pelo afrouxamento
da parede celular, provavelmente com a redugdo do potencial osmético dos vacuolos (SORIN

etal., 2015).

A presenca de amido e plastoglobulos foi mais evidente quando os genotipos estavam
submetidos a CAD 40%, sendo maior no gendtipo tolerante. Apesar do acimulo de amido em
cloroplasto ser considerado um evento temporario, visto que a fungdo primaria dessas organelas
ndo ¢ de reserva (Vitova et al., 2014), o amido transitério atua como uma fonte imediata de
carbono sob as condi¢des climaticas adversas (V and Tyagi, 2020), funcionando como um
osmoprotetor. Além disso, os agucares sdo importantes compostos utilizados para compensar os
efeitos negativos dos radicais °OH, que s6 podem ser neutralizados de forma ndo enzimadtica

(DONG; BECKLES, 2019).

Altas concentragdes de ERO’s levam a peroxidagdo da membrana celular (Foyer and
Noctor, 2016), podendo ocasionar mudangas na morfologia e ultraestrutura da epiderme (DU et
al.,2019). O aumento da espessura da epiderme adaxial do genétipo tolerante pode ter ocorrido

por um mecanismo de adaptagao, resultado semelhante foi obtido por (Nawazish et al., 2006).

A cuticula ¢ uma camada hidrofobica extracelular, cuja funcao primaria ¢ evitar a perda
de dgua (CHEN et al., 2021). Os gendtipos aumentaram a espessura da cuticula na CAD 40%,
esse resultado pode ter ocorrido pelo aumento do acimulo de ceras cuticulares na superficie da
folha (HASANUZZAMAN et al., 2017). Em relagao a parede celular, o gendtipo sensivel
apresentou aumento na CAD 40%, o genotipo tolerante apresentou comportamento distinto,
pois ocorreu reducdo da parede celular, isso ocorreu para manter o turgor via contragao,
associado ao ajuste elastico (PATAKAS; NOITSAKIS, 1997). O encolhimento celular significa
redug¢do do tamanho da célula, sendo associado a resisténcia da planta ao estresse hidrico

(LECOEUR et al., 1995).

Dentro dos cloroplastos na membrana do tilacéide ocorre a conversdo de energia
fotossintética (KOOCHAK et al., 2019), situagdes de estresse levam a excitacdo de elétrons
podendo causar producdo de ERO’s (FOYER, 2018). Para suportar essa situa¢do, a membrana
do tilacoide reorganiza sua composicao protéica estequiométrica (WILHELM et al., 2020). O

genotipo tolerante apresentou maior volume de tilacoides que o sensivel, quando submetidos ao
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estresse hidrico, essa alteracdo pode estar associada ao mecanismo de tolerdncia, sendo

necessario maiores estudos acerca do assunto.

O aumento do diametro dos elementos de vaso nas raizes pode facilitar a formacao de
embolia. Nesse estudo o aumento do diametro de elementos de vaso ocorreu no genotipo
sensivel, resultado semelhante foi obtido nas raizes de soja severamente estressadas (ZHENG
et al., 2019). A formagao da embolia ¢ um importante indicativo de sensibilidade ao estresse
abiodtico, ja que essa condicao pode causar falha hidraulica e levar a morte da planta (Creek et
al., 2018). A diminui¢do do diametro da célula do raio parenquimatico e espessura do xilema
secundario nas plantas da CAD 40% ocorreu porque nessa condi¢do as raizes com vasos

estreitos podem ser vantajosas na resisténcia a desidratacdo (STROCK et al., 2021).

Ocorreu acimulo de amido nas raizes de plantas submetidas a seca, sendo maior no
gendtipo tolerante. Resultado semelhante foi obtido na cultura do trigo, onde ocorreu o acimulo
de amido nas folhas e uma subsequente exportacdo para as raizes, refletindo na taxa de

crescimento das raizes (HU et al., 2015).

5.8 CONCLUSAO

Algumas alteragdes anatdmicas parecem regular tolerancia ou sensibilidade ao estresse
hidrico por seca. Nesse trabalho as caracteristicas anatdmicas que evidenciaram tolerancia para
o gendtipo BRS Marataod foram: parénquima lacunoso organizado, espessamento do

parénquima pali¢adico, da epiderme adaxial e foliar, além do aumento no volume de tilacoides.

O espessamento da parede celular, achatamento das células da epiderme abaxial e adaxial
e aumento do didmetro dos elementos de vasos parecem estar relacionados com a sensibilidade
do genotipo BRS Tumucumaque ao déficit hidrico. O espessamento da cuticula ocorreu em
ambos o0s genotipos, mas ndo foi o suficiente para ser um indicativo de tolerancia ou

sensibilidade nesse trabalho.
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Figura 1. Cortes transversais da nervura central e limbo foliar de diferentes genotipos de Feijao-caupi.
Flexas vermelhas indicam presenca de amido nos orgdos do tecido foliar: xy (xilema), ph (floema), pp

(parénquima paligadico) e sp (parénquima lacunoso).
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Figura 2. Efeito do estresse hidrico na anatomia de folhas de feijao-caupi, onde; Espessura de epiderme adaxial (A), espessura de parénquima paligadico
(B), espessura de parénquima lacunoso (C) espessura de epiderme adaxial (D), espessura foliar total (E), espessura de cuticula (F), espessura de parede celular (G). As
barras de erro indicam o erro padrao da média (n = 4). Letras diferentes indicam diferenca entre as médias de acordo com o teste de Tukey (P<0,05). As letras maitsculas

correspondem aos gendtipos do feijdo-caupi e as letras minusculas correspondem a capacidade de agua disponivel no solo (SWRC).
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Figura 3. Microscopia eletronica de transmissdo de folhas de Feijado-caupi. C — cloroplastos, CW- parede
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Figura 5. Efeito do estresse hidrico na anatomia de raiz de feijdo-caupi, onde; Diametro a célula do raio parenqui
(B), espessura do floema secundario (C). As barras de erro indicam o erro padrdo da média (n = 4). Letras diferentes indicam

teste de Tukey (P<0,05). As letras maiusculas correspondem aos gendtipos do feijdo-caupi e as letras mintsculas corresponde
(SWRO).



Figura 6. Rede de correlagdo Pearson. Coloragao azul significa correlagao positiva significativa (p <0,05),
coloracdo vermelha significa correlagdo negativa. Espessura de linhas indicam a intensidade de correlacao,
onde: Espessura de epiderme adaxial (AdE), espessura de parénquima palicadico (PP), espessura de
parénquima lacunoso (SP) espessura de epiderme adaxial (AbE), espessura foliar total (TLT), espessura de
cuticula (CT), espessura de parede celular (CWT), Diametro a célula do raio parenquimatico (RP), espessura

do xilema secundario (XyT), espessura do floema secundario (PhIT).
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