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RESUMO

O feijdo-caupi é amplamente cultivado em regides &ridas e semiaridas, locais onde a
salinizacdo dos solos constitui-se em um dos principais estresses a cultura. Dentre os métodos
que visam reduzir os danos causados pela salinidade, a utilizacdo de gendtipos menos
sensiveis se constitui como o melhor método para a solu¢do do problema. Diante do exposto,
0 presente trabalho objetivou identificar as proteinas diferencialmente abundantes em
gendtipos de feijdo-caupi durante o estresse salino, como ponto de partida para a identificacdo
dos genes associados aos mecanismos de tolerancia ao estresse, visando a obtencdo de
gendtipos que associem caracteristicas desejaveis com a menor sensibilidade a salinidade.
Nesse sentido, sementes de cinquenta gendtipos de feijao-caupi foram submetidas a
tratamentos com diferentes concentracfes de NaCl (0, 25, 50, 100 e 200 mM). Foram
observadas alteracdes na taxa de germinacdo em fungdo do aumento das concentragdes de
NaCl (sal). Dentre os gendtipos avaliados, Maravilha, Paulistinha, Sempre Verde Baiano, e
Sempre Verde Salgueiro demonstraram menor sensibilidade ao sal, enquanto BRS Pajed,
Mosqueado 383, Mut 300 gy, Mut 50 gy, e Pele de Moca foram os genotipos mais sensiveis
ao sal. Esses gendtipos, juntamente com o geno6tipo Pititba, foram novamente submetidos ao
estresse salino nas cinco concentragdes supracitadas, para realizacdo da contagem de folhas,
medicdo do comprimento caulinar, determinacdo da matéria seca e contedo idnico, assim
como mensuracdo da condutividade elétrica do substrato, capacidade de troca catidnica e
saturacdo de sodio. Os resultados indicam que o incremento na concentracdo de sal reduziu a
guantidade de matéria seca, comprimento do caule e nimero de folhas em todos os gendtipos
avaliados, causando aumento no teor de ions, justificado pelos valores de condutividade
elétrica do substrato, capacidade de troca catibnica e saturacdo de sodio. Sempre Verde
Salgueiro foi o0 genotipo que demonstrou menor sensibilidade frente aos demais, enquanto que
Mosqueado 383 foi selecionado como o genétipo de maior sensibilidade ao sal.
Posteriormente, esses dois gendtipos foram estressados com 100 mM de NaCl, para coleta das
folhas, extracdo de proteinas totais, quantificacdo e identificacdo das proteinas
diferencialmente abundantes, por cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas,
seguido por comparacdo com o banco de dados disponivel no NCBI (National Center for
Biotechnology Information). A partir dessa avaliacdo, foi possivel identificar 251 proteinas
diferencialmente abundantes entre os tratamentos (0 mM - controle, e 100 mM de NaCl) e
entre 0s gendtipos avaliados. Dessa forma, é possivel inferir sobre a participacdo direta de
algumas dessas proteinas em vias metabolicas que possam estar relacionadas com o0s
mecanismos de tolerancia ao estresse salino em feijdo-caupi.

Palavras-chave: NaCl. Sensibilidade. Protedmica.



ABSTRACT

Cowpea is widely cultivated in arid and semi-arid regions, places where salinization of soils is
one of the major stresses for this culture. Among the methods utilized to reduce the damage
caused by salinity, the use of less sensitive genotypes constitutes the best method to solve the
problem. By the way, the present work aimed to identify differentially abundant proteins in
cowpea genotypes during saline stress, as a starting point for the identification of genes
associated with stress tolerance mechanisms, in order to obtain genotypes associating
desirable traits with lowest sensitivity to salinity. In this sense, seeds of fifty cowpea
genotypes were submitted to treatments with different concentrations of NaCl (0, 25, 50, 100
and 200 mM). Alterations in germination rates were observed due to the increasing of NaCl
(salt) concentrations. Among the evaluated genotypes, Maravilha, Paulistinha, Sempre Verde
Baiano, and Sempre Verde Salgueiro showed lower salt sensitivity, while BRS Pajed,
Mosqueado 383, Mut 300 gy, Mut 50 gy, and Pele de Moca were the most salt sensitive
genotypes. Those genotypes, including Pitiuba genotype, were submitted again to saline stress
using the five NaCl concentrations mentioned above, for leaf counting, measurement of stem
length, determination of dry matter and ion content, as well as measurement of electrical
conductivity of the substrate, cation exchange capacity and sodium saturation. The results
indicate that the increase in salt concentration reduced the amount of dry matter, stem length
and number of leaves in all evaluated genotypes, causing an increase in ion content, justified
by the values of electrical conductivity of the substrate, cation exchange capacity and sodium
saturation. Sempre Verde Salgueiro was the genotype that showed less sensitivity in relation
to the others, while Mosqueado 383 was selected as the genotype of greater salt sensitivity.
After, these two genotypes were stressed with 100 mM NacCl, to collect leaves, total protein
extraction, quantification of proteins, and identification of differentially abundant proteins, by
liquid chromatography coupled to the mass spectrometer, followed by comparison with the
available database on NCBI (National Center for Biotechnology Information). Through this
evaluation, it was possible to identify 251 differentially abundant proteins between the
treatments (0 mM - control, and 100 mM NaCl) and among the evaluated genotypes. Thus, it
is possible to infer about the direct participation of some of these proteins in metabolic
pathways that may be related to the mechanisms of tolerance to saline stress in cowpea.

Key-words: NaCl. Sensitivity. Proteomics.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] € conhecido por suportar altas
temperaturas e baixo indice pluviométrico, em vista disso, seu cultivo no Brasil se concentra
especialmente nas regides aridas e semidridas, locais onde algumas culturas igualmente
importantes ndo conseguem se desenvolver satisfatoriamente (FREIRE FILHO et al., 2011).
No ambito global, dentre os paises produtores de feijdo-caupi, a Nigéria classifica-se como o
maior produtor e consumidor mundial, por apresentar cerca de cinco milhdes de hectares de
area cultivada, o que reflete sua producgéo anual, estimada em dois milhGes de toneladas. Apos
a Nigéria, Niger e Brasil sdo considerados o0s maiores produtores de feijao-caupi,
apresentando uma safra anual estimada em 1.500,000 t e 600.000 t, respectivamente
(FAOSTAT, 2013).

Apesar da sua notavel adaptabilidade, em condic¢des naturais o feijao-caupi esta sujeito
a estresses que podem afetar negativamente o seu crescimento e desenvolvimento. Dentre
esses, 0 estresse salino € um dos principais, especialmente por ser recorrente em regifes
aridas e semiaridas, e mesmo havendo outras técnicas que visem minimizar os efeitos desse
estresse para a cultura, como por exemplo o cultivo adensado,esses métodos séo dispendiosos
e demorados, algo que os torna impraticaveis. Diante do exposto, a utilizacdo de genotipos
menos sensiveis ao estresse salino tem se tornado um dos métodos mais empregados para se
contornar esse problema (COELHO, 2012; COSTA et al., 2013).

Durante décadas, para se obter gen6tipos com caracteristicas de interesse comercial
empregou-se amplamente o melhoramento genético classico. Essa técnica utiliza
caracteristicas morfologicas para obter uma identidade para cada gendtipo e assim estudar a
variabilidade genética de cada amostra, visando o desenvolvimento de acessos que
apresentem caracteristicas de interesse, como por exemplo, genétipos menos sensiveis a um
dado estresse. No entanto, esse tipo de caracterizacdo é altamente influenciado por fatores
ambientais, o que pode prejudicar a expressdao dos caracteres estudados, camuflando a
similaridade ou disparidade entre os individuos, o que altera significativamente sua eficacia
(MELO, 2010).

Nesse contexto, perfis transcriptdmicos passaram a ser produzidos para diversas
espécies economicamente importantes, com o objetivo de identificar genes modulados por
estresses. Contudo, esses perfis também se mostraram pouco eficazes, ja que nem sempre 0s
niveis de MRNA estdo diretamente correlacionados com as proteinas em atividade

(AMARAL, 2008). Dessa forma, em anos mais recentes, a protebmica, por meio de técnicas
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mais especificas e atuais, tem passado a buscar informacdes diretas sobre a estrutura e a
funcdo das proteinas em diferentes sistemas biologicos, o que tem permitido uma melhor
compreensdo funcional dos genes e, consequentemente, uma selecdo mais eficaz de gendtipos
menos sensiveis a um dado estresse (PATTERSON; AEBERSOLD, 2003).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Identificar as proteinas diferencialmente abundantes em gendtipos de feijao-caupi
durante o estresse salino, como ponto de partida para a identificagdo dos genes associados aos
mecanismos de tolerdncia ao estresse, visando a obtencdo de gendtipos que associem

caracteristicas desejaveis com a menor sensibilidade a salinidade.
1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a sensibilidade ao estresse salino em sementes de feijdo-caupi mantidas no
Banco Ativo de Germoplasma do Instituto Agrondmico de Pernambuco;

¢ Identificar genotipos de feijdo-caupi contrastantes quanto ao grau de sensibilidade ao
estresse salino, utilizando-se testes fisioldgicos e bioquimicos;

e Identificar as proteinas diferencialmente abundantes em gendtipos contrastantes de

feijdo-caupi submetidos ao estresse salino.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O FEIJAO-CAUPI [Vigna unguiculata (L.) Walp.]

2.1.1 Classificagdo botanica

Em razéo da grande diversidade genética existente na espécie Vigna unguiculata (L.)
Walp. e nas espécies mais proximas, a classificacdo da espécie domesticada foi enormemente
dificultada, de forma que o feijao-caupi, inicialmente, foi classificado dentro dos géneros
Phaseolus e Dolichos, sendo classificado dentro do género Vigna somente em 1894,
Similarmente, em nivel de espécie, também houve muitas classificacfes até que se chegasse a
classificacdo atual. Nesse sentido, de acordo com a classificacdo atual, o feijao-caupi, €
classificado como uma Angiosperma, pertencente a classe Dicotyledonea, ordem Fabales,
familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género
Vigna, subgénero Vigna, seccdo Catyang, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e subespécie
unguiculata (Figura 1) (FREIRE FILHO et al., 2011).

Sabe-se que 0 género Vigna é pantropical e altamente variavel. Além do feijao-caupi,
outros membros incluem o feijdo-mungo (V. radiata), o feijdo-azuki (V. angularis), o feijao-
negro (V. mungo), e o amendoim bambara (V. subterranea). Adicionalmente, na espécie V.
unguiculata, a subespécie unguiculata inclui as formas cultivadas de quatro cultigrupos:
“unguiculata” (forma mais comum nas culturas que fornecem grdos), “biflora” ou
“cylindrica” (forrageiras que sdo cultivadas frequentemente na Asia), “sesquipedalis”
(comum na Asia como feijdo de metro) e “textilis” (cultivado no oeste africano para produgio
de fibras). Vale salientar que no Brasil sdo cultivados apenas os cultigrupos unguiculata, para
producdo de grdos secos e verdes, e sesquipedalis, para producdo de vagens (NIE et al.,
2012).

Figura 1- Vigna unguiculata subesp.
unguiculata

Y @

Fonte: www.payer.de (2016).
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2.1.2 Nomenclatura popular

A espécie cultivada V. unguiculata € conhecida mundialmente como feijao-caupi, no
entanto, existem uma grande variedade de nomes populares que culminam por dificultar o
reconhecimento da espécie pela populacdo, tais como: feijdo de halo negro, ervilha de halo
negro, ervilha sulista, lobia, niebé, niao, wake, luba hilu, nhemba, namerrua, feijdo macundi,
feijao fradinho, frijol de castilla, camba, porotro e xpelon (FREIRE FILHO et al., 2011).

No Brasil, a espécie também apresenta diversas denominacdes, as quais variam em
cada Estado ou Regido, como por exemplo: feijdo middo na Regido Sul, feijao de praia, feijao
da colbnia, feijdo de estrada e manteiguinha na Regido Norte, assim como feijdo de corda,
feijdo macassar e feijao macaca na Regido Nordeste. Adicionalmente, em algumas regides da
Bahia e norte de Minas Gerais, o feijdo-caupi também € chamado de feijdo catador, feijao
gurutuba e feijao fradinho (Figura 2) (RIBEIRO et al., 2013).

Figura 2 - Gréos de feijdo fradinho

Fonte: O Autor (2016).

Além dos ja citados, existem ainda outros nomes populares, a exemplo de boca preta,
ervilha de vaca, feijao sempre verde, feijdo do campo, feijdo pardo, feijao verde, feijao
manteiga, favalinha, feijdo alfanje, feijao besugo, feijdo careta, feijdo chicote, feijdo chinés,
feijdo congo, feijdo de boi, feijdo de frade, feijdo de olho preto, feijao de vaca, feijdo
lagartixa, feijdo macanha, feijao mineiro, feijaozinho da india, mebauene e mucunha (WILK;
BARBOSA, 2012).

2.1.3 Aspectos morfoldgicos e fenoldgicos

O feijao-caupi € uma planta herbacea, anual, de estacbes quentes, que necessita de
uma temperatura minima de 18 °C para se desenvolver bem, no entanto, seu crescimento
Otimo encontra-se a temperatura de 28 °C. Devido as diferencas existentes entre 0s gendtipos,

as sementes dos tipos mais cultivados e conhecidos de feijao-caupi pesam entre 80 e 320 mg,
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variam do formato arredondado até o reniforme e, frequentemente, apresentam um halo de
formato irregular, na cor preta ou vermelha, que circunda o hilo (Figura 3). As mesmas tém a
capacidade de permanecerem viaveis ou dormentes no solo até que a umidade esteja
favoravel, fato que caracteriza a germinacao da espécie como de alta percentagem (KIGEL et
al., 2015).

Figura 3 - Variacdo de graos entre genotipos de feijdo-caupi

Fonte: O Autor (2016).

O tegumento da semente varia em textura (lisa, enrrugada ou &spera), coloracdo
(branca, creme, verde, opaca, vermelha, marrom ou preta), e uniformidade (sélida, mesclada
ou manchada) (Figura 3). A emergéncia da plantula, ap6s a germinacéo, é considerada epigea
(Figura 4), e esse tipo de emergéncia torna a plantula mais suscetivel a injuria, visto que a
mesma ndo consegue formar ramos abaixo da insercdo dos cotilédones. As primeiras duas
folhas verdadeiras sdo opostas, sésseis e inteiras, ao passo que as folhas restantes sdo
alternadas, pecioladas e trifolioladas (TIMKO et al., 2007).

A estrutura da planta madura varia dependendo do genétipo, temperatura durante o
crescimento e do fotoperiodo em que a planta cresce. O porte da planata esta dividido em
ereto, semiereto, semiprostrado e prostrado, enquanto o habito de crescimento apresenta-se
indeterminado, todavia, algumas das novas variedades com maturagcdo precoce, apresentam
fendtipo para crescimento determinado. O sistema radicular é formado por uma raiz principal,
pivoltante, com ramificacGes laterais, que podem atingir mais de 2 m de profundidade, sendo
essa, provavelmente, a razdo da notavel resisténcia do feijao-caupi a seca (TIMKO et al.,
2007).
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Figura 4 - Germinacdo e emergéncia em feijdo-caupi

Fonte: es.123rf.com (2016).

De maneira geral, as vagens contém entre oito e 21 sementes, sendo cilindricas,
curvadas ou retas. Duas ou trés vagens por pedunculo sdo comuns, no entanto, se as condi¢des
de crescimento forem muito favoraveis, quatro ou mais vagens podem ser carregadas em um
unico peddnculo. A presenca de longos pedunculos é uma caracteristica marcante da espécie,
sendo algo que facilita a colheita manual. Vale ressaltar que genotipos de feijao-caupi com
floracdo precoce podem produzir vagens secas em até 60 dias, ao passo que genétipos com
floracdo tardia podem requerer mais de 90 dias para a colheita, dependendo ainda do
fotoperiodo (MEENA et al., 2015).

2.1.4 Centro de origem

A origem precisa das formas cultivadas de feijdo-caupi tem sido alvo de especulacéo e
discussdo por diversos anos. Observacdes recentes deixam claro que 0s genotipos presentes na
Asia sdo muito diversificados e morfologicamente distintos daqueles cultivados na Africa, o
que sugere que tanto a Asia como a Africa podem ser centros independentes de origem da
espécie cultivada, contudo, a auséncia de genétipos selvagens na Asia, 0s quais seriam
possiveis progenitores, tem levantado questionamentos a respeito da validade da Asia como
centro de origem. Nesse aspecto, outras evidéncias tém sugerido fortemente que o feijdo-
caupi origina-se da Africa do Sul, no entanto, deve-se reconhecer a real dificuldade de se
estabelecer em que lugar do continente Africano a espécie foi primeiramente domesticada
(TIMKO; SINGH, 2008).
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Com base na distribuicdo dos genotipos selvagens pelo Oeste Africano, da Etiopia até
a Africa do Sul, alguns autores propuseram que o Oeste e Sul da Africa seriam o primeiro
centro de diversidade, ao passo que o Este e a Africa Central seriam o segundo centro de
diversidade (Figura 5). Esses pesquisadores também sugeriram a Asia como o terceiro centro
de diversidade. Adicionalmente, estudos mais recentes indicam a existéncia de uma maior
diversidade genética entre os genoétipos selvagens mais primitivos na Namibia, Botsuana,
Zambia, Zimbéabue, Mocambique, Somalia e Africa do Sul, havendo um maior nimero deles
na Tanzania, Cidade do Cabo e Somalia (BADIANE et al., 2014).

Figura 5 - Centro de origem do feijdo-caupi

Fonte: pt.slidesshare.net (2016).

De acordo com essa observacdo, outros autores sugeriram o Sul da Africa como
provavel local de origem do feijdo-caupi, havendo subsequente migracdo desses genotipos
primitivos para outras partes do Sul e Oeste africano, e posteriormente para o Este africano e
continente Asiatico. Acredita-se que o tamanho reduzido da semente tenha facilitado sua
dispersdo pelos passaros, todavia, a procura dos humanos por grdos maiores e com melhor
desenvolvimento, possivelmente, levou a formagdo dos diversos cultigrupos e a sua
domesticagdo na Africa e Asia. Adicionalmente, estudos por analises de AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) sugerem que a domesticacdo ocorreu no Nordeste Africano,
sendo o gendtipo selvagem Vigna unguiculata subesp. unguiculata var. spontanea o provavel
progenitor do feijao-caupi cultivado (BADIANE et al., 2014).

A partir da Africa e Asia, o feijdo-caupi foi introduzido na india, onde exploradores

espanhois conseguiram as sementes que seriam levadas ao Novo Mundo em meados do
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século 16. Provavelmente foi nesse mesmo periodo que o feijao-caupi chegou as Américas.
Sendo assim, a espécie teria chegado a América Latina juntamente com os colonizadores
espanhois e portugueses, primeiramente nas colonias espanholas e, em seguida, no Brasil.
Apesar disso, outros pesquisadores sugerem que o feijdo-caupi entrou no Pais com o0s
escravos, apenas no século 17. Contudo, mesmo havendo duas hipoOteses, ndo existem
evidéncias a favor de uma ou de outra, visto que ambas podem ser validas, j& que tanto os
colonizadores como os escravos conheciam o valor desse grdo na Africa, como base alimentar
de vérias populacGes nativas. Adicionalmente, no Brasil, supde-se que a espécie chegou
primeiramente ao Estado da Bahia, disseminando-se pela zona da mata de Alagoas e
Pernambuco, chegando por fim ao semiarido, onde seu cultivo se concentrou.
Consequentemente, foi apenas no século 18 que a espécie chegou a regido Norte, por meio de
colonizadores nordestinos, de forma que, atualmente, pode ser encontrada em todo o Pais
(FREIRE FILHO et al., 2011).

2.1.5 Distribuicdo geogréfica

Atualmente, a Nigeéria, o Niger e o Brasil sdo o0s paises que apresentam as maiores
areas cultivadas e as maiores producdes de feijdo-caupi. O Brasil apresenta cerca de
1.300.000 hectares de area cultivada, producdo de 600.000 toneladas, e produtividade média
de 462 kg/ha™ (FREIRE FILHO et al., 2011). O cultivo é predominante nas regides Norte e
Nordeste, no entanto, em anos recentes, tem se expandido também para a regido Centro-

Oeste, com énfase para o Estado do Mato Grosso (Figura 6).

Figura 6 - Colheita do feijao-caupi em fazenda no Mato Grosso

Fonte: revistagloborural.globo.com (2016).
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No Nordeste, a produgdo concentra-se nas areas semiaridas, onde outras culturas, em
razdo da irregularidade das chuvas e das altas temperaturas, ndo conseguem se desenvolver
satisfatoriamente. Esse cultivo € feito tanto por pequenos como por grandes produtores, mas,
principalmente, pelos primeiros, que ainda utilizam praticas tradicionais, a chamada
agricultura de subsisténcia. De modo contrério, na regido Centro-Oeste, onde a espécie passou
a ser cultivada em larga escala a partir de 2006, a producdo provém principalmente de médios
e grandes empresarios, praticantes de uma lavoura altamente tecnificada. O grande atrativo
dessa cultura para os grandes produtores tem sido o baixo custo de producéo,
comparativamente a outras leguminosas cultivadas, assim como o ciclo rapido de maturagéo e
a possibilidade de cultivo como safrinha ap6s outras culturas, ou mesmo como cultura
principal (FREIRE FILHO et al., 2011).

Vale ressaltar que, atualmente, os paises exportadores de feijdo-caupi sdo: Estados
Unidos, Peru e Brasil (América), Niger, Mali, Burkina Faso, Benin, Chad e Republica dos
Camarbes (Africa), assim como Miamar e Tailandia (Asia). Enquanto os maiores
importadores sdo: Estados Unidos e Canada (América), Portugal, Espanha, Grécia, Reino
Unido e Bélgica (Europa), Argélia, Egito, Nigéria, Gana, Costa do Marfim, Togo e Gabéo
(Africa), assim como Emirados Arabes, Israel, India e Turquia (Asia) (FREIRE FILHO et al.,
2011).

2.1.6 Cultivo

A cultura do feijao-caupi prospera em clima quente, suportando temperaturas elevadas
do ar e do solo, sendo intolerante ao frio e a geada. A planta encontra condicdes ideais de
desenvolvimento em umidade muito baixa, sendo a cultura oleracea mais resistente a seca. O
cultivo da espécie depende do regime pluviométrico e da regularidade na distribuicdo de
chuvas, principalmente nas fases mais criticas (floracdo e enchimento de vagens), como
também, apresenta riscos climaticos diferenciados em funcéo da época de semeadura e do tipo
de solo. No entanto, pode ser cultivada em quase todos os tipos de solo, merecendo destaque
os Latossolos Amarelos, Latossolos Vermelho Amarelos, Argissolos e Neossolos, solos com
regular teor de matéria organica, soltos, leves, profundos e arejados (BOUKAR et al., 2015).

Cerca de 70% da producdo de feijdo-caupi mundial ocorre nas zonas secas da Regido
Este e Centro-Africana, onde a cultura usualmente cresce de forma intercalada com a lentilha
(Lens culinaris Medik.) ou com o sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench]. Nessas regides, o
feijdo-caupi raramente € cultivado em monocultura ou de forma intercalada com o milho (Zea

mays L.), a mandioca (Manihot esculenta Crantz), ou o algoddo (Gossypium sp.). Outras areas
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de importante produgéo incluem as de baixa elevagdo do Oeste e Sul africano, as de baixa
elevacdo na América do Sul (particularmente no Peru e no Nordeste do Brasil), partes da
india, assim como as regides Sudoeste e Sudeste da América do Norte (AKIBODE;
MAREDIA, 2011).

No Brasil, o feijao-caupi geralmente é cultivado em monocultivo ou em consorcio
com milho, mandioca, arroz, cana-de-acgUcar, palma forrageira, café, cajueiro, seringueira,
pimenta-do-reino, algod&o e outras culturas. Os elementos do clima que exercem influéncia
no crescimento e no seu desenvolvimento sdo: precipitacdo, temperatura do ar, fotoperiodo,
vento e radiacdo solar, fatores que permitem verificar a viabilidade e a época adequada para a
implantacdo da cultura. Para que haja producdo sem a necessidade de irrigacdo, a espécie
necessita de no minimo 300 mm de precipitacdo. No Brasil, a limitacdo em termos hidricos
encontra-se condicionada mais diretamente a irregularidade na distribuicdo das chuvas do que
a quantidade total. Apesar de poder ser cultivado em quase todos os tipos de solo, a faixa de
pH mais favoravel estd entre 5,5 e 6,5. Naqueles solos com baixa fertilidade € comum a
aplicacdo de fertilizantes, quando possivel. Recomenda-se a calagem (correcdo de acidez do
solo com calcario) quando a percentagem de saturacdo de aluminio for igual ou maior que
20%, sendo este procedimento realizado com base nos resultados da anélise quimica do solo.
Para seu desenvolvimento completo, o feijdo-caupi absorve uma quantidade superior a 100
kg/ha de nitrogénio (elemento altamente mdvel na planta), e sendo considerada uma planta
com eficiente sistema de fixacdo, normalmente dispensa adubacéo nitrogenada, todavia, em
areas com teor de matéria organica inferior a 10 g/kg, as quais geralmente apresentam
deficiéncia de nitrogénio, recomenda-se a aplicacdo de até 40 kg de N/ha (ALBUQUERQUE
etal., 2015).

Em cultivo destinado a producdo de sementes se devem obedecer as normas de
producdo de cada cultura, ja que a semente é o ponto de partida para se obter uma boa lavoura
e, desta forma, uma boa matéria-prima. No caso da producdo de sementes ser feita em cultivo
de sequeiro, € importante que o plantio seja feito em uma época que possibilite a colheita no
final do periodo chuvoso. Em paralelo, a lavoura também deve ter acompanhamento quanto a
ocorréncia de pragas e doencas, para que sejam tomadas medidas necessarias ao controle das
mesmas. Atualmente, para se reduzir o risco relacionado a distribuicdo pluviométrica, no caso
da agricultura de sequeiro, tem se utilizado o plantio escalonado ou o sistema policultivar. No
plantio escalonado sdo distribuidas variedades com diferentes caracteristicas de ciclo de

desenvolvimento, em diferentes épocas, dentro do intervalo de tempo mais indicado para o
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plantio da cultura em cada regido, ao passo que no sistema policultivar, as variedades de
ciclos diferentes séo plantadas ao mesmo tempo (SINGH, 2014).

O feijao-caupi é cultivado em todo o territério brasileiro, existindo, portanto, varios
métodos de plantio, desde o mais rudimentar até a motomecanizacdo com plantadeiras
adubadeiras. O numero de plantas por area (densidade) é uma funcdo do espacamento entre
linhas de plantio e a densidade de sementes na linha. O espacamento de 0,8 a 1,0 m entre
linhas é o mais utilizado, enquanto que a densidade de sementes na linha de plantio mais
comum varia de seis a oito plantas por metro. Dessa maneira, hd um melhor aproveitamento
da energia solar captada pelas plantas (OLIVEIRA et al., 2015a).

Adicionalmente, visando-se a obtencdo de elevada produtividade de grdos, pode-se
fazer uso dos sistemas de irrigacdo (Figura 7). No entanto, é preciso identificar quanto,
guando e como irrigar a lavoura, levando-se em consideracdo as fases mais criticas do estresse
hidrico, os sistemas de irrigacdo mais adequados e os métodos de manejo da irrigacdo. Visto
que o consumo de agua pelo feijdo-caupi pode variar de 300 a 450 mm/ciclo, dependendo do
gendtipo, do solo e das condicdes climaticas locais, ndo existe um sistema de irrigacao ideal,
mas sim um sistema mais adequado a cada situacdo. Nesse aspecto, dentre os mais utilizados,
0 sistema de aspersdo convencional tem importante destaque, por ser adaptavel a qualquer
taxa de infiltracdo de 4gua no solo (FALOYE; ALATISE, 2015).

Figura 7 - Irrigacdo em lavoura de feijdo-caupi

Fonte: Antonio Félix da Costa (2016).
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Durante o cultivo do feijdo-caupi € comum a ocorréncia de espécies invasoras. Essas
sdo chamadas de plantas daninhas, ou ervas daninhas. Para o controle das mesmas, diversas
técnicas sdo normalmente empregadas. Na maioria dos casos, a fusdo de algumas dessas
técnicas tem sido bem-sucedida. No controle preventivo, utilizam-se sementes e adubos
organicos livres de propéagulos de espécies daninhas. Em paralelo, realiza-se a limpeza das
maquinas antes do inicio das praticas agricolas. Adicionalmente, a rotacdo de culturas e o
controle mecénico (capina manual) também evitam o surgimento e o estabelecimento dessas
espécies. Ja o controle quimico, realizado por meio da aplicacdo de herbicidas, apenas €
empregado em grandes areas, com mé&o de obra escassa. No entanto, o produtor deve estar
ciente de que esse método é apenas um complemento de outras praticas de manejo, devendo
ser utilizado somente com o objetivo de reduzir a necessidade de outros métodos (TAKIM et
al., 2014).

2.1.7 Importéancia socioecondomica

O feijdo-caupi tem importante papel na vida de milhGes de pessoas, especialmente em
paises em desenvolvimento, por ser a principal fonte de proteinas complementar a dieta de
tubérculos e cereais. O perfil nutricional do grdo de feijdo-caupi € similar ao de outras
leguminosas, no entanto, seu nivel de gorduras € significativamente mais baixo que as demais,
ao passo que o contetdo proteico pode ser de duas a quatro vezes maior que o encontrado em
cereais e tubérculos. Seu grdo é rico em aminodcidos do tipo lisina e triptofano, em
comparacdo aos graos de cereais, no entanto, seu nivel de metionina e cisteina é baixo,
guando comparado as proteinas de origem animal. O conteldo total de proteina no gréo varia
de 23 a 32% do peso da semente. Adicionalmente, os graos de feijado-caupi sdo uma rica fonte
de vitaminas e minerais, contendo um dos maiores teores de acido folico, uma vitamina do
complexo B necessaria durante a gravidez para prevencdo de defeitos no cérebro e espinha do
feto (CAMPBELL et al., 2016).

