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RESUMO

GAMA, Guilherme Fontes Valory, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2023.
Fenotipagem de genétipos de feijao (Phaseolus vulgaris L.) e mecanismos de tolerancia ao
déficit hidrico na fase de germinacao. Orientador: Laércio Junio da Silva. Coorientadores:
Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias e José Eustdquio de Souza Carneiro.

A producdo de alimentos atualmente é ameagada pelas mudangas climédticas que a cada dia
potencializam episddios de seca em diversas regides agricolas do mundo. O futuro dos cultivos
de diversas culturas em sistema de sequeiro, assim como o feijdao comum dependem da busca
por gendtipos mais tolerantes a seca. O objetivo do trabalho foi identificar variabilidade para
tolerancia ao déficit hidrico em germoplasma de feijao comum nas fases de germinagdo e
crescimento de plantulas; e investigar os mecanismos fisiologicos e bioquimicos envolvidos na
resposta diferencial em plantulas de gendtipos de feijao comum contrastantes para tolerancia a
seca. Sementes de 33 gendtipos de feijao comum com potencial fisiolégico semelhante foram
submetidas ao déficit hidrico durante a germinacdo e crescimento de plantulas. Os genétipos
BAT477 e CARS80 foram utilizados como tolerante e sensivel ao estresse por déficit hidrico,
respectivamente. O déficit hidrico foi imposto por meio do uso de polietilenoglicol (PEG) 6000
no potencial de -0,3 MPa. Com base nas avalia¢cdes de germinagdo, crescimento de plantulas e
andlises do sistema radicular das plantulas, os genétipos BAT477, G12C, G629 e G13D foram
destacados com maior nivel de tolerancia ao déficit hidrico e CAR80 e G11C com menor nivel
de tolerancia. Esses genodtipos foram avaliados quanto ao potencial fisiolégico (germinagdo,
primeira contagem de germinagdo e crescimento de plantulas), atividade enzimatica (enzimas
SOD, CAT, POX, APX) e contetdo de prolina sob deficiéncia hidrica durante a germinagio e
crescimento inicial das plantulas. A andlise fisioldgica apontou maior desempenho germinativo
para BAT477 e G13D sob déficit hidrico. Gen6tipos com maior desempenho sob déficit hidrico
apresentam como estratégia de tolerancia ao estresse sistema radicular mais profundo e
proliferativo, maior atividade de enzimas do sistema antioxidante e maior conteddo de prolina.
Os genétipos mostraram diferentes estratégias para tolerancia ao déficit hidrico, enquanto

BAT477 aumenta a atividade da CAT, G12C investe em maior atividade da APX.

Palavras-chave: Sistema radicular. Sementes. Qualidade fisiologica. Enzimas antioxidantes



ABSTRACT

GAMA, Guilherme Fontes Valory, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2023.
Phenotyping of common bean (Phaseolus vulgaris L.) genotypes and mechanisms of
tolerance to water deficit in the germination phase. Adviser: Laércio Junio da Silva. Co-
advisers: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias and José Eustdquio de Souza Carneiro.

Food production is currently threatened by climate change that every day potentiate episodes
of drought in various agricultural regions of the world. The future of the cultivation of several
agricultural crops in rainfed systems, as well as the common bean, depends on the search for
more drought tolerant genotypes. The objective of this work was to identify variability for
tolerance to water deficit in common bean germplasm in the germination and seedling growth
stages; and to investigate the physiological and biochemical mechanisms involved in the
differential response in plants of contrasting common bean genotypes for drought tolerance.
Seeds of 33 common bean genotypes with similar physiological potential were maintained in
water deficit during germination and seedling growth. The BAT477 and CARS80 genotypes
were used as tolerant and sensitive to water deficit stress, respectively. Water deficit was
imposed using polyethylene glycol (PEG) 6000 at a potential of -0.3 MPa. Based on
germination potential, seedling growth and analysis of the root system of seedlings, genotypes
BAT477, G12C, G629 and G13D were highlighted with the highest level of tolerance to water
deficit and CAR80 and G11C with the lowest level of tolerance. These genotypes were
evaluated for their physiological (germination, first count of germination and seedling growth),
enzymatic activity (SOD, CAT, POX, APX) and proline content under water deficit during
germination and initial seedling growth. The physiological analysis showed better germination
performance for BAT477 and G13D under water deficit. Genotypes with better performance
under water deficit presented a deeper and more proliferative root system, higher enzyme
activity of the antioxidant system and higher proline content. The genotypes showed different
strategies for tolerance to water deficit, while BAT477 increases CAT activity, G12C invests

in greater APX activity.

Keywords: Root system. Seeds. Physiological quality. Antioxidant enzymes
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INTRODUCAO GERAL

O feijaio comum (Phaseolus vulgaris L.) € considerado a leguminosa de maior
importancia para o consumo humano direto no mundo (Gongalves et al., 2015). O Brasil
encontra-se entre os maiores produtores e consumidores mundiais dessa cultura, sendo
produzidas na safra de 2021/22 cerca de 2,9 milhdes de toneladas, com area colhida de 2,6
milhdes de hectares (FAOSTAT, 2023). Grande parte da sua importincia se deve as
propriedades alimentares, proporcionadas principalmente pelos seus graos, que sdo fonte de
minerais, proteinas, carboidratos e compostos bioativos como polifendis, fitoesterdis e
saponinas (Lomas-Soria et al., 2015; Xu e Chang, 2007). Desta forma, o feijao se faz presente
em diversos sistemas de producdo, que vao desde pequenos a grandes produtores localizados
em diversas regides brasileiras (Melo et al., 2017).

O cultivo do feijoeiro em condi¢des de sequeiro é comum, principalmente em regides
da América Latina, o que consiste em um fator as vezes complicador para o crescimento,
desenvolvimento e producdo da cultura, sendo que a possibilidade de defici€éncia hidrica é quase
sempre inevitdvel (Gongalves et al., 2015; Rosales et al., 2012). No brasil, podemos observar
trés épocas distintas de cultivo, o feijdo das secas, de inverno e das dguas, dos quais apenas o
feijdo de inverno € produzido com auxilio de irriga¢do (Lanna et al., 2018). Atualmente a
potencialidade de ocorréncia de déficit hidrico em sistemas de sequeiro aumenta com as
variacOes climdticas atuais, que contam com instabilidade de precipitacdes e aumento de
temperatura em importantes areas de producao agricola mundial (Gongalves et al., 2015).

Os estadios de germinagcdo e crescimento inicial de plantulas sdo de essencial
importancia para a propagagao das culturas em seu ambiente de crescimento (Biju et al., 2017).
A deficiéncia hidrica em momentos iniciais reduz a germinagdo e o crescimento das plantulas,
o que afeta a emergéncia e o estabelecimento das lavouras.

O efeito drastico da deficiéncia hidrica para a germinacgao e crescimento de plantulas ja
foi relatado para diversas leguminosas. Em estudo com lentilha, Muscolo et al. (2014)
observaram diminuicdo na porcentagem de germinacdo das sementes, no comprimento de raiz
das plantulas, aumento no conteido do aminodcido prolina e de actcares livres totais. Além
disso, foi observada diminui¢ao na atividade das enzimas hidroliticas atuantes no processo de
germinagdo. Machado et al. (2016) concluiram em estudo com trés cultivares de soja, que a
reducdo do potencial osmotico reduz a germinagdo e o crescimento de plantulas de forma
diferenciada para cada cultivar, e estes parametros estdo condicionados a qualidade inicial do

lote de sementes utilizado.
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Em meio a potencializacdo de estresse abidticos, diversas pesquisas no ambito do
melhoramento genético de feijao vém sendo realizadas com intuito de identificar genétipos com
maior tolerincia a deficiéncia hidrica. Pesquisas que buscam genétipos com ciclo mais curto,
melhor arquitetura de raiz visando maior absor¢ao de dgua, adaptag¢des estomdticas, sem deixar
de lado elevada produtividade em condic¢des de estresse (Blair et al., 2012; Gongalves et al.,
2015). Por outro lado, poucos esfor¢os se concentram em identificar genétipos de feijao comum
mais tolerantes a deficiéncia hidrica em momentos iniciais do ciclo da cultura, como a
germinagdo e crescimento inicial de plantulas. De acordo com Muscolo et al. (2014), a garantia
de sucesso de estabelecimento de uma cultura em regides com histdrico de deficiéncia hidrica
¢ diretamente dependente da germinacao rdpida e uniforme das sementes.

Os prejuizos da deficiéncia hidrica para a germinacdo e crescimento das plantulas
também estdo relacionados, além de outros fatores, ao estresse oxidativo gerado pelo acimulo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Khadraji et al., 2017). Estas se apresentam
normalmente em quatro formas nas células, sendo elas o radical hidroxila (OH"), per6xido de
hidrogénio (H202), oxigénio singleto ('O2) e o Aanion superéxido (0O2"7), produzidos
principalmente nos cloroplastos, peroxissomos, mitocondrias, apoplasto e membranas
plasmdticas (Ullah et al. 2018; Singh et al., 2019). As EROs sdao geradas pela redugdo
incompleta do oxigénio e sdo extremamente prejudiciais aos diferentes componentes celulares,
com capacidade de provocar danos em lipidios, proteinas, dcidos nucléicos (Ilyas et al., 2021)
e levar a morte celular (Fang et al., 2015a).

Para lidar com os prejuizos do estresse oxidativo, as plantas contam com mecanismos
de defesa antioxidantes de natureza e ndo enzimadtica (Ismail et al., 2014). Dentre o aparato
enzimadtico estdo inclusas, além de outras, as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidases (POX) (Mahmood et al., 2020).

A SOD atua como a primeira linha de defesa contra as EROs, que ao dismutar o O2™ em
H>0, e O», diminui a possibilidade de formagao do OH" (Gill et al., 2015). O H20> formado
pela agdo da SOD pode entdo ser convertido em H>O pela acao das demais enzimas, CAT, APX
e POX (Hasanuzzaman et al., 2020). Além disso, € considerada componente chave para a
eliminagdo de EROs e diminui¢@o dos efeitos do estresse oxidativo causados pela deficiéncia
hidrica (Laxa et al., 2019).

A CAT e a SOD sao consideradas as duas enzimas de maior importancia para tolerancia
das plantas a estresses abiodticos (Kaciené¢ et al., 2015). Localizada nos peroxissomos, a CAT
atua na remocdo do H»O: gerado na fotorrespiragdo e via B-oxidacdo de 4cido graxos,

convertendo-o em H>O e O (Gill e Tuteja, 2010; Dumanovi¢ et al., 2020).
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A APX apresenta diferentes isoformas nas células vegetais e estd distribuida em
diversos compartimentos celulares, como citosol, mitocondria, peroxissomo e cloroplasto
(Anjum et al., 2016). Essa enzima atua na homeostase redox reduzindo o H,O2 em H>O, porém,
diferentemente da CAT, participa do ciclo ascorbato-glutationa (AsA-GSH) e utiliza o
ascorbato como doador de elétron para tal funcdo (Hasanuzzaman et al., 2019). O ciclo AsA-
GSH € um importante mecanismo de manutencdo do estado redox nas células, e conta com
antioxidantes fortes como ascorbato, glutationa e enzimas como a APX que contribuem para
tolerancia ao estresse em plantas (Szarka et al., 2012).

Assim como a APX, a POX tem seu papel antioxidante baseado na eliminaciao do H>O,.
As peroxidases reduzem o H»O; téxico para as células a H»O, e utiliza para isso diversos
metabolitos secunddrios como doadores de elétrons (Shigeto e Tsutsumi, 2016). O papel
antioxidante da POX e sua contribuicao para tolerincia a seca € discutido em diversos estudos,
que incluem essa familia de enzimas como uma das principais vias de elimina¢do do excesso
de EROs sob estresse (Laxa et al., 2019; Hasanuzzaman et al., 2020).

Por outro lado, existe o mecanismo de defesa ndo enzimatico, que consiste na sintese de
compostos de baixo peso molecular como, glutationa, ascorbato, a-tocoferol, carotenoides,
dentre outros (Hussain et al., 2016). Além destes, a prolina € um aminodcido com fung¢do
osmoprotetora que pode ser considerada um antioxidante importante para mitigar os efeitos
toxicos das EROs (Gill e Tuteja, 2010). Além disso, é responsavel por conferir tolerancia ao
déficit hidrico por meio do mecanismo de ajustamento osmotico e assim se acumula em resposta
a escassez de dgua (Rohman et al., 2020).

E fato o intenso prejuizo da deficiéncia hidrica para os processos de germinacio e
emergéncia de plantulas. Para o feijao comum, a falta de dgua nos estddios iniciais de
desenvolvimento é comum, levando a perdas de estande e redu¢@o na produtividade final. Dessa
forma, existe a necessidade de se encontrar gendtipos de feijoeiro com maior tolerancia a
deficiéncia hidrica em fases iniciais do ciclo da cultura. Uma eficiente maneira de se identificar
gendtipos tolerantes, seria por meio da triagem inicial, de forma que os genétipos selecionados
podem ser utilizados como pais em cruzamentos iniciais dentro de programas de melhoramento
genético. Além disso, a investigacdo dos processos fisiologicos e bioquimicos envolvendo o
metabolismo de enzimas antioxidantes e o acimulo de osmoprotetores como a prolina, podem
contribuir para a elucidacao dos mecanismos de tolerancia a seca desta espécie. Pesquisas desta
natureza também podem auxiliar estudos que visam encontrar QTLs ligados a tolerancia a seca

e o desenvolvimento de marcadores moleculares (Wu et al., 2022).
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RESUMO

GAMA, Guilherme Fontes Valory, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2023.
Caracterizacao morfo-fisiologica de gendtipos de feijaio comum para tolerancia a seca
durante a germinacdo e crescimento de plantulas. Orientador: Laércio Junio da Silva.
Coorientadores: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias e José Eustdquio de Souza Carneiro.

Em diversas regides do Brasil, o feijao comum € cultivado em condi¢des de sequeiro. No atual
cendrio de mudangas climdticas, com instabilidade na ocorréncia de precipita¢des, aumenta os
impactos da deficiéncia hidrica na cultura. O estabelecimento das plantas no campo é altamente
sensivel a seca nas fases de germinacdo e crescimento de plantulas, o que prejudica a formacao
do estande e reduz a produtividade. Neste sentido, ha necessidade de desenvolver cultivares
mais tolerantes a seca nas fases iniciais do ciclo da cultura. O objetivo com o estudo foi avaliar
a variabilidade em germoplasma de feijado comum para tolerancia ao déficit hidrico nas fases
de germinacdo e crescimento de plantulas e definir as principais caracteristicas relacionadas
com o maior nivel de tolerancia dos genétipos. Sementes de 33 gendtipos de feijdo comum,
previamente caracterizadas quanto a qualidade fisioldgica, foram submetidas ao déficit hidrico
durante a germinacdo, utilizando-se solug¢do de polietilenoglicol (PEG) 6000 no potencial
osmotico de -0,3 MPa. O controle consistiu na utilizacdo de dgua destilada. Foram avaliadas
varidveis relacionadas a germinacdo, velocidade de germinagdo, crescimento e caracteristicas
da arquitetura do sistema radicular das plantulas. As médias dos genétipos foram agrupadas
pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Andlise multivariada de componentes principais (PCA) e
dendrograma baseado na distancia euclidiana foram utilizadas na andlise do desempenho dos
gendtipos. Alta variabilidade entre os gendtipos foi observada, sendo possivel destacar quatro
com maior nivel de tolerdncia ao déficit hidrico (BAT477, G629, G13D e G12C) e dois com
menor nivel de tolerdncia (CAR80 e G11C). A tolerancia a seca de BAT477 também foi
comprovada durante fases iniciais do desenvolvimento. A avaliagdo do sistema radicular é
eficaz para estudo de tolerancia a seca em feijdo comum. A variabilidade no germoplasma

avaliado pode ser explorada por melhoristas de plantas em futuros cruzamentos.

Palavras-chave: Qualidade fisiol6gica. Déficit hidrico. Arquitetura de raiz
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ABSTRACT

GAMA, Guilherme Fontes Valory, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2023.
Morpho-physiological characterization of common bean genotypes for drought tolerance
during germination and seedling growth. Adviser: Laércio Junio da Silva. Co-advisers:
Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias and José€ Eustadquio de Souza Carneiro.