No Sudoeste dos Estados Unidos, partes do Oeste Africano, Asia e no Caribe, 0
consumo das sementes frescas e das vagens verdes (Figura 8) é preferido em comparacdo ao
cozimento dos grdos secos. Em varias partes da Africa e Asia, além dos gréos, as folhas
frescas ou secas sdo também consumidas como um tipo de prato ou como parte de um assado,
por conter valor nutricional significativo. Além do consumo humano, as folhas de feijdo-
caupi, assim como o caule, sdo também uma importante fonte de feno de alta qualidade para

alimentacdo animal. Paralelamente, a espécie desempenha um papel particularmente critico
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em alimentar animais durante a estacdo seca em algumas partes do Oeste africano, como
alternativa a outros gréos de custo mais elevado (SINGH, 2014).

E importante ressaltar que a producéo de gréos secos é o (nico produto do feijao-caupi
cuja producdo estimada é registrada em uma base de dados mundial. De acordo com a Food
and Agricultural Organization (FAO), aproximadamente quatro milhdes de toneladas
métricas (mmt) do grdo seco de feijdo-caupi sdo produzidas anualmente em cerca de 10
milhGes de hectares ao redor do mundo (Tabela 1). Essa producdo tem aumentado de uma
média anual aproximada de 1,2 mmt nos anos 70 para cerca de 3,6 mmt de 1998 a 2003. Esse
aumento na producgdo deve-se, em parte, a seca constante na zona desértica do Oeste africano,
algo que tem levado os fazendeiros da localidade a aumentarem sua producdo, ja que a

espécie apresenta tolerancia a seca (SABO et al., 2014).

Figura 8 - Vargens verdes de feijdo-caupi

Fonte: Antonio Félix da Costa (2016).

Tabela 1 - Estimativa da area cultivada, producéo e produtividade do feijao-caupi no mundo, no
ano de 2007

Paises Area colhida (ha) Producdo (t) Produtividade (kg/ha™)

Niger 4.768.138 1.001.139 210
Nigéria 4.491.000 1.168.000 260
Brasil 1.286.380 411.832 320
Burkina Faso 538.702 253.190 470
Mali 263.177 58.291 221
Senegal 168.825 59.812 354
Miamar 153.000 133.000 869
Republicas Unidas da Tanzania 150.000 50.000 333
Quénia 130.163 83.251 640
Republica Democratica do 110.000 55 000 500
Congo

Camardes 100.000 95.000 950
Outros 376.545 269.267 715
Total 12.535.930 3.637.782 290

Fonte: www.agencia.cnptia.embrapa.br (2017).
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Ainda nesse contexto, Singh (2014) sugere que a producdo de feijao-caupi e a area
cultivada sdo maiores do que a FAO estima, sendo a producdo mundial de 4,5 mmt e a area
cultivada de 12 a 14 milhGes de hectares, visto que a estimativa feita pela FAO ndo inclui a
producdo e area cultivada no Brasil, India e alguns outros paises. O feijio-caupi é também um
componente de valor dos sistemas de cultivo em areas onde a fertilidade do solo é limitada, j&
que a espécie fixa bem o nitrogénio, forma simbioses efetivas com micorrizas e tem a
habilidade de tolerar melhor uma larga escala de pH no solo, quando comparada a outras
leguminosas produtoras de grdos. A espécie também € reconhecida como uma componente
chave em esquemas de rotacdo de culturas, devido a sua habilidade em auxiliar na restauracao
da fertilidade do solo apds culturas de cereais. Adicionalmente, se estiverem bem adaptadas,
variedades com maturacdo precoce podem produzir sementes em até 60 dias apds o plantio,
suprindo os produtores com a primeira fonte de alimento da colheita, anteriormente a
qualquer outra cultura (FREITAS et al., 2012).

De acordo com Frota (2008), o Brasil (Tabela 2) contribui com cerca de 26% da
producdo mundial e 82% da producdo do continente americano, e com base em dados do
IBGE (2014) os principais produtores na Regido Norte e Nordeste do pais, em ordem de
producdo, sdao os Estados do Ceard (343.776 toneladas), Bahia (233.807 toneladas),
Pernambuco (94.759 toneladas), Paraiba (79.030 toneladas), Piaui (76.202 toneladas), Rio
Grande do Norte (67.491 toneladas), Para (27.818 toneladas), Alagoas (27.169 toneladas),
Maranhdo (18.441 toneladas) e Rondo6nia (14.689 toneladas). Concomitantemente, esses

Estados também apresentam as maiores areas plantadas.

Tabela 2 - Estimativa da area cultivada, producdo e produtividade do feijao-caupi no Brasil,
no periodo de 2004 a 2008

Regido Area cultivada Producao Produtividade
(ha) (t) (kg/ha™)
Norte 55.824 47.915 858
Nordeste 1.285.826 421.199 328
Centro-Oeste 17.852 22.017 1.233
Brasil 1.319.168 482.324 366

Fonte: www.agencia.cnptia.embrapa.br (2017).

Dentre as culturas presentes no semiarido brasileiro, € o feijdo-caupi que possui a
segunda maior area cultivada. Em Pernambuco, as Zonas da Mata e Sertdo (Figura 9) sdo as

responsaveis pela maior parte do plantio do feijdo-caupi irrigado como principal cultura
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(sistema solteiro), j& em outras regiGes ele constitui uma cultura secundaria (sistema
consorciado) (FREIRE FILHO et al., 2011).

Figura 9 - Mapa das mesorregides de Pernambuco: Sertdo do Sdo Francisco e
Itaparica (1), Sertdo do Araripe, Central do Pajet e do Moxoto (2), Agreste (3), Zona
da Mata (4) e Regido Metropolitana (5)
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Fonte: www.scielo.br (2016).
2.1.8 Bancos de Germoplasma

Existem diversas formas de conservacdo e utilizacdo de germoplasma, podendo se
destacar os Bancos de Germoplasma, os quais permitem que os melhoristas tenham a sua
disposicdo um reservatério génico de diversidade, ou recursos genéticos de qualidade. Esses
Bancos possuem a matéria-prima para 0 melhoramento, e sdo considerados extremamente
relevantes na pesquisa agropecudria, tendo produzido resultados que contribuiram
significativamente para os principais ganhos qualitativos e quantitativos alcangados pela
agricultura ao longo das Gltimas décadas. Os Bancos de Germoplasma tém o papel de
conservar a agro-biodiversidade, funcionando como “depdsitos genéticos” que procuram
assegurar a variabilidade genética de espécies diversas, garantindo, assim, sua preservacao
para usos futuros (MACHADO, 2014).

As colecbes de Germoplasma se dividem em: colecdo base, nuclear, de trabalho, e
ativa. A colecdo base agrupa a possivel variabilidade das espécies-alvo, incluindo parentais
selvagens, cultivares tradicionais e elites. A colecdo nuclear retne a maior variabilidade
genética de uma espécie no menor numero possivel de amostras. A colegéo de trabalho, ou do
melhorista, fornece material para o melhorista ou para instituicbes de pesquisa que fazem
melhoramento, ao passo que a colecdo ativa faz a conservacdo a curto e médio prazo, para
gestéo e distribuicdo de germoplasma (MACHADO, 2014).
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Dada sua importéncia para programas de melhoramento, conservacdo de recursos e
preservacdo da diversidade genética, os Bancos de Germoplasma funcionam também como
um reservatério de alelos (genes que se localizam no mesmo lugar em cromossomos
homologos), aos quais os melhoristas podem recorrer sempre que for necessario. No entanto,
devido a escassez de informacfes sobre os recursos genéticos disponiveis, a utilizacdo desses
Bancos tem sido limitada. Dentre os aspectos que impedem a maior utilizagdo desses
recursos, pode-se destacar a falta de caracterizacdo e a documentacdo inadequada. Em
paralelo, as atividades de manutencéo e estudos relacionados aos recursos genéticos tém sido
caracterizadas pelo alto custo e retorno em longo prazo (RANGEL et al., 2013).

No tocante ao Banco de Germoplasma do feijdo-caupi, sua finalidade basica é ampliar
e manter a variabilidade da espécie para oferecer aos melhoristas material genético de
qualidade para a obtencdo de novas cultivares. Tais bancos sdo mantidos em diversas colecdes
ao redor do mundo, as quais contam com uma variedade de niveis de acessibilidade e
documentacdo. A maior colecdo é mantida pelo IITA (International Institute of Tropical
Agriculture), contendo mais de 14.000 acessos. Essa colecdo pode ser acessada por meio de
um banco de dados eletronico mantido por meio do sistema CGIAR-SINGER
(http://singer.cgiar.org). O United States Department of Agriculture (USDA) também mantém
uma colecdo, com cerca de 8.000 acessos. O acesso a essa cole¢do ocorre por meio do sistema
GRIN (Germplasm Resources Information) (www.ars-grin.gov). A University of California,
em Riverside, na Califérnia, tem uma colecdo com cerca de 5.000 acessos, acessivel em um
banco de dados pelo sistema Microsoft. Existe ainda uma grande colecdo com racas
mediterraneas e africanas, com cerca de 6.000 acessos, mantida pelo Istituto di Genetica
Vegetale at Bari, na Italia (www.ba.cnr.it) (TIMKO; SINGH, 2008).

Outros centros mantém sementes de gendtipos selvagens e cultivados, incluindo os
seguintes: a Agricultural University, em Wageningen, na Holanda, o Botanical Research
Institute, em Pretoria, na Africa do Sul, o Le Jardin Botanique National de Belgique, em
Meise, na Bélgica, o International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI), em Harare, no
Zimbébue, o Institut Francais de la Recherché Scientifique pour le Développement en
Coopération (IRD), em Montpellier, na Franca, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), em Brasilia, no Brasil, o Zentralinstitut fur Genetik und
Kultupflanzenforschung (GAT), em Gatersleben, na Alemanha, e o National Bureau of Plant
Genetic Resources, em Nova Déli, na india. Adicionalmente a esses, outros programas de

melhoramento do feijio-caupi na Africa (incluindo programas em Botsuana, Burkina Faso,
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Gana, Quénia, Nigéria e Senegal) também possuem cole¢des de germoplasma substanciais
(TIMKO; SINGH, 2008).

Conforme relatado, no Brasil, a EMBRAPA tem sido o 6rgdo responsavel pelo Banco
Ativo de Germoplasma do feijdo-caupi. A sua colecdo base € constituida de aproximadamente
5.000 acessos do género Vigna, e se localiza na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Figura 10), em Brasilia, no Distrito Federal. Desde 1991, a EMBRAPA Meio Norte tem
coordenado o Programa Nacional de Pesquisa do Feijdo-caupi, e atualmente essa rede de
pesquisa tem se estendido pelas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, indo do Estado de
Roraima ao do Mato Grosso do Sul e do Estado de Pernambuco ao de Rondbnia (FREIRE
FILHO et al., 2011).

Figura 10 - Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Fonte: O Autor (2017).

Adicionalmente, outras instituicdes de pesquisa no pais também possuem colecdes de
germoplasma de feijao-caupi, e geralmente, os acessos mantidos por essas cole¢es ndo estdo
presentes na colecdo da EMBRAPA. Dentre essas instituigdes, podemos destacar o Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA). A colecdo de germoplasma de feijdo-caupi do IPA
(Figura 11) localiza-se na sede do Instituto, em Recife, Pernambuco, e os acessos mantidos
por essa colecdo representam fielmente os mais cultivados no semiarido (ARAUJO; WATT,
1988).
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Figura 11 - Colecéo de germoplasma de feijdo do Instituto Agronémico
de Pernambuco

Fonte: O Autor (2016).

2.1.9 Estresses bioticos e abibticos

O feijdo-caupi tem enfrentado limitagbes no que concerne ao seu cultivo, as quais
ocorrem desde a sua implantacdo até a sua comercializacdo. Nos paises em desenvolvimento,
onde a fertilidade do solo é baixa, a chuva limitada, e a maioria do feijdo € produzida sem o
uso de fertilizantes ou outras medidas de protecdo (ex.: pesticidas ou herbicidas), uma grande
variedade de estresses bidticos e abidticos tem prejudicado de forma significativa o
crescimento e producdo da cultura. Os estresses bidticos compreendem aqueles causados por
insetos, nematoides, bactérias, fungos e virus, enquanto gue nos estresses abioticos as plantas
sdo expostas a fatores ambientais, como por exemplo: mudancas de temperatura e umidade
relativa do ar, radiagdo solar, deficiéncia hidrica ou mineral, e saliniza¢cdo do solo. Essas
condicBes de estresse sdo um desvio significativo das condi¢cdes Otimas para o cultivo, e
induzem mudancas e respostas em todos os niveis funcionais do organismo, as quais Sao
reversiveis a principio, mas podem se tornar permanentes, sendo consideradas como um
obstaculo a manutengdo da produtividade agricola, e podendo reduzir significativamente os
rendimentos das plantas e pastagens, além de restringir as latitudes e os solos onde espécies
comercialmente importantes podem ser cultivadas (TAIZ; ZEIGER, 2010).

Dentre o0s estresses abidticos que afetam negativamente o crescimento e o
desenvolvimento do feijao-caupi, a deficiéncia hidrica é considerada por muitos autores como
a principal limitag&o para a produgdo. Contudo, além do estresse hidrico, o estresse salino tem

ganhado importancia significativa, equiparando-se aos estudos sobre aumento da
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produtividade do feijao em solos com estresse hidrico. Isto é compreensivel, ja que o0 processo
de salinizacdo dos solos vem ganhando espaco mundial, pois induz a reducdo da
disponibilidade de agua para a planta, além do efeito toxico acarretado pelo aumento de Na"* e
CI'. Nesse sentido, a salinizacdo dos solos tem se tornado um dos grandes problemas
enfrentados pelos produtores de feijdo-caupi, especialmente nas regides aridas e semiaridas do
Nordeste brasileiro (Figura 12), onde essa cultura tem maior concentracdo. Apesar disso,
estima-se que mais de 6% dos solos mundiais e 30% das areas irrigadas j& possuam
problemas de salinizacdo, principalmente em razdo da intensa evapotranspiracdo, baixas
precipitacdes e irrigagdo com agua apresentando maior nivel de salinidade (COELHO et al.,
2013).

Figura 12 - Semiérido brasileiro
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2.2 O ESTRESSE SALINO

2.2.1 O processo de salinizagéo

A salinizacdo (do solo, das aguas de irrigacdo ou das aguas subterraneas) pode ser
definida como a presenca de varios solutos minerais em concentragcbes prejudiciais,
resultando na acumulacdo dos sais dissolvidos para um ponto que culmina por inibir o
crescimento das plantas. Em decorréncia das propriedades osmoticas dos sais, o potencial
hidrico do solo passa a ser reduzido, de modo que o fluxo hidrico normal no sistema solo -

planta - atmosfera € alterado, o que gera um déficit hidrico. Esse problema tem se tornado um
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dos mais importantes estresses abidticos, por limitar a producdo agricola em regides aridas e
semiéridas ao redor do mundo (Figura 13), locais onde o contetdo de sais no solo é
naturalmente elevado e a precipitacdo se torna insuficiente para a lixiviacdo. Esse processo
pode resultar de fatores naturais ou antropicos. Dentre os fatores naturais, estdo as baixas
umidades associadas a intensa evapotranspiracdo. Em paralelo, 0 homem, por meio de um
inadequado manejo do solo e da &gua, pode também induzir ou agravar o processo de
salinizacdo, resultando em quedas na produtividade (CASTRO; SANTOS, 2015;
GONCALVES et al., 2015).

Além da irrigacdo, a adicdo de sais ao solo por influéncia humana pode acontecer
devido a presenca de salmouras, residuos industriais, ou por meio de uso excessivo ou
inadequado de fertilizantes, estimando-se que dentre os 20% das terras irrigadas com excesso
de sais, 10% sejam de causa antropica. Vale ressaltar que a incompatibilidade da irrigacao
com as caracteristicas fisicas, quimicas e mineraldgicas do solo é a causa apontada como a
principal fonte de salinizacdo dos mesmos, especialmente em areas onde o clima € arido ou
semiarido. Adicionalmente, a qualidade da agua, drenagem deficitaria e a presenca de dguas
subterraneas ricas em sais hidrossolUveis também sdo citadas como agravantes da salinidade.
Nesse aspecto, previsdes pessimistas sobre a expansdo da salinizacdo dos solos indicam o
avanco desse problema e sua ocorréncia em 50% das terras cultivaveis no mundo até o ano de
2050 (ANDRADE, 2015; PEDROTTI et al., 2015).

Figura 13 - Distribuicdo mundial dos solos afetados por sais

5
5 7 o
. o~ .S “.' y
Ay ! o M
e o TN ) o
"y BV e g, ST
S ,""'o(.' \Q/V..k .
o 'a - “"/ 8 o
J ~ MW "I > . A
vl - -
By 9, -
- &
¥ ‘ 'l
g 3 g,

Fonte: www.ccta.ufcg.edu.br (2016).



37

2.2.2 Efeitos do estresse salino

O estresse salino afeta significativamente a producdo agricola, pois restringe ndo s6 a
produtividade das culturas em um determinado ciclo de crescimento, como também deteriora
os solos (Figura 14) e a agua de irrigacdo, agravando ainda mais os efeitos prejudiciais do
excesso de sais. Em muitos paises onde a dgua ja é escassa e as secas S&0 recorrentes, a
salinidade tornou-se um dos principais entraves na produtividade, afetando negativamente
grande parte das terras cultivadas, além de reduzir o rendimento das culturas, que, em sua
maioria, dependem de agua doce para atingir o seu maximo potencial de rendimento
(PEDROTTI et al., 2015).

Figura 14 - Solo em estagio avancado de salinizagédo

De maneira geral, a salinidade aparece principalmente na forma de aumento no teor de
sodio presente no solo, afetando as plantas de duas maneiras: altas concentracdes de sais no
solo dificultam a absorcdo de agua pelas raizes, e altas concentragcdes de sais na planta podem
ser toxicas, prejudicando seu crescimento e desenvolvimento, e podendo reduzir a sua
sobrevivéncia. A presenca de sais no solo tem um efeito imediato sobre o crescimento celular
associado ao metabolismo, enquanto que as concentragdes toxicas no interior da planta se
acumulam por maiores periodos, antes de afetar suas funcdes fisioldgicas. Nesse sentido, 0s
efeitos do estresse salino podem ser classificados em primarios e secundarios. Os primarios,
portanto, incluem os efeitos toxicos especificos dos ions, os danos na permeabilidade das
membranas celulares e de organelas citoplasmaticas, o desequilibrio metab6lico nos processos

fotossintético e respiratorio, anabolismo e catabolismo de aminoacidos, proteinas e acidos
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nucleicos, assim como danos as reagdes enzimaticas e conversdes de fitorménios. Em
contrapartida, os efeitos secundarios incluem alteraces osmoticas e deficiéncia de nutrientes
induzida pela competicdo dos ions Na* e CI" com os demais, durante o processo de absorgio
(ZANANDREA et al., 2014). Dessa forma, os sais sollveis presentes na solucdo do solo séo
capazes de afetar negativamente as plantas em todos os seus estadios de desenvolvimento, no
entanto, em culturas mais sensiveis pode haver maior prejuizo em estadios especificos, 0s

quais normalmente variam entre os primeiros e os ultimos (ABREU, 2012).
2.2.3 Respostas das plantas ao estresse salino

A evolucdo das plantas superiores € caracterizada por sua constante adaptacdo a
estresses bioticos e abidticos. Essa flexibilidade em se adaptar as diversas condi¢cdes de
crescimento € o que garantiu a sua sobrevivéncia. As diversas condi¢cdes ambientais existentes
no planeta normalmente caracterizam um estresse. Esse termo pode ser definido como um
desvio relevante das condigdes Otimas para o crescimento, de forma que a planta precisa
aumentar seu gasto energético a fim de suporta-lo. A intensidade e o tempo de duragcdo do
estresse podem induzir respostas reversiveis ou irreversiveis em todos os niveis funcionais do
organismo, podendo influenciar em novos padrdes fisiologicos de maneira positiva ou
negativa. Nesse sentido, a resposta das plantas a salinidade é um fendmeno complexo,
envolvendo alteraces em processos fisioldgicos, bioquimicos e nutricionais. Certas respostas
irdo causar mudancas morfolégicas e alterages no crescimento que prejudicardo a
produtividade das plantas. Por outro lado, outras respostas especificas irdo resultar na
sobrevivéncia e na produtividade eficiente de certas plantas (SOUSA et al., 2012).

As plantas podem ser divididas em glicofitas e hal6fitas (Figura 15). As glicofitas sdo
incapazes de tolerar altos teores de sais, ja as hal6fitas podem tolerar altas concentracfes de

sais.

Figura 15 - Espécie halofita Atriplex nummularia

Fonte: www.pinterest.com (2016).
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Tais espécies resultaram de adaptagdes evolutivas, as quais produziram diferentes
capacidades para tolerar niveis elevados de sal, visando a conclusdo do ciclo de vida. Em
consequéncia disso, sua adaptacdo em ambos 0s grupos exige respostas celulares que atenuem
o efeito toxico dos ions, visto que embora difiram na sua capacidade de tolerar sal, seu
sistema citosolico e organelas, tanto em glicofitas como em halofitas, parece ser igualmente
sensivel ao Na* e CI". Dessa forma, a tolerancia a salinidade em haldfitas parece depender de
varios aspectos fisiologicos interligados, incluindo: compartimentacao de ions, producdo de
osmolitos, adaptacdo osmotica, seletividade no transporte de ions, respostas enzimaticas e
excrecdo de sais, sendo sua habilidade em manter baixas as concentragdes citosolicas de sodio
um processo essencial para seu crescimento em ambientes salinos (TAIZ; ZEIGER, 2010).

E importante ressaltar que além de variar com a espécie, os mecanismos de tolerancia
podem também variar de acordo com o gendtipo, fazendo com que dentro de uma mesma
espécie existam genotipos mais ou menos sensiveis ao estresse salino. Os mecanismos de
tolerancia podem incluir alteragdes morfologicas e fisioldgicas, como inibicdo no
crescimento, controle sobre a transpiracao, fechamento estomatico e aumento na profundidade
do sistema radicular, como ainda alteraces metabdlicas devido ao aumento nos niveis de
prolina, glicina-betaina e de alguns aclcares. Nesse aspecto, a adaptacdo ao estresse € muito
util, permitindo a selecdo de culturas e gen6tipos mais tolerantes e capazes de produzir bem,
mesmo em ambientes com excesso de sais (SILVA et al., 2014).

Varios critérios tém sido relatados como indicadores da tolerancia a salinidade, como
porcentagem de folhas mortas, vigor, fluorescéncia da clorofila, assim como crescimento da
planta e producdo de sementes. Outro aspecto relacionado a selecdo de plantas tolerantes
trata-se dos diferentes estadios de desenvolvimento em que a planta se encontra quando é
submetida ao estresse, ja que de acordo com a idade da planta pode haver uma reducédo
dréstica na sua produtividade, ou até mesmo a sua perda completa (FREITAS et al., 2013;
HARTER et al., 2014; LEMES; LOPES, 2013; SA et al., 2014).

2.2.4 Alternativas ao estresse salino

Em muitas regides pode se obter producdo de gréos durante todo o ano, utilizando-se
dguas salinas na estacdo seca e &gua da chuva na estagdo Umida, sem alterar
significativamente o ambiente, ja que o acumulo de sais pode ser revertido total ou
parcialmente. Contudo, vale ressaltar que esse processo de lavagem dependerad do total de
precipitacdo anual, da intensidade das precipitacGes e das caracteristicas fisicas do solo. Algo

que também pode reduzir a concentracdo de sais e aumentar a disponibilidade de &gua é
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utilizar misturas de aguas de diferentes qualidades. Todavia, essa mistura s € viavel quando
se dispde de mais de uma fonte, algo possivel em muitas situagBes praticas, especialmente
quando se dispde tanto de fontes superficiais como subterraneas (ARAUJO, 2015; COSTA et
al., 2013).

Em alguns cultivos sob estresse salino, a redugdo na produgéo culmina por ser maior
que o previsto, isso pode ocorrer devido & maior sensibilidade durante a fase de
estabelecimento da plantula, o que acarreta em grandes reducdes no estande. Uma alternativa
pouco econdmica para se resolver esse problema seria usar uma quantidade de sementes
acima da média necesséria para o plantio. Ainda outra alternativa seria a manutencéo de
baixos niveis de sais na zona de plantio, pelo menos nos estadios iniciais de crescimento da
plantula, de forma que a escolha do método correto de irrigacdo seria de fundamental
importancia para o sucesso da colheita (SCHOSSLER et al., 2012).

Outro método seria fazer uso de cultivos adensados (Figura 16), j& que nessas
condigdes a redugdo do espacamento de plantio resultaria em ganhos de rendimento e na
eficiéncia do uso da agua, o que, consequentemente, aumentaria a eficiéncia de uso da terra.
Essa é uma estratégia bastante promissora para culturas anuais, podendo ser associada com a
rotacdo de culturas e com outras técnicas de manejo, sendo bastante aplicavel sob condicdes
salinas (SCHOSSLER et al., 2012).

Figura 16 - Cultivo adensado em lavoura de feijao

Fonte: Antoni Ii da Costa (2016).

O uso de rotacdo de culturas pode ser mais uma alternativa para regides que

apresentem problemas de salinidade. Essa estratégia se mostra bastante promissora para
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culturas anuais, principalmente para solos com boa drenagem, ou ainda estando associada a
outras estratégias que favorecam a lixiviacdo, podendo contribuir para aumentar a eficiéncia
do uso da terra e da conservacao do solo. Para obtencdo dos melhores resultados com o uso de
rotacdo de culturas utilizando-se aguas salinas, deve-se cultivar a espécie mais tolerante
durante a estacdo seca, quando se utiliza principalmente &guas de maior salinidade. Algumas
pesquisas tém apontado ainda a técnica da fitorremediacdo como alternativa de manejo em
areas degradadas pelo excesso de sais, por meio do cultivo de plantas capazes de acumular 0s
sais em excesso, retirando-os do solo. Essa técnica apresenta-se como um método de custo
razodvel, ambientalmente mais seguro e de maior aceitacdo pelo publico, em comparacao aos
métodos tradicionais, mais agressivos ao ambiente (SILVA, 2015).

Diante do exposto, apesar dos diversos métodos existentes apresentarem vantagens
relevantes, essas técnicas ndo sdo inteiramente aplicaveis a toda e qualquer regido que
apresente problemas relacionados ao excesso de sais, ja que seus métodos envolvem praticas
que podem nao ser acessiveis a todos os produtores, e nem sempre reproduziveis em qualquer
situacdo de estresse. Nesse sentido, a utilizacdo de gendtipos tolerantes, ou menos sensiveis
ao estresse salino, € comprovadamente a melhor alternativa para solucdo do problema, ja que
0 emprego desses genotipos apresenta vantagens superiores as anteriormente mencionadas,
tratando-se de uma alternativa limpa, que ndo agride o ambiente, acessivel a todo e qualquer
produtor, aplicavel em qualquer tipo de solo, a mais econdmica, ndo exigindo maiores gastos
ou cuidados durante o cultivo e, principalmente, por resultar em aumento expressivo na

producdo e consequente melhoria no mercado de graos (COELHO, 2012).
2.2.5 Estresse salino em feijao-caupi

O feijdo-caupi é considerado uma espécie moderadamente tolerante a salinidade,
suportando condutividade elétrica (CE) da &gua até 3,3 dSm™. Apesar disso, pesquisas tém
demonstrado que a elevacdo da salinidade pode inibir o desenvolvimento das plantas de
feijdo-caupi, em consequéncia de alteracGes nos parametros fisiologicos, de crescimento e de
rendimento da cultura (OLIVEIRA et al., 2015b).

De uma maneira geral, o excesso de sais pode alterar a anatomia radicular e foliar do
feijdo-caupi (GARZON; GARCIA, 2011), podendo ocorrer reducdo da matéria seca e da
nodulagéo, devido aos efeitos toxicos e nutricionais que afetam a assimilagéo liquida de CO2,
inibem a expansdo foliar, reduzem a area fotossintética e a producdo de fotoassimilados
(LIMA et al., 2007; NEVES et al., 2009), reduzem o teor de proteina dos grdos (DANTAS et

al., 2002), assim como a area foliar, com vistas a elevacdo do potencial hidrico da planta, ja
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que o déficit hidrico na zona radicular promove a senescéncia e abscisdo das folhas
(DANTAS et al., 2003), aumento de Na* e reducéo da extracdo de N, K, Ca, P, Fe, Mn, Zn e
Cu, a medida que a irrigacdo com agua salina se torna constante (NEVES et al., 2009).

Em estudo desenvolvido por Furtado et al. (2014) com a cultura do feijdo-caupi sob
condigdes de salinidade, os autores observaram que a salinidade do solo provocou
retardamento da floragéo e elevou a taxa de abortamento das flores, de forma proporcional ao
aumento da salinidade. Contudo, vale ressaltar que o grau de sensibilidade do feijdo-caupi ao
estresse salino pode variar entre os genoétipos (COELHO et al., 2013), ja que outros autores,
ao trabalhar com diferentes gendétipos de feijdo-caupi, verificaram comportamento diverso
entre 0s mesmos, principalmente entre materiais de procedéncia distinta.

Nesse contexto, a obtencdo de gendtipos de feijdo-caupi com menor sensibilidade a
salinidade e sua utilizacdo em programas de melhoramento genético vegetal tém possibilitado
um melhor rendimento na producédo, o que permite a utilizacdo de técnicas mais modernas de
cultivo, com consequente incremento na producdo (FAGERIA; GHEYI, 1997).
Adicionalmente, a manipulacdo desse carater tem originado diferentes classes genotipicas,
favorecendo, portanto, a selecdo dos genotipos mais adaptados para o cultivo em diferentes
ambientes agricolas (YOKOI et al., 2002).

2.3 PROTEOMICA
2.3.1 Historico

Proteinas sdo polimeros de aminoacidos resultantes da traducdo das informacdes
genéticas contidas no DNA de um genoma. Estdo presentes em grande diversidade nas
membranas, no citoplasma e no interior do nucleo, atuando como enzimas, anticorpos,
componentes estruturais, receptores celulares, agentes de sinalizagdo, dentre outras funcdes.
Com base nessa diversidade funcional, as proteinas desempenham papéis fundamentais em
quase todos os fendmenos biolégicos, como producdo de energia, comunicagdo celular,
defesa, contracdo muscular, atividades neuroguimicas, reproducdo, dentre outras (ZAHA et
al., 2014).

A protebmica busca descrever o conjunto completo de proteinas como produto da
expressdo génica. A definicdo de proteoma foi proposta pela primeira vez por Wilkins, no ano
de 1995, segundo o qual toda proteina equivale ao genoma de um ser vivo. Todavia,
posteriormente, verificou-se que 0 genoma representa um elo entre os genes e as proteinas, de

forma que o proteoma da célula seria puramente um reflexo do ambiente celular. Nesse
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sentido, a definicdo de protedmica leva em consideragdo a natureza altamente dindmica das
proteinas, referindo-se, portanto, ao equivalente do genoma expresso na célula (CAMPOS,
2012).

Entre os anos de 1995 e 2000, a protedmica tinha como objetivo separar e detectar o
maior nimero possivel de proteinas expressas em um ser, possibilitando que as mesmas
fossem catalogadas e analisadas, o que deu nome a chamada Protedbmica Estrutural.
Posteriormente, a Protedbmica Funcional objetivou compreender o papel das proteinas
diferencialmente expressas, avaliando seu envolvimento em rotas metabolicas, de defesa, ou
em mecanismos diversos (PINTO, 2014).

Embora um grande nimero de genomas ja tenha sido identificado, sua natureza é
estatica, ao passo que o proteoma de cada célula é dindmico, estando em constante mudanca.
Mudangas no padrdo de expressdo das proteinas podem ocorrer em todo o ciclo celular, em
resposta ao estado metabolico da célula, bem como a percepcéo de sinais intra e extracelulares
(temperatura, estresses, sinais apoptdticos). Adicionalmente, a ocorréncia de processamento
alternativo (splicing alternativo), assim como de modificacBes pds-transducionais, deixa claro
que a ideia de que um unico gene da origem a uma Unica proteina ndo reflete a realidade.
Dessa forma, o genoma ndo permite se inferir sobre a funcionalidade de uma determinada
proteina, jd& que ndo se sabe com certeza quais genes Sd0 expressos e em que momento
especifico do ciclo celular isso ocorre (BUENO-SILVA, 2012).

As proteinas expressas podem sofrer modificacdes pds-transducionais, tendo sido
relatadas mais de 200 alteracBes possiveis. Vale salientar ainda que um grande nimero de
proteinas sdo frequentemente expressas em baixa concentracdo, o que dificulta e limita a
capacidade de identificacdo das mesmas, visto que grande parte das analises protedmicas sao
apenas de carater qualitativo, ou seja, buscam determinar a presenca ou auséncia de proteinas
de interesse (CRUZ; CARVALHOLL, 2010).

Apesar disso, 0 interesse na protedmica de plantas tem aumentado rapidamente em
anos recentes. Areas de maior interesse incluem o estudo da expressdo de proteinas em
diferentes Orgdos vegetais, como resposta as variacdes fisiologicas. Similarmente, a
Protedmica Funcional em plantas também tem ganhado espaco ao buscar o monitoramento e
analise (espacial e temporal) da atividade molecular das células, a elucidacdo do papel de
proteinas desconhecidas, bem como a definicdo e compreensdo de mecanismos celulares a
nivel molecular (CRUZ; CARVALHOLL, 2010).
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2.3.2 Descricéo

Para se analisar as proteinas expressas pelo genoma de um organismo ou tecido
aplicam-se técnicas de protedbmica, cujo objetivo € isolar e identificar proteinas, estudar suas
propriedades, seus niveis de expressao, funcdes, modificacbes pds-transducionais, interacoes
protéicas e mecanismos regulatérios. Uma descri¢do completa do proteoma de um organismo
fornece, ndo apenas um catédlogo do conjunto de proteinas que ele possui, mas sim uma
imagem dinamica que contém dados da expressdo proteica em condicBes especificas, bem
como sua distribuicdo na célula (FONSECA, 2014).

Os complexos de proteinas representam o primeiro nivel de organizacdo do proteoma
de uma célula. A protedmica, como ja relatado, fornece uma ligacdo entre as proteinas e seus
genes codificadores, representando, portanto, uma ligacdo entre a fisiologia celular e a
genética. Esse fato é relevante, ja que inUmeros projetos envolvendo genoma, ao sequenciar
genes de organismos inteiros, sdo responsaveis por gerar grande quantidade de informacdes,
as quais, de forma independente, ndo séo capazes de traduzir o real funcionamento das
complexas redes reguladoras, assim como do metabolismo celular (PINTO, 2014).

As técnicas relativas aos estudos protedmicos estdo inseridas em diversas areas da
biologia, da bioquimica e da toxicologia, sendo comumente aplicadas em estudos do
proteoma de organismos, na analise de sua patogenicidade e adaptacdo ao hospedeiro.
Adicionalmente, sdo empregadas na analise de diversas doengas, como as de natureza
cardiovascular, neuroldgica, diabetes e obesidade, assim como as parasitarias e as
infectocontagiosas, rejeicdo de 6rgaos em transplantes e na oncologia. A protebmica se aplica,
ainda, na busca de biomarcadores e alvos terapéuticos que possam auxiliar no diagndéstico e
tratamento de doencas, bem como na pesquisa de novos farmacos (com maior especificidade
e menores efeitos colaterais) (BARBOSA et al., 2012).

As trés areas que compdem a protedbmica podem ser divididas em: expressdo
protedmica (representando a abundéncia de proteinas em atividade na célula), 0 mapeamento
celular (ou protedmica celular, delimitando as interagGes proteina - proteina e distribuicédo
protéica organela - especifica) e a protedbmica estrutural (caracterizando a estrutura
tridimensional das proteinas). Com base nessas abordagens, as proteinas sdo estudadas em
escala global mediante a combinacdo de tecnologias bem-sucedidas, a exemplo da
eletroforese uni e bidimensional em gel de poliacrilamida, espectrometria de massas (Figura
17), cromatografia liquida multidimensional, assim como técnicas de bioinformatica
(GULCICEK et al., 2005).
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Figura 17 - Espectrometro de massas multidimensional

Fonte: ca.ig.usp.br (2016).
2.3.3 Aspectos da protedbmica comparativa

A protedbmica tem sido empregada como uma ferramenta para anéalise do perfil de
proteinas expressas em diversos organismos. Essa analise necessita de amostras proteicas de
qualidade e boa resolucdo, em associacdo a métodos confiaveis de identificacdo de proteinas.
De uma maneira geral, os métodos utilizados na preparacdo de amostras incluem etapas de
solubilizacdo diferencial de proteinas e remoc¢do de contaminantes, a exemplo de lipideos,
acidos nucléicos e polissacarideos. Tais métodos devem ser adequados a cada modelo de
estudo, sendo adaptados com base nas moléculas presentes na amostra. Quanto mais pura
estiver a amostra, melhores serdo os resultados obtidos, contudo, as etapas de manipulacdo e
exposicao da amostra permitem que essas técnicas estejam sujeitas a uma maior quantidade de
erros experimentais (JUNIOR et al., 2013).

As técnicas mais empregadas para separacdo de proteinas sdo: a eletroforese em gel de
poliacrilamida (GE) e a cromatografia liquida (LC). Ambas ja estdo bastante estabelecidas,
havendo diversas variagdes e protocolos disponiveis na literatura. Paralelamente, com relacdo
as técnicas para identificacdo de proteinas, a espectrometria de massas (MS) tem importante
destaque, a partir do desenvolvimento de equipamentos rapidos, precisos e altamente
confidveis. No entanto, a dificuldade para reproducdo de experimentos envolvendo
protedmica tem sido bastante discutida na literatura e entre os pesquisadores, 0 que tem
gerado diversos questionamentos. Nesse aspecto, dois pontos fundamentais para a
credibilidade dos experimentos sdo: a descricdo detalhada dos métodos de preparacdo das
amostras e 0s parametros utilizados para o processamento dos dados obtidos por
espectrometria de massas (BARBOSA et al., 2012; JUNIOR et al., 2013).
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Outro ponto bastante discutido estd relacionado a descricdo dos experimentos em
artigos cientificos, ja que nem sempre os protocolos utilizados para se analisar uma amostra
especifica em determinado laboratdrio podem ser corretamente reproduzidos em outro
laboratdrio, devido a falta de detalhamento do método. Nesse sentido, a descricdo detalhada
dos métodos de preparagdo das amostras, bem como dos pardmetros utilizados para
processamento dos dados via espectrometria de massas séo ainda mais importantes ao se tratar
de experimentos envolvendo protedbmica comparativa, visto que nesses casos se deseja obter
informacBes sobre proteinas expressas diferencialmente entre duas condicdes distintas.
Portanto, é de extrema relevancia que variagcBes experimentais sejam evitadas a0 maximo.
Nesse aspecto, a espectrometria de massas € uma técnica de grande sensibilidade, de forma
que pequenas diferencas de processamento poderdo originar alteracGes detectaveis, que, no
entanto, ndo irdo representar variacOes reais (ABREU, 2012; GAMES et al., 2013).

Em anos recentes, a técnica de DIGE (Differential Gel Electrophoresis), que utiliza
marcadores fluorescentes e eletroforese bidimensional, foi apontada como uma alternativa as
analises tradicionais por geis bidimensionais para protedmica comparativa. Nesse método,
cada amostra é marcada com uma cianina fluorescente, de forma que as amostras podem ser
comparadas e separadas em um mesmo gel de eletroforese. Ao fim da separacdo, o gel pode
ser lido em um scanner de fluorescéncia, nos comprimentos de onda emitidos pelos
fluordforos utilizados, gerando duas ou mais imagens a partir de um mesmo gel. Tal
procedimento facilita a etapa de comparacao dos géis. Contudo, erros experimentais na etapa
de extracdo de proteinas ndo sdo evitados e as limitacGes de géis bidimensionais no que
concerne a separacdo de proteinas basicas, hidrofébicas e de grande peso molecular
permanecem (MINDEN, 2012; POMASTOWSKI; BUSZEWSKI, 2014).

Devido a essas dificuldades, desenvolveu-se a técnica de Shotgun (Figura 18), a qual
procura contornar esses problemas por acoplar um espectrometro de massas a cromatografia
liguida de alta resolucdo (High Performance Liquid Chromatography - HPLC). Nessa
abordagem, as proteinas de uma mistura complexa séo digeridas por uma protease, resultando
em peptideos, os quais sdo separados pelo HPLC. Em seguida, com o HPLC acoplado ao
espectrdmetro de massa, 0s peptideos sdo injetados na fonte de ions e analisados via
sequenciamento. Posteriormente, as sequéncias dos peptideos sdo comparadas a bancos de
dados de proteinas com o auxilio de ferramentas de bioinformatica, possibilitando, assim, a
identificacdo dos mesmos (ROEPSTORFF, 2012).
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Figura 18 - Identificacdo de proteinas por Shotgun
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Fonte: slideplayer.com (2016).
2.3.4 Protedmica em plantas

Levando-se em consideracédo as estratégias adotadas, o estudo protebmico em plantas é
bastante semelhante aos estudos envolvendo protedmica realizados em sistemas animais e de
microorganismos, por consistir principalmente da analise protedmica. Tal analise envolve a
separacdo das proteinas por meio da eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida
(Figura 19), identificacdo e isolamento a partir do gel, digestdo e identificacdo da proteina por
espectrometria de massas, e posterior comparagdo com 0s bancos de dados disponiveis
(GAMES et al., 2013).

Dentre as dificuldades comumente encontradas estdo a extracdo e preparacdo da
amostra, uma vez que em plantas estdo presentes uma série de compostos que por vezes
dificultam a analise proteica (proteases, compostos fenolicos, e metabolitos secundarios),
tendo efeito deletério durante o processo de extracdo. Outra dificuldade bastante encontrada
na analise protedmica de plantas ¢ a disponibilidade limitada de informagdes sobre o genoma,
de forma que técnicas que incluam o acesso a sequéncia de aminoacidos das proteinas sao
necessarias para incrementar a abrangéncia desses experimentos. Apesar disso, em anos
recentes, a analise protedmica tem sido cada vez mais empregada no estudo de varios

processos do desenvolvimento vegetal, incluindo aspectos bioquimicos e moleculares
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envolvidos na embriogénese, assim como o completo desenvolvimento da semente até a
germinacdo (LIVRAMENTO, 2014).

Figura 19 - Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida

Eletroforese Bidimensional

= Origem Protein pH 4.0
= mixture
3 -
s - - - Isoelectric
focusing (IEF)

e -

PI
45 = = -
g = H 100
1 Apply first gel p! .
-
- s - 1o top of second
R 4
Lo boils: T T T T T
& 10987 6 5 4 3 2 l
PMx10° pH 4.0 pH 100
[ o o o )
~ 2 ~ 2 ’ - e
1a.dimensao: focalizagdo isoelétrica g s
b 3 i soS

2a.dimens3o: SDS-PAGE (perpendiculara 1a.) . l electrophoresis
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2.3.5 Protebmica de plantas sob estresse salino

Em anos recentes, a andlise sistematica das proteinas expressas (proteoma), tornou-se
um dos enfoques mais promissores para se compreender a funcdo e a regulagdo dos genes
responsaveis pelos mecanismos de adaptacdo das plantas aos estresses ambientais. A partir
das analises protedmicas, dados importantes podem ser obtidos a respeito dos produtos
génicos que estdo sendo transcritos ou traduzidos, incluindo suas concentracdes relativas e as
modificagdes pods-traducionais que sdo essenciais para a atividade de muitas proteinas
(RAMPITSCH; SRINIVASAN, 2006).

Nesse sentido, grande parte das investigacdes sobre a composicdo do proteoma, em
condi¢cdes de salinidade, tem comparado as proteinas isoladas a partir de plantas néo
estressadas (controle) com as de plantas em condicOes de estresse. Outras abordagens incluem
a comparagdo de proteomas a partir de dois genoétipos ou espécies diferentes, com niveis
contrastantes de tolerancia ao estresse salino (KOSOVA et al., 2011). Dessa forma, a anélise

de proteinas diferencialmente expressas pode ser empregada com o intuito principal de
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fornecer base a descoberta de novos marcadores moleculares, ja que muitas dessas proteinas
podem revelar funcdes consistentes com relagdo a resposta ao estresse salino. O proximo
passo seria verificar se 0 comportamento das proteinas cosegrega com a caracteristica de
interesse ou com um QTL (locos de caracteres quantitativos), permitindo a integracdo de
genes de interesse em programas de melhoramento genético assistido por marcadores
moleculares, ou, ainda, em programas que incluam a transformacdo genética (SALEKDEH,;
KOMATSU, 2007).

Uma comparacdo das mudancas no proteoma sob estresse salino em Arabdopsis
thaliana, uma glicéfita, e em Thellungiella halophila, uma haléfita, revelou que o estresse
salino provocou menos alteracdes em T. halophila do que em A. thaliana, havendo a
expressao diferencial de 37 e 88 proteinas, respectivamente (PANG et al., 2010).
Similarmente, nas folhas da haléfita Suaeda aegyptica, um estudo protedmico, com base nos
efeitos provocados pelo NaCl, evidenciou um aumento notdvel na expressdo de varias
proteinas relacionadas com o estresse oxidativo por influéncia do excesso de sal (ASKARI et
al., 2006).

Diante do exposto, os estudos do proteoma realizados em um determinado 6rgéo,
tecido, célula, ou compartimento subcelular, proveniente de plantas estressadas ou ndo, com
posterior identificacdo das proteinas mais relevantes, poderdo contribuir para um maior
entendimento dos mecanismos que controlam as respostas ao estresse salino. Dessa forma, 0s
produtos dos genes relacionados ao estresse poderdo ser futuramente empregados em
programas de melhoramento e em pesquisas que busquem reduzir a sensibilidade de plantas
ndo haldfitas ao estresse salino (KOSOVA et al., 2011).
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3 CAPITULO 1 - submetido ao periddico Pesquisa Agropecudria Pernambucana (PAP)

SENSITIVITY OF COWPEA SEEDS TO SALINE STRESS
SENSIBILIDADE DE SEMENTES DE FEIJAO-CAUPI AO ESTRESSE SALINO
ABSTRACT

Cowpea is a global crop, representing one of the principals in northeastern Brazil, with strong
socio-economic importance. Its cultivation has been affected, however, by soil salinization,
resulting in metabolic disturbances and consequent restrictions of plant growth and
productivity. The present work aimed to assess the sensitivity to salt stress among seeds of
fifty genotypes of cowpea maintained in the Active Germplasm Bank of the Instituto
Agrondmico de Pernambuco. The seeds of these genotypes were submitted to five treatments
with different concentrations of NaCl (0, 25, 50, 100 and 200 mM). Increasing salt
concentrations were observed greater or lesser alterations of germination rates on different
genotypes. Among the genotypes tested, Maravilha, Paulistinha, Sempre Verde Baiano, and
Sempre Verde Salgueiro demonstrated the least sensitivity to salinity, while BRS Pajed,
Mosqueado 383, Mut 300 gy, Mut 50 gy, and Pele de Moca were the most sensitive. The
results indicated that the various genotypes responded differently to saline stress according to
their respective genotype and initial viability of seeds.

Key-words: Vigna unguiculata. NaCl. Tolerance.
RESUMO

O feijao-caupi € uma cultura global, representando uma das principais culturas no nordeste do
Brasil e apresentando grande importancia socioeconémica. Seu cultivo tem sido afetado, no
entanto, pela salinizacdo do solo, o que resulta em distarbios metabdlicos e consequente
restricdo no crescimento e produtividade da planta. Nesse aspecto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a sensibilidade ao estresse salino em sementes de cinquenta genotipos
de feijdo-caupi mantidas no Banco Ativo de Germoplasma do Instituto Agronémico de
Pernambuco. As sementes desses genotipos foram submetidas a cinco tratamentos com
diferentes concentragdes de NaCl (0, 25, 50, 100 e 200 mM). Aumentando-se as
concentracdes de sal observaram-se maiores ou menores alteracdes nas taxas de germinacédo
em diferentes genotipos. Entre os gendtipos testados, Maravilha, Paulistinha, Sempre Verde
Baiano, e Sempre Verde Salgueiro demonstraram menor sensibilidade a salinidade, enquanto
que BRS Pajeu, Mosqueado 383, Mut 300 gy, Mut 50 gy, e Pele de Moga foram 0s mais
sensiveis. Os resultados indicaram que os varios gendtipos responderam de forma diferente ao
estresse salino, de acordo com seu respectivo gendtipo e viabilidade inicial.

Palavras-chave: Vigna unguiculata. NaCl. Tolerancia.
INTRODUCTION

Cowpea is a tropical legume of family Fabaceae. This plant is cultivated on

approximately one million hectares throughout Brazil, but 90% of the production occurs in
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the semiarid northeastern region (ALCANTARA et al., 2002). With the expansion of this
crop, new markets have appeared and demand has risen, generating the necessity of producing
beans of superior quality and competitiveness. To guarantee a greater market share, it will be
necessary to both develop genotypes that are less sensitive to salinity and to improve
production techniques (JAYNE et al., 2014).

Irrigation has been largely responsible for the salinization of soils in the dry
northeastern region of Brazil. Although this technology was introduced to increase seed
production and quality, its inadequate use and the excessive applications of fertilizers,
associated with the dry climate, have resulted in drastic increases in soil salinity. The high
temperatures and low rainfall rates encountered in the caatinga dryland biome result in high
evapotranspiration rates that, in association with the use of high mineral-content irrigation
waters and inefficient drainage, favor the accumulation of salts on the soil surface (RYAN et
al., 2013).

During the germination phase, when the seeds and seedlings are most exposed and
most sensitive to abiotic stress, excess salt will inhibit seedling growth and negatively affect
their physiological potential (CORDEIRO et al.,, 2014). Parallel to this, metabolic
disturbances caused by excess salt result in growth and developmental restrictions that can
cause significant productivity losses.

It is important to emphasize that the consequences of salt stress in plants are not the
result of isolated factors, but rather reflect the association of stress conditions with the
genotypic characteristics of the plants. Therefore, the search for genotypes less sensitive to the
negative effects of salinity is of considerable importance to the development of productive
and economically viable cultivars (ISLAM et al., 2015). In this sense, the present work aimed
to assess the sensitivity to salt stress among seeds of fifty genotypes of cowpea maintained in

the Active Germplasm Bank of the Instituto Agronémico de Pernambuco.
MATERIALS AND METHODS

Seeds of fifty genotypes were tested, derived from the Active Germplasm Bank of the
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA): Aracé, Araripina 1, Araripina 2, Bastido,
Bastidozinho, BR9 Longa, BR10 Piaui, BR14 Mulato, BRS Guariba, BRS17 Gurguéia, BRS
Itaim, BRS Marataod, BRS Novaera, BRS Pajel, BRS Paraguacu, BRS Tumucumaque,
Canapu, Canapu Belém, Canapu Mossoro, Canapuzinho, Canapuzinho Sede, Caupi Mulato,
Chico Joaquim, CNC 0434, Costela de Vaca, EPACE 10, Inhuma, IPA 206, Macaibo,
Manteiga, Maravilha, Miranda IPA 207, Mosqueado 383, Mut 300 gy, Mut 50 gy,
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Paulistinha, Pele de Moca, Pingo de Ouro 2, Portalegre 1, Portalegre 2, Rabo de Tatu, Rajado,
Rasga Letra, Safrinha, Salgueiro 1, Sempre Verde Baiano, Sempre Verde Luis Eduardo
Magalhaes, Sempre Verde Salgueiro, Sopinha 382 and Vigna 384.

The germination tests were undertaken at the Laboratory of Seed Analysis at the
Instituto Agrondmico de Pernambuco at a mean temperature of 25 °C. The experiments used
as the basic substrate washed and sieved sand that was sun-dried, sterilized in an autoclave at
120 °C, and subsequently distributed (300 g each) into 750 transparent plastic germination
cases (Gerbox-type, 11 x 11 x 3 cm).

Different concentrations of NaCl solutions were used for the stress analyses: 0 mM
(control), 25, 50, 100, and 200 mM (Table 1).

Table 1 - NaCl concentrations per treatment

Treatments NaCl (g/L) Molarities (mM)
1 0.0 0.0
2 1.46 25.0
3 2.92 50.0
4 5.84 100.0
5 11.68 200.0
Source: The Author (2015).

The experiment design was randomized and was composed of five treatments with
three repetitions of 10 seeds each. The following variables were analyzed during the
experiments: initial germination count (IGC) and final germination count (FGC). The initial
germination count was made five days after sowing and the final germination count after eight
days (BRASIL, 2009). The data was submitted to variance analysis (Table 2) and the means
subsequently grouped for comparisons using the Scott-Knott test at 5% level probability using
SASM-Agri software (CANTERI et al., 2001).

RESULTS AND DISCUSSION

The results of variance analysis are presented on Table 2. The coefficient of variation
reveals that results obtained are statistically significant.

It was noted that there was low germination at the time of the first evaluation (five
days), in relation to the final count (eight days) (Figure 1). Those results were expected, as
stored seeds tend to first lose their vigor, and later their viability (CHENOLL et al., 2009). As
such, seeds with less vigor will require longer periods to germinate (ROBERTS, 2012).
Additionally, even the lowest salt concentration tested (25 mM) reduced the physiological

potential of the seeds as compared to the control (0 mM). Similar results were reported by
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Thiam et al. (2013). Also working with cowpea, they reported that high concentrations of
NaCl significantly reduced and retarded the germination of all 15 cultivars tested.

Table 2 - Summary of variance analysis for data obtained

Chi-square
Variation Cause Degrees of freedom 'n!t'al. final germination
germination count
count

Genotypes (A) 49 2.6795 2.5599
NaCl concentrations (B) 4 71.2028 91.3155
A*B 196" 0.6087 0.6325
Treatment 249 2.1502 2.4686
Residue 500 0.0955 0.0899
Total 749 - -
Mean (%) - 31.39 41.44
Coefficient of variation (%) - 16.86" 14.52"

*Significant data. Source: The Author (2015).

Figure 1 - Germination patterns of cowpea seeds according the
initial germination count (IGC- A and final germination count

(FGC-@).
100 -
90 +
80
70

Gernunation (%)

0 25 50 100 200

NaCl (mM)
*ylGC=63.92-0.6978x+0.00186x2(R2=0.9622). *yFGC= 76.01-
0.6397x+0.00126x2(R2=0.9499). Source: The Author (2015).

The observed decreases in emergence velocity of the seeds exposed to higher salt
concentrations reflect the reduction of the osmotic potential, increasing the time necessary for

the imbibitions of water by the seed and prolonging the emergence periods of the seedlings
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(Figure 1). Excess salt also retards metabolism and reserve transport to the embryo, likewise
delaying emergence (JAFAR et al., 2012). Similarly, the presence of high levels of ions in
non-halophytic plants can provoke adverse effects on cell membrane permeability and
contribute to reductions of the physiological potentials of seeds (SHABALA, 2013).

Treatments with increasing concentrations of salt resulted in the formation of a
different number of germination groups (Scott-Knott) of varying compositions (Table 3).
These variations can be seen in the variables analyzed (initial and final germination counts) as
well as in each treatment (0, 25, 50, 100 and 200 mM). Many cowpea genotypes, such as BRS
Tumucumaque, demonstrated heterogeneous variations, with no apparent pattern with respect
to increases or decreases in their mean germination rates, after exposure to different saline
solutions.

According to Yang et al. (2011), the re-activation of embryo metabolism during the
process of seed germination initiates with the absorption of water by the seed, and the velocity
of water uptake by the seed tissues is a decisive factor in germination success. In this sense,
seeds with low water contents experience increases in solute leaching when subjected to rapid
hydration due to the immediate transition of membrane phospholipids from a gel to liquid-
crystalline phase during imbibitions, possibly causing damage to the seeds, abnormal seedling
growth, or even a lack of germination (CHENOLL et al., 2009). Singh et al. (2010) likewise
reported that dry seeds sewn onto very humid substrates can absorb water too rapidly, without
sufficient time to allow for the re-organization of their membranes. As such, the
heterogeneous variations in seed germination, observed in many genotypes, may reflect the
fact that the seeds did not have sufficient time to restructure their membrane systems,
resulting in the lack of a consistent germination pattern.

It is also worth noting that some genotypes demonstrated very low emergence
percentages even under control conditions, with Bastido, Bastidozinho, and EPACE 10
demonstrating zero (Bastido and Bastidozinho) or near zero (3.33%, EPACE 10) emergence at
the first evaluation, even without the addition of salt (Table 3). Additionally, treatments with
200 mM NacCl totally inhibited seed germination in all of the genotypes, resulting in zero
emergence (0%). Lim et al. (2015) reported that genotypes demonstrating low emergence
percentages even without the presence of NaCl likewise showed low emergence with the
addition of salt, probably reflecting the use of defective seeds. As such, the results obtained
here indicated that the seeds of these genotypes (among others) had low vigor at the very start

of the testing, even though exposure to salt may have retarded seedling emergence even more.
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According to Farooq et al. (2015), increasing levels of salt have greater influence on
the initial germination count than on the final germination count, retarding the rate of seedling
emergence. In this sense, the results obtained were able to identify those genotypes with
greater or lesser sensitivity to saline stress. Those lesser sensitive reflect the good quality of
their seeds and indicate that their germination was little affected by increases in NaCl
concentrations (saline stress). Those greater sensitive reflect the quality of their seeds but the
significant susceptibility of those genotypes to incremental saline stress.

The genotypes Maravilha, Paulistinha, Sempre Verde Baiano, and Sempre Verde
Salgueiro stood out as exhibiting excellent germination under all treatment conditions (except
exposure to 200 mM), as compared to the controls (Table 3). On the other hand, the genotypes
BRS Pajel, Mosqueado 383, Mut 300 gy, Mut 50 gy, and Pele de Moca stood out as showing
excellent germination under control conditions (0 mM) but significant and progressive
reductions in germination percentages in treatments with 25, 50, 100, and 200 mM.

The responses of the different cowpea genotypes to saline stress will allow their
optimized use in seed improvement programs, in physiological, genetic and molecular
biology studies, and also provide information concerning the necessity of renewal of seed
stocks in the Active Germplasm Bank (ARAUJO et al., 2015).

According to Aradjo et al. (2015), most legume species are sensitive to salinity
conditions (with alfalfa being one of the few exceptions). As such, the results obtained here
indicated that saline stress negatively affected the germination of a large majority of the
cowpea genotypes tested. Alcantara et al. (2002) observed that responses to saline stress
varied among species and that even within a given species sensitivities will vary among
individuals with different genotypes and according to the developmental states of the plants.