In several regions of Brazil, common bean is cultivated under rainfed conditions. In the current
scenario of climate change, with instability in the occurrence of precipitation, the impacts of
water deficit on the crop increase. The establishment of plants in the field is highly sensitive to
drought in the germination and seedling growth phases, which impairs the formation of the
stand and reduces productivity. In this sense, there is a need to develop cultivars that are more
drought tolerant in the early stages of the crop cycle. The objective of the study was to evaluate
the variability in common bean germplasm for tolerance to water deficit in the germination and
seedling growth stages and to define the main characteristics related to the highest level of
tolerance of the genotypes. Seeds of 33 common bean genotypes, previously characterized in
terms of physiological quality, were subjected to water deficit during germination, using a
polyethylene glycol (PEG) 6000 solution at an osmotic potential of -0.3 MPa. The control
consisted of using distilled water. Variables related to germination, germination speed, growth
and architectural characteristics of the seedling root system were evaluated. Means of genotypes
were grouped using the Scott-Knott test (P < 0.05). Multivariate principal component analysis
(PCA) and dendrogram based on Euclidean distance were used to analyze the performance of
the genotypes. High variability between genotypes was observed, being possible to highlight
four with a higher level of tolerance to water deficit (BAT477, G629, G13D and G12C) and
two with a lower level of tolerance (CAR80 and G11C). The drought tolerance of BAT477 was
also proven during early stages of development. The evaluation of the root system is effective
for the study of drought tolerance in common bean. The variability in the evaluated germplasm

can be exploited by plant breeders in future crosses.

Keyword: Physiological quality. Water deficit. Root architecture
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1 INTRODUCAO

A escassez hidrica pode ser prejudicial principalmente em fases iniciais do ciclo dos
vegetais, como a germinacdo e o crescimento de plantulas, sendo considerados periodos
criticos. A deficiéncia hidrica durante os estddios iniciais prejudica a emergéncia em campo por
provocar redugdo da populagdo de plantas, o que reduz o rendimento final de graos (Farooq et
al., 2012).

Durante a germinacdo, a dgua possui papel indispensdvel, pois é capaz de reativar o
metabolismo das sementes e estd envolvida direta e indiretamente em todas as demais etapas
do processo. A deficiéncia hidrica reduz a germinacdo, por afetar diversos processos
bioquimicos e fisiologicos que culminam com o crescimento da radicula (Silva et al., 2016),
além de desencadear mudancas intracelulares degenerativas, como desnaturagdo proteica,
instabilidade de membranas celulares, que em ultima instancia geram anormalidades e danos
nas futuras plantulas (Pereira et al., 2012). Além da germinacdo, a deficiéncia hidrica afeta o
crescimento das plantulas (Machado et al., 2017). Sob tais condi¢des, os componentes do
crescimento vegetal, como a divis@o e a expansao celular sdo primariamente reduzidos em razao
da menor atividade enzimatica, diminuicdes na pressdo de turgor e no fornecimento de energia
(Taiz e Zeiger, 2017). Assim, o crescimento dos 6rgdos vegetativos das plantas como a parte
aérea e o sistema radicular serdo reduzidos, o que afeta consequentemente a emergéncia em
campo.

Além de ser considerada fase critica do desenvolvimento das plantas sob escassez de
agua, a selecdo de gendtipos para tolerdncia a seca durante a germinacdo e crescimento de
plantulas possui diversas vantagens, como facilidade de execucdo, menor utilizacdo de
recursos, tempo e espaco. Isso permite a avalicdo de inumeros gendtipos em menor tempo, €
pode ser vantajoso para o melhoramento de plantas em comparagdo com ensaios de campo.
Ademais, a selecdo de genétipos em fases iniciais do desenvolvimento pode utilizar como base
a andlise do sistema radicular sem a utilizacdo de solo, como rolos de papel e outras
metodologias amplamente utilizadas para a observacdo de raizes (Wasaya et al., 2018). Uma
vez que a mensuracao do sistema radicular das plantas em condi¢des de campo € extremamente
dificil (Fenta et al., 2014; Sharma et al., 2016), a utilizacdo de outros meios de crescimento se
torna alternativa para a utilizacdo dos melhoristas de plantas.

As plantas expressam diferentes respostas ao déficit hidrico, que podem se apresentar
em niveis fisioldgicos, bioquimicos, moleculares e morfoldgicos (Khan et al., 2019). Dentre

estas, as respostas morfoldgicas sao de grande importancia para as plantas sob escassez hidrica,
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principalmente as relacionadas ao sistema radicular. De acordo com Ye et al. (2018), a forma e
o espaco fisico das raizes sdo definidos como a arquitetura do sistema radicular. Tais
caracteristicas sao influenciadas por diversos fatores, como temperatura, nutrientes, pH do solo
(Robbins e Dinneny, 2015) e pelo déficit hidrico (Ye et al., 2018). Portanto, qualquer mudanga
no ambiente induz respostas que dependem da plasticidade do sistema radicular (Xu et al.,
2015), e que sdo importantes para a adaptacdo das plantas e para a melhoria na eficiéncia do
uso da dgua nos cultivos (Fenta et al., 2014).

A arquitetura do sistema radicular apresenta plasticidade e dinamismo frente ao
ambiente em que as plantas se encontram, além de se relacionar com a produtividade agricola
em condicoes de estresse (Zhu et al., 2011). Para a cultura do feijdo, a participacio do sistema
radicular na tolerancia a seca ja é bem esclarecida (Prince et al., 2013), principalmente quanto
a estratégia de evitar o estresse em funcdo do enraizamento mais profundo (Ho et al., 2005). A
fenotipagem dessas e outras caracteristicas da arquitetura do sistema radicular possui grande
contribuicdo para o melhoramento de plantas. Isso pode ser feito na atualidade via andlise de
imagens por meio de diversos softwares, sendo consideradas andlises confidveis e rapidas
(Wasaya et al., 2018).

A selecdo precoce de gendtipos de feijao comum para tolerdncia a deficiéncia de dgua
pode ser uma importante estratégia para o melhoramento genético da cultura. Uma das
metodologias mais eficiente e utilizada para a selecao de gend6tipos tolerantes ao déficit hidrico
em fases iniciais, € a utilizacdo do polietilenoglicol (PEG), que atua como indutor de potencial
osmotico reduzido (Jabbari et al., 2013) e € amplamente empregado em estudos in vitro. Hellal
et al. (2018) esclarecem que a utiliza¢do de materiais osmoticos, como o PEG, € uma das formas
mais adequadas de estabelecer o potencial osmético de interesse e estudar os efeitos da
deficiéncia hidrica sobre a germinacdo. Este método foi utilizado de forma eficiente na
identificacao de gendtipos com niveis contrastantes de tolerancia ao déficit hidrico em culturas
como milho (Ruta et al., 2010), trigo (Girotto et al., 2012), cevada (Hellal et al., 2018), dentre
outras.

A eficiéncia do PEG para a triagem de gendtipos também foi relatada para algumas
leguminosas. Carvalho et al. (2019), com o objetivo de identificar tolerancia ao déficit hidrico
em uma populacdo de feijao caupi, composta por 58 gendtipos, obteve resposta satisfatoria
utilizando PEG 6000 para indugdo do estresse. Esses autores identificaram certos gendtipos
como potenciais pais para comporem cruzamentos iniciais em programas de melhoramento para
tolerncia ao déficit hidrico. Dharanguttikar et al. (2015) identificaram genétipos de grao-de-

bico com caracteristicas favordveis para tolerancia ao déficit hidrico induzido por PEG 6000,
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em funcdo da germinacdo, comprimento de plantulas e massa seca de plantulas. Jimenez-
Galindo et al. (2018), identificaram genétipos de feijao Tepary (Phaseolus acutifolius A. Grey)
e feijao comum tolerantes ao déficit hidrico durante a germinagao e o crescimento de plantulas,
com base em caracteristicas de raiz.

Outro fator significativo a ser considerado para a selecio de gendtipos em fases
primdrias do desenvolvimento, é a qualidade fisiol6gica das sementes. Uma vez que sementes
de baixo vigor se mostram mais sensiveis a estresses ambientais, para selecdo eficiente é
imprescindivel considerar este fator. Segundo Perry (1972), o vigor de sementes € a capacidade
da mesma em proporcionar emergéncia rapida e uniforme das plantulas, com maior tolerancia
a estresses. Além disso, esse autor relata que esta € uma caracteristica fisioldgica determinada
ndo apenas pelo ambiente, mas também pelo gendtipo.

Neste sentido, com as demandas alimentares da populacdo em constante crescimento,
juntamente com o cendrio atual de mudancas climéticas, € necessdrio o desenvolvimento de
cultivares mais adaptadas as condi¢des de estresse, principalmente durante a fase de germinacao
e estabelecimento inicial das culturas (McClean et al., 2011; Carvalho et al., 2019). Dessa
forma, com o presente estudo objetivou-se identificar variabilidade para tolerancia ao déficit
hidrico nas fases de germinagdo e crescimento de plantulas em germoplasma de feijio comum
e definir as principais estratégias utilizadas pelos genétipos com maior nivel de tolerdncia ao

estresse.

2 MATERIAL E METODOS

Um total de 54 genétipos de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) foram utilizados no
estudo. Para escolha dos genétipos foram selecionadas cultivares atualmente recomendadas e
plantadas, além de linhagens elites do programa de melhoramento genético da Universidade
Federal de Vicosa (UFV), Universidade Federal de Lavras (UFLA), Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (Embrapa) e linhagens pertencentes ao programa de melhoramento para
tolerdncia a seca do Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). Dentre estes
gendtipos, foram utilizados o BAT477, descrito como tolerante a seca, e CAR80, descrito como
sensivel (Recchia et al., 2013). Os gendtipos foram obtidos do Banco de Germoplasma de
Feijao, do Departamento de Agronomia, da UFV, pertencente ao Programa de Melhoramento

Genético de Feijao (Tabela 1).



Tabela 1. Lista de genétipos de feijao (Phaseolus vulgaris L.) utilizados no estudo.
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ID Cédigo Grupo Origem Tipo de
comercial germoplasma

G1D BRSFP 403 Preto Embrapa Cultivar
G2D BRS Esteio Preto Embrapa Cultivar
G3D Ouro da Mata Vermelho UFV Cultivar
G4D Ouro Vermelho Vermelho UFV Cultivar
G5D BRSMG Realce Rajado Embrapa Cultivar
G6D CNFP 16373 Preto Embrapa Linhagem
G7D CNFP 16404 Preto Embrapa Linhagem
G9D BRS CNFRS 15558  Rosinha Embrapa Cultivar
G10D BRS CNFRJ 15411 Rajado Embrapa Cultivar
G11D VP35 Preto UFV Linhagem
G12D VP36 Preto UFV Linhagem
GI13D VP37 Preto UFV Linhagem
G15D VR23 Vermelho UFV Linhagem
Gl16D VR24 Vermelho UFV Linhagem
G17D VR25 Vermelho UFV Linhagem
G18D VR26 Vermelho UFV Linhagem
G1C Pérola Carioca Embrapa Cultivar
G2C BRS Estilo Carioca Embrapa Cultivar
G3C BRSMG Uai Carioca UFLA Cultivar
G4C BRSMG VC-25 Carioca UFV Cultivar
G5C BRSMG CXII-13 Carioca UFLA Cultivar
G6C BRS FC406 Carioca Embrapa Cultivar
G7C BRS CNFC 15534 Carioca Embrapa Cultivar
G8C CNFC 16573 Carioca Embrapa Linhagem
GOoC CNFC 16579 Carioca Embrapa Linhagem
Gl10C CNFC 15568 Carioca Embrapa Linhagem
GI1C CNFC 16473 Carioca Embrapa Linhagem
Gl12C CXIII - 1.23 Carioca UFLA Linhagem
GI13C RPXI - 18 Carioca UFLA Linhagem
G14C RPXI - 26 Carioca UFLA Linhagem
GI5C RPXI - 43 Carioca UFLA Linhagem
Gl16C MAX -9 Carioca UFLA Linhagem
G17C MAX - 10 Carioca UFLA Linhagem
GI18C VC40 Carioca UFV Linhagem
GI19C VC41 Carioca UFV Linhagem
G629 IPR Gralha Preto IAPAR Cultivar
G632 IPR Tiziu Preto IAPAR Cultivar
G754 SEN 36 Preto CIAT Linhagem
G755 SEN 37 Preto CIAT Linhagem
G756 SEN 46 Preto CIAT Linhagem
G757 SEN 56 Preto CIAT Linhagem
G758 SEN 74 Preto CIAT Linhagem
G759 SEN 22 Preto CIAT Linhagem
G760 SEN 34 Preto CIAT Linhagem
G761 SEN 90 Preto CIAT Linhagem
G762 SEN 92 Preto CIAT Linhagem
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Tabela 1. Cont.

ID Cddigo Grup(? Origem Tipo de
comercial germoplasma

G763 SEN 93 Preto CIAT Linhagem
G768 SEN 10 Preto CIAT Linhagem
G847 SEN 95 Preto CIAT Linhagem
G848 SEN 98 Preto CIAT Linhagem
G849 SEN 99 Preto CIAT Linhagem
GI11 SEN 70 Preto CIAT Linhagem

CARS80 Carioca 80 Carioca IAC Cultivar
BAT477 BAT 477 Mulatinho CIAT Linhagem

As sementes utilizadas para o estudo foram multiplicadas em campo, no periodo de
outubro de 2019 a janeiro de 2020, na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo Diogo Alves de
Melo, pertencente ao Departamento de Agronomia da UFV. Para a multiplicacdo das sementes,
a adubacdo e os tratos culturais foram realizados seguindo as recomendacdes de Borém e

Carneiro (2015).

2.1 Agrupamento de genétipos em funcio da qualidade fisiologica das sementes

ApOs a colheita, as sementes foram destinadas ao Laboratdrio de Pesquisa de Sementes
do Departamento de Agronomia, para determinacdo do teor de dgua e caracterizacdo da
qualidade fisioldgica. As sementes foram secas em estufa com circulacao forcada de ar regulada
a 30 °C até atingirem teor de dgua de 11%, que foi determinado segundo método de estufa (105
°C) de acordo com metodologia descrita nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009).
Posteriormente a uniformizacdo da umidade, as sementes dos 54 gendtipos foram submetidas

aos seguintes testes:

2.1.1 Germinacao, primeira contagem de germinacao e TS50

Foi conduzido com quatro repeti¢cdes de 50 sementes por tratamento, distribuidas em
rolos de papel toalha umedecidos na proporcdo de 2,5 vezes o peso do papel seco com agua
destilada. Os rolos foram mantidos em germinador regulado a 25 °C (Brasil, 2009). As
avaliagdes foram realizadas diariamente com a determinacdo da porcentagem de plantulas
normais. Com os dados das contagens didrias foram obtidos indices de velocidade de
germinagdo e o tempo para germinacdo de 50% das sementes (T50), utilizando-se o pacote
SeedCalc do software R (Silva et al., 2019). A primeira contagem de germinagdo foi realizada
em conjunto com o teste de germinagao e consistiu na porcentagem de plantulas normais no 5°

dia ap6s a semeadura em papel (Brasil, 2009).
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2.1.2 Condutividade elétrica

Foi realizada com quatro repeti¢des de 50 sementes, previamente pesadas e colocadas
para embeber em copos plasticos contendo 75 ml de dgua destilada. O conjunto foi mantido em
germinador regulado a 25 °C durante 24 horas (Vieira e Marcos-Filho, 2020). Decorrido este
periodo, a condutividade elétrica da solucdo de embebicdo foi determinada por meio de

condutivimetro Digimed DM32. Os resultados foram expressos em uS cm™ g

2.1.3 Envelhecimento acelerado

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes cada, que foram distribuidas em
camada tnica sobre tela metdlica dentro de caixas tipo “gerbox”, contendo no fundo 40 mL de
dgua destilada. As caixas foram acondicionadas em camara tipo “Biological Organism
Development” (BOD), a 42 °C, durante 72 horas (Hampton e TeKrony, 1995). Em seguida, as
sementes foram submetidas ao teste de germinacdo, conforme metodologia descrita

anteriormente, e a avaliagdo do nimero de plantulas normais ocorreu no 5° dia apds a montagem

do teste (Brasil, 2009).