Our results likewise demonstrated that the various genotypes of cowpea tested
responded differently to saline stress according to their respective genotypes and their initial
viability. Among the treatments utilized, NaCl concentrations of 200 mM are not indicated for
germination tests with cowpea seeds, as high concentrations of that salt totally inhibited
germination of all of the genotypes tested. The genotypes Maravilha, Paulistinha, Sempre
Verde Baiano, and Sempre Verde Salgueiro showed less sensitivity to saline stress, while
BRS Pajeu, Mosqueado 383, Mut 300 gy, Mut 50 gy, and Pele de Moca were identified as the
most sensitive. We also recommend the renewal of the stocks of Bastido, Bastidozinho, and
EPACE 10 in the Active Germplasm Bank.
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Table 3 - Germination rates of cowpea seeds according the genotype, variable and treatment utilized

Treatments
Genotypes 0 mM 25 mM 50 mM 100 mM 200 mM
IGC FGC IGC FGC IGC FGC IGC FGC IGC FGC

Aracé 46.67b 50c 73.33a 70a 16.67c 16.67c 6.67d 26.67d 0a Oa
Araripina 1 63.33b 70b 23.33c 53.3b od od od of Oa Oa
Acraripina 2 36.67b 46.67c 40c 63.33a 0d 0d 0d of 0a Oa
Bastido 0d 26.67d 3.33d 33.33c od 10d od of 0a Oa
Bastidozinho 0d 43.33c 30c 53.33b od 6.67d od of 0a Oa
BR10 Piaui 96.67a 100a 93.33a 100a 33.33b 76.67a od 16.67d O0a Oa
BR14 Mulato 86.67a 90a 20d 90a 63.33a 93.33a od 10e 0a Oa
BR9 Longa 96.67a 100a 83.33a 100a 73.33a 100a 0d 50c Oa Oa
BRS Guariba 13.33c 13.33d 30c 33.33c 20c 26.67¢ 13,33d 20d 0a Oa
BRS17 Gurguéia 56.67b 73.33b 50b 86.67a 3.33d 30c 3.33d 16.67e O0a Oa
BRS Itaim 43.33b 50c 46.67C 60b 46.67b 83.33a od 6.67f 0a Oa
BRS Marataoa 56.67b 80b 53.33b 90a 60a 90a od 3.33f O0a Oa
BRS Novaera 60b 60b 53.33b 63.3b 50b 66.67b 20c 53.33c 0a Oa
BRS Pajel 66.67b 96.67a 46.67b 86.67a 66.67a 86.67a 3.33d 3.33f 0a Oa
BRS Paraguacu 46.67b 66.67b 20d 43.33c 13.33c 43.33b 6.67d 16.67d 0a Oa
BRS Tumucumaque 86.67a 93.33a 40c 40c 70a 83.33a 10d 10e 0a Oa
Canapu 53.33b 56.67b 20d 26.67¢ od 13.33c od of 0a Oa
Canapu Belém 90a 93.33a 73.33a 86.67a 66.67a 93.33a 0d 53.33c 0a Oa
Canapu Mossoré 16.67c 20d 30c 33.33c 16.67c 16.67c 0d 3.33f 0a Oa
Canapuzinho 10c 10d 13.33d 13.33c 6.67d 6.67d od 6.67f 0a Oa
Canapuzinho Sede 93.33a 100a 53.33b 90a 73.33a 93.33a 0d 20d 0a Oa
Caupi Mulato 46.67b 86.67a 70a 93.33a 46.67b 63.33b od 3.33f 0a Oa
Chico Joaquim 16.67c 20d 6.67d 23.33c 10c 23.33c 0d of 0a Oa
CNC 0434 70b 70b 53.33b 53.33b 80a 86.67a 3.33d 56.67c 0a Oa
Costela de Vaca 56.67b 60b 43.33c 56.67b 40b 50b 0d of 0a Oa
EPACE 10 3.33d 10d 26.67c 73.33a 33.33b 73.33a 3.33d 6.67f 0a Oa
Inhuma 60b 70b 26.67c 36.67c 60a 90a 0d of 0a Oa

IPA 206 30c 70b 40c 63.33b od 0d od of O0a Oa
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Macaibo 23.33c 26.67d 3.33d 20c 6.67d 10d 20c 23.33d O0a Oa
Manteiga 90a 93.33a 80a 96.67a 90a 96.67a 0d of 0a Oa
Maravilha 100a 100a 100a 100a 80a 86.67a 73.33a 96.67a Oa Oa
Miranda IPA 207 16.67c 70b 6.67d 30c od 3.33d od of 0a 0Oa
Mosqueado 383 93.33a 96.67a 96.67a 96.67a 60a 93.33a 0d 3.33f 0a Oa
Mut 300 gy 93.33a 100a 70a 100a 43.33b 56.67b od of 0a 0Oa
Mut 50 gy 100a 100a 86.67a 100a 53.33b 76.67a 0d of 0a Oa
Paulistinha 96.67a 100a 90a 96,67a 83.33a 86.67a 20c 70b 0a Oa
Pele de Moga 93.33a 96.67a 83.33a 96.67a 50b 83.33a 0d 3.33f 0a Oa
Pingo de Ouro 2 90a 96.67a 90a 96.67a 66.67a 83.33a 33.33c 50c 0a Oa
Portalegre 1 60b 70b 56.67b 66.67a od 26.67c od of O0a Oa
Portalegre 2 66.67b 70b 40c 50b 13.33c 16.67c 0d of 0a Oa
Rabo de Tatu 6.67d 40c 30c 40c 0d 3.33d 0d of O0a Oa
Rajado 46.67b 66.67b 6.67d 33.33c od 20c od of 0a 0Oa
Rasga Letra 40b 40c 40c 40c 56.67b 56.67b 0d 10e 0a Oa
Safrinha 50b 50c 50b 50b 43.33b 53.33b od 10e 0a 0Oa
Salgueiro 1 66.67b 73.33b 16.67d 46.67b od 3.33d od of 0a 0Oa
S. V. Baiano 100a 100a 83.33a 90a 100a 100a 43.33b 66.67b 0a 0Oa
S. V. Luis Eduardo 96.67a  100a 80a 9333 8333 90a 26.67c  4667c 0a Oa
Magalhaes

S. V. Salgueiro 90a 100a 93.33a 96.67a 90a 93.33a 50b 70b 0a Oa
Sopinha 382 53.33b 56.67b 93.33a 93.33a 46.67b 63.33b od of 0a 0Oa
Vigna 384 90a 93.33a 100a 100a 66.67a 80a 0d 3.33f 0a Oa
Coefficient of variation (%) 13.67 10.83 17.56° 14,55 17.43 15.44 17.90° 16.90° 0 0

IGC: initial germination count. FGC: final germination count. S. V.: Sempre Verde. *Significant data. Means (%) followed by the same letter in
the column belong to the same group, according to Scott-Knott clustering method at 5% probability. Source: The Author (2015).
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CONCLUSIONS

The genotypes of cowpea tested responded differently to saline stress. The genotype
and seed viability has influence on the response to saline stress. Maravilha, Paulistinha,
Sempre Verde Baiano, and Sempre Verde Salgueiro were the least sensitive genotypes. BRS
Pajel, Mosqueado 383, Mut 300 gy, Mut 50 gy, and Pele de Moga were the most sensitive
genotypes.
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4 CAPITULO 2 - submetido ao periddico Revista Ciéncia Agronémica (RCA)

USO DE TESTES FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS EM GENOTIPOS DE Vigna
unguiculata SUBMETIDOS AO ESTRESSE SALINO

USE OF PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL TESTS IN Vigna unguiculata
GENOTYPES SUBMITTED TO SALINE STRESS

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo identificar genotipos de feijdo-caupi contrastantes
guanto ao grau de sensibilidade ao estresse salino, utilizando-se testes fisiologicos e
bioguimicos. Nesse sentido, sementes de dez gendtipos de feijdo-caupi foram semeadas em
vasos contendo 3 kg de solo. Ao atingir o estadio de plantula, as mesmas foram submetidas a
diferentes concentragdes de NacCl (0, 25, 50, 100 e 200 mM). Ao se completarem 30 dias de
estresse foram feitas andlises fisioldgicas, como contagem de folhas, medicdo do
comprimento caulinar e determinacdo da matéria seca das plantulas, assim como analises
bioquimicas: determinacdo do contedo iénico das plantulas, mensuracdo da condutividade
elétrica, capacidade de troca catibnica e saturacdo de sodio do substrato. Os resultados obtidos
revelaram que o aumento na concentragdo salina afeta o acumulo de matéria seca, o
comprimento do caule e o nimero de folhas dos genétipos avaliados, causando incremento no
teor dos ions pesquisados, fato comprovado pelos valores de condutividade elétrica,
capacidade de troca catibnica e saturacdo de sodio do substrato. Entre 0s gendtipos avaliados,
Sempre Verde Salgueiro é o que absorve a maior quantidade de s6dio a 200 mM de NacCl,
sendo, a0 mesmo tempo, capaz de absorver bem os demais ions. Com base nos testes
fisiolégicos e bioquimicos realizados € possivel identificar o genétipo Sempre Verde
Salgueiro como o de menor sensibilidade ao estresse salino, enquanto que o gendtipo
Mosqueado 383 é o selecionado como o de maior sensibilidade.

Palavras-chave: Feijao-caupi. Salinidade. Sensibilidade.
ABSTRACT

This study aimed to identify cowpea genotypes with contrasting degrees of sensitivity to salt
stress, using physiological and biochemical tests. In this sense, seeds of ten cowpea genotypes
were sown in pots containing 3 kg of soil. Reaching the seedling stage, they were exposed to
different concentrations of NaCl (0, 25, 50, 100 and 200 mM). After 30 days of stress,
physiological analyses were realized: leaves count, measuring of stem length and
determination of dry matter, as well as biochemical analyses: ionic content of seedlings,
measurement of electrical conductivity, cation exchange capacity and sodium saturation of
substrate. The results obtained revealed that increasing salt concentration affects the amount
of dry matter, stem length and number of leaves in evaluated genotypes, causing an increase
in seedling’s ionic content, fact exposed by the electrical conductivity values, cation exchange
capacity and sodium saturation of substrate. Among the evaluated genotypes, Sempre Verde
Salgueiro was the one who absorbs higher amounts of sodium at 200 mM of NaCl, while
absorbs satisfactory amounts of the other ions. Also, based in the physiological and
biochemical tests realized, it is possible to identify Sempre Verde Salgueiro genotype as the
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least sensitive to salt stress, while Mosqueado 383 genotype was selected as the most
sensitive.

Key-words: Cowpea. Salinity. Sensitivity.
INTRODUCAO

O estresse salino é responsavel por restringir mundialmente a producéo de alimentos,
ja que, atualmente, grandes proporcdes de areas cultivdveis encontram-se salinizadas
(SANTOS et al., 2009). Estima-se que 20% das areas cultivadas e 33% das &reas irrigadas do
planeta estejam afetadas pelo excesso de sal. Em &mbito nacional, cerca de 2% dos solos
irrigados estdo comprometidos pela salinidade (SANTOS et al.,, 2009). Contudo,
aproximadamente 20% das areas pertencentes aos projetos publicos de irrigacdo do pais
apresentam problemas de salinidade. Essas areas concentram-se na Regido Nordeste,
principalmente no semiérido (FAGERIA et al., 2011).

Na presenca de elevado teor de sal as plantas sofrem reducdo expressiva no
crescimento e desenvolvimento. Tamanha reducdo € consequéncia dos efeitos osmético e
ibnico, os principais causadores da toxicidade em resposta ao estresse (TAIZ; ZEIGER,
2013). O efeito osmotico decorre da alta concentracdo de sais no ambiente radicular,
provocando diminui¢do no potencial hidrico do solo e reducdo na disponibilidade de agua
para a planta. Em contrapartida, o efeito idnico decorre do acimulo de ions especificos, o que
provoca desequilibrio nutricional, toxidez, ou ambos (MUNNS; TESTER, 2008).

Nesse sentido, com vistas ao restabelecimento das condi¢bes homeostéticas,
aclimatagdo ao novo ambiente e retomada do crescimento e desenvolvimento, as plantas
desenvolveram mecanismos de adaptacdo capazes de minimizar os danos provocados pelo
excesso de sal, algo que pode torna-las menos sensiveis ao estresse (KANTAR et al., 2011).

Segundo Rajendran et al. (2009), a menor sensibilidade das plantas a salinidade
depende, especialmente, do controle na absorcéo e transporte dos sais, algo que pode ocorrer
em diferentes graus, variando conforme a espécie e/ou gendtipo. Similarmente, Nascimento et
al. (2013) afirmam que a resposta ao estresse salino pode variar com a espécie, com 0
gendtipo e ainda com o estadio de desenvolvimento em que a planta se encontra. Dessa forma,
algumas espécies, ou genotipos, podem ser mais eficientes em equilibrar as condicGes
desfavoraveis, impostas pelo excesso de sal, sendo, portanto, menos sensiveis (SANTOS et
al., 2009).

Dentre as espécies mais cultivadas no semiarido, o feijdo-caupi [Vigna unguiculata

(L.) Walp.] apresenta importante destaque, por ser um dos alimentos mais substanciais para as
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populacbes dessas regibes (MAIA et al., 2012). Soma-se a isso, o fato da espécie possuir
plasticidade fenotipica, suportando as altas temperaturas e a baixa disponibilidade hidrica
presentes no semiarido (DUTRA et al., 2011).

Alguns autores afirmam que o feijao-caupi é capaz de suportar condutividade elétrica
até 2,2 dS m* (22 mM de NaCl), algo que o tornaria uma cultura sensivel & salinidade
(BEZERRA et al., 2010). Contudo, outros autores afirmam que a espécie é moderadamente
sensivel ao estresse salino, por suportar salinidade em torno de 4,9 dS m™ (49 mM de NaCl)
(FAGERIA et al.,, 2011). Adicionalmente, Almeida et al. (2011) afirmam que o grau de
sensibilidade do feijdo-caupi ao estresse salino é incerto, podendo variar entre 0s genotipos.

Diante do exposto, é notavel a extensdo dos problemas relacionados ao estresse salino,
especialmente no semiarido, justificando a necessidade de se prospectar genétipos de feijao-
caupi com diferentes graus de sensibilidade. Esses estudos, além de auxiliarem as pesquisas
em melhoramento genético, serdo de grande importancia na tomada de decisdo do genétipo a
ser utilizado nos diferentes niveis/condi¢fes de estresse. Nesse sentido, o presente trabalho
objetivou identificar genotipos de feijao-caupi contrastantes quanto ao grau de sensibilidade

ao estresse salino, utilizando-se testes fisioldgicos e bioguimicos.
MATERIAL E METODOS

Os genotipos de feijao-caupi [V. unguiculata (L.) Walp.] utilizados no presente estudo
foram: Pititba - 1, Maravilha - 2, Sempre Verde Baiano - 3, Sempre Verde Salgueiro - 4,
Paulistinha - 5, Mut 300 gy - 6, Mut 50 gy - 7, Pele de Moca - 8, BRS Pajel - 9, e Mosqueado
383 — 10, selecionados a partir de 50 gendtipos em ensaios anteriores. As sementes desses
gendétipos foram obtidas a partir do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), em Recife (PE).

Como substrato, foi utilizado um solo Neossolo Regolitico, proveniente do municipio
de Sdo Bento do Una (PE). Apds analise quimica e fisica desse solo, aplicou-se calcério
dolomitico para correcdo do pH (750 g de calcario para 1.000 kg de solo). Em seguida, para
adubacdo de fundacdo, 12 g de KCI e 37 g de superfosfato simples foram incorporados ao
solo. Posteriormente, 250 vasos com capacidade para 3,8 kg foram preenchidos, cada um com
3 kg do solo supracitado.

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, localizada na sede do IPA, sob
temperatura média de 30 °C, e os tratamentos utilizados foram compostos por solugdes com

diferentes concentragdes de NaCl diluido em agua destilada (0 mM - controle, 25, 50, 100 e
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200 mM). O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com cinco tratamentos e
cinco repeti¢des, em esquema fatorial (10 x 5 x 5).

O plantio foi realizado semeando-se cinco sementes por vaso, e 0 substrato irrigado
diariamente, no limite da capacidade de campo, com agua destilada, até o sétimo dia apds o
plantio. No oitavo dia apds o plantio foi realizado o desbaste, de modo a permanecer apenas
uma plantula por vaso. Ao fim desta etapa, as plantulas passaram a receber as solucdes salinas
supracitadas, com excecao do controle.

Todos os tratamentos tiveram duracéo de trinta dias, sendo no trigésimo dia realizadas
as seguintes anélises: contagem de folhas, medicdo do comprimento caulinar, determinacdo da
matéria seca (analises fisioldgicas), determinacdo do conteddo ibnico, mensuracdo da
condutividade elétrica, capacidade de troca catibnica e saturacdo de sodio (andlises
bioquimicas).

A contagem das folhas (trifoliadas) foi realizada visualmente por meio de um exame
manual detalhado de cada planta. Ao passo que a medi¢do do comprimento (altura) do caule,
em centimetros, foi procedida com auxilio de uma trena. Para essa medicdo, a trena foi
posicionada na base do caule de cada planta e estendida até o apice, de modo a alcancar o
comprimento total (BRASIL, 2009).

A determinacdo da matéria seca da parte aérea de cada planta foi realizada conforme
descrito por Maia et al. (2010). Nesse sentido, amostras de caules, ramos e folhas foram secas
em estufa de ventilacdo forcada, a 70 °C por 72 horas, em seguida, a matéria seca obtida foi
pesada em balanca analitica de precisdo. Para a determinacdo do conteldo idnico (teores de
K*, Ca*?, Mg* e Na*), a matéria seca anteriormente obtida foi moida, em um moinho tipo
Willey®, para obtencdo de um pd seco, e em seguida de um extrato para analise em fotdmetro
de chama, conforme descrito por Maia et al. (2010).

Posteriormente, amostras do solo de cada vaso foram coletadas e combinadas de
acordo com os tratamentos e gendtipos avaliados, perfazendo um total de 50 amostras. Essas
amostras foram empregadas na mensuragdo da condutividade elétrica, capacidade de troca
catibnica e saturagdo de sodio, de acordo com o protocolo descrito por EMBRAPA (1997).

Ap6s o término das avaliacbes supracitadas, as médias obtidas (matéria seca,
comprimento do caule, numero de folhas e conteudo i6nico) foram comparadas por meio do
método de agrupamento Scott-Knott a 5% de probabilidade. Essas analises foram realizadas
com auxilio do programa computacional SASM-Agri (CANTERI et al., 2001). Os demais
valores obtidos (condutividade elétrica, capacidade de troca catidnica e saturagdo de sodio)

foram avaliados com base na linha de tendéncia das médias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme apresentado na Tabela 1, os resultados obtidos revelam que o incremento na
concentracdo de NaCl causou uma reducdo progressiva no acimulo de matéria seca, no
comprimento do caule e nimero de folhas em todos os genoétipos avaliados. Resultados
similares foram obtidos por Silva et al. (2008), ao trabalharem com mamoneira. Esses autores
também observaram decréscimos na fitomassa da parte aérea, altura da planta e nimero de
folhas, ap0s exposicdo a cinco niveis de salinidade. Do mesmo modo, Silva et al. (2009), ao
avaliarem 50 gendtipos de feijao-caupi, concluiram que quando houve aumento da salinidade,
ocorreu reducdo na producdo de matéria seca em todos os genotipos estudados.

Concomitantemente, além dos notdrios efeitos negativos ocasionados pelos
componentes osmotico e idnico (MUNNS; TESTER, 2008), a reducdo no crescimento e
desenvolvimento do feijoeiro frente a salinidade pode ser atribuida também a efeitos adversos
sobre a absorcdo e utilizacdo de nutrientes, eficiéncia fotossintética, utilizagdo eficiente da
agua, bem como a danos oxidativos em proteinas, lipideos e acidos nucleicos (MAIA et al.,
2013). Adicionalmente, sabe-se que o déficit hidrico, resultante da salinidade, limita nédo
apenas o tamanho, mas também o numero de folhas, como consequéncia do decréscimo na
quantidade e na taxa de crescimento dos ramos foliares (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Apesar de todos os genotipos terem sofrido decréscimo no acimulo de matéria seca,
comprimento do caule e nimero de folhas de forma proporcional ao incremento na
concentracdo de NaCl, todavia, é possivel se observar diferencas entre suas médias. Essas
diferencas podem ser fundamentadas com base na média geral (M) de cada gendtipo para
cada variavel supracitada (Tabela 1), j& que se apresentam diferentemente agrupadas pelo
teste de Scott-Knott. Este fato permite inferir, antecipadamente, sobre a existéncia de
diferentes graus de sensibilidade ao estresse salino entre os genétipos avaliados.

Nesse contexto, diversos autores tém relatado diferencas considerdveis entre
gendtipos de feijao-caupi quanto ao grau de sensibilidade ao estresse salino (ALMEIDA et al.,
2011; MAIA et al., 2010). De acordo com Esteves e Suzuki (2008), essas diferencas podem
estar condicionadas a diferentes mecanismos metabdlicos relacionados com a manutengdo da
homeostase hidrica e idnica da planta, bem como com a producdo de enzimas antioxidantes e
de hormaonios.

Numa analise conjunta do contetido iénico (K*, Ca*?, Mg*?, e Na*) da parte aérea das

plantulas, observa-se, de um modo geral, um crescente acimulo dos mesmos em todos 0s
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genotipos avaliados, a medida que houve incremento na concentragdo de NaCl (Tabela 2,
Tabela 3).

De acordo com Craig Plett e Moller (2010), o aumento na concentracdo de sal
ocasiona o influxo crescente de ions para o interior da planta, o que leva ao aumento
progressivo na concentracdo desses ions no citosol e vacuolos. Similarmente, Neves et al.
(2009), ao trabalharem com feijao-caupi cultivado em solugdo nutritiva, evidenciaram que o
estresse salino, além de inibir fortemente o crescimento e provocar distdrbios no balanco
hidrico, ocasiona também a elevacgéo no teor de ions nas diferentes partes da planta.

Como j& esperado, paralelamente ao acimulo de ions, o incremento na concentragéo
de NaCl também resultou em um aumento progressivo nas médias de condutividade elétrica,
capacidade de troca catidnica e saturacdo de sédio (Tabela 4), ja que essas variaveis se
relacionam entre si, tendo em vista a conexdo existente entre planta e substrato. De uma forma
geral, esse acréscimo foi proporcional ao incremento na concentracdo de NaCl, havendo
poucas variagdes entre as linhas de tendéncia das médias, de acordo com cada genétipo.

Resultados similares foram obtidos por Moraes Il e Selbach Il (2011). Esses autores
verificaram que o incremento no teor de sais presentes na solucdo do solo resultou na
elevacdo da condutividade elétrica, capacidade de troca de cétions e saturacdo de sodio.
Ademais, de acordo com Dutra et al. (2011), o acimulo de sais na zona radicular pode ocorrer
também devido a dgua que é evapotranspirada em seu estado puro, deixando para trds os sais

dissolvidos, que passam a se concentrar na &gua remanescente do solo.
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Tabela 1 - Acumulo de matéria seca, comprimento do caule e numero de folhas em genoétipos de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) submetidos a
diferentes concentra¢des de NaCl

Concentrac0es de NaCl Concentracoes de NaCl Concentrac6es de NaCl
G (mM) M1 G (mM) M2) G (mM) M(3)
0 25 50 100 200 0 25 50 100 200 0 25 50 100 200

6,566 4,304 3,232 2,208 1,014 3,465b 1 59,8 48,4 269 10,7 7,3 30,62a 1 8,60 6,00 4,40 3,00 2,40 4,88a
6,660 4,608 3,298 1,934 0,832 3,466b 2 295 19,7 128 104 7,7 16,02c 2 6,20 4,80 4,00 4,00 1,80 4,16b
6,186 4,274 3,890 2,102 0,754 3,441b 3 429 330 241 120 89 24,18b 3 6,80 4,80 3,80 2,80 2,00 4,04b
7,514 5,492 3,402 2,362 0,820 3,918a 4 62,4 516 40,2 13,1 7,2 3492a 4 8,20 6,00 5,40 3,20 3,40 5,24a
6,816 5,270 3,982 2,006 1,388 3,892a 5 56,8 39,3 23,0 12,1 8,9 28,02b 5 7,40 5,80 3,60 3,20 2,00 4,40b
6,944 4,256 3,216 2,000 0,814 3,446b 6 56,0 49,6 215 122 95 29,76a 6 6,80 5,20 4,20 3,20 2,00 4,28b
8,164 5,458 3,436 1,778 1,534 4,074a 7 530 335 19,9 113 85 2524b 7 6,80 5,20 4,20 3,00 2,20 4,28b
7,152 5,350 3,794 1,638 0,808 3,748a 8 58,8 443 325 125 8,3 31,28a 8 8,00 5,80 6,00 3,20 2,00 5,00a
7,072 4,748 2,804 2,062 0,858 3,509b 9 586 31,8 186 11,8 8,4 2584b 9 8,00 5,60 4,40 3,40 2,20 4,72a
10 6,750 4,698 2,860 1,652 0,854 3,363b 10 62,4 326 190 10,9 7,1 26,40b 10 7,80 5,60 5,80 4,20 2,40 5,16a
M(1) 6,982 4,846 3,391 1,974 0,968 - M(2) 54,03 38,38 23,85 11,70 8,18 - M(@3) 7,46 548 458 3,32 224 -
Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, de acordo com o0 método de agrupamento Scott-Knott a 5% de probabilidade. (1-
acimulo de matéria seca): g, (2- comprimento do caule): cm, (3- nimero de folhas): n°. G: Genétipos. M: Médias. Fonte: O Autor (2016).
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Tabela 2 - Teor de Potassio e Calcio em matéria seca de gendtipos de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) submetidos a diferentes concentracdes de
NaCl

Concentrac6es de NaCl (mM) Concentracdes de NaCl (mM)

G 0 25 50 100 200 G 0 25 50 100 200
1 21,70 26,2b 30,2b 31,5b 439a 1 19,0a 37,4a 31,8a 33,7b 51,1a
2 19,4b 27,0b 32,5a 30,0b 3,70 2 21,7a 29,3a 31,7a 47,0a 29,4c
3 17,8b 25,2b 26,4b 27,9b 3350 3 17,8a 29,1a 26,7a 27,70 38,6b
4 18,1b 23,4b 23,7b 33,5b 455a 4 17,3a 23,4b 22,1a 27,4b 49,0a
5 14,3b 29,2b 26,8b 34,5b 419a 5 16,0a 29,1a 29,1a 33,1b 39,1b
6 19,9b 31,4a 32,8a 37,4a 39,7a 6 16,8a 27,1a 30,6a 29,8b 35,4b
7 18,6b 33,2a 38,4a 42,9a 448a 7 16,3a 27,9a 24,3a 31,8b 35,0b
8 30,9a 34,8a 35,1a 37,1a 395a 8 18,2a 21,8b 26,4a 27,4b 31,1c
9 16,9b 26,1b 24.5b 36,1a 441a 9 13,8a 21,1b 23,2a 24,4b 25,3c
10 21,9b 28,3b 27,8b 34,0b 33,7b 10 9,4a 13,7b 29,5a 50,9a 40,4b
M(1) 19,95 28,48 29,82 34,49 39,83 M(2) 16,63 25,99 217,54 33,32 37,48

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, de acordo com o método de agrupamento Scott-Knott a 5% de probabilidade. (1-
teor de potassio): g/kg, (2- teor de calcio): g/kg. G: Gendtipos. M: Médias. Fonte: O Autor (2016).
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Tabela 3 - Teor de Magnésio e S6dio em matéria seca de geno6tipos de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) submetidos a diferentes concentragdes de
NaCl

Concentrac6es de NaCl (mM) Concentracdes de NaCl (mM)

G 0 25 50 100 200 G 0 25 50 100 200
1 3,54a 5,72a 3,900 4,30b 580b 1 0,598a 3,660a 8,680a 17,42b 53,25b
2 3,88a 4,52a 4,44a 6,66b 7,04a 2 1,178a 1,252a 8,480a 17,72b 31,34d
3 3,88a 4,98a 4,90a 5,34b 7,04a 3 0,710a 3,880a 9,320a 15,56b 26,08d
4 4,06a 3,80b 3,72b 4,64b 8,46a 4 0,484a 2,054a 7,180a 25,02a 83,36a
5 4,08a 5,08a 4,98a 5,58b 6,68b 5 1,320a 6,980a 8,820a 30,06a 57,32b
6 3,70a 4,46a 4,66a 4,42b 5,86b 6 0,386a 6,140a 5,520a 14,92b 66,14b
7 2,62a 3,48b 2,88b 4,10b 532b 7 0,328a 3,848a 10,44a 40,04a 64,68b
8 2,28a 2,480 3,12b 2,98b 572b 8 0,550a 1,942a 8,088a 23,74a 42,12c
9 4,62a 4,94a 5,62a 5,02b 6,52b 9 1,214a 3,728a 8,556a 27,31a 43,78c
10 3,28a 2,92b 6,00a 9,50a 7,96a 10 0,762a 4,568a 14,66a 26,97a 64,38b
M(1) 3,594 4,238 4,422 5,254 6,64 M(2) 0,753 3,8052 8,9744 23,846 53,245

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, de acordo com o método de agrupamento Scott-Knott a 5% de probabilidade. (1-
teor de magnésio): g/kg, (2- teor de sodio): g/kg, G: Genoétipos. M: Médias. Fonte: O Autor (2016).
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Tabela 4 - Condutividade elétrica, capacidade de troca catidnica e saturacdo de sodio em substrato sob aplicacdo de diferentes concentracdes de
NaCl

Concentracoes de NaCl Concentrac6es de NaCl Concentrac6es de NaCl
G (mM) G (mM) G (mM)
0 25 50 100 200 0 25 50 100 200 0 25 50 100 200

9286 7,241 7,086 11,001 2575
298,6 5150 10,436 14,055 24,82
446,7 5368 9,527 13,476 19,696
329,0 5,607 11,584 18,597 34,28
3194 5290 10,963 14,402 30,56
288,9 5033 8591 20,23 21,72
293,7 6,327 9450 26,49 21,64
275,2 6,068 8,632 14,203 18,032 56 76 97 119 119 182 26,32 4742 6050 66,55
314,7 5808 8,161 16,302 19,488 55 68 7,7 96 143 164 3235 4286 54,17 68,53
10 3240 7,359 13578 16,724 24,28 10 53 83 100 54 140 10 208 2651 48,00 14,07 71,43
M(1) 381,91 59241 09,8008 16,548 24,0266 M(2) 5,24 7,01 8,75 11,25 13,45 M(3) 2,239 26,677 43,898 54,626 64,895
(1- condutividade elétrica): pS/mS, (2- capacidade de troca catidnica): cmolc/dm?, (3- saturacdo de sodio): %. G: Genétipos, M: Médias. Fonte: O
Autor (2016).

53 72 71 103 14,0
52 63 82 119 158
55 69 96 94 123
44 62 90 105 58
50 61 84 105 1406
53 71 87 125 175
54 76 91 151 143

453 27,78 33,80 58,25 70,00
192 11,11 42,68 6050 72,15
1,82 2754 4583 57,45 68,29
2,05 2581 4444 59,05 20,69
260 29,51 47,62 5524 68,49
1,89 29,58 41,38 60,80 74,29
204 30,26 4495 66,23 68,53
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Diante do exposto, e levando-se em consideragédo todos os resultados obtidos (Tabela
1, Tabela 2, Tabela 3, Tabela 4), ficou claro que o gendtipo Sempre Verde Salgueiro (4) foi o
que expressou melhor desempenho frente ao estresse, em comparacdo aos demais. Em
contrapartida, o genétipo Mosqueado 383 (10) foi o escolhido como o de maior sensibilidade
frente a salinidade, dentre os demais genotipos avaliados.

Nesse sentido, observando-se os resultados obtidos para o acimulo de matéria seca,
comprimento do caule e numero de folhas (Tabela 1), verifica-se a diferenciacdo dos
gendtipos em dois grupos distintos nas trés variaveis supracitadas, segundo a analise
estatistica por meio do método de agrupamento Scott-Knott. Com base nessa observacéo, é
possivel notar que o gendtipo Sempre Verde Salgueiro (4) obteve maiores valores ao ser
comparado com Mosqueado 383 (10).

Conforme mencionado anteriormente, o incremento na concentracdo de NaCl é capaz
de limitar o nimero de folhas que a planta ird desenvolver (TAIZ; ZEIGER, 2013), contudo,
em resultados apresentados por Campos e Cavalcante (2009) verificou-se que o estresse
salino ndo foi capaz de causar reducdo no numero de folhas das plantas de pimentdo, havendo
reducdo apenas na area foliar das mesmas. Do mesmo modo, o estresse salino pode ter
ocasionado reducdo somente na &rea foliar das plantulas de Mosqueado 383 (10), ao invés de
afetar diretamente o namero de folhas deste genoétipo, j& que 0 mesmo acumulou 0 menor
valor de matéria seca frente ao estresse, sendo, portanto, um dos genotipos com maior
sensibilidade ao sal, dentre os demais genoétipos avaliados.

Adicionalmente, o fato de o geno6tipo Mosqueado 383 (10) apresentar uma quantidade
significativa de folhas, ao passo que a altura do caule foi reduzida, pode sinalizar para uma
mudanca de comportamento, sugerindo haver um crescimento vegetativo exacerbado, porém,
incapaz de alcancar a fase reprodutiva, havendo ainda a possibilidade dessa fase ser
insuficiente ou limitada (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Com relacdo ao teor de ions acumulados (Tabelas 2 e 3), ao se observar a maior
concentracdo (200 mM de NaCl), verifica-se que o genétipo Sempre Verde Salgueiro (4) foi o
Unico que se manteve no grupo "a" em todas as analises realizadas, de acordo com o teste
estatistico por meio do método de agrupamento Scott-Knott. Em contrapartida, nessa mesma
concentracdo, o genétipo Mosqueado 383 (10) obteve médias inferiores, quando comparado
ao gendtipo Sempre Verde Salgueiro (4), com excecdo do fon Mg*? o qual foi o Unico
acumulado de forma satisfatoria por este genétipo.

Com excecdo do Na', os fons K*, Ca™ e Mg*™ sdo vitais para o crescimento e

desenvolvimento das plantas, especialmente sob estresse salino, estando respectivamente
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associados ao bom funcionamento dos estdbmatos, a integridade da membrana e parede
celular, bem como a eficiéncia fotossintética (DAVID et al., 2007; WILLADINO; CAMARA,
2010). De modo contrario, altos teores de Na' resultam em toxicidade ibnica, afetando
diretamente a absorcdo e transporte dos demais componentes e causando prejuizos ao
crescimento e desenvolvimento das plantas (KADDOUR et al.,, 2012). Nesse sentido,
gendtipos capazes de equilibrar a absorcéo dos demais fons (K*, Ca** e Mg*?) com a alta
concentracio de Na* demonstram menor sensibilidade ao estresse salino (SILVEIRA et al.,
2010).

De acordo com Dias e Blanco (2010), plantas com menor sensibilidade a salinidade
sdo capazes de aumentar a concentracdo de sais em seu interior, visando a manutengdo de um
gradiente osmotico favoravel a absorcdo de agua pelas raizes. Esse processo se da com o
acumulo dos ions em vacuolos presentes nas células foliares, de forma que a concentracdo de
sais no citosol se mantém a niveis baixos, ndo interferindo, portanto, com mecanismos
enziméaticos e metabodlicos, nem sequer com a hidratacdo das proteinas celulares. Nesse
sentido, o fato de o gendtipo Sempre Verde Salgueiro (4) ter obtido a maior média em
acumulo de s6dio na maior concentracdo de sal (Tabela 3) pode sugerir que este genétipo seja
capaz de acumular o sédio em vacuolos especificos, fato que teria possibilitado a absorcéo
satisfatoria dos demais fons analisados (K*, Ca* e Mg*?), permitindo assim seu maior
crescimento e melhor desenvolvimento.

Como ja mencionado, os resultados referentes ao substrato (Tabela 4) apresentam
conformidade com os demais resultados obtidos, sendo similares aos dados referentes ao
acumulo de ions (Tabela 2, Tabela 3), conferindo, assim, solidez aos resultados. Nesse
aspecto, ao se observar as médias de Sempre Verde Salgueiro (4), verifica-se que seu
substrato obteve a maior condutividade elétrica na maior concentracdo de sal (Tabela 4),
sugerindo haver um intenso fluxo de ions no substrato (MORAES II; SELBACH II, 2011).
Este fato ja era esperado, uma vez que a 200 mM, esse genotipo foi exposto a maior
concentracédo de sal do experimento, o0 que, consequentemente, resultou em um maior fluxo de
ions. Paralelamente, suas medias para capacidade de troca catibnica e saturacdo de sodio
foram as menores entre 0s gendtipos na maior concentracdo de sal (Tabela 4), refletindo uma
intensa absorcdo de ions pela plantula, especialmente do ion Na* (Tabelas 2 e 3), que se
supde ser armazenado em vacuolos (DIAS; BLANCO, 2010).

De modo contrario, ao se observar as médias do genotipo Mosqueado 383 (10)
verifica-se que seu substrato obteve a maior condutividade elétrica a 25 e 50 mM de NaCl

(Tabela 4), em comparacao aos demais, sugerindo haver um intenso fluxo de ions no substrato
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sob 0 minimo estresse (MORAES II; SELBACH 11, 2011). Paralelamente, suas médias para
capacidade de troca catidnica e saturacdo de sodio foram as menores a 100 mM de NaCl
(Tabela 4), refletindo a intensa absorcdo de ions pela planta previamente aos demais
gendtipos, especialmente do fon Na* em detrimento ao K* (Tabelas 2 e 3), algo que pode estar
relacionado a sua maior sensibilidade ao estresse salino (SILVEIRA et al., 2010).

Diante do exposto, a partir dos resultados obtidos, foi possivel inferir o efeito do
estresse salino frente ao crescimento, desenvolvimento e conteudo iénico em dez genotipos de
feijdo-caupi. O presente estudo permitiu a selecdo de dois genotipos com maior e menor
sensibilidade ao estresse salino: Mosqueado 383 (10) e Sempre Verde Salgueiro (4),

respectivamente.
CONCLUSOES

Entre os gendtipos selecionados para a identificacdo de diferentes graus de
sensibilidade ao estresse salino, 0 genotipo Sempre Verde Salgueiro € o menos sensivel, ao
passo que o gendtipo Mosqueado 383 é o mais sensivel.
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5 CAPITULO 3 - a ser submetido ao periddico Pesquisa Agropecuéria Brasileira (PAB)

ANALISE PROTEOMICA EM GENOTIPOS DE Vigna unguiculata
SUBMETIDOS AO ESTRESSE SALINO

PROTEOMIC ANALYSIS IN Vigna unguiculata GENOTYPES
SUBMITTED TO SALINE STRESS

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo identificar as proteinas diferencialmente abundantes em
dois gendtipos de feijao-caupi submetidos ao estresse salino. Com base em estudos prévios,
esses genotipos (Sempre Verde Salgueiro e Mosqueado 383) sdo contrastantes quanto ao grau
de sensibilidade ao estresse salino. Nesse sentido, as sementes dos genotipos escolhidos foram
semeadas em delineamento experimental de blocos ao acaso, com dois tratamentos (0 mM -
controle, e 100 mM de NaCl), trés repeticdes e um tempo de coleta. Apos oito dias do inicio
do estresse, as folhas de ambos 0s genétipos foram coletadas para extracdo das proteinas
totais, quantificacdo, e identificacdo das proteinas diferencialmente abundantes por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, seguida por compara¢do com
banco de dados. Os resultados obtidos permitiram a identificacdo de 251 proteinas
diferencialmente abundantes entre os tratamentos e entre os genétipos avaliados. A partir
dessa identificacdo € possivel inferir sobre a participacdo de algumas dessas proteinas em vias
metabolicas que possam estar relacionadas com os mecanismos de tolerdncia ao estresse
salino em feijdo-caupi.

Palavras-chave: Feijao-caupi. Salinidade. Proteinas.
ABSTRACT

The present study aimed to identify the differentially abundant proteins in two genotypes of
cowpea submitted to saline stress. Based on previous studies, those genotypes (Sempre Verde
Salgueiro and Mosqueado 383) are contrasting in relation to the degree of sensitivity to salt
stress. In this sense, the seeds of the selected genotypes were sown in a randomized block
design, with two treatments (0 mM - control, and 100 mM NacCl), three replicates and one
time to collect. After eight days of treatment, the leaves of both genotypes were collected for
total protein extraction, quantification, and identification of differentially abundant proteins
by liquid chromatography coupled to mass spectrometry, followed by comparison with
database. The results obtained allowed the identification of 251 differentially abundant
proteins among the treatments and evaluated genotypes. Through this identification it is
possible to infer about the participation of some of these proteins in metabolic pathways that
may be related to the mechanisms of tolerance to saline stress in cowpea.

Key-words: Cowpea. Salinity. Proteins.
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INTRODUCAO

Os estudos envolvendo o genoma de plantas tém contribuido significativamente para a
compreensdo dos vegetais e das suas respostas a diferentes estresses ambientais (ZHANG et
al., 2012). No entanto, apesar desses estudos fornecerem informacdes validas, apenas o0s
dados do genoma néo séo suficientes para revelar a verdadeira complexidade existente nessas
respostas moleculares, j& que existem, por exemplo, mecanismos regulatérios adicionais que
controlam a intensidade e a especificidade dessas respostas, como as modificacbes poés-
traducionais que ocorrem nas proteinas recém-sintetizadas. Adicionalmente, outros estudos
tém revelado que nem sempre a quantidade e a diversidade de transcritos estdo diretamente
relacionadas com as proteinas em atividade na célula (BAERENFALLER et al., 2012). Nesse
sentido, a fim de minimizar ou até mesmo solucionar esse problema, as técnicas relacionadas
a protedmica passaram a ser cada vez mais empregadas em estudos envolvendo algum tipo de
estresse.

A protedbmica € capaz de fornecer uma descricdo global das proteinas presentes em
diversos sistemas bioldgicos, permitindo assim sua caracterizacdo e, consequentemente, uma
analise de suas modificacBes perante os estresses ambientais (VANDERSCHUREN et al.,
2013). Inicialmente, a protedmica foi bastante empregada em estudos qualitativos, 0s quais
buscavam discernir sobre a natureza das proteinas presentes na amostra, contudo, devido ao
desenvolvimento da espectrometria de massas, bem como de andlises que permitem alto
rendimento, foi possivel empregar a protedmica também em estudos quantitativos, 0s quais
buscam inferir sobre a abundancia das proteinas presentes na amostra (THAKUR et al.,
2011).

Dentre as técnicas mais empregadas em anos recentes, a protedmica Shotgun se
destaca por estar em rapido desenvolvimento e continuo aperfeicoamento. Essa técnica é
baseada na cromatografia liquida acoplada ao espectrdmetro de massas (LC-MS), e em épocas
mais recentes tem se consagrado como a base da protedmica atual. De acordo com Thakur et
al. (2011), os equipamentos mais modernos de LC-MS séo capazes de identificar proteinas em
amostras complexas, possibilitando, inclusive, a identificacdo de proteinas pouco abundantes,
aliando praticidade, menor tempo e baixo custo.

Dentre os estresses ambientais existentes, o estresse salino representa um dos fatores
abioticos que mais prejudicam a produtividade de alimentos no mundo, especialmente em
regibes aridas e semiaridas, a exemplo do Nordeste brasileiro. Essas regifes sdo mais

suscetiveis ao estresse salino por apresentarem déficit hidrico, solos rasos impermeaveis, além
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de um alto indice de evaporacdo e evapotranspiracdo (GHEYI, 2000). Adicionalmente,
estimativas apontam que aproximadamente 7% das areas utilizadas para agricultura estejam
afetadas pelo excesso de sais e, devido a técnicas inadequadas de manejo do solo e da
irrigacdo, essa porcentagem tende a crescer de forma exponencial nos proximos anos
(RENGASAMY, 2010).

O excesso de sais no solo prejudica as plantas por meio de dois efeitos principais: 0
efeito osmotico e o efeito i6nico. O efeito osmotico é resultado de um desequilibrio no
potencial hidrico entre a raiz da planta e o solo, o que causa menor absor¢do de agua e
consequente desidratacdo e reducdo da biomassa do organismo. Em contrapartida, o efeito
ibnico é resultado do acumulo de ions no solo, o0 que causa um influxo crescente de ions para
as raizes e consequente acumulo desses ions no citoplasma em quantidades que podem se
tornar toxicas. E importante ressaltar, contudo, que as plantas podem diferir em sua habilidade
de lidar com o estresse, podendo ser mais ou menos sensiveis dependendo do mecanismo de
resposta que apresentem. Adicionalmente, essa variagdo quanto ao grau de sensibilidade ao
estresse pode ocorrer tanto entre espécies diferentes como entre genoétipos diferentes, de
forma que dentro de uma mesma espécie podem existir individuos (geno6tipos) mais ou menos
sensiveis ao estresse salino que outros (KOSOVA et al., 2013).

Dentre as espécies mais afetadas pelo estresse salino pode-se destacar o feijdo-caupi
[Vigna unguiculata (L.) Walp.], ja que a espécie é amplamente cultivada em regibes aridas e
semiaridas por ser bastante adaptavel as condi¢bes existentes nessas regides, como as altas
temperaturas e o baixo indice pluviométrico. Alguns autores afirmam que o feijdo-caupi é
capaz de suportar condutividade elétrica até 2,2 dS m™ (22 mM de NaCl), algo que o tornaria
uma cultura sensivel a salinidade (BEZERRA et al., 2010). No entanto, outros autores
afirmam que a espécie é moderadamente sensivel ao estresse salino, por suportar salinidade
em torno de 4,9 dS m™ (49 mM de NaCl) (FAGERIA et al., 2011). Adicionalmente, Almeida
et al. (2011) afirmam que o grau de sensibilidade do feijao-caupi ao estresse salino € incerto,
podendo variar entre 0s gendtipos.

Diante do exposto, é notavel a urgéncia em se realizar estudos, especialmente em
espécies que apresentem importancia socioeconémica, a exemplo do feijao-caupi. O
investimento em estudos que busquem identificar as proteinas que possam estar relacionadas
com as respostas das plantas aos estresses ambientais permitiria inferir sobre 0 mecanismo de
defesa da planta, consequentemente a utilizagdo desse conhecimento poderia levar ao
melhoramento de muitas outras espécies economicamente importantes, evitando assim

grandes perdas na agricultura e na economia do pais e do mundo. Nesse sentido, 0 presente
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estudo teve como objetivo identificar as proteinas diferencialmente abundantes em dois
genotipos de feijao-caupi submetidos ao estresse salino. De acordo com estudos prévios, 0s

gendtipos escolhidos sdo contrastantes quanto ao grau de sensibilidade ao estresse salino.
MATERIAL E METODOS

Sementes de feijdo-caupi [V. unguiculata (L.) Walp.] foram fornecidas pelo Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) do Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA), em Recife
(PE). Essas sementes séo referentes aos gendtipos Sempre Verde Salgueiro, menos sensivel
ao estresse salino, e Mosqueado 383, mais sensivel ao estresse salino, de acordo com ensaios
prévios. As sementes de ambos o0s gendtipos foram semeadas em vasos contendo areia lavada,
umedecida com &gua destilada, e deixadas em casa de vegetacdo, no IPA. Em cada vaso
foram semeadas oito sementes, em delineamento experimental de blocos ao acaso, com dois
tratamentos (0 mM - controle, e 100 mM de NacCl), trés repeticGes e um tempo de coleta.

Nos primeiros sete dias apds o plantio, as regas foram feitas diariamente apenas com
agua destilada, em um volume aproximado de 100 ml, suficiente para manutencdo da umidade
do substrato. No oitavo dia ap6s o plantio foi realizado o desbaste, de modo a restar quatro
plantulas em cada vaso. Apos esse periodo, as regas passaram a ocorrer de acordo com 0S
tratamentos supracitados (0 mM - controle, e 100 mM de NaCl), durante oito dias. Ao término
desse periodo, procedeu-se a coleta das folhas, com vistas a extragdo das proteinas. Para isso,
todo o material coletado foi armazenado em freezer a - 80 °C pertencente ao Laboratério de
Gendmica do IPA, local onde posteriormente também procedeu-se a extracdo das proteinas.

As folhas de ambos 0s gendtipos submetidos aos tratamentos 0 mM (controle) e 100
mM de NaCl, durante oito dias, foram maceradas na presenca de nitrogénio liquido até a
obtencdo de um pd com textura fina. Em seguida, os extratos proteicos foram obtidos de
acordo com o protocolo descrito por Wang et al. (2003). Adicionalmente, para determinar a
guantidade de proteinas obtidas no processo de extracdo, empregou-se 0 método descrito por
Bradford (1976). Esse procedimento foi realizado no Laboratorio de Genémica e Protedmica
de Plantas, localizado na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), em Recife (PE).

Em paralelo, as amostras foram digeridas com tripsina (Promega), e dessalinizadas de
acordo com o protocolo descrito por Rappsilber et al. (2007), com modificagdes. Para esse
procedimento, foi feito o preparo das ponteiras (P200 pL) com discos Empore C18, contendo
um disco cada ponteira. Em seguida, as ponteiras contendo os discos foram lavadas com 20
uL de metanol, centrifugadas a 2000 rcf por 30s (com o auxilio de microtubos de 1,5 mL) e 0

metanol foi descartado. Posteriormente, foram acrescentados 20 pL de resina POROS® R2 e
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as ponteiras foram novamente centrifugadas a 2000 rcf por 30s. Duas lavagens foram
realizadas com 20 pL de Solvente A (&cido férmico 0,1% + acetonitrila 2%) para cada
ponteira contendo os discos Empore. Para retirar o residuo de acetonitrila, as ponteiras foram
novamente centrifugadas. Em seguida, as amostras foram solubilizadas em Solvente A,
inseridas nas ponteiras e centrifugadas a 2000 rcf por dois minutos. Posteriormente, as
amostras foram eluidas com 20 pL de solvente B (acido férmico 0,1% + acetonitrila 98%) e
secas em centrifuga a vacuo. Apos o término desse processo, foi feita uma quantificacao
adicional das amostras por NanoDrop (A280). Esses procedimentos foram realizados no
Laboratorio de Bioquimica e Quimica de Proteinas, pertencente ao Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade de Brasilia (UnB), em Brasilia (DF), local onde também se
procedeu a identificacdo das proteinas.

Apds a quantificacdo por NanoDrop, as amostras foram aplicadas em cromatdgrafo
liguido Dionex, para nanocromatografia nas seguintes condi¢des: aliquotas de 3 pg das
amostras foram injetadas em uma coluna de aprisionamento (trap-column) com 2 cm x 100
um, contendo particulas de C18 5 um. Os peptideos foram eluidos dessa coluna para uma
coluna analitica (32 cm x 75 pum, C18 3 um) ¢ desta para a fonte de ionizagdo do
espectrometro. O gradiente de eluicdo foi composto por acido férmico 0,1% em &gua
(solvente A) e &cido formico 0,1% em acetonitrila (solvente B), em um gradiente de 2 a 35%
de solvente B durante 180 minutos.

As fracdes eluidas diretamente na fonte de ionizacdo do espectrdmetro de massa, do
tipo Orbitrap Elite, foram analisadas em modo DDA (aquisi¢cdo dependente de dados),
gerando espectros MS1 no analisador Orbitrap (com resolucéo de 120.000 FWHM a 400 m/z)
entre as massas 350-1650 m/z, e exclusdo dinamica de 10 ppm. Para cada espectro MS1
foram escolhidos automaticamente os 20 ions mais intensos com cargas acima de 2 e
direcionados a fragmentacdo por CID (collision induced dissociation) com o ganho
automético controle (AGC) de 1 x 10° e tempo de preenchimento méximo (maximum TI) de
120 ms. A configuracdo para CID foi: janela de isolamento de 2,0 m/z em 20s, com AGC de 5
x 10%, maximum TI de 100 ms, com energia de colisdo normalizada em 35% e limiar para a
selecdo de 3000.

Os espectros obtidos foram alinhados e a quantificacdo de cada peptidio foi calculada
a partir da area de intensidade integrada por meio dos picos gerados pelos respectivos ions.
Esses calculos foram realizados com auxilio do software Progenesis®. Uma vez quantificados
e agrupados o0s eventos correspondentes a peptidios, a identificacdo de proteinas foi procedida

com auxilio do software Peaks®, que deduziu sequéncias a partir das informacdes de
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fragmentac&o e realizou a busca no banco de dados do NCBI. As informagdes de identificagéo
das protefnas foram inseridas no software Progenesis®, que as comparou com os dados
quantitativos gerados anteriormente.

Ainda utilizando o software Progenesis®, foi realizada uma anélise estatistica
multivariada para avaliacdo das diferengas entre os tratamentos e entre as replicatas,
esperando-se encontrar na analise de PCA um agrupamento entre as replicatas e
distanciamento entre os tratamentos. Em seguida, foi realizado um teste ANOVA para selecao
das proteinas que apresentaram abundancia com diferencas significativas entre os grupos.
Dessa forma, as proteinas reguladas foram agrupadas conforme seu perfil de abundancia nos
tratamentos estudados.

Posteriormente, as proteinas identificadas foram manualmente anotadas por meio da
ferramenta BLASTX®, para sua classificacdo de acordo com os processos biolégicos em que
participam, sua localizacdo subcelular, e suas funcdes moleculares. Dessa forma, foram
buscadas correlacBes entre as proteinas presentes em quantidades diferentes entre os

tratamentos e entre os genotipos avaliados.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores apresentados na Tabela 1, abaixo, revelam a quantidade aproximada das
proteinas totais presentes nas replicatas dos genotipos avaliados no presente estudo, de acordo
com os tratamentos aplicados.

Tabela 1 - Quantidade estimada das proteinas totais presentes em cada replicata analisada, de
acordo com o tratamento aplicado e o gendtipo avaliado

Genotipo Tratamento Replicata Proteinas totais (ug/pL)

2,57
0,51
1,87
1,53
3,23
3,08
1,44
1,67
1,20
1,31
1,50
1,86

0mM

Sempre Verde Salgueiro

100 mM

0mM
Mosqueado 383

100 mM

i
SEBowovoorwdr

Fonte: O Autor (2017).
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Os valores apresentados foram obtidos por meio da quantificacdo do material por
NanoDrop (A280). Adicionalmente, a observacdo desses valores nos permite afirmar que as
replicatas em questdo apresentam um bom rendimento no que diz respeito a quantidade de
proteinas totais presentes em cada uma, algo que reflete a boa execucdo do processo de
extracdo das proteinas, inicialmente realizado. Ademais, € possivel observar que as
quantidades obtidas variam para cada replicata e de acordo com o tratamento e gendtipo
avaliado, sugerindo, assim, que diferentes gendtipos em diferentes condicbes (tratamentos)
refletem diretamente na quantidade de proteinas em abundéncia na célula.

Diante do contexto, as Figuras 1, 2 e 3 exibem, de uma maneira geral, o resultado de
uma analise estatistica multivariada para a avaliacdo das diferencas entre os tratamentos (0 e
100 mM de NaCl), e entre as replicatas dos genotipos avaliados (Sempre Verde Salgueiro e
Mosqueado 383). A observacdo conjunta dessas Figuras revela a ocorréncia de uma maior
aproximagé&o entre as replicatas, e um maior distanciamento entre os tratamentos aplicados (0
e 100 mM de NaCl), algo esperado, ja& que as replicatas de um mesmo genoétipo submetidas ao
mesmo tratamento tendem a exibir uma resposta similar, e portanto se agrupar, ao passo que
as replicatas de genotipos diferentes, ou que foram submetidas a tratamentos distintos, tendem
a exibir respostas variadas, e portanto se distanciar. Nesse sentido, as analises dos
componentes principais realizadas nos permitem afirmar com segurancga sobre a ocorréncia de
um verdadeiro contraste (distanciamento) entre os tratamentos aplicados e gendtipos
avaliados, o que traz confiabilidade aos resultados obtidos.

Nesse sentido, os resultados apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4 mostram as proteinas
diferencialmente abundantes entre os tratamentos e replicatas dos genotipos Sempre Verde
Salgueiro, Mosqueado 383, e entre as replicatas dos gendétipos Sempre Verde Salgueiro e
Mosqueado 383 a 100 mM de NaCl, respectivamente. De uma maneira geral, foi possivel
identificar 251 proteinas diferencialmente abundantes nas trés andlises comparativas
realizadas, havendo maior nimero delas na analise comparativa realizada entre as replicatas
dos genotipos Sempre Verde Salgueiro e Mosqueado 383 a 100 mM de NaCl (Tabela 4: 124
proteinas) e menor nimero delas na analise comparativa realizada entre os tratamentos e
replicatas do gendtipo Sempre Verde Salgueiro (Tabela 2: oito proteinas).

O numero de proteinas diferencialmente abundantes, identificadas nas trés
comparagOes realizadas, pode estar fortemente relacionado ao grau de sensibilidade ao
estresse salino demonstrado por cada gendtipo avaliado, ja que o grau de sensibilidade atua
como um fator determinante no que diz respeito ao tipo de comportamento que um

determinado genotipo apresentara quando submetido, ou ndo, a um dado estresse. Dessa
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forma, a abundancia de uma determinada proteina poderia ser consequéncia desse
comportamento.

A identificacdo de apenas oito proteinas diferencialmente abundantes entre o0s
tratamentos aplicados e entre as replicatas do gendtipo Sempre Verde Salgueiro (Tabela 2),
por exemplo, pode estar relacionada com o fato desse gendtipo ser menos sensivel ao estresse
salino que o genétipo Mosqueado 383 (Tabela 3), que apresenta 119 proteinas
diferencialmente abundantes. O menor nimero de proteinas diferencialmente abundantes
identificado ao se comparar as replicatas estressadas com as replicatas ndo estressadas
indicaria, portanto, que o gendétipo Sempre Verde Salgueiro (Tabela 2) suportou bem o
estresse, ao contrario do genétipo Mosqueado 383 (Tabela 3), cuja grande quantidade de
proteinas diferencialmente abundantes refletiria o fato de que esse genétipo nao suportou bem
0 estresse salino imposto.

Ainda nesse contexto, a identificacio de um menor ndmero de proteinas
diferencialmente abundantes permite inferir, portanto, sobre a auséncia de alteracGes
significativas na fisiologia do organismo frente ao estresse salino, por outro lado, a
identificacdo de um maior nimero de proteinas diferencialmente abundantes permite inferir,
portanto, sobre a ocorréncia de alteragdes significativas na fisiologia do organismo frente ao
estresse salino, essas alteracOes seriam significativas ao ponto de serem capazes de afetar a
abundancia de um nimero expressivo de proteinas dentre a quantidade total anteriormente

identificada.
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Figura 1 - Analise dos componentes principais resultantes da comparacdo entre os tratamentos e replicatas do genétipo Sempre Verde
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Fonte: O Autor (2017).

Figura 2 - Analise dos componentes principais resultantes da comparacdo entre os tratamentos e replicatas do genotipo Mosqueado 383
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Figura 3 - Analise dos componentes principais resultantes da comparacéo entre as replicatas dos genotipos Sempre Verde Salgueiro e

Mosqueado 383, a 100 mM de NaCl
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Tabela 2 - Proteinas diferencialmente abundantes entre os tratamentos e replicatas do genotipo Sempre Verde Salgueiro

85

Abundancia normalizada

Acesso (gi)  Anova (p) Proteinas 0mM 100 mM
1 2 3 4 5 6
190524257  0,019748642 transketolase, chioroplastic 214573,1 3091254 3341356 175568,2 159409,9 164076,1
[V. radiata var. radiata]
190479143  0,021016692 probable zinc metalloprotease EGY2, 2441478 1368,726 1290,338 3144411 4230,818 3739,268
chloroplastic [V. angularis]
glucose-1-phosphate adenylyltransferase large
190439852  0,026311184 subunit 3, chloroplastic/amyloplastic 3472,764 1945866 2642828 6730,555 4652,827 A4757,846
[V. angularis]
100538822  0,031731985  JPFO603 protein At1g54780, chloroplastic g /e 075 7561 081 3885152 120445 16634.64 16077,68
[V. radiata var. radiata]
190499841 0,03460233 cysteine synthase-like [V. radiata var. radiata] 1646,874 1685,828 988,3086 3902,541 3041,525 2214,035
190525140  0,039482023 polygalacturonase inhibitor-like [V. angularis] 5774,272 8939,357 9817,089 5113,155 4503,695 3262,645
190525446  0,041650311 phosphoglycolate phosphatase 18, 3141058 5782498 5260642 2231637 2691801 27006.46
chloroplastic-like [V. radiata var. radiata]
190467257  0,048482356 /1" -dependentzinc metalloprotease FTSH 2, 5,55 056 07479 4932132 1565,126 2013.446 3093,205

chloroplastic [V. angularis]

Fonte: O Autor (2017).