2.1.4 Analise digital do comprimento de plantulas (ImageJ®)

Foram utilizadas quatro repeti¢coes de 20 sementes cada, distribuidas em rolos de papel
toalha umedecidos com 4gua destilada na proporcao de 2,5 vezes o peso do papel seco. Os rolos
foram mantidos em germinador “Mangelsdorf’, a 25 °C, por trés dias. Apds este periodo, as
plantulas foram submetidas as avaliagdes de comprimento de parte aérea e raiz, que foi
realizada por meio de anélise de imagens. As imagens das plantulas foram obtidas por meio de
um escaner (HP, Scanjet 200). Todas as imagens foram obtidas com resolu¢dao de 200 dpi e
entdo processadas no software ImageJ®. Para andlise das imagens no software, foi realizada a
calibracao prévia da escala, e cada plantula de forma individual teve o hipocétilo e a radicula
demarcados separadamente para o computo de seus comprimentos. Os resultados foram
expressos em cm plantula’. A partir dos dados de comprimento da parte aérea e raiz das
plantulas foram determinadas, com o auxilio do pacote SeedCalc (Silva et al., 2019), as
seguintes caracteristicas: comprimento total (CT) de plantulas; razdo raiz-parte aérea (RSR)
(Benincasa, 2003); indice de crescimento (IC) (Sako et al., 2001); indice de vigor (IV) (Sako et
al., 2001) e indice de vigor corrigido (IVC) (Medeiros e Pereira, 2018).
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2.1.5 Matéria seca de parte aérea e raiz de plantulas

Ap6s a aquisicdo das imagens, a parte aérea e a raiz das plantulas oriundas do teste de
comprimento foram separadas e colocadas em estufa a 65 °C, onde permaneceram por 72 horas.
Em seguida, o material foi pesado em balanca analitica, com precisdao de 0,001g, e a matéria

seca determinada e expressa em mg plantula! (Krzyzanowski et al., 2020).

2.1.6 Agrupamento K-means

Os 54 gendtipos de feijao comum foram agrupados em fun¢do da qualidade fisioldgica
das sementes. Para realizacdo do agrupamento foi utilizado o algoritmo de clusterizacdao K-
means. O K-means € um algoritmo de clusterizacdo ndo supervisionado, que agrupa
aleatoriamente cada observagdao a um cluster em fun¢do de suas carateristicas, € encontra o
centroide de cada cluster até que a variagao dentro do mesmo ndo possa mais ser reduzida
(Defossez et al., 2018). O ndmero ideal de clusters foi determinado segundo método Gap

statistic (Tibshirani et al., 2001).

2.2 Caracterizacao fisiologica e fenotipagem radicular para tolerancia a seca

Ap6s o agrupamento dos gendtipos em fungdo da qualidade fisioldgica inicial, o grupo
de maior qualidade fisioldgica (33 gendtipos) foi utilizado para a triagem quanto a tolerancia a
deficiéncia hidrica durante a fase de germinacdo e crescimento inicial das plantulas. Os demais
gendtipos ndo foram utilizados para as andlises subsequentes, j& que a menor qualidade
fisiol6gica das sementes poderia levar a interpretac@o incorreta quanto ao nivel de tolerancia ao
déficit hidrico.

A triagem dos genétipos foi realizada em laboratério, por meio do uso de
polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) no potencial osmoético de -0,3 Mpa para imposi¢cdo do
estresse durante a germinacdo. O tratamento controle consistiu apenas na utilizacdo de dgua
destilada. O potencial osmético de -0,3 Mpa foi determinado anteriormente por meio de um
experimento piloto com diferentes gendtipos. Este potencial foi suficiente para reduzir de forma
significativa a germinag¢do e o crescimento de plantulas sem impossibilitar a discriminagdo dos
genoétipos. A quantidade de PEG foi determinada segundo Villela et al. (1991). Para triagem

dos gendtipos, as seguintes avaliagdes foram realizadas:

2.2.1 Germinacao e primeira contagem de germinacao

Quatro repeti¢cdes de 50 sementes foram distribuidas sobre papel toalha umedecido com

2,5 vezes o peso do papel seco com a solucdo de PEG 6000, no potencial osmético de -0,3 Mpa.
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Os rolos foram mantidos em germinador regulado a 25 °C durante todo o periodo de condug¢ado
do teste. Para o controle, o papel toalha foi umedecido somente com &dgua destilada. As
avaliagdes consistiram na contagem do niimero de plantulas normais ao 5° (primeira contagem)
e 9° dia (contagem final) apés a montagem do teste (Brasil, 2009). Os resultados foram

expressos em porcentagem de plantulas normais.

2.2.2 Analise digital do comprimento de plantulas (ImageJ®)

Foi conduzido com quatro repeti¢cdes de 20 sementes por tratamento, distribuidas em
rolos de papel toalha umedecidos na proporcao de 2,5 vezes o peso do papel seco com a solugao
de PEG 6000 no potencial osmoético de -0,3 Mpa, e dgua destilada para o controle. Os rolos
foram mantidos em germinador, a 25 °C, por cinco dias. Apds este periodo, as plantulas foram
submetidas as avaliacdes de comprimento de parte aérea e da raiz principal, que foi realizada
por meio de andlise de imagens. As imagens das plantulas foram obtidas por meio de um escaner
(HP, Scanjet 200). Todas as imagens foram obtidas com resolu¢do de 200 dpi e entdo
processadas no software Image]®. Para andlise das imagens no software, foi realizada a
calibracdo prévia da escala, e cada plantula de forma individual teve o hipocétilo e a radicula
demarcados separadamente para o computo de seus comprimentos. Os resultados foram

expressos em cm plantula! (Krzyzanowski et al., 2020).

2.2.3 Avaliacao de caracteres radiculares

Posteriormente a anélise digital do comprimento das plantulas, o sistema radicular foi
separado da parte aérea e posto para flutuar em uma lamina de 4gua no interior de uma bandeja
de acrilico (30 x 40 cm) e escaneados. Foi utilizado um escaner Optico que gerou imagens em
escala de cinza com resolucao de 400 dpi. As mesmas foram processadas no software WinRhizo
Pro para obtencdo do comprimento total de raiz (CTR), drea superficial total de raiz (ASR),

volume radicular (VR) e comprimento de raiz fina entre 0 e 0,5 mm de didmetro (CRF).

2.2.4 Matéria seca de parte aérea e raiz

Ap6s a determinacdo dos comprimentos e da avaliagdo dos caracteres radiculares, a
parte aérea e raiz das plantulas, separadas, foram acondicionadas em estufa a 65 °C, onde
permaneceram por 72 horas. Posteriormente foi realizada a pesagem do material em balanca
analitica, com precisdo de 0,001 g, e determinada a matéria seca, expressa em mg plantula’!

(Krzyzanowski et al., 2020).
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2.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O agrupamento em funcdo da qualidade fisiolégica das sementes, foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado e os dados das 13 varidveis obtidas para
as sementes dos 54 genétipos de feijao foram submetidas ao algoritmo de clusterizagdo k-
means, com o nimero 6timo de clusters definido pelo método Gap statistic (Tibshirani et al.,
2001). De forma conjunta foi realizada uma analise de componentes principais. Uma matriz “n
x p” foi obtida, onde “n” corresponde ao niumero de gendtipos (n = 54) e “p” o nimero de
varidveis utilizadas para a avaliagdo da qualidade fisiolégica (p = 13). Os autovalores e
autovetores foram calculados a partir das matrizes de covariancia e plotados em graficos
bidimensionais (diagrama de ordenacao de categorias e circulo de correlagdes), geradas a partir
do pacote Factoextra (Kassambara e Mundt, 2016). A anélise dos dados foi efetuada com o
auxilio do software estatistico R (R Core Team, 2021).

O experimento de fenotipagem para tolerancia a seca foi conduzido em delineamento
experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 33 x 2, sendo 33 gendtipos de
feijdo e dois potenciais osmoticos, com quatro repeti¢des. Apds a validacao da normalidade dos
erros € homogeneidade de variincia, respectivamente pelos testes de Kolmogorov Smirnov e
Levene, os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Para atender as
pressuposicdes da andlise de variancia, os dados de matéria seca da parte aérea, CTR e CRF
foram transformados utilizando raiz quadrada e para CPA foi utilizado log10. As médias foram

agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Todas as caracteristicas avaliadas foram submetidas a andlise multivariada de
componentes principais, sendo computado o indice de tolerancia ao estresse (ITE), adaptado de
Bouslama e Schapaugh (1984), para cada uma delas. Este indice apresenta a seguinte formula:

me
ITE = —x 100
me

Em que: m. e m. representam a média da varidvel em questdo no potencial -0,3 Mpa

(déficit hidrico) e no controle (0,0 Mpa), respectivamente.

Foi obtida uma matriz “n x p”, onde “n” corresponde ao nimero de gendtipos (n = 33)
e “p” o numero de varidveis utilizadas para triagem (p = 13). Os autovalores e autovetores foram
calculados a partir das matrizes de covariancia e plotados em graficos bidimensionais (diagrama

de ordenacdo de categorias e circulo de correlagdes), geradas a partir do pacote Factoextra
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(Kassambara e Mundt, 2016). Toda andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software

estatistico R (R Core Team, 2021).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Agrupamento de genétipos em funcao da qualidade fisiologica das sementes

A anélise de agrupamento foi realizada com o nlimero 6timo de clusters calculado pelo
método Gap statistic (Tibshirani et al., 2001). O valor k encontrado foi igual a “dois” para o
conjunto de dados de 13 caracteristicas de qualidade fisiologica de sementes de 54 genotipos

de feijao comum (Figura 1).
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Figura 1. Nimero 6timo de clusters (k) para o conjunto de dados de qualidade fisioldgica de

sementes de 54 genétipos de feijao, baseado no método Gap statistic.

Os dois grupos formados foram entdo representados graficamente por meio da andlise
de componentes principais, que baseado no algoritmo K-means, posicionou cada gendtipo em
seu respectivo grupo (Figura 2). Dentre eles, 33 genotipos foram alocados no “grupo 17, que
ficou posicionado nos escores positivos do PC1, e proximo aos vetores das varidveis
relacionados com maior qualidade fisiolégica (G, PCG, IVG, EA, CRA, CPA, CT, IC, IV e
IVC). Os outros 21 gendtipos foram dispostos no “grupo 27, em direcao oposta aos vetores das
varidveis de qualidade fisiologica e em direcdo aos vetores que indicam baixa qualidade

fisiologica, ou seja, maiores valores de T50 e CE. Assim, foi observado maior qualidade
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fisiologica das sementes dos gendtipos reunidos no “grupo 1”” em comparagdo aos contidos no

GCgrupo 293.
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Figura 2. Biplot da andlise de componentes principais utilizando os dados de qualidade
fisioldgica das sementes de 54 genétipos de feijao comum. Na figura € mostrado o agrupamento
obtido pelo método k-means. PC1 — Componente principal 1; PC2 — Componente principal 2;
G — Germinagdo (%); PCG — Primeira contagem de germinacdo (%); T50 — Tempo para
germinacio de 50% das sementes; IVG — Indice de velocidade de germinagio; CPA —
Comprimento de parte aérea (cm seedling™'); CRA — Comprimento de raiz (cm seedling!); EA
— Envelhecimento acelerado (%); CE — Condutividade elétrica (uS cm’! g‘l); RRPA — Razdo
raiz/parte aérea; IC — Indice de crescimento; IV — Indice de vigor; IVC — Indice de vigor
corrigido.

Silva et al. (2016) afirmam que sementes mais vigorosas possuem maior potencial para
tolerar fatores adversos no campo, como a deficiéncia hidrica, altas ou baixas temperaturas e
salinidade. Assim, a tolerdncia ao estresse ndo depende apenas do gendtipo, mas também da
qualidade fisioldgica da semente.

A influéncia do vigor das sementes no desempenho de gendtipos sob déficit hidrico foi
observada por Grzybowski et al. (2019) na cultura do milho. Estes autores relataram, ao
trabalhar com trés lotes de sementes de dois hibridos de milho, que para o genétipo que
apresentou maior tolerancia a deficiéncia hidrica, foi constatado maior influéncia do vigor das
sementes. Ressaltaram ainda a importancia de se levar em consideracdo a qualidade fisioldgica

das sementes para avaliar o desempenho do gendétipo sob déficit hidrico.



29

Prazeres et al. (2021) identificaram resposta diferencial de sementes de hibridos de
milho com diferentes niveis de qualidade fisiolégica para tolerancia a seca. O hibrido com
sementes mais vigorosas apresentou maior presenca de mecanismos de tolerncia a seca
relacionados a maior combate ao estresse oxidativo por meio do acimulo de prolina e aumento
de atividade de enzimas do sistema antioxidante.

No presente estudo, os genotipos reunidos no “grupo 17 apresentaram maior qualidade
fisiolgica das sementes por mostrarem maiores resultados nos testes de germinagdo e vigor.
Diante do observado, estes apresentaram maior e mais rdpida germinacio, maior potencial de
armazenamento e emergéncia em campo, deferido pelo teste de envelhecimento acelerado,
além, de forma geral, maior e mais uniforme crescimento de plantulas.

Por outro lado, os genétipos do “grupo 27, além de menor desempenho fisioldgico
apresentaram maiores valores de condutividade elétrica e para o tempo necessdrio para alcancar
50% de plantulas normais no teste de germinacio. Por meio do teste de condutividade elétrica
¢ possivel identificar menor velocidade de restabelecimento do sistema de membranas celulares
para as sementes dos gendétipos do grupo 2 e maior lixiviagdo dos conteudos celulares, o que
reflete em menor vigor dessas sementes (Marcos-Filho, 2015). Em relagcdo ao TS50, sua maior
correlagcdo observada na PCA para os gen6tipos do grupo 2 revela germinacao mais lenta e pode
indicar menor desempenho das sementes em campo. Segundo Amorim et al. (2021), o T50 é
muito utilizado para explorar o vigor de diferentes lotes de sementes, sendo os menores valores
de TS50 indicativo de lotes mais vigorosos.

Uma vez que sementes de menor vigor sdo também mais susceptiveis a condigoes de
estresse, a padronizacdo ou balizamento do vigor é fundamental para uma selecio mais
confidvel. Desta forma, de um germoplasma inicial de 54 gendtipos, os 33 gendtipos do grupo
de maior qualidade fisiol6gica foram utilizados para a triagem quanto a tolerancia a deficiéncia

hidrica nos estadios iniciais.

3.2 Triagem de genoétipos de feijao comum para a tolerancia a seca

A andlise de variancia realizada para as varidveis de desempenho dos 33 genétipos de
feijdo comum sob dois potenciais osmdticos apresentou, para todas as varidveis, interacao
significativa entre os genétipos e os potenciais osmoticos (Tabela 2). Assim, procedeu-se ao

estudo da interacdo entre estes fatores.
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Tabela 2. Resumo da andlise de variancia das varidveis de desempenho germinativo, crescimento de plantulas, caracteristicas da arquitetura do

sistema radicular e indices relacionados ao crescimento de plantulas de 33 genotipos de feijdo comum sob dois potenciais osmoticos.

——— GER PCG CPA*> CRA MSPA' MSRA CTR! ASR VR CRF! IC v IVC

Quadrado médio

G 32 598%* 692*  0,01*  4,00* 0,32*  3,26%  0,83* 2,74*% 0,0007* 0,57* 34217* 20567* 32206*
P 1 40718* 140393* 49,13* 1876,92* 474,17* 817,02* 848,28* 1882,96* 0,3810* 589,96* 19512318* 9805394* 10817245*
GxP 32 440* 486*  0,002*  3,98* 0,27%  241*  0,68* 2,33*%  0,0006*% 0,38%* 33706* 20235%* 27457*
Res 198 39 42 0,26 0,97 0,04 0,18 0,13 0,34 0,00007 0,1 8964 5086 3545

CV (%) 9.57 1229 10,36 14,53 5,57 12,2 8,44 14,11 12,82 12,47 14,65 10,93 13,35

GER: germinagio (%); PCG: primeira contagem de germinacgio (%); CPA: comprimento de parte aérea (cm.plantula™); CRA: comprimento de raiz (cm.plantula™'); MSPA:
matéria seca de parte aérea (mg plantula™); MSRA: matéria seca de raiz (mg plantula').; CTR: comprimento total de raiz (cm plantula') ASR: drea superficial total de raiz (cm?
plantula!'); VR: volume radicular (cm?® plantula'); CRF: comprimento de raiz fina (cm plantula™); IC: indice de crescimento; IV: indice de vigor; IVC: indice de vigor corrigido.
*significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. 'Dados transformados por raiz quadrada de Y. ? Dados transformados por log10 de Y. FV: Fonte de variacdo; GL: Grau de
liberdade; G: Gendtipo; P: Potencial osmético; CV: Coeficiente de variacdo.
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Ao se estudar o efeito do potencial osmdtico no desempenho germinativo e crescimento
de plantulas de genoétipos de feijdo comum, o controle (C) proporcionou médias superiores ao
tratamento de deficiéncia hidrica (DH). Desta forma, o déficit hidrico simulado diminuiu a
germinagdo, bem como a primeira contagem de germinacdo e reduziu o crescimento das
plantulas (Tabela 3).