Tabela 3 - Proteinas diferencialmente abundantes entre os tratamentos e replicatas do gen6tipo Mosqueado 383
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Abundancia normalizada

Acesso (gi) Anova (p) Proteinas 0 mM 100 mM
7 8 9 10 11 12
190473011 1,07E-05 CPRDA46 protein [V. unguiculata] 35347,88 35760,45 4173362 7168435 7170,427 775886
190493106 1,36E-05 annexin-like protein RJ4 [V. radiata var. radiata] 38362,47 40450,29 37129,4 18040,04 17790,43 18729,16
190472049  0,0001795 geranylgeranyl diphosphate reductase, 7552,155 7323,424 6381727 1878,618 2392,121 1932,616
chloroplastic [V. angularis]
190427283 0,0002354 isoflavone reductase-like protein 50609,08 44779,9 4435895 23844,83 21000,19 2323753
[V. radiata var. radiata]
190480584  0,0002841 CPRDA46 protein [V. unguiculata] 103276,8 122150,6 159982,1 15559,49 21604,29 1953546
4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol
190447036 0,0003111 kinase, chloroplastic/chromoplastic 2746,69 3062,469 2762,199 1626,112 1758,2  1756,95
[V. radiata var. radiata]
190497501 0,0003156 tryptophan aminotransferase-related 116251,2 108938,2 1514995 33175,31 35531,61 37931,65
protein 4-like [V. radiata var. radiata]
190524474  0,0003418 CPRDA46 protein [V. unguiculata] 196639,7 317494,3 281797 41106,17 30054,75 38812,98
190429517  0,0004298 CPRDA46 protein [V. unguiculata] 34964,22 26810,75 21601,88 4923,968 3857,863 5157,595
190480330 0,0005201 glutamate decarboxylase-like 12067,2 1174524 12471,86 4081287 5140,841 5438,558
[V. radiata var. radiata]
190460024 0,0005748 fruit protein pKIWI502 isoform X1[V. angularis] 54248,56 69917,29 4518136 1461375 16139,58 1447579
100438104 00006718  ferredoxin--NADP reductase, leaf isozyme, 150,389 1574497 1172258 8483601 770694 8521264
chloroplastic [V. radiata var. radiata]
190418970 0,0007502 putative rubisco activase, partial [V. unguiculata] 46674,13 38035,94 40640,13 22458,24 21337,31 23543,73
190423895 0,0008068  Pnenolic glucoside malonyltransferase 1-like 1547 159 3349373 5451729 1161,102 1204,613 1101,129
[V. radiata var. radiata]
190459569 0000838 22 KDa ”bO”UC"ES/p;Orfgm aAri’S‘]m'orOp'aS“C"'ke 1188,702 1270,291 1307,683 3379,525 4753774 5319,764
190433854 0,0010508 9'“Cose“fr“Ctos[f/og:]dg%rlzci‘ij:]tase I50form X3 15849,37 1453644 12914,95 8349572 8437,868 8802,705
190414316 0,0011844  ferredoxin-thioredoxin [V. radiata var. radiata]  5720,208 5783,855 5128,487 3359,22 3151,825 2738,771
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190513616
190418679
190495614

190474146

190423418

190522086

190529474

190439370

190517128

190505270
221049535
190439014

190472712
190429939

182660096

190494985

190458549
190523886

0,0015417
0,001835
0,0025087

0,0027366
0,0028714
0,0029087
0,0029595
0,0030452
0,0032884

0,0038833
0,004332
0,0046515

0,0047589
0,0049253

0,0052833
0,0055185

0,0055921
0,0056774

glutamate-glyoxylate aminotransferase 2
[V. radiata var. radiata]
CPRD46 protein [V. unguiculata]
allene oxide synthase 1,
chloroplastic-like [V. angularis]
ATP synthase subunit beta, mitochondrial
[V. radiata var. radiata]
ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic [V. angularis]
isoflavone reductase-like protein
[V. radiata var. radiata]
28 kDa ribonucleoprotein, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
glycine-rich RNA-binding, abscisic acid-inducible
protein [V. radiata var. radiata]
20 kDa chaperonin, chloroplastic-like
[V. angularis]
aspartate aminotransferase P2, mitochondrial
[V. angularis]
S-adenosylmethionine synthase [V. angularis]
fructose-1,6-bisphosphatase, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
Coproporphyrinogen-I11 oxidase [Morus notabilis]
lectin precursor [V. unguiculata]
nucleoside diphosphate kinase 1
[V. radiata var. radiata]
chloroplast stem-loop binding protein of 41 kDa b,
chloroplastic [V. radiata var. radiata]
synthase, chloroplastic/chromoplastic
[V. angularis]
seed linoleate 9S-lipoxygenase-like [V. angularis]

1551,501
106551,4
6867,569

130522,6
1471426
6977,005
204634,6
8833,426
72661,15

3233,029
4081,745
55071,96

7705,149
7037,566

12876,51
32506,13

11001,05
1598,655

1429,986
143411,6
11719,7

115334,8
1482229
6900,351
193765,3
9180,605
71688,23

3458,691
2930,69
43255,67

6183,487
7425,027

15810,88
30221,88

1444231
1750,658

1363,234
197673,8
12819,62

130649,2
1337799
7773,8
167308,4
10192,97
62291,96

2766,213
2124,348
42303,21

7434,008
5947,861

12685,74
29183,52

9947,433
2802,763

819,0736
24616,97
2438,999

76363,64
981740,7
2552,136
120586,2
3376,253
43417,84

1829,523
992,737
28122,51

3724,591
3421,281

5592,562
17377,58

6245,607
546,9091

644,709
31123,05
2808,223

90038,01
856243,4
3209,19
113380,9
4865,819
4439451

2119,886
1000,931
29252,28

3821,223
3092,955

7664,462
22431,08

4997,911
634,8518

613,4781
36634,32
2667,556

81954,49
1020606
3877,032
127466,9
4680,201
49733,36

1863,099
899,6184
28426,41

4662,132
4243,375

7580,262
19818,91

6010,741
799,5574
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182660292

190461641

190497741

190511701

190551218
190540913
190444744

190525140
190412448
190438281

190452852

190516549

190435363

182659142

190495886
190487807

182661426
221049446
190485268

0,0061067
0,0061569
0,0062758
0,0064338

0,0064672
0,0065018
0,0066142

0,0071675
0,007196
0,0076869

0,0079826
0,0090454
0,0095108

0,0095545

0,0103908
0,0104227

0,0108704
0,0114568
0,0122357

mannose-specific lectin alpha chain-like
[V. radiata var. radiata]
hypothetical protein VIGAN_01490300
[V. angularis var. angularis]
allene oxide synthase 1, chloroplastic-like
[V. angularis]
iron-superoxide dismutase precursor
[V. unguiculata]
uncharacterized protein LOC108341985
[V. angularis]
elongation factor 1 beta [V. unguiculata]
2-methylene-furan-3-one reductase-like
[V. angularis]
polygalacturonase inhibitor-like [Vigna angularis]
trypsin inhibitor A-like [V. radiata var. radiata]
40S ribosomal protein AS [V. radiata var. radiata]
stromal 70 kDa heat shock-related protein,
chloroplastic [V. radiata var. radiata]
2-methylene-furan-3-one reductase-like
[V. radiata var. radiata]
CBS domain-containing protein CBSX1,
Chloroplastic [V. radiata var. radiata]
ATP synthase CF1 beta subunit (chloroplast)
[V. unguiculata]
malate dehydrogenase, glyoxysomal [V. angularis]
UDP-glycosyltransferase 84B2-like [V. angularis]
isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase |
[V. radiata var. radiata]
cyanate hydratase [V. radiata var. radiata]
oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]

14511,39
2899,447
25115,58
31772,07

3517,241
10749,18
59621,43

37181,74
16454,84
15705,2

9400,825
1525,644
5604,281

488253,9

38839,71
5264,335

3977,444
1369,521
264114,3

87143,54
3104,673
50251,07
18646,59

2986,951
10636,39
67456,93

19502,26
83094,29
12266,14

8439,364
1667,387
3787,398

507166,5

29473,28
2768,208

3075,76
1936,085
345543,2

61325,44
2201,816
31757,42
23185,94

3666,418
7773,549
62686,5

20174,58
48499,62
12432,54

7695,988
2002,57
4845,654

391026,3

42387,86
3347,154

2746,49
1608,798
195696

2716,01
1474,539
12587,62
2542,775

1646,929
5223,409
39355,54

8181,597
3151,971
7706,117

3801,418
1016,262
2182,143

314186,8

22606,56
1123,605

1928,022
1012,248
126659,5

1698,89
1439,223
10887,82
6768,336

830,7203
5756,356
34133,06

6924,354
4044,647
7762,356

4904,56
1109,13
2809,888

256792,1

21314,99
1270,315

1243,848
1009,246
67928,53

2128,087
1615,053
10360,67
4833,852

1056,524
5109,429
45613,31

8868,534
3491,927
9193,973

5453,148
1199,524
2504,196

294030,9

22150,43
1651,964

1415,156
1075,582
85108,8
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190515706
190463483
190471808

190471896

190442647

190414913

190411775

190449706

190521857
182660060
190450370

190554630

190547794

190468544
190550936
190517444

190437328

0,0122968
0,0125508
0,0129548

0,0130482
0,0130701
0,013421
0,0146594
0,015993

0,01711
0,0175533
0,0179126

0,0179926
0,0200591

0,0200844
0,0202537
0,0206611

0,0219686

phosphoglycolate phosphatase 1B, chloroplastic-
like [V. radiata var. radiata]
proteasome subunit alpha type-5 [Glycine max]
hsp70-Hsp90 organizing protein 3-like
[V. angularis]
uncharacterized protein LOC108323022
[V. angularis]
chaperone protein ClpC, chloroplastic-like
[V. angularis]
chlorophyll a-b binding protein CP29.3,
chloroplastic [V. angularis]
ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1,
chloroplastic [V. angularis]
GDSL esterase/lipase At5g33370-like
[V. angularis]
L-glyceraldehyde 3-phosphate reductase isoform
X1 [V. radiata var. radiata]
cytochrome f (chloroplast) [V. unguiculata]
ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic-like [V. angularis]
uncharacterized protein LOC108343949
[V. angularis]
tryptophan aminotransferase-related protein 4-like
[V. radiata var. radiata]
probable xyloglucaendotransglucosylase/hydrolase
protein 23 [V. angularis]

Calvin cycle protein CP12 [Glycine soja]
ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic [V. angularis]
ribulose-phosphate 3-epimerase, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]

2337,422
4271,35
1735,676

4213,943
28640,44
15596,42
4876841
18514,1

2491,916
189697,4
4374,351

5166,048
18145,54

5801,579
86839,62
1446143

21459,09

2858,387
3980,869
1370,916

4896,622
15841,45
16821,6
4371292
22177,99

1934,128
164929,9
3423,721

3676,636
25831,32

3253,105
74700,54
95613,81

231477

2002,806
3451,545
1302,702

2390,756
18938,42
12794,2
3579908
15329,53

1645,828
141748,9
5338,771

4003,403
12784,46

3561,436
35995,35
143075,1

14340,5

1594,353
1728,167
785,5517

1261,764
10095,81
7802,285
3028255
11590,63

1160,651
78966,76
1863,911

1882,913
8733,311

2045,25
19799,94
44054,25

10637,4

1349,931
2600,042
984,2854

1597,477
8419,027
9868,407
2395923
6777,244

1314,274
105845,9
2529,729

2742,587
5087,501

1694,644
22022,07
68554,12

10364,25

1310,173
2267,813
684,0246

1148,842
9667,581
10070,32
2575093
8114,742

1139,895
110106,7
2526,042

2504,615
7403,923

2177,179
11021,03
69242,07

11927,15
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190472064
190493138

190525703

190483919
190417988
190479522
190522234

190542742

190478281

190478138

190477103

190469602

190421774

190552841
190462394
190500691

190516206

190475055
190453993

0,0224412
0,0226403

0,0226919

0,0227392
0,0228579
0,022865
0,0230789

0,0231497
0,0235575
0,0256606
0,0271811
0,0275385
0,0276621

0,0281702
0,028269
0,0283571

0,0289356

0,0295244
0,030047

gamma-glutamyl hydrolase-like [V. angularis]
ruBisCO large subunit-binding protein subunit
alpha [V. angularis]
ruBisCO large subunit-binding protein subunit
alpha [V. radiata var. radiata]
phosphoribulokinase, chloroplastic [V. angularis]
CPRD46 protein [V. unguiculata]
40S ribosomal protein S19-1[V. angularis]
phosphoribulokinase, chloroplastic [V. angularis]
cysteine synthase, chloroplastic/chromoplastic
[V. angularis]
probable aspartyl aminopeptidase
[V. radiata var. radiata]
Stromal 70 kDa heat shock-related protein,
chloroplastic [Glycine soja]
protein THYLAKOID FORMATIONL,
chloroplastic-like [V. angularis]
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic [V. angularis]
2-alkenal reductase (NADP(+)-dependent)-like
[V. radiata var. radiata]
malate dehydrogenase, cytoplasmic [V. angularis]
mitochondrial outer membrane protein porin of 36
kDa-like [V. angularis]
40S ribosomal protein S30
[Beta vulgaris subsp. vulgaris]
photosystem | chlorophyll a/b-binding protein 6,
chloroplastic [V. angularis]
chlorophyll a-b, chloroplastic-like [V. radiata]

8354,519
1299,506

12708,53

97559,58
7157,859
5744,821
169606,2

30082,51
2524876
70962,97
8816,651
17901,51
119760,3

2435,012
7547,039
1367,294

628,1865

1642,362
925411,3

9220,027
1730,643

12284,05

73825,88

12746,07

5025,346
215566

22262,54
2213,254
45225,32
7660,524
11377,32
106911,8

2750,446
6321,911
1031,465

849,3292

1238,87
994039,8

7718,419
990,9807

10313,97

58458,04
11087,65
3588,402
137183,9

20570,29
1362,844
51903,81
7352,636
13379,05
1432143

3465,991
4122,955
861,585

715,8812

1555,395
553456,5

4543,519
436,7136

9056,34

43490,55
1303,97
2522,723
114510,1

14943,48
1045,829
34168,08
4205,488
7499,027
94980,47

1321,163
3135,007
578,2713

399,3583

863,3265
4114243

6378,33
744,1172

6078,036

45255
3892,154
2488,534
77501,22

14220,97
980,213
35524,19
6168,963
9639,856
69311,24

1853,363
3049,827
525,8925

544,1123

849,3999
440742,4

5904,795
609,4336

6694,981

35360,75
3268,501
3074,938
85955,6

16784,82
990,986
34073,73
5359,003
7992,135
78131,36

1922,575
3313,15
736,9777

495,4063

1156,811
445733,7
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190435164

190509345

190543462

190462777

190471558

190480279

190458082
190482062
190468191

190434987

190427949

190501012

182661040

190470134

190418847

0,0300904

0,0313167

0,0318567

0,0323628
0,0327428
0,0334743

0,033525
0,0337813
0,0356133

0,0358663
0,0365488
0,0367256
0,0386683
0,0403978

0,0415356

magnesium-chelatase subunit Chll, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--
homocysteine methyltransferase
[V. radiata var. radiata]
putative phosphatidylglycerol/phosphatidylinositol
transfer protein DDB_G0282179
[V. radiata var. radiata]
aldo-keto reductase family 4 member C9-like
[V. radiata var. radiata]
50S ribosomal protein L6, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
chlorophyll a-b binding protein CP26, chloroplastic
[Glycine max]
photosystem | P700 apoprotein A2 (chloroplast)
[V. unguiculata]
40S ribosomal protein S18 [V. radiata var. radiata]
glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase,
chloroplastic [V. angularis]
50S ribosomal protein L12, chloroplastic-like
[V. radiata var. radiata]
copper transport protein ATX1
[V. radiata var. radiata]
30S ribosomal protein S9, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
phospholipase D alpha 1-like
[V. radiata var. radiata]
cytochrome c oxidase subunit 2, mitochondrial
[V. radiata var. radiata]
60S acidic ribosomal protein P2B-like
[V. radiata var. radiata]

1452,1

46756,36

4183,805

12356,83
9425,057
464186,7

128443,8
6861,9
19632,51

22356,18
8651,357
13492,81
12210,16
1560,793

6101,07

873,7601

40322,81

3544,084

8868,912
7649,02
447715,5

167220,8
10377,73
16222,97

14216,16
5012,143
19002,26
6147,839
2340,936

4307,548

909,7208

30141,38

2858,59

8519,118
7287,125
299988,1

125433
8469,453
12714,24

13732,46
5187,926
13033,29
9214,702
1648,358

3159,69

562,476

23020,11

2631,59

5307,931
6402,217
211617,3

106346,4
5625,067
11689,77

6642,296
3826,144
10596,56
15874,95
1256,18

2697,148

521,4769

10268,37

1978,677

7255,283
4618,914
254384,3

68673,62
5936,604
7741,62

8915,248
2806,481
7123,77
15559,22
522,4918

2400,924

670,0595

17357,71

2047,54

5471,808
4204,747
262915,9

82740,26
4524,764
8603,316

10593,89
3341,629
9349,072
21008,75
694,3477

2156,676
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190533371
190435480
190522242
190507186

190538822

190474999

190507280

182661400

190455714
190473773

190430110

190524413

190485360

190468727

0,0420389
0,0426524
0,043533
0,0444511

0,0444905
0,0452586
0,0459614

0,046286

0,0468599
0,04741

0,0481676
0,0485044
0,049312

0,0517875

serine hydroxymethyltransferase 4 [V. angularis]
60S ribosomal protein L5-like
[V. radiata var. radiata]
peroxidase E5-like [V. angularis]
pyrophosphate-energized vacuolar membrane
proton pump [V. angularis]

UPF0603 protein At1g54780, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
porphobilinogen deaminase, chloroplastic-like
[V. angularis]
2-alkenal reductase (NADP(+)-dependent)-like
[V. radiata var. radiata]
uncharacterized protein LOC108320644 isoform
X1 [V. angularis]
40S ribosomal protein S13 [V. radiata var. radiata]
glutathione S-transferase U18 [V. angularis]
50S ribosomal protein L1, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
uncharacterized protein LOC106756427 isoform
X2 [V. radiata var. radiata]
thioredoxin M-type, chloroplastic-like
[V. radiata var. radiata]
aldo-keto reductase family 4 member C9-like
[V. radiata var. radiata]

4167,747
2123,333
18959,45
2184,999

43085,63
8251,83
7065,771

4376,869

1360,723
23589,05

5240,324
2635,101
37405,85

14415,48

2855,322
2796,994
21183,26
1415,807

29415,83
4238,715
7574,751

3302,594

1457,729
14951,84

3854,124
1918,231
36015,54

11311,69

3479,842
2040,529
9731,242
1233,364

25531,77
6241,813
9452,301

2735,767

1013,015
11762,8

3193,467
1330,276
22726,91

13703,85

2349,09
1310,51
8139,646
995,8553

19496,92
2909,152
3403,84

1049,343

834,9639
6903,452

2331,321
1043,754
17884,13

6369,925

782,3745
1755,93
8049,06

959,4968

19870,63
3960,48
5170,732

1910,925

934,4824
9339,565

2026,769
1006,583
20075,97

10556,66

1061,835
1013,066
6471,735
786,0305

21168,84
2680,038
5844,788

2137,599

612,5221
9332,239

2953,261
1165,293
21031,59

8604,489

Fonte: O Autor (2017).
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Tabela 4 - Proteinas diferencialmente abundantes entre as replicatas dos gendtipos Sempre Verde Salgueiro e Mosqueado 383 a 100 mM de NaCl

Abundancia normalizada

Acesso (gi)  Anova (p) Proteina SVS M383
4 5 6 10 11 12

190555720  1,73E-05 albumin-2-like [V. angularis] 9916237 1127495 1086603 3122091 33267.04 3078199

182658828  0,000112973 probable protein disulfide-isomerase A 1056326 1212531 1101011 566,4969 530,2677 568,4192
[V. radiata var. radiata]

100450489 0000167214  'UBISCO large subunit-binding protein subunit oo/ 79 5978507 5523221 35337.8 337467 3171281

alpha [Glycine max]

100422734  0,000211463 60S ribosomal protein L10-like 1332.857 1211451 1394423 7411715 7691476 737,4924
[V. radiata var. radiata]

100476059 0,000304872 ''oulose bisphosphate carboxylase small chain 1, ego0/6 2404735 2453287 1517206 1607360 1473174
chloroplastic [V. angularis]

182660096  0,000311376 nucleoside diphosphate kinase 1 1803237 1784511 1940354 7367.937 8825374 9035825
[V. radiata var. radiata]

100422463  0,000446712 cyclophilin [V. mungo] 1412883 3011568 2873818 1487,725 1744483 1676,905

100515648 0000455519  ''bulose bisphosphate carboxylasefoxygenase  ,,10009 0042709 1982236 1050953 8620767 1004134

activase, chloroplastic [V. angularis]
190456818 0000524873 chlorophyll a-b binding protein CP29.3, 5448171 5310104 4928911 3188931 2813201 3209351
chloroplastic [V. radiata var. radiata]

190423303  0,000537354 protochlorophyllide reductase, 5976.761 5107,292 6341591 2174675 2250593 2652427

chloroplastic [V. angularis]
haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-

190502022  0,000843244 containing protein At3g48420 1378476 1448024 1281288 8601,79 9521416 8840333
[V. radiata var. radiata]

190414167 0,000987253  GDP-mannose 3,5-epimerase 2 [V. angularis]  2697,182 2906,135 2610,021 1346,882 1356,816 1045,161

190414913 0001082533 chlorophyll a-b binding protein CP29.3, 1769814 2235523 1798576 8323265 9545622 9575.475
chloroplastic [V. angularis]

100435164 0,001327035 Magnesium-chelatase subunit Chll, chloroplastic -0 50, 5080508 1720803 860,503 788,6247 7856193
[V. radiata var. radiata]

190524649  0,001357164 ATP synthase gamma chain, chloroplastic 7887332 8788478 8277742 5639121 4987064 4714463

[V. radiata var. radiata]
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190449863
190514098

190461477

190526756

190498989

190556330

190442647

190482062

190547642

190414316

190500691

190446266
190451226
190473939

190488920

190504541

0,001559479
0,001779956

0,00185799
0,001943882
0,00224212
0,002537213
0,002791036
0,002905216
0,002976256
0,003084088
0,003308903

0,003379899
0,003387303
0,0036618

0,004051703

0,004179809

catalase 2, partial [V. unguiculata]
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B,
chloroplastic [V. angularis]
ferredoxin-dependent glutamate synthase,
chloroplastic isoform X1 [V. angularis]
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
[V. radiata var. radiata]
superoxide dismutase [Cu-Zn], chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
L-3-cyanoalanine synthase 2, mitochondrial
isoform X2 [V. angularis]
chaperone protein ClpC, chloroplastic-like
[V. angularis]
40S ribosomal protein S18
[V. radiata var. radiata]
aminomethyltransferase, mitochondrial
[V. radiata var. radiata]
ferredoxin-thioredoxin reductase, variable chain
[V. radiata var. radiata]
mitochondrial outer membrane protein porin of
36 kDa-like [V. angularis]
ATP-dependent zinc metalloprotease FTSH 2,
chloroplastic [V. angularis]
catalase [V. angularis]
60S acidic ribosomal protein P2-1-like
[V.angularis]
iron-superoxide dismutase precursor
[V. unguiculata]
40S ribosomal protein S28
[V. radiata var. radiata]

169539,8
172176

8950,284
5381,641
11698,66
1952,938
25558,11
10929,02
123590,9
10041,78
4194,141

28828,97
35477,51
8338,989

26755,6

2294,729

174373
147614

9836,313
5522,019
6966,96
1901,11
24685,83
9816,424
130355,3
12856,8
4976,406

34907,71
51163,87
7867,57

16733,52

2907,603

146686,1
140691,3

11905,51
5001,068
5601,908
1766,071
19203,56
11612,86
122325,3
11076,59
4074,303

29021,43
42163,5
6150,314

17345,29

2085,043

75012,64
96071,21

4934,178
3731,05
55514,97
942,7407
11502,63
6078,315
89791,34
6504,86
2470,495

19999,88
22372,33
4224,42

1775,119

1276,534

52228,9
97950,7

5230,264
3136,087
42998,11
614,1767
8331,232
58349
71503,11
5251,207
2916,351

1724151
18370,99
3483,422

4545,626

997,2186

68405,13
91577,78

4291,268
3524,608
36211,45
822,0694
9867,701
4512,439
74045,79
4882,187
2689,736

16204,68
19516,14
3536,148

3430,245

913,7577
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190556099  0,004328632 tr'OSEphOSphEF\‘j 'Zﬁgﬁgﬁi‘z’]"h'omp'“t'c 6323959 8426228 78003.04 45960,92 4127475 44368,19

190553596 0,004401162 leghemoglobin reductase [V. angularis] 8149,844  9573,7 9766,1 5211,181 6106,373 6128,814
100464784 0004718454  chlorophyll a-b binding protein CP24 10A, o301 13 633784 5004586 2109893 2554546 263715
chloroplastic-like [V. angularis]
L-glyceraldehyde 3-phosphate reductase isoform
X1[V. radiata var. radiata]
ketol-acid reductoisomerase, chloroplastic
[V. angularis]
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
[V. angularis]
190455379 0,005405042 Uncharacterized protein LOC106770165 isoform o768 55 1076821 8330,802 4631,220 3331407 4730175
X2 [V. radiata var. radiata]
190550235  0,00559717  phosphoglucomutase, cytoplasmic [V. angularis] 1584,474 1402,183 1093,241 645,1531 680,4103 770,2126
190431002  0,005721637 ferredoxin-dependent glutamate synthase, 14165 o5 9433301 21731,72 1479713 13365,86 1478553
chloroplastic isoform X1[V. angularis]
glycine dehydrogenase (decarboxylating),
mitochondrial [V. radiata var. radiata]
carbonic anhydrase, chloroplastic isoform X1
[V. angularis]
20 kDa chaperonin, chloroplastic-like
[V. angularis]
adenylosuccinate synthetase 2, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
malate dehydrogenase, glyoxysomal
[V.angularis]
190550897 0,007803874  |Inolenate hydm[f/erg:éﬂf;%z]se’ chloroplastic 5543574 3764304 2303377 8422335 6502,772 7185,623
190430050 0,007830794 lectin precursor [V. unguiculata] 8862,563 10942,99 9118,822 5939,403 4493,569 5996,788

190447235  0,007883286 pmto‘:h'°r°phy['\'/'dgnrggf;rt§s]e’ chloroplastic 038 404 2992.859 1933.376 802,0507 1054213 1186534

190483926  0,00473592 1427,626  1729,82 1883,004 1076,264 948,1984 974,5471

190442055 0,00474689 4749,487 5434,016 4100,423 3026,954 2556,287 2686,78

190498340 0,005104681 10637,39 14088,32 11647,84 7056,852 5364,437 5033,673

190446318 0,006083608 54063,33 80368,39 60892,58 27967,87 22835,47 33073,99

182660903 0,006114066 599597,2 694077,9 6107715 360034 451028,3 426461,4
190548553 0,006673128 81677,7 1068654 79367,23 54244,09 49419,23 54712,36
190475866 0,006975045 2251,839 2382,182 2139,934 871,5742 321,227 436,906

190415249 0,007610756 46793,51 68493,61 5549228 27724,54 29533,73 33779,01
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221049446 0,008129666 cyanate hydratase [V. radiata var. radiata]  1646,489 2765526 2578,459 1065776 9614932 1018,236
190415581 0,008431068 thiol protease aleurain-like [V. angularis] 1178,198 1739,19 1547,836 2462,986 2724,658 2920,957
glucose-1-phosphate adenylyltransferase large
190554957  0,008575351 subunit 3, chloroplastic/amyloplastic 4526,368 6941,25 6778,406 2763,466 3237,011 259367
[V. radiata var. radiata]
190509447  0,009239907 malate dehydrogenase, cytoplasmic 2161,916 1646146 1515337 881,3998 572,559 449,6288
[V. radiata var. radiata]
190419476 0,010334472 transketolase, chloroplastic [V. angularis] 130623,1 201286,5 185957,9 88815,05 96820,43 81310,2
190444684 0,011293653 205 Protease regulatory subunit S10B homolog B 5ea0 565 5572175 471881 2591,142 1737,523 2286,409
[V. radiata var. radiata]
biotin carboxylase 1, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
40S ribosomal protein S4-1
[V. radiata var. radiata]
190466199  0,012583986 505 ”bosom?{/p;‘;]tgma'ﬁs’]‘:h'°r°p'a‘°’“c 11039,6 8933,231 7951,833 5284,158 6013,427 6168,787
190468749  0,012631339 carbonic anhydrase [V. unguiculata] 13280,96 17251,28 11872,94 8846529 8621,085 8469,382
190445528 0,012714229 plastocyanin [V. angularis] 436437,6 618627,1 464232,3 759120,4 980666,7 952632,2
190478520  0,013393581 ribosome-recycling factor, chloroplastic 15117,56 1896529 13930,58 9350,231 10567,87 10890,62
[V. radiata var. radiata]
ACT domain-containing protein ACR11-like
[V. angularis]
190468739  0,014732521 ””Chara“te”z[e\‘j %2?;?&#?108333254 6730,468 3832447 3585237 9664,743 14562,63 17469,95
190514805 0,014763291 phosphoribulokinase, chloroplastic [V. angularis] 2885,425 6555,913 6355,483 1062,234 1428,644 1785,385
100465893  0,015692942 probable aldo-keto reductase 1 1378806 1930,457 1304,103 8942204 5218421 678,0057
[V. radiata var. radiata]
190430839 0,015758681 elongation factor 1-alpha [V. radiata var. radiata] 57885,9 71512,91 72784,47 36301,21 49256,47 42086,4