Segundo Marcos-Filho (2015), a deficiéncia hidrica reduz inicialmente a velocidade de
germinagdo das sementes, que se estende a porcentagem final de germinacdo em potenciais
osmoticos mais negativos. O déficit hidrico durante a germinacdo, reduz o metabolismo de
carboidratos em razdo da menor atividade de enzimas hidroliticas importantes para o
fornecimento de energia para o embrido (Biju et al., 2017). Germinacdo baixa e lenta
ocasionada por menor absorcao de dgua sob déficit hidrico pode resultar ainda em diminui¢do
no numero de plantas por drea (Jajarmi et al., 2009), devido aos prejuizos na emergéncia das
plantulas em campo.

Além da germinacdo, o déficit hidrico afetou o crescimento das plantulas de todos os
genotipos. Esse fato € justificado devido a menor expansdo celular, assimilacdo e particao de
carbono (Hsiao e Xu, 2000). Para gendtipos de colza, Jabbari et al. (2013) observaram reducoes
no comprimento e peso seco de parte aérea e raiz das plantulas e atribuiram os resultados
observados a menor remobilizacdo de reservas para o crescimento do embrido. A reducdo no
crescimento de plantulas também foi observada sob deficiéncia hidrica simulada por PEG 6000
por Nascimento et al. (2019) em feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.).

No tratamento controle, o genotipo G10C apresentou os maiores valores para as
variaveis de germinagdo e crescimento de plantulas (Tabela 3). Por outro lado, G629, G848 e
G12C apresentaram os menores valores para essas variaveis.

Sob déficit hidrico, a referéncia tolerante BAT477 apresentou desempenho superior
para as varidveis de germinagdo e crescimento de plantulas (Tabela 3). Além disso, com
germinacdo de 82% sob deficiéncia hidrica, BAT477 foi o tinico gendtipo a alcangar o padrao
de 80% para comercializacio para sementes de feijio comum (Brasil, 2013). De forma anéloga,
os genotipos G13D e G629 também apresentaram maiores desempenhos em relagdo aos demais
genodtipos, para as caracteristicas mencionadas. A referéncia sensivel (CAR80) e o genétipo
G11C apresentaram germinagdo mais lenta e baixa, além de reduzido crescimento de plantulas
sob déficit hidrico, sendo, portanto, os genétipos de pior desempenho em comparacdo com os
demais.

Diversidade no potencial de germinagdo das sementes sob déficit hidrico também foi

observado entre gendtipos de lentilha por Muscolo et al. (2014). De acordo com esses autores,
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0s gendtipos com maior germinacao foram considerados como tolerantes a seca em comparagao
com os gendtipos classificados como sensiveis, que apresentaram as maiores redugdes na
porcentagem de germinacdo. Além disso, eles correlacionaram, além de outros fatores, a maior
atividade das enzimas hidroliticas a, f-amilase e a-glucosidase, presentes no metabolismo
germinativo, com a tolerancia a seca. Maior nivel de hidratacdo das sementes e maior atividade
dessas enzimas foram observadas em gendtipos de lentilha por eles selecionados como
tolerantes ao déficit hidrico.

No presente trabalho, apesar da restri¢ao hidrica reduzir o crescimento das plantulas de
feijao, BAT477, G13D e G629 apresentaram os menores impactos sob baixa disponibilidade
hidrica em comparacdo com CAR80 e G11C. Na cultura do milheto, Shivhare e Lata (2019)
atribuiram maior tolerincia a seca para genétipos com redu¢do minima no comprimento €
matéria seca da parte aérea e raiz das plantulas. Em genodtipos de lentilha tolerantes ao déficit
hidrico, Biju et al. (2017) também identificaram menores reducdes no peso seco das plantulas
em comparagdo com gendtipos mais sensiveis, comprovando o nivel de tolerincia a seca
diferencial entre os genoétipos estudados.

Dentre as varidveis de crescimento abordadas neste estudo, pode-se destacar o
comprimento da raiz, que foi superior nos genétipos de maior desempenho sob déficit hidrico.
Polania et al. (2020) destacam que o comprimento da raiz se correlaciona com a tolerancia ao
déficit hidrico em feijdo comum, pois o fendtipo de raizes mais profundas e mais vigorosas
consiste em estratégia para maior acesso a fontes de d4gua que se encontram mais profundas no

solo, o que resulta em maior estado hidrico da planta.
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Tabela 3. Médias e agrupamento Scott-Knott para germinagdo, primeira contagem de germinagao e crescimento de plantulas de 33 gendtipos de

feijdo comum sob dois potenciais osmoticos.

GEN G PCG CPA CRA MSPA MSRA
C DH C DH C DH C DH C DH C DH

G629 83bA 69bB 82bA 39dB  5,70dA 1,01 bB 7,82 bA 5,770aB  20,10dA  587bB  4,00fA 2,16 bB
G632  T9bA  T3bB  T9bA  59bB  6,59cA  0,95bB 8,69bA  4.15bB 2941aA 579bB 6,68bA 1,95bB
G755 T71cA 63cB 65cA 26eB  7,73bA  096bB 11,75aA 4,06bB  20,54dA 557bB 391 fA 1,43cB
G756 70cA  63cB 68cA 41cB  7,13cA 0,94 bB 9,50 bA 357bB 23 81cA  5/775bB  3,71fA 1,27cB
G758 74cA 48eB T70cA 30eB 590dA  093bB 10,96aA 498aB  2474cA 6,66bB 5,06dA 2,07bB
G761 81bA 53dB  79bA 35dB  6,22dA 0,86 cB 9,28 bA 3,68 bB  28,65bA  7.82aB  5,77cA 2,62aB
G762 69cA 54dB 68cA 21eB  7,10cA 0,96 bB 8,85 bA 2,71bB  2389cA 431cB 3,80fA 1,10cB
G768 T78bA 46eB T6bA 25eB  632dA  0,77c¢cB  1045aA 3,06bB  2793bA 6,09bB 6,38bA 141cB
G848 66cA 30fB 6lcA 17{B 6,63 cA 1,00 bB 8,83bA  4,10bB  24,70cA  8,6090aB 4,11fA 1,99bB
G10C 91aA 60cB 90aA 34dB 886aA  088cB 10,97aA 334bB 31,72aA 543bB 6,14bA 1,22¢cB
Gl11IC 76cA 44eB 74cA 16dB  6,79cA  0,78cB  10,86aA 245bB  26,26bA  330cB  521dA 1,18cB
GI2C 75cA 61cB 78bA 20eB 5,69dA  0,93bB 7,53 bA 4,65aB 2226 dA 745aB 4,71eA 2,29 aB
GI3C 71cA 47eB 69cA 141{B 7,05¢cA  098bB 10,17aA  542aB  2457cA  589bB 5,03dA 1,71cB
GI3D 79bA 72bB 78bA 52bB 7,64 bA 1,07aB  10,82aA 5,86aB  27,30bA  6,74bB  5,75cA 2,06 bB
G14C 71cA 33fB 70cA 7B 7,08cA  0,85cB 9,15 bA 343bB  2731bA  574bB  6,06bA 1,47 cB
G15C 87aA 38fB 87aA 18fB 6,70cA  0,84cB 10,70aA  3,73bB  26,04bA 648bB 581cA 1,69cB
GISD 72cA  56dB 70cA 44cB  699cA  0,85cB 9,29 bA 394bB  2227dA  535bB  445eA 197bB
GléD 70cA  64cB  69cA 47cB  8,06bA 0,98 bB 9,98 aA 4,07bB  25,78bA  647bB 4,64eA 1,89bB
G17D 72cA 62cB 72cA 26eB  748bA  0,79cB 8,69bA  4,04bB 22,11dA 4,66cB 347fA 1,61cB
G18C 79bA 50eB 77bA 39dB 589dA  0,82c¢B 8,25 bA 392bB  2385cA  3,71cB  6,64bA 1,20cB
GI18D 89aA 78aB 87aA 48cB  695cA  0,88cB 7,80 bA 381bB  2532cA  565bB  4,02fA 1,65¢B
GI9C 90aA 49eB 88aA 16{B 8,14 bA 1,10aB  10,10aA  4,58aB  30,83aA  7,13aB  5,38cA 1,77bB
GIC 78bA  34fB 75cA 16{B 6,52cA  0,94bB 8,95 bA 2,74bB  27,70bA 396cB 4,61eA 145cB
G4C 70cA 31fB 66cA 12{B 6,01dA  0,93bB 8,63 bA 334bB  25,04cA  622bB  496dA 1,27 cB
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G PCG CPA CRA MSPA MSRA
C DH C DH C DH C DH C DH C DH
G4D T9bA 62cB  78bA  42c¢cB  7,77bA 098bB  856bA 493aB 23,82cA 6,56bB 446eA 2,03bB
G5C 80bA 54dB 80bA 36dB 690cA 083cB 972aA 449aB 26,88bA 493cB 6,11bA 1,96bB
G5D T9bA 20gB 76bA  8{B 352eA 083cB  955bA  444aB 2696bA 630bB 8,88aA 2,61 aB
G7C 84 aA 34fB 80bA 14fB 6,79cA 090cB 949bA 280bB 2873bA 3,76cB 534cA 1,65cB
G7D T7cA 62cB  75cA 44cB  594dA 085cB  8,62bA 458aB 2487cA 563bB 581cA 1,51cB
G8C 83bA 46eB 82bA I5fB 727cA 1,14aB 1043 aA 527aB 27,61bA 743aB 539cA 2,09bB
GoC 76cA 53dB  74cA 24eB 687cA 093bB 921bA 4,11bB 2827bA 641bB 545cA 1,81bB
BAT477 84aA 82aB 83aA 7l1aB 693cA 1,15aB  922bA 6,37aB 2801bA 588bB 595bA 2,53aB
CAR80 8aA 57dB 85aA 33dB 6,22dA 0,78cB  846bA  296bB 2475¢cA 3,68cB 6,08bA 1,02cB

GEN: gendtipo; C (Controle): 0,0 MPa; DH (Déficit hidrico): -0,3 MPa; G: germinagéo (%); PCG: primeira contagem de germinagio (%); CPA: comprimento de parte aérea
(cm plantula); CRA: comprimento de raiz (cm plantula'); MSPA: matéria seca de parte aérea (mg plantula™'); MSRA: matéria seca de raiz (mg plantula™). Para cada genétipo,
letras mindsculas iguais na coluna significam que pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para cada potencial osmético letras maitsculas
iguais na linha, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Em relagdo as caracteristicas da arquitetura do sistema radicular, como comprimento
total de raiz, area superficial de raiz, volume de raiz, comprimento de raizes finas, ao se
comparar os potenciais osmoticos, observa-se médias superiores no controle em relagdo ao
déficit hidrico para todos os genotipos (Tabela 4). Este fato aponta o prejuizo da deficiéncia
hidrica para o crescimento e desenvolvimento do sistema radicular dos genotipos avaliados. De
acordo com Maurel e Nacry (2020), o crescimento da raiz primaria e a formacdo de raizes
laterais ¢ variavel em fun¢do da intensidade da restri¢do hidrica. Deficiéncias hidricas
moderadas aumentam o crescimento da raiz priméria e a formacgao de raizes laterais, enquanto
déficit hidrico severo exibe efeitos inibitérios (Jung et al., 2013). Redug¢do no crescimento da
raiz sob deficiéncia hidrica simulada por PEG 6000 foi observada por Hellal et al. (2018) em
plantulas de cevada com oito dias de desenvolvimento. Os autores atribuiram os resultados
observados aos impactos do déficit hidrico na divisdo e alongamento das células da regido
meristematica da raiz. De acordo com esses autores, a pressao de turgor nas células é menor
devido a menor absorc¢ao de dgua sob deficiéncia hidrica, fato que restringe ou diminui a taxa
de crescimento do 6rgao.

A comparacao das médias dos genotipos para as caracteristicas da arquitetura do sistema
radicular dentro do controle apontou G5D como o genétipo de maior desempenho geral (Tabela
4). Por outro lado, os genotipos G848 e agora G17D alcangaram menores médias sob condigdes
de plena disponibilidade hidrica. Melhor desempenho geral foi novamente observado para
BAT477, G629 e G13D, sob déficit hidrico, que tiveram as maiores médias para as
caracteristicas da arquitetura do sistema radicular (Tabela 4). Por outro lado, CAR80, G11C e
GI1C foram os gendtipos que apresentaram os piores desempenhos em comparacdo com 0S

demais genotipos.
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Tabela 4. Médias e agrupamento Scott-Knott para variaveis da arquitetura do sistema radicular de 33 gendtipos de feijdo comum sob dois potenciais

0smoticos.
CTR ASR VR CRF
GEN
C DH C DH C DH C DH

G629 30,90 cA 9,28 aB 5,50 eA 2,14 aB 0,080 dA 0,035 aB 15,89 cA 3,22 aB
G632 39,83 bA 6,51 bB 7,53 cA 1,57 aB 0,117 bA 0,031 aB 17,95 bA 1,60 bB
G755 32,89 cA 6,35 bB 6,04 dA 1,37 bB 0,089 dA 0,024 bB 14,57 cA 1,63 bB
G756 28,33 cA 5,08 cB 5,46 eA 1,20 bB 0,085 dA 0,023 bB 11,92 cA 1,05 bB
G758 36,08 cA 6,80 bB 6,71 dA 1,65 aB 0,101 cA 0,032 aB 16,71 cA 1,28 bB
G761 34,87 cA 5,91 bB 6,98 cA 1,65 aB 0,114 bA 0,037 aB 15,07 cA 1,09 bB
G762 31,59 cA 3,70 cB 5,70 eA 0,93 bB 0,083 dA 0,019 bB 15,13 cA 0,60 cB
G768 41,24 bA 3,68 cB 8,31 bA 1,01 bB 0,136 aA 0,022 bB 17,49 cA 0,31 cB
G848 30,43 cA 5,98 bB 5,58 eA 1,51 aB 0,083 dA 0,031 aB 15,15 cA 1,19 bB
Gl10C 47,26 aA 4,39 cB 8,46 bA 1,04 bB 0,123 bA 0,020 bB 22,47 bA 0,72 cB
Gl11C 32,13 cA 3,32 cB 6,25 dA 0,85 bB 0,098 cA 0,018 bB 15,10 cA 0,44 cB
G12C 30,50 cA 7,11 bB 6,11 dA 1,90 aB 0,100 cA 0,037 aB 12,56 cA 1,54 bB
G13C 33,70 cA 6,24 bB 6,22 dA 1,48 aB 0,093 cA 0,028 bB 16,42 cA 1,05 bB
G13D 42,22 bA 9,86 aB 7,87 bA 2,34 aB 0,119 bA 0,044 aB 20,07 bA 2,46 aB
G14C 36,80 bA 4,34 cB 7,20 cA 1,09 bB 0,115 bA 0,022 bB 15,22 cA 0,45 cB
GI5C 40,55 bA 4,94 cB 7,52 cA 1,26 bB 0,113 bA 0,026 bB 19,10 bA 0,64 cB
G15D 30,24 cA 5,96 bB 5,81 eA 1,56 aB 0,091 cA 0,033 aB 13,58 cA 1,00 bB
G16D 41,11 bA 7,41 bB 7,02 cA 1,69 aB 0,097 cA 0,031 aB 21,09 bA 1,97 aB
G17D 29,22 cA 6,00 bB 5,21 eA 1,45 aB 0,076 dA 0,028 bB 15,12 cA 1,28 bB
G18C 40,89 bA 5,50 bB 8,06 bA 1,28 bB 0,130 aA 0,024 bB 16,22 cA 1,06 bB
G18D 31,45 cA 6,27 bB 5,77 eA 1,45 aB 0,086 dA 0,027 bB 14,94 cA 1,48 bB
G19C 36,90 bA 6,55 bB 7,14 cA 1,64 aB 0,112 bA 0,033 aB 16,42 cA 1,12 bB
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GEN CTR ASR VR CRF
C DH C DH C DH C DH
GIC 30,45 cA 3,18 cB 5,88 eA 0,97 bB 0,092 cA 0,023 bB 12,95 cA 0,20 cB
G4C 31,22 cA 4,25 cB 6,24 dA 1,15bB 0,102 cA 0,025 bB 13,36 cA 0,50 cB
G4D 32,40 cA 6,21 bB 6,15 dA 1,76 aB 0,095 cA 0,032 aB 14,79 cA 1,31 bB
G5C 42,24 bA 7,26 bB 7,97 bA 1,66 aB 0,122 bA 0,030 aB 19,57 bA 1,77 bB
G5D 53,51 aA 6,34 bB 9,48 aA 1,65 aB 0,140 aA 0,035 aB 27,61 aA 1,30 bB
G7C 36,67 bA 3,93¢cB 6,59 dA 1,07 bB 0,096 cA 0,023 bB 18,22 bA 0,78 cB
G7D 37,49 bA 6,12 bB 7,11 cA 1,41 bB 0,109 bA 0,026 bB 17,24 cA 1,24 bB
G8C 33,62 cA 7,11 bB 6,43 dA 1,73 aB 0,100 cA 0,034 aB 14,78 cA 1,24 bB
GoC 33,11 cA 6,32 bB 6,80 dA 1,60 aB 0,114 bA 0,033 aB 13,49 cA 1,31 bB
BAT477 40,97 bA 11,51 aB 8,16 bA 2,78 aB 0,131 aA 0,049 aB 16,77 cA 3,38 aB
CARS0 39,05 bA 3,52¢cB 7,71 cA 0,83 bB 0,123 bA 0,016 bB 15,69 cA 0,54 cB