100468191 0016200161  dlutamate-l-semialdehyde 2,1-aminomutase,  19c70 54 2704376 1929577 14202.00 9445479 9660 281
chloroplastic [V. angularis]

190501543 0,011311368 882,2718 1381,54 1327,341 419,2441 526,6355 626,4351

190422555 0,012454644 8381,134 7393,377 7085122 3686,487 5460,777 4337,278

190491751 0,014535675 39585,02 38747,36 42000,58 18357,96 22677,25 29075,18
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60S acidic ribosomal protein P2B-like
[V. radiata var. radiata]
190513970  0,016333668 60S ribosomal protein L7-2 isoform X1 g6e4 459 1396779 1008492 7587,555 6361,434 7314,144
[V. radiata var. radiata]
190468562 0,016503117 glutamine synthetase [V. unguiculata] 10155,23 12801,72 12031,51 24534,49 16596,28 18965,32
190447515 0,016961539  tubulin alpha-3 chain [V. radiata var. radiata]  9833,125 8407,85 5927,619 4309,391 3762,702 4557,521
190461641 0,0177074g1 Uncharacterized protein LOC108336226 Isoform 4319 g48 1517994 1539227 948,553 782,205 1112,739
X1 [V. angularis]
proteasome subunit alpha type-7

[V. radiata var. radiata]
macrophage migration inhibitory factor homolog

[V. radiata var. radiata]

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate

190430579 0,018745275 homocysteine methyltransferase 159621,6 119320,7 104125,3 65865,31 55906,34 80927,82

[V. radiata var. radiata]
membrane-bound ATP synthase subunit B, partial

(chloroplast) [V. unguiculata]
transketolase, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
oxygen-dependent coproporphyrinogen-I1i
oxidase, chloroplastic [V. radiata var. radiata]
uncharacterized protein LOC108343949
[V. angularis]

40S ribosomal protein S5

[V. radiata var. radiata]
182660872  0,022065323 uncharacterized protein LOC106775053 10817,2 6522,404 5612,769 2534,066 3449291 3695475

[V. radiata var. radiata]

190544348 0,022730149 elongation factor 2 [V. radiata var. radiata] 9124,736 6411,169 6772,73 5246,62 4419,388 4615,628

100527190 0022751758  'UBISCO large subunit-binding protein subunit e/ 13 15618091 1236045 1015501 8973  9423.322
beta, chloroplastic [V. angularis]

190429049 0,016205737 3860,097 4291,4 3306,414 2809,861 2324,286 2072,614

190498981 0,017883578 10061,35 8049,156 7501,043 18556,43 13918,7 12677,81

190529285 0,018680473 2524,045 5561,813 4291,359 1589,27/8 1577,137 1656,763

182659142 0,019134216 486032,4 722192,1 503082,8 366936 276879,8 312310,7

190453891 0,019714183 13471,52 10057,21 11447,83 6208,264 8553,396 7059,609
190472712  0,01993465 6226,819 7084,041 5028,221 3906,282 3608,93 4360,917
190554630 0,020320974 7515,287 4805,567 4090,778 2299,574 2684,118 2805,321

190468723 0,020403262 6775,256 6057,611 4660,484 3884,875 2428,39 2718,683
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UPF0051 protein ABCI8, chloroplastic-like
isoform X1 [V. radiata var. radiata]
fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic
isozyme [V. angularis]
malate dehydrogenase, cytoplasmic
[V. angularis]

190521131 0,025286001 9lUtamine Sy”thet[‘i‘/se;ﬁgz;;‘r’i?]’me’ chloroplastic - »n45067 2421849 1556254 135356,2 9926169 1103924
190426913  0,025490277 tubulin beta-1 chain [V. angularis] 3150,826 2283,577 195691 1486,395 1253,143 1528,08
190555780 0026290349  UBISCO large subunit-binding protein subunit o150, 35 geg77 18 4663348 38094.87 2775746 3353542

beta, chloroplastic [V. angularis]
190503461 0,026487961 fructokinase-2-like [V. radiata var. radiata] 3866,023 2430,399 2058,887 1199,861 1352,026 1516,395
190502511 0,027483699 PePtidyl-prolyl cis-trans isomerase, chloroplastic a6 17 138384 1495321 7923367 9285829 7428,929
[V. radiata var. radiata]
190500173 0,027857682 “°''N€ hydroxym‘;g‘y;ggﬂgﬂs]se’ mitochondrial - ga655 21 7385531 703346 4253527 4442226 4102477
190473773 0,027864587  glutathione S-transferase U18 [V. angularis] ~ 4901,459 4780,068 5522,642 3045,633 4174341 2856431
190471542 0,028635805 ””Chara“e”z[e\‘} p;rr?éiulr;rl;gmose,zsozz 2041829 332063 2147,381 1325317 1726558 1220481
ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic [V. angularis]
cell division protein FtsZ homolog 2-1,
chloroplastic [V. radiata var. radiata]
porphobilinogen deaminase, chloroplastic-like
[V. angularis]
stromal 70 kDa heat shock-related protein,
chloroplastic [V. radiata var. radiata]
190500028 0,031638334 “°' M€ hydroxym?{?ya'lggﬂf’;fir:‘fe’ mitochondrial 451700 1345603 02188,88 7672797 334955 3780197

190472064 0,031776279  gamma-glutamyl hydrolase-like [V. angularis]  11120,77 20109,25 16717,26 9337,068 8680,335 7954,745

190455048 0,023141153 792,8878 959,9746 614,097 509,3678 304,8165 320,0672

190440131 0,023868848 36772,55 57161,01 42012,6 24436,94 27260,5 2944815

190443411 0,024453145 7169,608 9437,551 9513,511 4461,506 6378,629 5204,332

190421774 0,029204799 480125 332819 253882 201551,4 162898,3 176960,6

190460422 0,030125741 2055,718 3417,804 1457,491 1065,395 585,3224 828,0543
190474999 0,030498422 4559,4  3537,426 3761,358 2686,621 2829,988 1907,79

190480505 0,031195157 11084,66 18761,6 16580,67 5983,412 8828,166 8817,634
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100444204 0032046101 ylakoid '“me”a['\f’rgrt]eg'ﬂl;';sz]o'& chloroplastic  yea9 760 7072.288 8031,327 4086522 3458.445 2968211

182661210 0,032403793 patellin-3-like [V. radiata var. radiata] 1312318 20542,18 1635114 291848 23347.94 26082.36
100494985 0,032607516 Chioroplast stem-loop binding protein of 41kDa 06 g5 3921052 347047 1800059 2206127 1958657
b, chloroplastic [V. angularis]
heat shock protein 90-5, chloroplastic
[V. radiata var. radiata]
190465020  0,03271758 uncharacterized protein LOC106753668 289727 3000384 2281311 2046313 1295012 1642117
[V. radiata var. radiata]
190494827 0,033728195 nudix hydrolase 3-like [V. angularis] 63811,31 108432,7 83458,94 52311,2 34975,1 48503,72
190430110  0,034306697 508 ribosomal protein L1, chloroplastic 6181.644 9029299 5384989 4135621 3715491 4285258
[V. radiata var. radiata]
190475699 0,035105887 phosphoglycerate kinase, cytosolic [V. angularis] 14237,37 25112,57 16147,68 9955,368 9226,145 11336,7
190424471  0,035664588 po'yade”y'?{?‘Z'nngdu'lnfr%‘“e'” 2-like 1564207 2477,756 1865438 1203145 1022776 1355468
100442105 0036919007  'nodanese-like domain-containing protein 14, 10 cee 3350924 2221327 1276041 1708718 1807,138
chloroplastic [V. angularis]
190416918 0,037822272 10 kDa chaperonin [V. radiata var. radiata] 6655,623 5599,855 5101,521 4598,22 2834,647 3258,317
100467695 0040628442  Pifunctional p“[{’/'ea?]‘gglg?i‘gphatase 26-like 910389 1297844 1120095 6014.839 6737.855 7459.768
thylakoid lumenal 29 kDa protein, chloroplastic
isoform X1 [V. angularis]
100434678 0041673202  /\TP-dependent zinc metalloprotease FTSH, 0400 31 4837115 3899969 25066.35 17319.67 22180.43
chloroplastic [V. angularis]
190446683 0,042654586  pectinesterase-like [V. radiata var. radiata] ~ 9354828 1284,959 1261725 1459,555 2195901 1895032
190491863  0,044133417 ””Charader'zedﬂo[t\f'g%ﬁgﬁffo"'ke ISOform 955053 625936 5802476 1564379 10282,05 1113597
190541239 0,045651378 “cin€ hydroxym?{?ya'lggﬂf’;fir:‘fe’ mitochondrial - scoc 177 1138157 10354,62 5955504 7262421 6205.727

190522234 0,045816753 phosphoribulokinase, chloroplastic [V. angularis] 159217,6 172459,4 133875,6 127852,6 76623,34 81889,79

190446735 0,032608678 9177,585 7520,964 6084,414 4634,96 5494,898 4671,529

190461764  0,04128346 29046,09 50130,51 36149,01 26147,6 16130,32 18647,07
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190422228

190478138
190448777
190449275

190459569
190463327
190541292

0,046245652

0,046802802
0,047408308
0,047600631

0,047711586
0,049188211
0,049321341

probable ribose-5-phosphate isomerase 3,
chloroplastic [V. angularis]
stromal 70 kDa heat shock-related protein,
chloroplastic [V. angularis]
actin-11 [V. radiata var. radiata]
chlorophyll a-b binding protein CP26,
chloroplastic [V. radiata var. radiata]
29 kDa ribonucleoprotein A, chloroplastic-like

[V. angularis]

leghemoglobin reductase [V. angularis]
malate dehydrogenase, mitochondrial
[V. radiata var. radiata]

47098,15

40382,58
60983,58
29633,28

500,0534
10915,99
23391,98

62530,35

62557,23
50091,55
30409,61

1342,715
15957,7
26552,25

46475,43

55997,33
41776,89
21172,1

2048,823
10325,37
12629,96

26708,11

38009,96
39384,53
17296,93

382,0031
9059,741
12474,98

37991,25

34899
26544,21
15450,91

18,91061
5265,79
5414,741

37339,52

32952,37
31979,43
20816,57

45,15324
6565,418
6845,205

SVS: Sempre Verde Salgueiro. M383: Mosqueado 383. Fonte: O Autor (2017).
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Como ja mencionado anteriormente, o maior numero de proteinas diferencialmente
abundantes foi identificado por meio da anélise comparativa realizada entre as replicatas dos
gendtipos Sempre Verde Salgueiro e Mosqueado 383, a 100 mM de NaCl (Tabela 4: 124
proteinas). O grande nimero de proteinas identificadas por meio dessa analise pode refletir os
diferentes graus de sensibilidade ao estresse salino entre 0s gendétipos avaliados, ja que esses
diferentes graus de sensibilidade podem gerar diferentes comportamentos frente ao estresse
salino, algo que pode afetar diretamente a abundancia de um numero significativo de
proteinas.

Dentre as 124 proteinas diferencialmente abundantes identificadas na referente anélise,
113 proteinas foram mais abundantes no gendtipo Sempre Verde Salgueiro e menos
abundantes no genotipo Mosqueado 383, ao passo que 11 proteinas foram mais abundantes no
gendtipo Mosqueado 383 e menos abundantes no gendtipo Sempre Verde Salgueiro (Tabela
4). O fato de a maior abundancia pertencer ao gen6tipo Sempre Verde Salgueiro pode indicar
a ocorréncia de uma possivel reducdo no metabolismo e funcionamento celular do genétipo
Mosqueado 383 frente ao estresse salino, algo que claramente refletiria sua maior
sensibilidade ao estresse em comparacao ao genoétipo Sempre Verde Salgueiro.

E importante ressaltar que todas as proteinas identificadas abrem parénteses para uma
profunda discussdo acerca da complexidade que envolve os mecanismos de tolerancia ao
estresse salino, sendo possivel inferir sobre a participacdo de algumas dessas proteinas nas
vias metabolicas que possam estar relacionadas com esses mecanismos. Dentre as proteinas
identificadas, pode-se destacar a presenca da rubisco (ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase) em maior abundancia no gendétipo Sempre Verde Salgueiro. Essa
proteina € uma enzima chave na fotossintese, além de ser a proteina mais abundante no
planeta, representando até 40% do total das proteinas solUveis presentes na maioria das folhas,
contudo, vale salientar que fatores do ambiente ou ligados a prépria planta, que afetam a
fotossintese, e, portanto, a produtividade bioldgica, podem ter acdo na rubisco (CAMILLI et
al., 2008).

Nesse sentido, a presenca dessa proteina em maior abundancia no genétipo Sempre
Verde Salgueiro pode estar associada a sua menor sensibilidade ao estresse salino, ja que a
presenca do estresse ndo foi capaz de reduzir sua abundancia, em comparacdo ao genotipo
Mosqueado 383. Adicionalmente, podemos destacar a presenca de um precursor de lectina em
maior abundancia no genotipo Sempre Verde Salgueiro. Esse fato é notavel, ja que diversas
lectinas foram anteriormente isoladas a partir de plantas, contudo, vale salientar que a fungéo

bioldgica da grande maioria destas permanece desconhecida (SILVA et al., 2015). Dessa
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forma, seria possivel supor a existéncia de uma lectina vegetal associada aos mecanismos de
tolerancia ao estresse salino em feijdo-caupi, e, consequentemente, lancar a base para estudos

futuros e promissores acerca do tema.
CONCLUSAO

O presente estudo permitiu a identificacdo de 251 proteinas diferencialmente
abundantes entre os tratamentos 0 mM (controle) e 100 mM de NaCl, e entre os gendtipos
Sempre Verde Salgueiro e Mosqueado 383. A partir dessa identificacdo € possivel inferir
sobre a participacdo de algumas dessas proteinas nas vias metabolicas que possam estar

relacionadas com os mecanismos de toleréncia ao estresse salino em feij&o-caupi.
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6 CONCLUSAO

A avaliacdo de 50 genotipos de feijdo-caupi, por meio de um teste germinativo,
seguido por anélises fisioldgicas e bioquimicas naqueles genétipos mais contrastantes com
relacdo ao grau de sensibilidade ao estresse salino, permitiu a selecdo de dois gendtipos com
menor e maior sensibilidade ao referido estresse: Sempre Verde Salgueiro e Mosqueado 383,
respectivamente. Posteriormente, a realizagdo de analises protedmicas a partir desses
genotipos, durante o estresse salino, possibilitou a identificacio de 251 proteinas
diferencialmente abundantes entre os tratamentos 0 mM (controle) e 100 mM de NacCl, e entre
0s genotipos avaliados, sendo possivel inferir sobre a participacdo de algumas dessas
proteinas em vias metabdlicas que possam estar relacionadas com 0s mecanismos de

tolerancia ao estresse salino em feijdo-caupi.
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ANEXO A - INSTRUCOES PAP

PO

pecudria

rmmbucx:lm

INSTRUCOES AOS AUTORES

Revizie mas recente: 12 de derembno de 2012

A revista Pesquisa Agropecuiria Pernambucana - PAP ¢ editada pelo Instituto Agrondmico de

Pernambuco -

IPA nos formatos eletronico e impresso ¢ destina-s 4 divulgagio de trabalhos técnico-

cientificos originais e inéditos, notas cientificas e artigos de revisfo (a convite), elaborados em portugués,
inglés e espanhol, oriundos de pesquizas de interesse agropecudrio e da extensdo rural.

Politica Editorial

05 trabalhos enviados & PAP nao podem ser publicados ou
submetidos & publicag@o em outra revista simultaneamente.
conteddo dos artigos e os conceitos apresentados nesta revista
330 de exclusiva responsabilidade dos respectivos autores. A
eventual citag@o de produtos @ marcas comerciais nio significa
recomendag®o para utilizagdo por parte da PAF ou do [PA.

O3 trabalhos submetidos a publicagio sAo avaliados
inicialmente pelos editores que observario se 05 manuscritos
se enquadram no escopo da revista e apresentam mérito para
publicago. Trabalhos que ndo atendam s “instrughes aos
Autores” serfo devolvidos para nova submissdo. Apds esta
fase inicial, o trabalho é encaminhado para no minimo dois
revisores especialistas.

0 parecer final é encaminhado aos autores, com as indicagoes
de correcdes e, sendo o caso, a necessidade de submissao de
nova versfo. Os autores devem apresentar juntamente com a
nova versao do trabalho as justificativas, caso discordem das
correcies, e as respostas a possiveis indagacoes dos editores
e revisores. Uma vez aceito, o trabalho é encaminhado para
revisao gramatical e diagramagio, o texto é submetido a
corregies finais pelos autores e pelo comité editorial.

(= manuscritos estdo sujeitos a alteragdes no texto e
nas figuras para que sejam legiveis e claros e para que os
documentos estejam em conformidade com o estilo da revista.
Oz autores receberdo as provas dos artigos aceitos e serlo
bem-vindos a discutir as modangas sugeridas. Entretanto a PAP
se reserva 0 direito de tomar a decis®o final sobre quesides de
estilo e do tamanho das figuras.

Por fim os editores se reservam o direito de rejeitar um artigo,
mesmo depois de aceito, se ficar evidente gue hd problemas
graves com o conteddo cientifico ou com violagio das politicas

de publicagio.

Ahead of Print

A revista PAP trabalha no sistema Ahead of Print, onde os
arigos s80 publicados on-ling antes da publicagio impressa,
beneficiando 05 autores com uma data de publicagao anterior
& permitindo 405 nossos l2itores o acesso 4 artigos aceitos
antes da versao impressa. 0s trabalhos publicados on-line 580

definitivos e recebem o identificador de objetos digitais, DOL
que pode ser usado para referenciar o artigo antes da publicagfio
do nimero completo.

Tipos de Contribuictes
Os textos enviados para a PAP deverlo apresentar

caracteristicas que permitam enquadra-los em uma das seguintes

seghies:

+ Artigos Originais: Trabalhos oriundos de pesquisas originais.

+ Artigos de Revisdo: andlises criticas sobre iemas atuais. Estas
sA0 publicadas a convite do editor.

+ Notas Cienfificas; breves comunicagdes, cuja publicagio
imediata & justificada, por se tratar de fato inédito e de
importincia, mas com volume insuficiente para constituir
um artigo cientifico.

Preparo dos Originais

A submissao dos manuscritos serd exclusivamente pelo portal
da revista no enderego hitpufwww.ipa. brfpap, sendo preenchido
apenas pelo autor correspondente que se responsabilizard pelo
artigo em nome dos demais autores.

s artigos oriundos de pesquisa envolvendo seres humanos
¢ animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovagio de um comitd de ética institucional ja na submissdo.

O manuscrito deve ser apresentado em editor de texto
compativel com o formato .doc ( Wond) . em folha A4, margens
de 2.5 cm. pdginas e linhas numeradas, espacamento duplo
¢ fonte Times New Roman em tamanho 12. As principais
divistes do texto [Introducio, Material e Métodos, Resultados
¢ Discussio, Conclusdes, Agradecimentos (quando houver)
e Referéncias] devem estar em maidsculo e negrito. Notas
cientificas nio apresentam as divisdes mencionadas. Para artigos
& revisbes o tamanho maximo é de 20 pdginas e para as notas
cientificas até 10 piginas, incluindo tabelas e figuras.

O artigo deve ser submetido ao editor pelo sistema online
incluindo:
|.Folha de rosto em arquive Wond contendo:

a. Titulo sintético e preciso, com até 15 palavras, refletindo o

conteddo do trabalho e n@o deve ter subtitulo, abreviagDes,
frmulas ou simbolos.



b.Nome completo do autor e dos coantores separados
por virgula, e somente a primeira letra do nome ¢ dos
sobrenomes deve ser mailscula. Estes devem estar na ordem
em que aparecerdo no trabalho final e contendo numeragdo
linica a0 final do dltimo sobrenome referenciando a filiaglo
institucional de cada um dos autores.

c. A filiago institucional de cada avtor deve estar numerada
de acordo com o item anterior e deve conter o nome do
laboratdrio ou do departamento, nome da instituigio,
cidade, estado e pais.

d. Bolsistas de drefos de fomento devem indicar o tipo de
bolsa & a instituigio como filiagdo.

& Endereo completo do autor, incluindo enderego para
commespondéncia, e-mail, telzfone e fax.

Manuscrito em arquivo Word como especificado acima,
contendo:

4. Titulo igual ao apresentado na folha de rosto, e titulo em
inglés com tradug o figl do tiwlo no idioma do artigo.

b. Resumo com no mdximo 250 palavras para artigos e
revistes e 150 palavras para notas cientificas, resumo no
idioma do artigo e abstract em inglés com iradugio fiel
do resumo.

c. Palavras-chave no idioma do artigo e ey words em inglés,
minimo de 3 e miximao de 6 palavras chaves, separadas por
virgula e no incluindo palavras do titulo.

d. As citagdes devem ser apresentadas conforme norma da
ABNT usando o sistema autor-data. Quando houver mais
de trés autores, deve ser citado o primeiro seguido da
expressao “et al.”. Citaghes com menos de trés linhas devem
estar contidas entre aspas duplas, e citagdes com mais de
trés linhas devem ser destacadas com recuo no texto. Nio
5A0 aceitas citaghes de dados ndo publicados, comunicag o
pessoal. resumo e publicagdes no prelo.

&. As referéncias bibliograficas devem seguir o padrio ABNT
sem modificagtes; sendo apresentadas em ordem alfabética
dios nomes dos autores. Quando houver mais de trés autores,
apresentar o primeiro nome, seguido da exprassao “et al.”.
Exemplos ao final destas instrugies.

. Nao deverd existir no lexto palavras em negrito.

. As prandezas devem ser expressas no Sistema Iniernacional
(SI) e a terminologia cientifica deve seguir as convenges
internacionais.

.Tabelas e figuras:

a. As figuras, na forma de grificos, devem ser apresentadas
em Excel {xl5) ou Word (.doc).

b. As figuras, como fotografias, imagens, desenhos devem ser
escaneadas com resolugo de 300 dpi em formato TIFF e
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enviadas separadamente pelo portal da revista indicando no
nome do anquivo o sobrenome do autor @ numero da figura
(ex: sobrenome_figura 1.1if).

. As figuras devem szr enviadas pelos autores nos tamanhos
9, 12 ou 18 cm de largura, ndo devendo apresentar bordas
e as curvas dos graficos com espessura de 0.5 pt.

d. As tabelas devem ser apresentadas em Word, em piginas
separadas, somente com linhas horizontais. seguindo o
padrio de fonte e tamanho do texio.

e Tabelas e grificos coloridos devem ser evitados, e
considerados como dltimo recurso pelos autores

Exemplos de referéncias bibliograficas:

* Livros

KONHMKE, H. Soll physics. 2nd ed. New York: MacGrow
Hill, 1969. 224 p.

Capitulos de Livros

WARWICK, D. R. N.; LEAL, E. C. Doengas do coqueiro.
In: FERREIRA, 1. M. 5. FONTES, H. R. (Eds.). Produggo
integrada de coco: identificagdo de pragas, doengas e
desordens nutricionais e fisioldgicas. Aracaju: Embrapa
Tabuleiros Costeiros, 2006. p. 71-80.

Artigos de periddicos

COSTA, A F; MIRANDA, P: ARAUIO, A. . Blainvillea
rhomboidea Cass., planta nativa hospedeira de Bemisia tabaci,
no Agreste de Pernambuco, Brasil. Pesquisa Agropecudria
Pemambucana, Recife, v. 3. 0. 2, p. 209-213, 1979,

Teses ¢ dissertacies

BLANCO, F.F. Toleriincia do pepino enxertado i salinidade
em ambiente protegido e controle da salinizacio do solo.
1999, 104 f. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia)-Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de S3o
Paulo, Piracicaba, 1999,

Eventos

RIZZARDI M. A. Conceituagbes e lerminologias sobre
rotagio de culturas e adubagio verde. In: REUNIAO
CENTRO-SUL DE ADUBACAO VERDE E ROTACAO DE
CULTURAS, 4., 1993, Passo Fundo. Anals... Passo Fundo:
EMBRAPA-CNPT, 1994, p. 28-33.

Fontes eletrinicas

HOLMGREN, P K. HOLMGRE. M. H. Index herbariorum:
4 global directory of public herbaria and associated staff.
Botanical Garden, 1998. Disponivel em: <http:/fwww.sciweb.
nybg.orgfscience2Index Herbariorum.aspe. Acesso em: 23
jul. 2011

Instituto Agrongmico de Pemambuco - IPA
Av. Gen. San Martin, 1371 - Bongl
Redfa, PE - Brasll, E07E1 -000
E Telefanes: [B1] 3184-T25E | 3184-7305
Fax: [31] 3184-TIEE
E-mal: revista pepdipa.br
Homepage: W Ipa.oripap
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ANEXO B - INSTRUCOES RCA

INSTRUCOES AOS AUTORES

Atencido: As normas da Revista Ciéncia Agrondémica podem sofrer alteracdes. portanto nio
deixe de consulta-las antes de fazer a submissdo de um artigo. Elas sdo validas para todos os
trabalhos submetidos neste periodico. Um modelo de artigo pode ser visto em “MODELO
ARTIGO” no endereco http://www.ccarevista.ufc.br.

1. Politica Editorial

A Revista Ciéncia Agrondmica destina-se a publicacdo de artigos cientificos, artigos
técnicos e notas cientificas que sejam originais e que nao foram publicados (as) ou
submetidos (as) a outro periédico, inerentes is areas de Ciéncias Agrarias e Recursos
Naturais. Os artigos poderdo ser submetidos na Revista Ciéncia Agrondmica nos idiomas
portugués ou inglés. Para artigos submetidos em inglés, os autores deverdo providenciar uma
versdo com qualidade (traducio feita por um nativo ou empresa especializada). Todos os
artigos serio publicados em inglés. O texto em inglés. dos artigos aceitos para publicagdo.
serfio submetidos a correcdo e custeado pelos autores. O texto em portugués, dos artigos
aceitos para publicacdo, serdo traduzidos para o inglés e custeado pelos autores.e o
comprovante enviado para a sede da RCA no ato da submissdo através da nossa pagina no
campo “Transferir Documentos Suplementares”.

Os trabalhos submetidos a RCA serdo avaliados preliminarmente pelo Comité Editorial e
s0 entdo serdo enviados para pelo menos dois (2) revisores da area e publicados. somente, se
aprovados por eles e pelo Comité Editorial. A publicacdo dos artigos sera baseada na
originalidade, qualidade e mérito cientifico. cabendo ao Comité Editorial a decisao final do
aceite. O sigilo de identidade dos autores e revisores sera mantido durante todo o processo. A
administracdo da revista tomara o cuidado para que os revisores de cada artigo sejam.
obrigatoriamente, de instituicdes distintas daquela de origem dos autores. O artigo que
apresentar mais de cinco autores nio tera a sua submissio aceita pela Revista Ciéncia
Agrondmica, salvo algumas condicdes especiais (ver Autores). Ndo serdo permitidas
mudancas nos nomes de autores a posteriori.

2. Custo de publicacio

O custo € de RS 45,00 (quarenta e cinco reais) por pigina editorada no formato final No
ato da submissio € requerido um depdsito de RS 100,00 (cem reais) nio reembolsaveis. Se
o trabalho for rejeitado na avaliacdo prévia do Comité Editorial. a taxa paga nfo podera ser
reutilizada para outras submissdes dos autores. O comprovante de deposito ou transferéncia
deve ser enviado ao e-mail da RCA (ccarevi@ufc.br). No caso do trabalho conter impressao
colorida devera ser pago um adicional de RS 80,00 (oitenta reais) por pagina. Os depdsitos
ou transferéncias deverdo ser efetuados em nome de:

CETREDE CIENCIA AGRONOMIC
Banco do Brasil: Agéncia bancaria: 3653-6 - Conta corrente: 46.375-2

As opinides emitidas nos trabalhos sdo de exclusiva responsabilidade de seus autores. A
Revista Ciéncia Agrondmica reserva-se o direito de adaptar os originais visando manter a
uniformidade da publicacdo. A RCA nio mais fornece separatas ou exemplares aos autores. A
distribuicdo na forma impressa da RCA € de responsabilidade da Biblioteca de Ciéncia e
Tecnologia da Universidade Federal do Ceara sendo realizada por meio de permwuta com
bibliotecas brasileiras e do exterior. Na submissao online € requerido:

1. A concordancia com a declaracdo de responsabilidade de direitos autorais:
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2. Que o autor que fizer a submissdo do trabalho cadastre todos os autores no sistema:
3. Identificacdo do autor de correspondéncia com endereco completo.

3. Formatacao do Artigo

DIGITACAO: no maximo 20 paginas digitadas em espaco duplo (exceto Tabelas). fonte
Times New Roman. normal. tamanho 12. recuo do paragrafo por 1 cm. Todas as margens
deverdo ter 2.5 cm. As lmhas devem ser numeradas de forma continua.

ESTRUTURA: o trabalho devera obedecer a seguinte ordem: titulo. titulo em inglés. resumo.
palavras-chave. abstract. key words. infroducdo. material e métodos. resultados e discussio.
conclusdes, agradecimentos (opcional) e referéncias.

TITULO: deve ser escrito com apenas a inicial maiiscula., em negrito e centralizado na
pagina com no maximo 15 palavras. Como chamada de rodapé numérica. extraida do titulo.
devem constar informagdes sobre a natureza do trabalho (se extraido de tese/dissertacio. se
pesquisa financiada....) e referéncias as instituicdes colaboradoras. Os subtitulos: Introducao.
Material e métodos. Resultados e discussdo. Conclusdes. Agradecimentos e Referéncias
devem ser escritos em caixa alta. em negrito e centralizados.