GEN: genétipo; C (Controle): 0,0 Mpa; DT (Déficit hidrico): -0,3 Mpa; CTR: comprimento total de raiz (cm plantula); ASR: drea superficial de raiz (cm? plantula™'); VR:
volume de raiz (cm?® plantula!); CRF: comprimento de raizes finas (cm plantula™). Para cada gendtipo, letras mintsculas iguais na coluna significam que pertencem ao mesmo
grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para cada potencial osmético letras maitisculas iguais na linha, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F.
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O sistema radicular das plantas é diretamente responsavel pela aquisicao de recursos do
solo importantes para o desenvolvimento, como nutrientes e dgua (Strock et al., 2019). Em meio
as variagdes na umidade do solo, respostas a nivel celular e na arquitetura radicular sdo
observadas, sendo coordenadas por eventos de divisdo, alongamento e diferenciacdo celular
(Gupta et al., 2020). Desta forma, a fenotipagem para a arquitetura do sistema radicular pode
ser eficaz no melhoramento em busca de um ide6tipo com maior capacidade de aquisicao de
recursos e consequentemente melhor rendimento da cultura sob estresse (York et al., 2013;
Lynch, 2018). Além disso, ¢ comprovada a contribui¢do significativa que o genétipo da raiz
tem para a produtividade do feijdo sob déficit hidrico (White e Castillo, 1989).

A arquitetura do sistema radicular tem a capacidade de moldar sua morfologia
possibilitando maior capacidade de absor¢do de dgua sob escassez hidrica (Dinneny, 2019).
Uma caracteristica importante destacada por Strock et al. (2019) como associada a tolerancia
ao déficit hidrico em feijdo é a maior presenga de raizes basais e adventicias, que proporcionam
maior absorc@o de dgua e possivelmente contribuem para os maiores valores de comprimento
total de raizes observados nos gendtipos mais tolerantes.

Aliado ao comprimento total de raizes, as varidveis de drea superficial de raiz e o volume
radicular caracterizam o chamado enraizamento proliferativo, citado por Ye et al. (2018) como
responsavel por maior eficiéncia na absorcdo de dgua sob déficit hidrico. Além disso, maior
presenca de raizes finas revela o real potencial da drea superficial de raizes, que é um importante
indicativo da absor¢do de dgua e nutrientes pelas plantas, ou seja, maior presenga de raizes finas
configura maior area superficial para realizar a absorcdo destes recursos (Landi et al., 2010).

A correlacdo entre drea superficial das raizes e o comprimento de raizes finas foi
comprovado no presente estudo para BAT477 e para os gendtipos mais tolerantes ao déficit
hidrico. Além de maior 4drea superficial de raiz, esses gendtipos apresentaram maior
comprimento de raizes finas em comparacdo com os mais sensiveis. Esses resultados estdo de
acordo com Henry et al. (2012) que atribuem a maior adaptac@o ao déficit hidrico das plantas
ao menor didmetro de raizes e a0 maior comprimento especifico dessas raizes finas.

Assim, os gendtipos BAT477, G629 e G13D apresentaram sistema radicular mais
profundo e mais proliferativo, que pode ser capaz de evitar o déficit hidrico por maior acesso a
recursos hidricos do solo (Ye et al., 2018). G11C e CARS80 apresentaram, em geral, as maiores
redugdes no crescimento radicular sob déficit hidrico em compara¢do com o controle. Estes

resultados também puderam ser constatados de forma visual (Figura 3).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378429018321002#bib0400
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Figura 3. Sistema radicular de gendtipos de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) identificados como tolerantes e sensiveis ao déficit hidrico,
avaliados em dois potenciais osméticos (0,0 MPa e -0,3 MPa) durante o processo de germinagdo das sementes.
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Para os indices relacionados ao crescimento de plantulas (IC, IV e IVC), em todos os

gendtipos avaliados, maiores médias foram observadas para o controle em comparagdo ao

déficit hidrico (Tabela 5).

Tabela 5. Médias e agrupamento Scott-Knott para os indices relacionados ao crescimento de
plantulas de 33 genoétipos de feijado comum sob dois potenciais osmoticos.

IC v IVC
GEN C DH C DH C DH
G629 760,85 bA 523,04 aB 716,84 cA  579,12aB 580,64 dA 401,52 bB
G632 848,12bA 383,31 cB 751,48 cA  42729cB  593,67dA 309,78 cB
G755 113492 aA 374,78 cB 982,43 aA  44331cB  660,77cA 279,29 cB
G756 926,59 bA 330,48 cB 845,88 bA  42442cB  592,12dA 265,26 cB
G758 1045,23 aA 457,38bB  930,25aA 504,11 bB 688,38 bA 247,37 cB
G761 897,04 bA 339,60 cB 818,13cA  461,39cB 662,69 cA 244,53 cB
G762 867,37 bA 253,81 cB 842,67 bA  406,27cB  558,97dA 217,36 dB
G768 1003,39 aA 282,74 cB 899,20bA  398,50cB 737,34 bA 183,31 dB
G848 861,06 bA 379,35 cB 847,26 bA 44558 cB 488,06 dA 133,67 ¢B
G10C 1075,57 aA  309,59¢cB  1011,42aA 389,26 cB 848,03 aA 233,55 dB
GI1C 1044,92 aA 228,49cB  911,00bA  353,33cB  725,15bA 153,70 eB
G12C 734,37TbA  427,84bB 709,21 cA  499,71bB 531,91 dA 306,49 cB
GI13C 985,76 aA 440,46 bB  943,08aA 501,01 bB  626,07cA 232,97 dB
G13D 1050,12 aA 537,81 aB 964,74 aA  592,35aB 762,14 bA 393,91 bB
G14C 894,04 bA  317,49cB  798,39cA  418,71cB 566,86 dA 138,18 eB
G15C 1029,64 aA 344,07 cB 918,49 aA  440,27cB 799,08 aA 167,30 ¢eB
G15D 905,70bA 363,12 cB 820,49 cA  456,65cB 590,76 dA 253,44 cB
Gl6D 978,63 aA 375,77 cB 891,34 bA  457,14cB  62394cA 292,57 cB
G17D 856,86 bA 371,76 cB 843,06 bA 430,54 cB  567,35dA 266,93 cB
G18C 801,69 bA  360,78cB  726,82cA  407,71cB  574,19dA 203,85 dB
GI18D 771,20bA  351,99cB 736,98 cA  458,19¢cB 65591 cA 357,39 bB
G19C 990,28 aA  42329bB  892,47bA  478,23bB  803,22aA 231,94 dB
G1C 870,57 bA 256,24 cB 863,34 bA  38596cB 62691 cA 131,23¢B
G4C 870,57 bA  256,24cB 761,04 cA  42742cB 532,773dA 130,36 eB
G4D 848,42bA  419,34bB 776,24 cA  490,14bB 613,23 cA 301,43 cB
G5C 943,80 aA  412,04bB  852,92bA  475,17bB 682,33 bA 254,22 cB
G5D 894,36 bA  407,79bB 791,79 cA  500,12bB 625,51 cA 97,52 ¢B
G7C 921,54 bA 260,97 cB 846,89 bA  405,73cB 711,39 bA  135,92¢B
G7D 835,26 bA  420,77bB 791,51 cA  489,84bB 609,46 cA  301,25cB
G8C 1011,71 aA 485,93bB 898,26 bA  546,35aB  745,55bA 221,27 dB
GoC 897,93 bA 379,21 cB 873,23 bA  49485bB  623,80cA 262,27 cB
BAT477 913,10bA 601,99 aB 860,31 bA  629,35aB 722,66 bA 484,26 aB
CAR80 823,76 bA  27381cB  770,33cA  34984cB 66248 cA 199,41 dB

GEN: gendtipo; C (Controle): 0,0 MPa; DH (Déficit hidrico): -0,3 MPa; IC: indice de crescimento; I'V: indice de
vigor; IVC: indice de vigor corrigido. Para cada gendétipo, letras mindsculas iguais na coluna significam que
pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para cada potencial osmético letras

maidsculas iguais na linha, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F.

Redugdes nos indices relacionados ao crescimento de plantulas foram observados para

algumas culturas como trigo (Dhanda et al., 2004) e gergelim (Kouighat et al., 2021). Em
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algumas leguminosas, redu¢do no IVC em func¢ao dos efeitos inibitorios do déficit hidrico foram
observados para as culturas do grao-de-bico (Koskosidis et al., 2020) e lentilha (Shah et al.,
2021). Esses autores atribuem os resultados observados aos efeitos do déficit hidrico na redugao
do comprimento dos 6rgaos da parte aérea e raiz das plantulas, uma vez que essas variaveis sao
utilizadas para o calculo desses indices. Segundo Moayedi et al. (2010), indices como IVC sdo
caracteristicas extremamente sensiveis a condi¢des de deficiéncia hidrica, como também
observado nos resultados encontrados neste estudo.

Por meio da comparagdo dos genotipos em cada potencial osmoético, observou-se no
controle, G10C e G15C com as maiores médias de forma geral para os indices de crescimento.
Por outro lado, G629 e GI12C apresentaram os piores desempenhos. A comparacdo dos
genotipos, dentro do tratamento de déficit hidrico, apontou BAT477, G629 ¢ G13D com as
maiores médias para todos os indices avaliados. Por outro lado, os genotipos CARS80, G11C e
GI1C apresentaram os piores desempenhos, com as menores médias observadas de forma geral
(Tabela 5).

Maior crescimento inicial de plantulas estd relacionado com maior capacidade de
aquisicdo de recursos do ambiente, o que pode refletir na formacgdo das futuras plantas adultas
com maior capacidade fotossintética e produtividade satisfatéria da lavoura (Oliveira et al.,
2015). O IC ¢ citato por Silva et al. (2019) como varidvel representativa do crescimento de
plantulas, assim como os demais indices avaliados neste estudo (IV e IVC). Ainda, apontam a
vantagem de se utilizar estes indices em estudos de fenotipagem devido a maior facilidade para
se trabalhar com muitos gendtipos, assim como realizado nesta pesquisa.

Estes indices sdo comumente utilizados para a diferenciacao de lotes de sementes quanto
ao vigor (Medeiros e Pereira, 2018), porém, se mostraram eficientes para a discriminagdo dos
gendtipos avaliados quanto a tolerancia a estresses abidticos, assim como realizado nesta
pesquisa para a tolerancia ao déficit hidrico. Carvalho et al. (2019), também em estudo com
déficit hidrico induzido por PEG 6000, identificaram reducdo no IV para gendtipos de feijao-
caupi, e menor ou nenhuma redugdo para genétipos classificados como tolerantes.

A Figura 4 apresenta a redugdo relativa no tratamento com déficit hidrico (-0,3 MPa)
em relagdo ao controle (0,0 MPa) para os gendtipos classificados como tolerantes e sensiveis
em funcdo de todas as variaveis estudadas. E possivel observar que as maiores redugdes foram
encontradas para os gendétipos sensiveis (CAR80 e G11C). Para BAT477, G13D e G629 foi
observado menor impacto no desempenho sob deficiéncia hidrica, que apresentaram menores

reducdes para as caracteristicas avaliadas.
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Figura 4. Reducdo relativa (déficit hidrico vs controle) para o desempenho germinativo e
crescimento de plantulas de genotipos de feijao comum com desempenhos contrastantes quanto
a tolerancia a deficiéncia hidrica. Germinacao (G); Primeira contagem de germinagdo (PCG);
Comprimento de parte aérea (CPA); Comprimento de raiz (CRA); Matéria seca de parte aérea
(MSPA); Matéria seca da raiz (MSRA); Comprimento total de raiz (CTR); Area superficial de
raiz (ASR); Volume radicular (VR); Comprimento de raiz fina (CRF); Indice de crescimento
(IC); Indice de vigor (IV); Indice de vigor corrigido (IVC).

Dentre as variaveis utilizadas para a caracteriza¢do, nota-se que o crescimento da parte
aérea (CPA e MSPA) ndo apresentou grandes diferencas entre os gendtipos contrastantes, ou
seja, menor variagdo foi observada na porcentagem de redugdo relativa. Para se estudar o
crescimento das plantulas, varidveis de comprimento da parte aérea, raiz e total e os indices
obtidos a partir dessas varidveis sdo as mais utilizadas (Silva et al., 2019). Entretanto, mesmo
sendo componentes do crescimento das plantas, as varidveis relacionadas as caracteristicas de
parte aérea (CPA) nao apresentaram grande variacdo entre gendtipos no presente estudo para
tolerancia ao déficit hidrico. Taiz e Zeiger (2017) apontam a aclimatacdo das plantulas via
maior crescimento do sistema radicular em detrimento da parte aérea, como uma resposta ao
déficit hidrico. Uma vez que situacdes de estresse como a ocorrida fazem com que as reservas
sejam redirecionadas para o crescimento do sistema radicular, esse cresce mais como estratégia
de buscar 4gua em maior profundidade no solo. Este fato também € constatado para a MSPA,
sendo observado menor variabilidade entre os genétipos com desempenho contrastantes sob

déficit hidrico.
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O maior desenvolvimento das raizes sob déficit hidrico em relagdo a parte aérea
também pode estar relacionado ao fitohormonio 4acido abscisico (ABA), que € um regulador
chave para as plantas sob deficiéncia hidrica (McAdam et al., 2016). Mediante estresse por
seca, o0 ABA ¢ sintetizado na raiz e transportado para a parte aérea, que juntamente com o ali
produzido, atuam sobre as células guarda e levam ao fechamento estomdtico (Ullah, et al.,
2018). Em dltima instancia, os processos naturais de troca de gases nas plantas, taxa
fotossintética e transpiragdo, sao reduzidos (Mittler e Blumwald, 2015), havendo maior
alocacdo de reservas para o crescimento das raizes e maior absor¢do de dgua pelas plantas,
sendo considerado um mecanismo de adaptacdo ao déficit hidrico (Creelman et al., 1990).

A andlise de componentes principais (Figura 5) mostra de maneira geral o
comportamento dos genotipos estudados em funcdo das varidveis analisadas. De acordo com
Varmuza e Filzmoser (2009), para uma boa imagem da estrutura dos dados, a soma dos dois
primeiros componentes principais deve estar acima de 70%. Para o estudo, 81,3% foram
encontrados (PC1 =65,3% e PC2 = 16%), o que permite uma interpretacao visual adequada do

comportamento de cada gendtipo no estudo.

Principal Component Analysis
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Figura S. Biplot da andlise de componentes principais (PCA) baseada nos dados dos genétipos
de feijao comum padronizados pelo ITR (déficit hidrico vs controle). Componente principal 1
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(PC1); Componente principal 2 (PC2); Germinacdo (G); Primeira contagem de germinacao
(PCG); Comprimento de parte aérea (CPA); Comprimento de raiz (CRA); Matéria seca de parte
aérea (MSPA); Matéria seca da raiz (MSRA); Comprimento total de raiz (CTR); Area
superficial de raiz (ASR); Volume radicular (VR); Comprimento de raiz fina (CRF); Indice de
crescimento (IC); Indice de vigor (IV); Indice de vigor corrigido (IVC).

E possivel notar que o genétipo BAT477 se posicionou em PC1-/PC2-, em dire¢do aos
vetores das varidveis de maior contribuicdo para PC1. Esses vetores fazem referéncia as
varidveis do sistema radicular, crescimento e vigor de plantulas, portanto maiores valores dessas
caracteristicas foram observados para este genétipo. De forma andloga, G629 e G13D também
se posicionaram em direcdo aos vetores de maior contribuicio para o PC1 e préximos a
BATA477. Além destes, o gen6tipo G12C também se destacou na PCA. Seu posicionamento em
direcdo aos vetores das varidveis indica maiores valores para tais. Esse comportamento
possivelmente se justifica devido a utilizacdo, na PCA, do indice de tolerancia ao estresse (ITE).
O ITE leva em consideracdo o desempenho do genétipo no ambiente de estresse em relacio ao
ambiente controle, G12C provavelmente sofreu menor impacto no seu desempenho sob estresse
em comparacao com seu desempenho em condi¢des ideais.

Por outro lado, observa-se CAR80 e G11C, dispostos em PC1+/PC2-, posicdes opostas
a BAT477 e aos vetores das varidveis utilizadas no estudo. Estes fatos ilustram a maior
sensibilidade destes gendtipos sob condi¢do de deficiéncia hidrica. Assim, de forma mais
visual, o comportamento diferencial dos gendtipos frente ao déficit hidrico imposto €
comprovado e apresenta concordancia com os dados médios observados na analise fatorial.

O dendrograma obtido com base na distancia euclidiana média e padronizado pelas 13
caracteristicas avaliadas, agrupou os 33 gendtipos em trés diferentes grupos com relagdo ao seu

desempenho sob déficit hidrico (-0,3 MPa) (Figura 6).
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Figura 6. Dendrograma do agrupamento de 33 gendtipos de feijao comum sob déficit hidrico,
com base na distancia euclidiana média padronizada em 13 caracteristicas.

O primeiro grupo contempla os trés genétipos de melhor desempenho sob deficiéncia
hidrica (BAT477, G13D e G629). O segundo grupo compreende G5D a G4D, contendo 21
gendtipos e identificado como desempenho intermedidrio sob déficit hidrico. Ja o terceiro grupo
formado, reuniu os nove gendtipos restantes, estando entre eles CAR80 e G11C, que foram
identificados como genétipos de menor desempenho sob condi¢do de déficit hidrico. Os
resultados encontrados para o agrupamento estdo de acordo com desempenho dos gendtipos
avaliados na triagem para tolerancia ao déficit hidrico, uma vez que concordam com o obtido
por meio das andlises anteriores.

Em sintese, BAT477 se destacou de forma positiva no estudo para todas as varidveis
analisadas. Estes achados apontam que a tolerancia a seca de BAT477 comprovada em outros
estudos apenas em fases de pré-floracdo, floracdo e enchimento de graos (Recchia et al.,2013),

se manifesta também em fases iniciais do desenvolvimento, como a germinacao e o crescimento
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de plantulas. Isso aponta confiabilidade e oferece uma boa comparativa dos resultados obtidos
para os demais genétipos avaliados. Maior desempenho germinativo, menor impacto na
arquitetura do sistema radicular, bem como maior crescimento de plantulas foram observados
para os genétipos classificados como tolerantes ao déficit hidrico (BAT477, G629, G13D e
G12C), que geraram além disso, plantulas mais vigorosas. Ao contrdrio, os genotipos
classificados como sensiveis (G11C e CAR80) apresentaram em média, maiores redug¢des nas
varidveis estudas em ambiente de déficit hidrico em comparacdo com os demais genétipos. Por
consequéncia, na PCA foi possivel observa-los posicionados em dire¢des opostas e distantes a
todos os vetores das varidveis analisadas, possuindo menor desempenho sob baixa
disponibilidade hidrica.

Com isso confirma-se a variabilidade dentro do germoplasma avaliado quanto a
tolerancia a restricdo hidrica, sendo possivel identificar genétipos tolerantes e sensiveis ao
déficit hidrico em fases iniciais do desenvolvimento do feijio comum. A tolerancia a seca
inicial encontrada para os gendtipos avaliados deve ser avaliada em outras fases criticas a seca,
em busca de correlagcdes que possibilitem utilizar a selecdo precoce como ferramenta répida e
eficiente de selecdo. A variabilidade encontrada pode ser utilizada em futuros cruzamentos

dentro de programas de melhoramento para a tolerancia a seca da cultura.
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4 CONCLUSOES

Foi identificada variabilidade para tolerancia ao déficit hidrico no germoplasma de
feijao comum avaliado, e que pode ser explorada por melhoristas de plantas.

Os gendtipos BAT477, G629, G13D e G12C foram classificados como mais tolerantes
a deficiéncia hidrica induzida na fase de germinacdo e crescimento de plantulas, enquanto os
gendtipos CAR80 e G11C foram classificados como mais sensiveis.

A tolerancia a seca de BAT477 também foi comprovada em fases iniciais do
desenvolvimento.

A maior tolerincia a seca de gendtipos em fases iniciais da cultura do feijdo estd
relacionada a germinacdo rdpida e uniforme das sementes, além de sistema radicular mais

profundo e proliferativo das plantulas.
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RESUMO

GAMA, Guilherme Fontes Valory, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2023.
Caracteristicas morfo-fisiologicas e bioquimicas relacionadas a tolerancia ao déficit
hidrico durante a germinacio e crescimento inicial em genétipos de feijoeiro comum.
Orientador: Laércio Junio da Silva. Coorientadores: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias
e José Eustdquio de Souza Carneiro.

A deficiéncia hidrica em fases iniciais do ciclo de vida das culturas prejudica a germinagdo e o
estabelecimento das plantulas no campo, diminuindo o potencial produtivo. O estresse
oxidativo gerado sob baixa disponibilidade hidrica é o principal responsdvel pelos danos em
componentes celulares, os quais reduzem a germinacdo das sementes € o crescimento das
plantulas. Este trabalho teve por objetivo caracterizar genétipos de feijdo com niveis
contrastantes de tolerancia ao déficit hidrico quanto a atividade de enzimas antioxidantes e o
contetdo de prolina, para verificar as respostas de tolerancia ao déficit hidrico. Foram utilizadas
sementes de seis genotipos de feijdo comum, sendo quatro gendtipos com maior nivel de
tolerancia ao déficit hidrico (BAT477, G629, G13D e G12C) e dois gendtipos com menor nivel
de tolerancia (CAR80 e G11C). As sementes foram submetidas ao potencial osmético de -0,3
MPa, utilizando PEG 6000 durante o processo de germinacdo. Para o controle, foi utilizado
apenas dgua destilada. As alteracdes morfo-fisioldgicas foram avaliadas por meio dos testes de
germinacdo e primeira contagem de germinagdo, além do crescimento das plantulas por meio
da mensura¢do do comprimento e matéria seca da parte aérea e raiz. Para evidenciar as respostas
bioquimicas de tolerancia ao déficit hidrico foram analisadas a atividade das enzimas SOD,
CAT, APX e POX e o contetido do aminodcido prolina. O déficit hidrico reduziu a porcentagem
de germinagao, velocidade de germinacdo e crescimento de plantulas de todos os genotipos. Os
gendtipos com maior nivel de tolerancia, BAT477 e G13D, apresentaram desempenho
germinativo superior dentre os genétipos estudados. Independentemente do nivel de tolerancia
dos genétipos, o déficit hidrico reduziu o crescimento das plantulas. Maior atividade das
enzimas do sistema de defesa antioxidativo e maior acimulo de prolina foram observados nos
gendtipos com maior nivel de tolerancia ao déficit hidrico. Os gen6tipos BAT477 e G12C além
de maior conteido de prolina, apresentam distintas estratégias de tolerdncia ao estresse.
Enquanto BAT477 aumenta a atividade da enzima CAT sob déficit hidrico, G12C mostra
maiores aumentos para APX. A maior sensibilidade ao déficit hidrico para CAR80 e G11C foi
confirmada com os menores valores obtidos de germinacdo e crescimento de plantulas, menor

acumulo de prolina e menor atividade enzimadtica sob estresse.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Enzimas antioxidantes. Prolina
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ABSTRACT

GAMA, Guilherme Fontes Valory, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2023.
Morpho-physiological and biochemical characteristics related to water deficit tolerance
during germination and initial growth in common bean genotypes. Adviser: Laércio Junio
da Silva. Co-advisers: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias and José Eustdquio de Souza
Carneiro.

Water deficit in the early stages of the life cycle of crops impairs germination and establishment
of seedlings in the field, reducing the productive potential. Oxidative stress generated under
low water availability is the main factor responsible for damage to cellular components, which
reduce seed germination and seedling growth. This work aimed to characterize bean genotypes
with contrasting levels of tolerance to water deficit in terms of antioxidant enzyme activity and
proline content, in order to verify tolerance responses to water deficit. Seeds of six common
bean genotypes were used, four genotypes with a higher level of tolerance to water deficit
(BAT477, G629, G13D and G12C) and two genotypes with a lower level of tolerance (CARS80
and G11C). The seeds were subjected to an osmotic potential of -0.3 MPa, using PEG 6000
during the germination process. For the control, only distilled water was used. The
morphophysiological alterations were verified by the germination tests and the first count of
germination, in addition to the growth of the seedlings by measuring the length and dry matter
of the shoot and root. To demonstrate the biochemical responses of tolerance to water deficit,
the activity of the enzymes SOD, CAT, APX and POX and the content of the amino acid proline
were analyzed. Water deficit reduced the germination percentage, germination speed and
seedling growth of all genotypes. The genotypes with the highest level of tolerance, BAT477
and G13D, showed superior germination performance among the studied genotypes. Regardless
of the tolerance level of the genotypes, water deficit reduced seedling growth. Greater activity
of enzymes of the antioxidative defense system and greater accumulation of proline were
observed in genotypes with a higher level of tolerance to water deficit. The BAT477 and G12C
genotypes, in addition to higher proline content, have different stress tolerance strategies. While
BAT477 increases CAT enzyme activity under water deficit, G12C shows greater increases for
APX. The greater sensitivity to water deficit for CAR80 and G11C was confirmed with the
lowest values obtained for germination and seedling growth, lower proline accumulation and

lower enzymatic activity in the study under stress.

Keywords: Oxidative stress. Antioxidant enzymes. Proline
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1 INTRODUCAO

O feijao comum € uma das mais importantes leguminosas diretamente consumidas no
mundo e € considerado um alimento base na dieta de paises em desenvolvimento,
principalmente da América Latina e Africa (Gongalves., 2015; Polania et al., 2016). Grande
parte da 4rea cultivada de feijdo comum no mundo se faz em sistema de sequeiro e estd sujeita
a episddios de seca, que consiste em um dos fatores abidticos mais prejudiciais a sua
produtividade (Wu et al., 2021). Seca, altas temperaturas e baixa disponibilidade de nutrientes
no solo, sdo condi¢des abidticas que criam um ambiente desfavoravel capaz de provocar perdas
de até 80% no feijao sob cultivo de sequeiro (Castiano et al., 2023).

No Brasil, o feijao comum € cultivado em trés safras distintas, sendo duas destas em
sistema de sequeiro, nas quais o feijoeiro depende exclusivamente das precipitacdes naturais
que cada vez mais se apresentam de forma irregular e geram episodios de deficiéncia hidrica
(Lanna et al., 2018). Este fato se torna ainda mais relevante devido as mudancas climaticas,
sendo a seca um dos principais estresses responsaveis pelo menor rendimento de diversas
culturas agricolas (Zandalinas et al., 2021), incluindo o feijao comum (Castiano et al., 2023).

A deficiéncia hidrica afeta o feijoeiro em diferentes fases do seu ciclo, e o
desenvolvimento inicial definido pela germinacdo (VO0) e crescimento de plantulas (V1),
também € prejudicado por este estresse. De acordo com Oliveira et al. (2018) durante estas
fases, o déficit hidrico reduz a velocidade de germinacio, aumentando o tempo de exposi¢cao
das sementes recém depositadas no solo a patégenos e oscilacdes de temperatura e umidade.
Isto promove a deterioracdo das sementes recém depositadas no solo, além de reduzir o
crescimento das plantulas e a emergéncia futura.

A deficiéncia hidrica € capaz de gerar estresse oxidativo devido ao aumento na producao
de EROs (Sarker e Oba, 2018). O estresse oxidativo € considerado a resposta em comum aos
estresses ambientais enfrentados pelas plantas e € caracterizado pelo desequilibrio entre a
producdo de agentes oxidantes (superacumulacdo), principalmente EROs, e os mecanismos
antioxidantes (Hasanuzzaman et al., 2020).

Em condi¢Ges de déficit hidrico no desenvolvimento inicial das plantas, as EROs geram
estresse oxidativo e os processos de germinacao e crescimento de plantulas sdo afetados (Khan
et al., 2019; Liu et al., 2019). Para lidar com isto, as plantas contam com mecanismos
antioxidantes enzimaticos que incluem as enzimas SOD, CAT, POX, APX e outras, que atuam

detoxificando as células do excesso de EROs (Mahmood et al., 2020).
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Na cultura do feijdo, indmeros sdo os experimentos com avaliagdes genotipicas e
fenotipicas destinadas a explorar germoplasma em busca de cultivares mais adaptadas as
mudancas climdticas (Narayana et al., 2020). No entanto, sdo escassas as informagdes acerca
dos mecanismos bioquimicos e fisioldgicos relacionados a tolerincia a deficiéncia hidrica
durante as fases de germinacdo e crescimento de plantulas. Ademais, no feijoeiro, poucos sao
os locos genéticos e QTLs atualmente relacionados a germinagdo das sementes sob deficiéncia
hidrica (Wu et al., 2021). Koskosidis et al. (2020) afirmam que sele¢des em fases curtas como
estas (germinacdo e crescimento inicial de plantulas), podem ser feitas em condi¢des de
laboratdrio com grande vantagem em relaciao ao tempo de resposta. Além disso, sdo fases que
permitem a classificacdo de gendtipos para a tolerancia a seca com seguranga e possuem boa
correlagdo com o desempenho dos gendtipos em campo.

Portanto, a avaliacdo das alteracOes bioquimicas envolvidas no mecanismo de defesa
antioxidante, como a avaliacdo da atividade enzimadtica, pode ser uma importante estratégia
para selecdo de gendtipos para tolerancia ao déficit hidrico (Hasanuzzaman et al., 2018;
Mahmood et al., 2020).

Além das atividades de enzimas antioxidantes, a quantificacdo de osmdlitos como
glicina betaina, aguicares soldveis e prolina apresenta relagdo para a selecdo de gendtipos
tolerantes a seca (Ozturk et al., 2021). O acimulo desses compostos sob condi¢des de déficit
hidrico estd relacionado de maneira geral aos mecanismos de tolerdncia como ajustes osmoticos
e protecdo de estruturas celulares (Ashraf e Foolad, 2007; Singh et al., 2015; Blum, 2017).

Neste contexto, a prolina desempenha diversas funcdes nas células como aumento da
integridade de membranas e proteinas, acdo antioxidante e promog¢ao do equilibrio osmético
intracelular (Szabados e Savoure, 2010; Wang et al., 2019; Jain et al., 2019). O papel da prolina
como promotor de tolerancia a seca ja foi demonstrado em algumas espécies. Wang et al. (2019)
observaram maior contetido de prolina em plantas de feijao sob déficit hidrico e concluiram ser
uma substancia indicadora importante para ser utilizada em programas de melhoramento para
situagcdes de seca. Em plantas de milho sob deficiéncia hidrica, Mohammadkhani e Heidari
(2008) constataram aumentos nos teores de prolina, apontando este osmolito como potencial
responsavel por reduzir efeitos da restricdo hidrica.