AUTORES: na primeira versio do artigo submetido, os nomes dos autores e a nota de
rodapé deverio ser omitidos. Somente na versdo final o artigo devera conter o nome de
todos os autores com identificacio em nota de rodapé. inclusive a do titulo. Os nomes
completos (sem abreviaturas) deverdo vir abaixo do titulo. somente com a primeira letra
matiscula. um apéds outro. separados por virgula e centralizados na linha. Como nota de
rodapé na primeira pagina, deve-se indicar. de cada autor. afiliacdo completa (departamento.
centro. imstituicdo. cidade. estado e pais). endereco eletronico e endereco completo do autor
correspondente. O autor de correspondéncia deve ser identificado por um "*". Sé serio
aceitos artigos com mais de cinco autores, quando, comprovadamente, a pesquisa tenha
sido desenvolvida em regioes distintas (diferentes).

RESUMO e ABSTRACT: devem comecar com estas palavras. na margem esquerda. em
caixa alta e em negrito. contendo no maximo 250 palavras.

PALAVRAS-CHAVE e KEY WORDS: devem conter entre trés e cinco termos para
mdexacdo. Os termos usados ndo devem constar no titulo. Cada palavra-chave e key word
deve iniciar com letra maiiscula e ser seguida de ponto.

INTRODUCAO: deve ser compacta e objetiva contendo citagdes atuais que apresentem
relacdo com o assunto abordado na pesquisa. As citacdes presentes na introducido devem ser
empregadas para fundamentar a discussdo dos resultados. criando. assim. uma
contextualizagdo entre o estudo da arte e a discussio dos resultados. Nao deve conter mais de
550 palavras.

CITACAO DE AUTORES NO TEXTO: a NBR 10520/2002 estabelece as condig¢des
exigidas para a apresentacdo de citacdes em documentos técnico-cientificos e académicos.
Nas citagdes. quando o sobrenome do autor. a instituicdo responsavel ou titulo estiver
incluido na sentenca. este se apresenta em letras maitsculas/mimisculas. e quando estiverem
entre parénfeses. em letras maitsculas.

Ex: Santos (2002) ou (SANTOS. 2002). com dois autores ou trés autores. usar Pereira e
Freitas (2002) ou (PEREIRA: FREITAS. 2002) e Cruz, Perota e Mendes (2000) ou (CRUZ:
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PEROTA: MENDES. 2000). com mais de trés autores. usar Xavier ef a/. (1997) ou (XAVIER
et al.. 1997).

VARIOS AUTORES CITADOS SIMULTANEAMENTE: havendo citacdes indiretas de
diversos documentos de varios autores mencionados simultaneamente e que expressam a
mesma idéia. separam-se os autores por ponto € virgula. em ordem alfabética. independente

do ano de publicagio.
Ex: (FONSECA. 2007: PAIVA. 2005: SILVA. 2006).

SIGLAS: quando aparecem pela primeira vez no texto. deve-se colocar o nome por extenso,
seguido da sigla entre parénteses.
Ex: De acordo com a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) [...].

TABELAS: devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos na parte
superior. Ndo usar linhas verticais. As linhas horizontais devem ser usadas para separar o
titulo do cabecalho e este do conteudo. além de uma no final da tabela. Cada dado deve
ocupar uma célula distinta. Usar espaco simples. Ndo usar negrito ou letra maitscula no
cabecalho.

FIGURAS: graficos. fotografias ou desenhos levardo a denomiacio geral de Figura
sucedida de numeracédo arabica crescente e legenda na parte superior. Para a preparacdo dos
graficos deve-se utilizar “softwares” compativeis com “Microsoft Windows™. As figuras
devem apresentar 8.2 cm de largura. ndo sendo superior a 17 cm. A fonte Times New Roman.
corpo 10 e ndo usar negrito na identificacdo dos eixos. A Revista Ciéncia Agrondmica
reserva-se ao direito de nio aceitar tabelas e/ou figuras com o papel na forma “paisagem” ou
que apresentem mais de 17 cm de largura. Tabelas e Figuras devem ser inseridas logo apés
a sua primeira citacao.

Obs.: As figuras devem ser também enviadas em arquivos separados e com RESOLUCAO de
no minimo 500 dp1 através do campo “Transferir Documentos Suplementares™.

EQUACOES: devem ser digitadas usando o editor de equacdes do Word. com a fonte Times
New Roman. As equagdes devem receber uma numeracio arabica crescente. O padriao de
tamanho devera ser:

Inteiro = 12 pt

Subscrito/sobrescrito = § pt

Sub-subscrito/sobrescrito = 5 pt

Simbolo = 18 pt

Subsimbolo = 14 pt

ESTATISTICA:

1. Caso tenha realizado analise de variancia. apresentar o "F" e a sua significéncia:

2. Dados quantitativos devem ser tratados pela técnica de analise de regressio:

3. Apresentar a significancia dos parametros da equagdo de regressio.

4. Dependendo do estudo (ex: funcdo de producdo). analisar os sinais associados aos
parametros.

5. E requerido. no minimo. quatro pontos para se efetuar o ajuste das equagdes de regressao.

6. Os coeficientes do modelo de regressdo devem apresentar o seguinte formato:
y=a +bx +ex’+...

7. O Grau de Liberdade do residuo deve ser superior a 12.
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CONCLUSOES: quando escritas em mais de um paragrafo devem ser numeradas.

AGRADECIMENTOS: logo apdés as conclusdes poderdo vir os agradecimentos
diwrecionados a pessoas ou instituicdes. em estilo sobrio e claro. indicando as razées pelas
quais os faz.

REFERENCIAS: sdo elaboradas conforme a ABNT NBR 6023/2002. Inicia-se com a
palavra REFERENCIAS (escrita em caixa alta, em negrito e centralizada). Devem ser
digitadas em fonte tamanho 12. espaco duplo e justificadas. UM PERCENTUAL DE 60%
DO TOTAL DAS REFERENCIAS DEVERA SER ORIUNDO DE PERIODICOS
CIENTIFICOS INDEXADOS COM DATA DE PUBLICACAO INFERIOR A 10
ANOS. Nio sao contabilizadas neste percentual de 60% referéncias de livros, teses,
anais,... Com relacdo aos periddicos. é dispensada a informacdo do local de publicacdo.
porém os titulos ndo devem ser abreviados. Recomenda-se um total de 20 a 30 referéncias.
Alguns exemplos:

- Livro

NEWMANN. A. L.: SNAPP. R. R. Beef catlle. 7. ed. New York: John Willey, 1977. 883 p.

- Capitulo de livro

MALAVOLTA. E.: DANTAS. I. P. Nutricdo e adubacdo do milho. /n: PATERNIANL E.:
VIEGAS. G. P. Melhoramento e producio do milho. 2. ed. Campinas: Fundacdo Cargil.
1987. cap. 13. p. 539-593.

- Monografia/Dissertacio/Tese

EDVAN. R. L. Ac#o do o6leo essencial de alecrim pimenta na germinacio do matapasto.
2006. 18 f Monogratia (Graduacio em Agronomua) - Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Ceara. Fortaleza. 2006.

SILVA. M. N. da. Populacio de plantas e adubacao de nitrogenada em algodoeiro
herbiceo irrigado. 2001. 52 f Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) - Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Ceard. Fortaleza. 2001.

- Artigo de revista
XAVIER. D. F.; CARVALHO. M. M.: BOTREL. M. A. Resposta de Cratylia argentea a
aplicacdo em um solo dcido. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 27. n. 1. p. 14-18. 1997.

ANDRADE. E. M. et al. Mapa de vulnerabilidade da bacia do Acaran, Ceara, a qualidade das
aguas de wrigacdo. pelo emprego do GIS. Revista Ciencia Agronomica. v. 37. n. 3. p. 280-
287, 2006.

- Resumo de trabalho de congresso

SOUZA. F. X.: MEDEIROS FILHO. S.: FREITAS. JI. B. S. Germinagio de sementes de
cajazewa (Spondias membin L.) com pré-embebicio em agua e hipoclorito de sodio. n.
CONGRESSO BRASILEIRO DE SEMENTES. 11.. 1999, Foz do Iguacu. Resumos... Foz do
Iguacu: ABRATES. 1999. p. 158.

- Trabalho publicado em anais de congresso
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BRAYNER. A. R. A.: MEDEIROS. C. B. Incorporacido do tempo em SGBD orientado a
objetos. In: SIMPOSIO BRASILEIRO DE BANCO DE DADOS. 9.. 1994, Sio Paulo.
Anais... Sdo Paulo: USP. 1994. p. 16-29.

- Trabalho de congresso em formatos eletronicos

SILVA. R. N.: OLIVEIRA. R. Os limites pedagogicos do paradigma da qualidade total na
educagdo. Jn. CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UFPe. 4.. 1996, Recife.
Anais eletronicos... Recife: UFPe, 1996. Disponivel el
<http://www.propesq.ufpe.br/anais/anais/educ/ce04. htm=. Acesso em: 21 jan. 1997.

GUNCHO. M. R. A educacfio a distancia e a biblioteca universitaria. /n: SEMINARIO DE

BIBLIOTECAS UNIVERSITARIAS. 10.. 1998. Fortaleza. Anais... Fortaleza: Tec Treina.
1998. 1 CD-ROM.

UNIDADES e SIMBOLOS: As unidades e simbolos do Sistema Internacional adotados pela

Revista Ciéncia Agrondémica.

Grandezas basicas Unidades Simbolos Exemplos
Comprimento metro m
Massa quilograma kg
Tempo segundo S
Corrente elétrica amper A
Temperatura termodinamica Kelvin K
Quantidade de substancia mol mol

Unidades derivadas
Velocidade --- ms’ 343ms’!
Aceleracio --- ms> 9.8 ms”
Volume metro cubico. litro m’, L* 1m’. 1000L*
Freqiiéncia Hertz Hz 10 Hz
Massa especifica --- kgm® 1.000 kg m™
Forca newton N I5N
Pressao pascal Pa 1.013.10° Pa
Energia joule T 4]
Poténcia watt W 500 W
Calor especifico --- T (kg °C‘)'1 4186171 (kg °C')'1
Calor latente --- Tkg! 2.26.10° T kg
Carga elétrica coulomb C 1C
Potencial elétrico volt v 25V
Resisténcia elétrica ohm Q 29Q
Intensidade de energia Watts/metros quadrado Wm” 1372 Wm™
Concentracdo mol/metro cubico mol m™ 500 mol m”
Condutancia elétrica siemens S 300 S
Condutividade elétrica desiemens/metro dS m’ 5dSm’
Temperatura grau Celsius °C 25°C
Angulo grau e 30°
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Percentagem - % 45%

Numeros mencionados em seqiiéncia devem ser separados por ponto e virgula (;). Ex:
2.5:4.8:25.3.

4. Lista de verificacio - Revista Ciéncia Agronomica

Visando a maior agilidade no processo de submissdo de seu artigo. o Comité Editorial da
Revista Ciéncia Agronémica. elaborou uma lista de verificacdo para que o autor possa
conferir toda a formatacdo do manuscrito de sua autoria. ANTES de submeté-lo para
publicacdo. A lista foi elaborada de acordo com as normas da Revista Ciéncia Agronémica.
Respostas NEGATIVAS significam que seu artigo ainda deve ser adaptado as normas da
revista e a submissdo de tais artigos implicard na sua devolucio e retardo na tramitagéo.
Respostas POSITIVAS significam que seu artigo esta em concordancia com as normas.
implicando em maior rapidez na tramitacdo.

A. Referente ao trabalho

1. O trabalho é original?

2. O trabalho representa uma contribuicao cientifica para a area de Ciéncias Agrarias?

3. O trabalho esta sendo enviado com exclusividade para a Revista Ciéncia Agronomica?

B. Referente a formatacao

4. O trabalho pronto para ser submetido online estd omitindo os nomes dos autores na versao
Word?

5. O trabalho contém no maximo 20 paginas. esta no formato A4, digitado em espago duplo.
incluindo as referéncias; fonte Times New Roman tamanho 12. incluindo titulos e
subtitulos?

6. As margens foram colocadas a 2.5 cm, a numeragio de paginas foi colocada na margem
superior, a direita e as linhas foram numeradas de forma continua?

7. O recuo do paragrafo de 1 cm foi definido na formatacdo do paragrafo? Lembre-se que a
revista ndo aceita recuo de paragrafo usando a tecla “TAB” ou a “barra de espaco™.

8. A estrutura do trabalho esta de acordo com as normas. ou seja. segue a seguinte ordem:
titulo. titulo em inglés. autores, resumo, palavras-chave. abstract, key words, introducéo.
material e métodos. resultados e discussdo. conclusdes. agradecimentos (opcional) e
referéncias?

9. O titulo contém no maximo 15 palavras?

10. O resumo e o abstract apresentam no maximo 250 palavras?

11. As palavras-chave (key words) contém entre trés e cinco termos. miciam com letra
maniscula e sio seguidas de ponto?

12. A introdu¢do contém citagdes atuais que apresentam relagdo com o assunto abordado na
pesquisa e apresenta no maximo 550 palavras?

13. As citacdes apresentadas na introducdo foram empregadas para fundamentar a discussdo
dos resultados?

14. As citagdes estdo de acordo com as normas da revista?

15. As tabelas e figuras estdo formatadas de acordo com as normas da revista e estdo inseridas
logo em seguida a sua primeira citacdo? Lembre-se, ndo ¢ permitido usar “enter” nas
células que compdem a(s) tabela(s).

16. As tabelas estdo no formato retrato?

17. As figuras apresentam boa qualidade visual?

18. As unidades e simbolos utilizados no seu trabalho se encontram dentro das normas do
Sistema Internacional adotado pela Revista Ciéncia Agronémica?

19. Os miumeros estio separados por ponto e virgula? As unidades estdo separadas do mimero
por um espago? Lembre-se. nio existe espaco entre o nimero e o simbolo de %.
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20. O seu trabalho apresenta entre 20 e 30 referéncias sendo 60% destas publicadas com
menos de 10 anos em peridédicos indexados?

21. Todas as referéncias estdo citadas ao longo do texto?

22. Todas as referéncias citadas ao longo do texto estio corretamente descritas. conforme as
normas da revista. e aparecem listadas?

C. Observacoes:

1. Lembre-se que SE as normas da revista ndo forem seguidas rigorosamente, seu trabalho
ndo ird tramitar. Portanto. € melhor retardar o envio por mais alguns dias e conferir todas
as normas. A consulta de um trabalho ja publicado na sua area pode lhe ajudar a sanar
algumas duavidas e pode servir como um modelo (acesse aos periddicos no site
http://www.ccarevista.ufc. br/busca).

2. Caso suas respostas sejam todas AFIRMATIVAS seu trabalho serd enviado com maior

seguran¢a. Caso tenha ainda respostas NEGATIVAS, seu trabalho ira retornar retardando
o processo de tramitagdo.
Lembre-se: A partir da segunda devolucdo. por irregularidade normativa, principalmente
em se tratando das referéncias. o mesmo tera a submissdo cancelada e nido havera
devolucio da taxa de submissdao. Portanto é muito importante que os autores verifiquem
cuidadosamente as normas requeridas pela Revista Ciéncia Agronémica.

3. Procure SEMPRE acompanhar a situacdo de seu trabalho pela pagina da revista
(http://ccarevista.ufc.br) no sistema online de gerenciamento de artigos.

4. Esta lista de verificacdo nio substitui a revisdo técnica da revista. a qual todos os artigos
enviados serdo submetidos.
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ANEXO C - INSTRUCOES PAB

Diretrizes para Autores

Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB) é uma publicacdo mensal da
Embrapa, que edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués,
espanhol ou inglés, resultantes de pesquisas de interesse agropecuario. A principal
forma de contribuicao é o Artigo, mas a PAB também publica Notas Cientificas e
Revisdes a convite do Editor.

Analise dos artigos

A Comissao Editorial faz a analise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa analise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacao do
artigo segundo as normas da revista, formulacdo do objetivo de forma clara, clareza
da redacao, fundamentacdo tedrica, atualizacdo da revisdo da literatura, coeréncia e
precisdao da metodologia, resultados com contribuicdo significativa, discussao dos
fatos observados em relagao aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e
figuras, originalidade e consisténcia das conclusdes. Apds a aplicacao desses
critérios, se o numero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de
publicacao, é aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os
trabalhos cuja contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico é considerada
mais significativa. Esse critério é aplicado somente aos trabalhos que atendem aos
requisitos de qualidade para publicacao na revista, mas que, em razao do elevado
numero, ndao podem ser todos aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados
sao devolvidos aos autores e os demais sdo submetidos a andlise de assessores
cientificos, especialistas da area técnica do artigo.

Forma e preparacao de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados - tabelas e
figuras — publicadas parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de
divulgacao técnico-cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos,
comunicados técnicos, notas cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados
simultaneamente a outro periddico cientifico ou técnico. Dados publicados na forma
de resumos, com mais de 250 palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

- S3o considerados, para publicagdao, os seguintes tipos de trabalho: Artigos
Cientificos, Notas Cientificas e Artigos de Revisao, este ultimo a convite do Editor.

- Os trabalhos publicados na PAB sdao agrupados em areas técnicas, cujas principais
sdo: Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutrigao Mineral, Solos e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espaco duplo,
fonte Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com
paginas e linhas numeradas.

Informagdes necessarias na submissao on-line de trabalhos

No passo 1 da submissao (Inicio), em “comentarios ao editor”, informar a relevancia
e o0 aspecto inédito do trabalho.
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No passo 2 da submissao (Transferéncia do manuscrito), carregar o trabalho
completo em arquivo Microsoft Word.

No passo 3 da submissao (Inclusdao de metadados), em “resumo da biografia” de
cada autor, informar o link do sistema de curriculos lattes (ex.:
http://lattes.cnpq.br/0577680271652459). Clicar em “incluir autor” para inserir
todos os coautores do trabalho, na ordem de autoria.

Ainda no passo 3, copiar e colar o titulo, resumo e termos para indexacdo (key
words) do trabalho nos respectivos campos do sistema.

No passo 4 da submissao (Transferéncia de documentos suplementares), carregar,
no sistema on-line da revista PAB, um arquivo Word com todas as cartas
(mensagens) de concordancia dos coautores coladas conforme as explicagdes
abaixo:

- Colar um e-mail no arquivo word de cada coautor de concordancia com o seguinte
conteudo:

“Eu, ..., concordo com o conteldo do trabalho intitulado “..... " e com a submissao
para a publicacdo na revista PAB.

Como fazer:

Peca ao coautor que lhe envie um e-mail de concordancia, encaminhe-o para o seu
préprio e-mail (assim gerard os dados da mensagem original: assunto, data, de e
para), marque todo o email e copie e depois cole no arquivo word. Assim, teremos
todas as cartas de concordancias dos co-autores num mesmo arquivo.

Organizacao do Artigo Cientifico
A ordenacdo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrdnicos,
Resumo, Termos para indexacgao, titulo em inglés, Abstract, Index terms,
Introducao, Material e Métodos, Resultados e Discussao, Conclusdes,
Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Abstract,
Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexacao, Introduction,
Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements,
References, tables, figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos,
Resumen, Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms,
Introduccion, Materiales y Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones,
Agradecimientos, Referencias, cuadros e figuras.

- O titulo, o resumo e os termos para indexagao devem ser vertidos fielmente para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no
caso de artigos redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustragoes
(tabelas e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.
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Titulo

- Deve representar o conteldo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicdes e as conjungoes.

- Deve ser grafado em letras mindsculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve ser iniciado com palavras chaves e nao com palavras como “efeito” ou
“influéncia”.

- Ndo deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binario.

- Nao deve conter subtitulo, abreviagdes, féormulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperagao do artigo por indices
desenvolvidos por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial mailscula, por extenso, separados

A\Y ” ”

por virgula; os dois ultimos sdo separados pela conjungao “e”, “y” ou “and”, no caso
de artigo em portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo
arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de
endereco do autor.

Endereco dos autores

- S3o apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o0 enderego postal
completos da instituicdo e o endereco eletrénico dos autores, indicados pelo nimero
em algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicao.

- Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados
por virgula.

Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras mindsculas, exceto a letra inicial, na
margem esquerda, e separado do texto por travessao.

- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposicdes,
conjuncgoes e artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos,
os resultados e a conclusdo.

- Nao deve conter citacdes bibliograficas nem abreviaturas.

- O final do texto deve conter a principal conclusao, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos para indexagao
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- A expressao Termos para indexacao, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em
letras minusculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra mindscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode
possuir duas ou mais palavras.

- Nao devem conter palavras que componham o titulo.
- Devem conter o nome cientifico (s6 o nome bindrio) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual
Agricultural Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SciELO .

Introducao

- A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto
a letra inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia
do problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros
trabalhos publicados sobre o assunto.

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no
inicio do Resumo.

Material e Métodos

- A expressao Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os
termos Material e Métodos devem ser grafados com letras mindsculas, exceto as
letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

- Deve apresentar a descricao do local, a data e o delineamento do experimento, e
indicar os tratamentos, o numero de repeticdes e o tamanho da unidade
experimental.

- Deve conter a descrigao detalhada dos tratamentos e variaveis.

- Deve-se evitar o uso de abreviagdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador
possa repetir o experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descrigdes de técnicas de uso
corrente.

- Deve conter informacdo sobre os métodos estatisticos e as transformagdes de
dados.

- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito,
com letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao


http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/manager/setup/%E2%80%9Dhttp:/www.fao.org/aims/ag_intro.htm%E2%80%9D
http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/manager/setup/%E2%80%9Dhttp:/www.fao.org/aims/ag_intro.htm%E2%80%9D
http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/manager/setup/%E2%80%9Dhttp:/www.scielo.br%E2%80%9D
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- A expressao Resultados e Discussao deve ser centralizada e grafada em negrito,
com letras minudsculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
- As tabelas e figuras sao citadas seqliencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos
em relacao aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nhomes de variaveis e tratamentos abreviados.
- Dados nao apresentados nao podem ser discutidos.

- Nao deve conter afirmagdes que nao possam ser sustentadas pelos dados obtidos
no proprio trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracao
do texto em questdo; se as demais sentengas do paragrafo referirem-se a mesma
tabela ou figura, ndo é necessaria nova chamada.

- Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente
obtido.

Conclusoes

- O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o
verbo no presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.
- Nao podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.
Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou
instituigdes).

- Devem conter o motivo do agradecimento.
Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.
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- Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias
devem ser dos ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacdes
descritas a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados
por ponto-e-virgula, sem numeragao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.
- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.
- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacao de citacao.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagcdo, mesmo que
aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.
Exemplos:
- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e o manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de P6s-Graduacao em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados a
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO,
N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronegdcio
da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodado; Brasilia: Embrapa
Informacgdo Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, 1.0. Cultivo da mandioca na Regiao Centro-Sul do
Brasil. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca
e Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de producao, 6).
- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacao de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p.

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletronicas
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EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacao dos impactos economicos, sociais
e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do ano de
2003. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria
Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006.

Citacoes

- Ndo sdo aceitas citagdes de resumos, comunicacao pessoal, documentos no prelo
ou qualquer outra fonte, cujos dados nao tenham sido publicados. - A autocitagao
deve ser evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT,
com as adaptacdes descritas a seguir.

- Redacgao das citagdes dentro de parénteses

- Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra mailscula, seguido
de virgula e ano de publicagao.

- Citacao com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maiuscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacao.

- Citacao com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a
primeira letra mailscula, seqguido da expressdo et al., em fonte normal, virgula e ano
de publicacao.

- Citacao de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a
ordem alfabética dos autores.

- Citacao de mais de uma obra dos mesmos autores: os nhomes destes nao devem
ser repetidos; colocar os anos de publicacao separados por virgula.

- Citacao de citacao: sobrenome do autor e ano de publicacao do documento
original, seguido da expressdo “citado por” e da citacdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citagao de citacao, pois ha risco de erro de interpretagdo; no
caso de uso de citagao de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista
de referéncias.

- Redacgao das citagoes fora de parénteses

- Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientacdes
anteriores, com os anos de publicacao entre parénteses; sao separadas por virgula.

Formulas, expressoes e equagoes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho
padronizado da fonte Times New Roman.

- Ndo devem apresentar letras em italico ou negrito, a excegcao de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas seqliencialmente, com algarismo arabico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apds as referéncias.
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- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sao: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sao: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito;
deve ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da
espécie e das variaveis dependentes.

- No cabecalho, os nomes das variaveis que representam o conteldo de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das
abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema
Internacional de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo
algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da
tabela; dados ndao apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-
de-rodapé explicativa.

- Na comparacao de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na
coluna ou na linha, a direita do dado, letras minusculas ou maiulsculas, com a
indicacdo em nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo;
usa-los ainda na base da tabela, para separar o conteldo dos elementos
complementares. Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e
do corpo; nao usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu
Tabela; ndo fazer espagamento utilizando a barra de espacgo do teclado, mas o
recurso recuo do menu Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes
devem constar nas referéncias.

- Notas de chamada: sdo informacdes de carater especifico sobre partes da tabela,
para conceituar dados. Sao indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente,
entre parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabecgalho, no
corpo ou na coluna indicadora. Sdo apresentadas de forma continua, sem mudanca
de linha, separadas por ponto.

- Para indicacdo de significancia estatistica, sao utilizadas, no corpo da tabela, na
forma de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e **
(significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras
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- Sao consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para
ilustrar o texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a
documentacdo dos fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nUmero
em algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencgdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura,
no titulo, ou entre a figura e o titulo.

- Nos graficos, as designagoes das variadveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
mailsculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras nao-originais devem conter, apos o titulo, a fonte de onde foram extraidas;
as fontes devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias é obrigatério, como também é obrigatério o
crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acdo criativa em sua
elaboracao. - As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em
todas as figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes,
como: circulo, quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os nUmeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora
do quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de
informacgdes que comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa
reprodugdo grafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a
edicdo em possiveis correcoes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50,
75 e 100%, para cinco variaveis).

- N@o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucao de, no minimo, 300 dpi e
ser gravadas em arquivos extensao TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas Cientificas
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- Notas cientificas sdo breves comunicagoes, cuja publicacdao imediata é justificada,
por se tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para
constituir um artigo cientifico completo.

Apresentacao de Notas Cientificas

- A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria
(com as chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacao,
titulo em inglés, Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo
introducao, material e métodos, resultados e discussdo, e conclusao, sem divisao),
Referéncias, tabelas e figuras.

- As normas de apresentacao da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico,
exceto nos seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustragdes (tabelas e figuras).
Outras informacoes

- Nao ha cobranca de taxa de publicacao.

- Os manuscritos aprovados para publicacdo sao revisados por no minimo dois
especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacdes nos
artigos e de decidir sobre a sua publicagao.

- Sao de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos.

- Os trabalhos aceitos nao podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231,
via e-mail: sct.pab@embrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informacdo Tecnoldgica Pesquisa Agropecuaria Brasileira - PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF

Condic¢oOes para Submissao

Como parte do processo de submissao, os autores sao obrigados a verificar a
conformidade da submissao em relagao a todos os itens listados a seguir. As
submissoes que nao estiverem de acordo com as normas serao devolvidas aos
autores.

1. O manuscrito deve ser inédito e ndo pode ter sido submetido, simultaneamente, a
outro periddico, e seus dados (tabelas e figuras) nao podem ter sido publicados
parcial ou totalmente em outros meio de publicacdo técnicos ou cientificos (boletins
institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas cientificas, etc.).
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2. O texto deve ser submetido no formato do Microsoft Word, em espaco duplo,
escrito na fonte Times New Roman 12, tamanho de papel A4, com paginas e linhas
numeradas; e o arquivo nao deve ultrapassar o tamanho de 20 MB.

3. O artigo deve ter, no maximo, 20 paginas e tem que estar organizado na seguinte
ordem: Titulo; nome completo dos autores, seguido de endereco institucional e
eletronico; Resumo; Termos para indexacao; Title, Abstract; Index terms;
Introducao; Material e Métodos; Resultados e Discussao; Conclusoes;
Agradecimentos; Referéncias; tabelas e figuras.

4. Os padrdes de texto e de referéncias bibliograficas devem ser apresentados de
acordo com as orientacdes, para a apresentacao de manuscritos, estabelecidas nas
Diretrizes aos autores, as quais se encontram na pagina web da revista PAB.

5. Mensagens de concordancia dos coautores com o contelldo do manuscrito e sua
submissado a revista devem ser compiladas pelo autor correspondente em um arquivo
do Microsoft Word e carregadas no sistema como um documento suplementar, no
guarto passo do processo de submissao.

6. Diante do grande niumero de trabalhos recebidos para publicacdo (média de 110
por més), solicitamos sua concordancia com os seguintes procedimentos adotados
pela revista PAB:

Os trabalhos sao analisados pela Comissao Editorial, antes de serem submetidos a
assessoria cientifica. Nessa analise, consideram-se os seguintes aspectos, entre
outros: escopo, apresentacao do artigo segundo as normas da revista; formulacao
do objetivo de forma clara; clareza da redacao; fundamentagao tedrica; atualizacao
da revisdo da literatura; coeréncia e precisdo da metodologia; discussao dos fatos
observados em relagao aos descritos na literatura; resultados com contribuigao
significativa; qualidade das tabelas e figuras; e, finalmente, originalidade e
consisténcia das conclusdes.

ApOds a aplicacao desses critérios, caso o numero de trabalhos aprovados ultrapasse
a capacidade de publicacdo mensal, é aplicado o critério da relevancia relativa.
Segundo esse critério, os trabalhos com contribuicdo mais significativa para o avanco
do conhecimento cientifico sdo aprovados. Esse critério € aplicado apenas aos
trabalhos que atendam aos requisitos de qualidade, mas que, por excederem a
capacidade de publicagdo mensal da revista, nao podem ser todos aprovados. Por
esse mesmo motivo, informamos que nao aceitamos pedido de reconsideracao.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdao usados exclusivamente para
0s servicos prestados por esta publicacao, nao sendo disponibilizados para outras
finalidades ou a terceiros.

Embrapa Informacdo Tecnoldgica

Parque Estacdo Bioldgica - PqEB - Av. W3 Norte (final) Caixa Postal 040315 -
Brasilia, DF - Brasil - 70770-901

Fone: +55 (61) 3448-4231 / 3448-4162 - Fax: (61) 3272-4168