Entretanto, poucos sdo os estudos que utilizam a quantificacdo do contetido de prolina
em fase de plantulas para avaliacao de germoplasma tolerante ao déficit hidrico. Carvalho et al.
(2019) avaliaram 58 genotipos de feijdo caupi sob deficiéncia hidrica e observaram aumentos
no conteido de prolina na raiz de plantulas de genétipos em condicdes de estresse quando

comparado com o controle.
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Por fim, a atividade de enzimas antioxidantes e a quantificacdo do conteddo de prolina
durante a germinacg@o e o crescimento de plantulas, podem ser metodologias eficientes para
identificar gendtipos de feijio comum tolerantes a deficiéncia hidrica. Desta forma, a presente
pesquisa visou investigar os mecanismos fisiolégicos e bioquimicas envolvidos na resposta

diferencial em plantulas de genétipos de feijdo comum contrastantes para tolerancia a seca.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pesquisa de Sementes do Departamento
de Agronomia da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Foram utilizados gendétipos de feijao
comum classificados conforme resultados obtidos em experimento prévio com maior (BAT477,
G629, G13D, G12C) e menor nivel de tolerancia (CAR80 e G11C) ao déficit hidrico (Capitulo
I). Os gendtipos BAT477 e CARS80, assim como definidos em literatura, foram tratados no
estudo como referéncias tolerante e sensivel ao estresse, respectivamente (Recchia et al., 2013).

Os seis genodtipos foram avaliados quanto a caracteristicas morfo-fisiologicas e
bioquimicas sob dois potenciais osméticos: 0,0 MPa (controle) e -0,3 MPa (déficit hidrico).
Para inducdo do déficit hidrico foi utilizado PEG 6000 e o potencial osmético foi definido com
base em experimento piloto com diferentes genétipos. Este potencial possibilitou reducio
significativa na germinagdo e crescimento de plantulas sem impossibilitar a discriminagdo dos

diferentes gendtipos avaliados (Coelho et al., 2010).

2.1 Germinacao e crescimento de plantulas de feijao sob déficit hidrico

As sementes dos gendtipos foram multiplicadas em campo, na Unidade de Ensino,
Pesquisa e Extensdo Diogo Alves de Melo do Departamento de Agronomia da UFV. A
adubacdo e os tratos culturais foram realizados seguindo as recomendagdes para a cultura
(Borém e Carneiro, 2015). Apds a colheita, as sementes foram secas em estufa com circulacao
de ar forcada regulada a 30 °C até atingirem teor de dgua de 11%, que foi determinado pelo
método da estufa (105 °C) (Brasil, 2009). Posteriormente, as sementes dos seis genotipos foram

submetidas aos seguintes testes:

2.1.1 Germinacio e primeira contagem de germinaciao

Quatro repeti¢des de 50 sementes foram dispostas em rolos de papel toalha umedecidos
com 2,5 vezes o peso do papel seco com solu¢do de PEG 6000 no potencial osmético de -0,3
MPa (Villela et al., 1991). Para o controle, o papel foi umedecido com dgua destilada. Os rolos

foram mantidos em germinador a 25 °C. As avaliacdes consistiram na contagem do nimero de
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plantulas normais aos cinco (primeira contagem de germina¢do) e nove dias (contagem final)
ap6s o inicio do teste (Brasil, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem de

plantulas normais.

2.1.2 Comprimento de parte aérea e raiz

Quatro repeti¢cdes de 20 sementes foram colocadas para germinar conforme metodologia
descrita para o teste de germinag@o. Aos cinco dias, as plantulas foram escaneadas por meio de
um escaner (HP Scanjet 200) gerando imagens com 200 dpi de resolu¢ido. O comprimento das
plantulas foi avaliado por meio de andlise de imagens utilizando-se o software ImageJ®. Foi
realizada a calibracdo previa da escala das imagens com auxilio de uma régua graduada. O
hipocétilo e a radicula foram demarcados de forma individualizada computando-se seus

comprimentos. Os resultados foram expressos em cm plantula™ (Krzyzanowski et al., 2020).

2.1.3 Matéria seca de parte aérea e raiz

ApOs a obtencdo das imagens para determinacdo do comprimento, a parte aérea e raiz
das plantulas foram separadas e colocadas em estufa com circulacio de ar forcada a 65 °C, por
72 horas. Em seguida, o material vegetal foi pesado em balanca analitica e a matéria seca

determinada e expressa em mg plantula™ (Krzyzanowski et al., 2020).

2.2 Atividade de enzimas antioxidantes e contetido de prolina

Para as avaliagOes bioquimicas foram utilizadas plantulas inteiras de seis dias (parte
aérea e raiz), obtidas seguindo a mesma metodologia utilizada para o teste de germinacdo. Apos
este periodo, o material vegetal, excluindo os cotilédones, foi coletado, liofilizado e moido para

que as seguintes determinacdes fossem realizadas:

2.2.1 Extracio e determinacio da atividade enzimatica

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos pela homogeneizagao de quatro repeticdes
de 100 mg de material vegetal liofilizado com 2 mL do meio de extragdo, constituido de tampao
fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,8; acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM; fluoreto
de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al.,
1999). O homogeneizado foi centrifugado a 14.000 g, por 15 min, a 4 °C.
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2.2.2 Determinacio da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela adicdo de 150 uLL do extrato enzimaético bruto
a 2,85 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de sédio (50 mM, pH 7.8);
metionina (13 mM); azul de p-nitro tetrazélio (NBT) (75 uM); EDTA (0,1 mM) e riboflavina
(2 uM) (Del Longo et al., 1993). A reacdo foi conduzida a 25 °C, em camara de reacdo sob
iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W, mantida no interior de uma caixa coberta
com papel aluminio. Apés 5 min de exposicdo a luz, a iluminacdo foi interrompida e a
formazana azul, produzida pela fotorreducdo do NBT, teve sua medigao feita pela absorbancia
a 560 nm. O valor da absorbancia de um meio de reacdo exatamente igual ao anterior, mas
mantido no escuro por igual periodo, serviu como branco e foi subtraido da leitura da amostra
que recebeu iluminacao (Giannopolitis e Ries, 1977). Uma unidade da SOD foi definida como
a quantidade de enzima necessdria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT (Beauchamp e

Fridovich, 1971). O resultado foi expresso em U min! mg™! protefna.

2.2.3 Determinacao da atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da catalase foi determinada pela adicao de 50 pL do extrato enzimético
bruto a 2,95 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potdssio (50 mM, pH 7,0)
e HoO2 (12,5 mM) (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na absorbancia a 240 nm, a
temperatura de 25 °C foi medido no primeiro minuto de reacdo. A atividade enzimadtica foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingiio molar de 36 M-'cm™ (Anderson et al., 1995)

e o resultado expresso em pumol min"'mg! proteina.

2.2.4 Determinacao da atividade da enzima peroxidase (POX)

A atividade da peroxidase foi determinada pela adicao de 50 uL do extrato enziméatico
bruto a 2,95 mL de meio de reagdo constituido de tampao fosfato de potassio (25 mM, pH 6,8);
guaiacol (20 mM) e H202 (20 mM) (Kar e Mishra, 1976). A producdo de purpurogalina foi
determinada pelo incremento da absorbancia a 420 nm, a 25 °C, durante o primeiro minuto de
reacdo. A atividade enzimdtica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de

2,47 mM'em! (Chance e Maehley, 1955) e expressa em umol min' mg™! proteina.

2.2.5 Determinaciao da atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pela adicao de 100 mL do extrato enzimdtico bruto
a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potéssio (50 mM, pH 7,8); acido

ascorbico (0,25 mM); EDTA (0,1 mM) e H202 (0,3 mM). O decréscimo na absorbancia a 210
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nm, a 25 °C, foi determinado durante o primeiro minuto de reacdo. A atividade enzimaética foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢gdo molar 2,8 mM'cm™! (Nakano e Asada, 1981),

e o resultado expresso em nmol min™' mg™! proteina.

2.2.6 Proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado conforme Bradford (1976), sendo utilizado
como padrdo albumina sérica bovina (BSA). Foram utilizados 10 pL do extrato enzimético
adicionado a 1 mL do reagente de Bradford e 0,990 mL de 4dgua destilada, seguido de agitacao.
Ap6s 20 minutos, foi realizada a leitura da absorbancia da amostra em espectrofotdmetro a 595

nm.

2.2.7 Conteudo de Prolina

Aproximadamente 10 mg de material liofilizado foram adicionados em tubo de
centrifugacdo rosquedvel de 2 mL, adicionada solucdo extratora com 700 pL de metanol 100%,
agitadas a 500 rpm por 20 minutos, a 80 °C, centrifugadas a 13.300 rpm por 15 minutos, a 4 °C.
Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de centrifugacido de 2 mL e adicionado
375 uL de cloroférmio (CHCl3) e 750 uLL de 4gua ultrapura e centrifugados a 13.300 rpm, por
10 minutos, a 4 °C. A camada superior (fase polar) foi recolhida, aproximadamente 1 mL. Em
seguida, 50 uL desse extrato metandlico foi reagido com 150 pLL da mistura de nihidrina (1%
p/v), etanol (70 % v/v) e 4cido acético (20% v/v), como descrito por Carillo e Gibbon (2011).
A mistura reacional foi entdo incubada a 95 °C durante 20 min, arrefecida a temperatura
ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada a 520 nm por meio de um leitor de microplaca

e o resultado expresso em umol de prolina g! MS.
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2.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (6 x 2), com quatro repeti¢cdes. Apds a validacao da normalidade dos erros
e homogeneidade de variancia, respectivamente pelos testes de Kolmogorov Smirnov e Levene,
os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA). Quando ndo validada as
pressuposicoes, os dados foram transformados utilizando a funcdo raiz quadrada. As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Todas as caracteristicas foram submetidas a andlise multivariada de componentes
principais. Para tal foi utilizado o indice de tolerancia ao estresse (ITE), adaptado de Bouslama
e Schapaugh (1984), para todas as varidveis utilizadas no estudo. Este indice apresenta a

seguinte féormula:

me
ITE = —x 100

me

Em que: m. e m. representam a média da varidvel em questdo no potencial -0,3 MPa

(déficit hidrico) e no controle (0,0 Mpa), respectivamente.

Foi obtida uma matriz “n x p”, onde “n” corresponde ao numero de genotipos (n =6) e
“p” o niimero de variaveis (p = 11). Os autovalores e autovetores foram calculados a partir das
matrizes de covariincia e plotados em grificos bidimensionais (diagrama de ordenagdo de
categorias e circulo de correlacdes), gerados a partir do pacote Factoextra (Kassambara e
Mundt, 2016). Todas as andlises foram realizadas no software estatistico R (R Core Team,

2022).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia revelou interacdo significativa (p < 0,05) entre os genétipos (G)
e os potenciais osméticos (P) para todas as varidveis avaliadas no estudo (Tabela 6). Desta
forma, procedeu-se ao desdobramento da interacio G x P. A comparacdo das médias dos
genGtipos foi realizada para cada nivel de potencial osmético, bem como a comparacao entre

as médias dos potenciais osméticos dentro de cada um dos seis genétipos avaliados.
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Tabela 6. Resumo da andlise de variincia para caracteristicas morfo-fisiolégicas e bioquimicas de genétipos de feijado comum sob dois potenciais
osmoticos.

1 1
FV  GL GER PCG CPA CRA MSPA MSRA SOD CAT

Quadrado médio
G 5 492,22%* 1051,1* 1,38* 8,052 20,0* 1,508%* 0,4589*  2,6608* 4,2059* 25256* 89,0%*

P 1 3120,19* 20750,1* 368,40* 238,089* 4466,6* 139,579*  4,7268*  13,2765*  21,0859*  65482* 23714,8*
GxP 5 285,89* 710,3* 1,06* 10,979* 28,8%

POX! APX CPL

2,667* 0,2311*  3,2314* 0,8658*  20012* 91,1*
Res 36 28,15 48,1 0,31 0,661 4,3 0,293 0,0211 0,2306 0,3169 1905 26,5
CV (%) 7,35 11,74 15,05 11,8 13,73

15,13 10,84 14,54 23,35 25,6 8,83

FV — Fonte de varia¢do; GL — Grau de liberdade; G — Gendtipo; P — Potencial osmético; GER — Germinacdo (%); PCG — Primeira contagem de germinacao (%); CPA —
Comprimento de parte aérea (cm plantula'); CRA — Comprimento de raiz (cm plantula); MSPA — Matéria seca de parte aérea (mg plantula™!); MSRA — Matéria seca de raiz
(mg plantula™); SOD — Superéxido dismutase (U min' mg™! proteina); CAT — Catalase (umol min! mg™! proteina); POX — Peroxidase (umol min' mg! proteina); APX —

Peroxidase do ascorbato (nmol min™' mg™! proteina); CPL — Contetido de prolina (umol g'! MS); CV - Coeficiente de variagdo. *significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
'Dados transformados por meio da fungdo raiz quadrada de Y.
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Nao foi observada diferenca significativa entre os genétipos em relagdo a germinacao
no controle (0,0 MPa), sendo observado valores entre 75 e 86%, para os gendtipos G12C e
CARBSQO, respectivamente (Figura 7A). No tratamento de déficit hidrico (-0,3 MPa), maior
germinagdo das sementes foi observada para o gendtipo BAT477 (Figura 7A). As menores
médias de germina¢do foram constatadas para os gendtipos G11C e para a referéncia sensivel
ao déficit hidrico (CARS80). Ao comparar a germinagdo entre os potenciais osmoéticos, nao foi
observada diferenca significativa entre os gendtipos BAT477 e G13D. Entretanto, para os
demais genétipos, o potencial osmético -0,3 MPa reduziu a germina¢do em comparagdo com o
controle.

Para a primeira contagem do teste de germinacdo, também nio foi observada diferenca
entre os genotipos dentro do potencial de 0,0 MPa (Figura 7B). No potencial osmotico de -0,3
MPa, a maior porcentagem de plantulas normais na primeira contagem foi observada para o
gendtipo BAT477, seguido dos gendtipos G13D e G629. Os genétipos G12C, G11C e CAR80
apresentaram menor germinagdo na primeira contagem, indicando germina¢do mais lenta que
os demais gendtipos avaliados. Em geral, a velocidade de germinacdo das sementes de todos os
genGtipos diminuiu com a imposicdo do déficit hidrico (-0,3 MPa), sendo observado menores

médias sob esse potencial (Figura 7B).

/3 0.0 MPa s —3 0.0 MPa
100 - A —3 -0.3 MPa Q\o 100 A B /™ -0.3 MPa
=}
A_aAa Aa A az lg Aa Aa 48
80 - ] 22 Aa Aa g 804 L
_ By | |Aab = = Ba Ak
S I E ]
= Bbe S
lg 607 B B_C :)D o= Bb
139 =]
<
= Bd
= | g 1 Bbc
£ 40 on 40 Bed
<
53 S
&) o)
S
S Bde
20 A 5 20 ® | |50
R
=
0 g 0

BAT477 G629 GI3D GI2C GIIC CARS0 BAT477G629 GI3D GI2C GIIC CARS0

Figura 7. Germinacdo (A) e primeira contagem de germinacdo (B) de genétipos de feijao
comum sob dois potenciais osméticos. Médias seguidas com a mesma letra, maidsculas entre
0s potenciais osmaticos e mindscula entre os gendtipos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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A 4gua € essencial para o processo germinativo, pois reacdes enzimadticas, transporte
de reservas, reagdes hidroliticas envolvendo proteinas, lipidios e carboidratos, sdo eventos
presentes na germinacao com alta dependéncia da disponibilidade hidrica (Bialecka e
Kepczynski, 2010; Bewley et al., 2013). A velocidade de germinagdo estd relacionada com o
sucesso do cultivo em estddios iniciais do ciclo de vida, sendo que a germinagdo mais rapida
aumenta a chance de sobrevivéncia devido a exploracdo de recursos do ambiente e
estabelecimento das plantulas no campo (Wijewardana et al., 2018; Pires et al., 2017).
Conforme observado neste estudo, em situagdes de estresse, as sementes demoram mais para
germinar, o que aumenta seu periodo sob tal condicao, além de estarem expostas aos efeitos da
deterioracdo que prejudicam a emergéncia das plantulas em campo (Finch-Savage e Bassel,
2016).

Wijewardana et al. (2018) avaliaram a germinacdo de diferentes cultivares de soja e
observaram para todos os genétipos redugdes drasticas nas porcentagens e taxa de germinacao
das sementes com a redu¢do do potencial osmético. O gendtipo descrito por esses autores com
maior tolerancia a seca apresentou maior € mais rdpida germinagdo sob déficit hidrico, o que
estd de acordo com os resultados observados nesta pesquisa em fun¢do dos niveis de tolerancia
a seca diferencial entre os gen6tipos avaliados.

De forma geral, o déficit hidrico reduziu o crescimento das plantulas de todos os
gendtipos avaliados (Figura 8). Diferenca estatistica entre os potenciais osmoticos foram
observadas para todas as varidveis de crescimento de plantulas, sendo as menores médias
observadas sob condicOes de déficit hidrico. Paiva et al. (2018) citam que a redugdo do
crescimento de plantulas sob déficit hidrico € resultado da reduzida atividade enzimadtica
relacionada a mobilizacdo das reservas para o crescimento do eixo embriondrio e, a menor
expansdo celular que diminui o crescimento dos tecidos.

O crescimento da parte aérea (CPA e MSPA) ndo diferiu entre os genotipos sob déficit
hidrico (Figura 8A e C). Além disso, se mostrou mais sensivel ao déficit hidrico em comparagao
com a raiz, devido as maiores redugdes observadas. Em relacao ao CRA e a MSRA, foi possivel
observar para os gendtipos com maior nivel de tolerncia, maior investimento no sistema
radicular sob déficit hidrico e maior comprimento e acimulo de matéria seca no sistema
radicular (Figura 8B e D). Koskosidis et al. (2020) também observaram diferengas entre o
crescimento da parte aérea e raiz na cultura do grao-de-bico sob estresse hidrico e maior
susceptibilidade da parte aérea. Além disso, atribuiram maior tolerancia a seca aos genotipos
com maior crescimento de plantulas. Paiva et al. (2018) também identificaram reducdes no

comprimento e matéria seca da parte aérea e raiz das plantulas de 10 gendtipos de feijao-caupi
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submetidos ao déficit hidrico (-0,4 MPa). A maior tolerancia a seca também foi correlacionada
por eles ao maior crescimento e desenvolvimento de plantulas observados para determinados
gendtipos.

Maior énfase deve ser dada para o crescimento da raiz que mostra maior discriminacao
entre os gendtipos. Ao analisar 0 CRA, maior desempenho é observado para os genétipos
BATA477, G629 e G13D. Por outro lado, para MSRA, BAT477 foi o genétipo que apresentou
maior acimulo de matéria seca sob estresse em relagao aos demais. Este fato demostra a maior
plasticidade radicular para tais materiais genéticos, caracteristica fundamental para o sucesso
em ambientes de estresse. Maior plasticidade radicular sob déficit hidrico também foi
constatada para estes gendtipos no capitulo 1 desta tese, sendo BAT477 o gendtipo destaque
nas avaliacOes de caracteristicas radiculares. A superioridade de BAT477 ja foi descrita em
plantas adultas por Sponchiado et al. (1989). Os autores explicam esses resultados em funcao
do mecanismo de prevencdo a seca dado pelo maior comprimento de raiz e consequente
extracdo de 4gua em maior profundidade do solo. Isso foi observado no presente trabalho, sendo
que houve crescimento desproporcional entre a parte aérea e a raiz, com maior crescimento
radicular nas plantas de todos os gendtipos avaliados (Figuras 8). E possivel observar que esta

caracteristica ja se mostra presente no gendtipo desde fases iniciais do desenvolvimento.
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Figura 8. Crescimento de plantulas de genétipos de feijio comum sob dois potenciais
osmoticos. CPA — Comprimento da parte aérea (A); CRA — Comprimento de raiz (B); MSPA
— Matéria seca da parte aérea (C); MSRA — Matéria seca de raiz (D). Médias seguidas com a
mesma letra maidsculas entre os potenciais osmoticos € minudscula entre os gendtipos nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo a atividade das enzimas antioxidantes, foi observado no controle, maior
atividade da enzima SOD para as plantulas dos gendtipos BAT477 e CAR80, sendo o menor
valor para genétipo G13D (Figura 9A). Sob potencial osmético de -0,3 MPa, as plantulas dos
genétipos BAT477 e G629 apresentaram maior atividade da enzima e gen6tipo G11C a menor
média. Ao comparar os potenciais osmoticos, nota-se diferenca significativa para atividade da
SOD para maioria dos genétipos, sendo observado redugdo na atividade da enzima nas plantulas
sob déficit hidrico. Entretanto, apenas para o genétipo G13D ndo foi constatado diferenca
significativa para a atividade da SOD entre os tratamentos controle e déficit hidrico (0,0 MPa

e -0,3 MPa).
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Figura 9. Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B),
peroxidase do ascorbato (APX) (C) e peroxidase (POX) (D) em plantulas de genétipos de feijao
comum sob dois potenciais osméticos. Médias seguidas com a mesma letra, maidsculas entre
0s potenciais osmaticos e mindscula entre os genotipos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.

A atuacdo da SOD como atenuadora do déficit hidrico é exemplificada por plantas
transgénicas de amendoim (Negi et al., 2015) e seringueira (Leclercq et al., 2012). Nessas
espécies, a superexpressao de algumas isoformas de SOD via transgenia proporcionou maior
tolerancia a seca. Conforme observado neste estudo, maior atividade da SOD foi observada em
gendtipos de feijdo comum com maior nivel de tolerancia a seca em comparacao com genotipos
mais sensiveis. Esses resultados estdao de acordo com Khan et al. (2019) que avaliaram
genGtipos de colza com niveis de tolerancia ao déficit hidrico e observaram maior atividade da
SOD nas plantulas do gendtipo tolerante.

Ao observar a atividade da CAT no controle (Figura 9B), € possivel notar dentre os
gendtipos, maior média para G629. Os demais apresentaram atividade enzimdtica inferior,

porém nao diferiram entre si. Sob déficit hidrico, BAT477 apresentou a maior atividade da
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CAT, ao passo que as menores médias foram observadas para CAR80 e G11C. Ao se comparar
0s potenciais osmaticos em cada gen6tipo, com excecao de BAT477, todos os demais gen6tipos
tiveram reducdo na atividade da enzima CAT. A referéncia tolerante ao déficit hidrico
(BAT477) apresentou, sob estresse, atividade da CAT superior ao controle, fato que pode
apontar esta enzima como um dos mecanismos chave na tolerdncia a seca presente neste
genétipo. Recchia et al. (2013) em estudo comparativo entre BAT477 e CARS80 sob déficit
hidrico também observaram aumentos expressivos da atividade da CAT em folhas de BAT477.
O gendtipo apresentou apds 192 horas de exposi¢do ao déficit hidrico, aumento na atividade da
enzima de até cinco vezes maior que CAR80 nas mesmas condi¢des. Ainda, destacam essa
diferenga como resposta importante para os diferentes niveis de tolerancia

Em plantulas de genétipos de milho tolerantes ao déficit hidrico, Chugh et al. (2011)
observaram maior atividade da CAT sob deficiéncia hidrica em comparagdo com genotipos
mais sensiveis. Menor atividade da CAT em plantulas de milheto também foi observada para
gendtipo considerado sensivel ao déficit hidrico em relag@o ao gendtipo tolerante (Mundada et
al., 2020). Maior atividade antioxidante em genotipos tolerantes a seca caracteriza maior
capacidade de eliminar o excesso de EROs geradas sob condi¢des de estresse, ao passo que
gendtipos mais sensiveis exibem menor capacidade de detoxificacao celular (Khan et al., 2019).
Estes achados estdao de acordo com os observados para os genétipos de feijdo comum avaliados
neste estudo.

Em relacdo a APX (Figura 9C), no controle, as plantulas do gendtipo BAT477
apresentaram a maior atividade enzimatica. J4 os genotipos com menor nivel de tolerancia
G11C e CARSO0 apresentaram as menores médias. Sob déficit hidrico, maior atividade da APX
foi observada para o genétipo G12C, ao contrario de BAT477 e G11C que apresentaram os
menores valores médios. A comparacdo da atividade da APX entre os potenciais osmoticos
dentro de cada gendtipo revelou diferenca estatistica apenas para as plantulas do genétipo
BAT477 e G629, que apresentaram reducdo na atividade enzimética sob estresse.

No presente estudo, maior destaque para a atividade da APX deve ser dado as plantulas
do genétipo G12C, que sob déficit hidrico tiveram aumento da atividade da APX acima da
observado no controle. Esta pode ser uma das estratégias chave do referido gendtipo para
detoxificacdo do sistema celular das EROs e reducdo dos seus impactos sob os processos
fisiologicos de germinacdo e crescimento de plantulas. Diferenca na atividade da APX entre
genGtipos com niveis contrastantes de tolerancia a seca também foi observado para plantulas

de lentilha (Singh et al., 2017). Esses autores também observaram maior atividade enzimatica
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da APX sob déficit hidrico para gendtipo tolerante a seca em comparagdo com genotipo
sensivel.

Houve diferenca estatistica entre os genétipos, no controle, para a atividade da POX
(Figura 9D), que mostrou maior atividade nas plantulas do gendtipo BAT477. Sob déficit
hidrico, maior atividade dessa enzima também foi identificada para BAT477 e as plantulas dos
gendtipos com menor nivel de tolerancia ao déficit hidrico, CAR80 e G11C, apresentaram as
menores atividades da enzima.

Em relacdo aos potenciais osmoéticos, foi observada diferenga estatistica para as
plantulas dos genétipos BAT477, G629, G12C e G11C, que tiveram a atividade da POX
reduzida sob deficiéncia hidrica. Para as plantulas dos genétipos G13D e CARS8O0, nao foi
observada diferenca estatistica na atividade da POX analisando os potenciais osmoticos.

As maiores atividades da POX foram observadas, sob déficit hidrico, para gendtipos
com maior nivel de tolerancia a seca em relacdo aos mais sensiveis (Figura 9D). Atividade
diferencial da enzima POX também foi observada em duas espécies de feijao, P. acutifolius e
P. vulgaris, sendo consideradas, respectivamente tolerante e sensivel a seca (Tiirkan et al.,
2005). Esses autores observaram maior atividade da POX em folhas de P. acutifolius em
comparagdo com P. vulgaris sob deficiéncia hidrica, e correlacionaram essa maior atividade
com a maior capacidade de metabolizar o H>O> gerado em situacdes de estresse.

De maneira geral, as plantulas dos gen6tipos submetidas ao déficit hidrico apresentaram
reducdo da atividade das enzimas antioxidantes (Figura 9). Porém, os genétipos BAT477 e
G12C mostraram resposta diferencial, com aumentos dos niveis de atividade enzimética da de
CAT para BAT477 e da APX para G12C. Liu et al. (2019) observaram redug¢do na atividade
das enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX e POX em plantulas de arroz sob déficit hidrico.
Além disso, esses autores observaram aumento no contetido de EROs (H202 e O2"") e atribuiram
a reduzida atividade de enzimas antioxidantes como fator prejudicial a manutencdo do estado
redox nas células. Em condicdes ambientais favoraveis, a producdo e eliminacdo de EROs sdo
mantidas em equilibrio pelos mecanismos de defesa antioxidantes (Gill e Tuteja, 2010). Sob
déficit hidrico, esse equilibrio possivelmente foi alterado e o acimulo de EROs transcendeu a
sua eliminacdo, o que gerou um distirbio no sistema antioxidante e contribuiu para reducao na
atividade das enzimas. Com relacdo a atividade da APX, a maioria dos genétipos ndo mostrou
diferenca entre os potenciais osméticos avaliados. Entretanto, G11C e CARS80 exibiram as
menores atividades da APX, tanto no controle quanto sob déficit hidrico. Esses achados indicam
um sistema antioxidante com menor capacidade de manuten¢do do equilibrio redox da célula

em condi¢do de estresse, o que estd de acordo com a maior reducdo na germinacdo € no
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crescimento de plantulas observado sob deficiéncia hidrica para esses genoétipos, comparados
aos demais (Figuras 7 e 8).

Em sintese, os gendtipos com menor nivel de tolerdncia a seca (G11C e CARS80)
apresentaram menor atividade enzimdtica sob déficit hidrico em compara¢do com gendtipos
descritos com maior nivel de tolerincia ao estresse (BAT477, G13D, G629 e G12C). Esses
resultados estdo de acordo com as afirmacdes de Gill e Tuteja (2010) sobre a tolerdncia ao
estresse em plantas ser melhorada por aumentos nos niveis de enzimas antioxidantes.

Para todos os genétipos avaliados, a deficiéncia hidrica aumentou o contetido de prolina

em comparagdo com o controle (Figura 10).
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Figura 10. Contetido de prolina em plantulas de genétipos de feijao comum sob dois potenciais
osmoticos. Médias seguidas com a mesma letra maitisculas entre os potenciais osmoticos e

mindscula entre os genétipos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ao se comparar os gendtipos no controle, ndo houve diferencga significativa para o
conteddo de prolina. Porém, sob deficiéncia hidrica, as plantulas dos gendtipos BAT477 e
G12C exibiram maior contetido de prolina. Por outro lado, o menor contetido foi observado nas
plantulas do genétipo G629 (Figura 10).

O acumulo de prolina é frequentemente associado a tolerncia a seca em diversas
espécies, de tal forma que seu contetido € maior em plantas tolerantes em comparacdo com as
mais sensiveis (Anjum et al., 2011). No presente estudo, o porcentual de aumento no contetido
de prolina sob déficit hidrico em relacdo ao controle foi de 143% (BAT477), 127% (G629),
122% (G13D), 147% (G12C), 81% (G11C) e 119% (CARS80). Apesar de pouca variagdo entre
os gendtipos sob déficit hidrico (Figura 10), maior porcentual de aumento foi observado para

as plantulas dos genétipos com maior nivel de tolerancia a seca. O menor porcentual de aumento
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foi observado para G11C que também foi o genétipo com pior desempenho germinativo sob
estresse. Biju et al. (2017) relataram que o maior acimulo de prolina sob déficit hidrico durante
a germinacdo foi associado a tolerincia a seca na cultura da lentilha. Esses autores constataram
maior acimulo de prolina em gendtipos tolerantes a seca. Resultados semelhantes também
foram observados em plantulas de feijao-caupi, no qual genétipos tolerantes a seca
apresentaram, sob déficit hidrico, maior conteido de prolina na raiz em relagdo ao mais
sensiveis (Carvalho et al., 2019).

A prolina € um aminoacido com fun¢do osmoprotetora e antioxidante que se acumula
nas células em resposta a estresses abidticos, como o déficit hidrico (Rohman et al., 2020). Ao
ser acumulada em condicdes de deficiéncia hidrica, a prolina desempenha a funcdo de
ajustamento osmotico ao reduzir o potencial osmético celular e aumentar a retencio de dgua
pela planta (Fang e Xiong, 2015b). Desta forma a prolina contribui para a tolerincia a
deficiéncia hidrica nas plantas pois elas podem alterar de forma ativa o conteddo de substincias
osmoticas e regular o potencial osmético em vacuolos, o que contribui para maior crescimento
da planta (Wang et al., 2019; Jain et al., 2019).

O conteudo de prolina livre pode apresentar niveis elevados em plantas submetidas a
estresse por seca, além disso, este acimulo, ji observado em muitas espécies, fez surgir a
hipétese de que maiores contetidos de prolina podem promover tolerancia a seca (Bhaskara et
al., 2015). Segundo Li et al. (2014), a prolina é uma das principais substancias osmoticas
reguladoras na cultura do feijio comum. Este fato foi observado por Yamamoto et al. (2014)
em plantulas de feijdo comum, cultivar Jalo Precoce, que identificaram aumentos no contetido
de prolina em funcdo da reducdo do potencial osmético. Os resultados observados nesta
pesquisa estdo de acordo com o papel protetor da prolina, visto que para todos os genotipos
estudados, maiores conteudos foram observados sob deficiéncia hidrica em comparagdo com o
controle.

A andlise multivariada de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando-se os
dados obtidos pelo ITE, calculado para cada varidvel em estudo. Assim, maiores valores do
indice refletem menores reducdes nas caracteristicas avaliadas em condi¢do de déficit hidrico,
comparado com o controle. A PCA (Figura 11) se mostrou adequada para avaliar a relacao entre
as varidveis estudadas, uma vez que a soma dos dois primeiros componentes principais (PC1 =
52,5% e PC2 = 22,8%) explicou 75,3% da variagao total dos dados (Varmuza e Filzmoser,
2009).
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Principal Component Analysis
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Figura 11. Biplot obtido da anédlise de componentes principais (PCA) baseada nos dados dos
genotipos de feijao comum padronizados pelo ITR (estresse vs controle). Componente principal
1 (PC1); Componente principal 2 (PC2); Germinagdo (G); Primeira contagem do teste de
germinacdo (PCG); Comprimento de parte aérea (CPA); Comprimento de raiz (CRA); Matéria
seca de parte aérea (MSPA); Matéria seca da raiz (MSRA); Superdxido dismutase (SOD);
Catalase (CAT); Peroxidase do ascorbato (APX); Peroxidase (POX) e Prolina (PROL).

Foi observado no biplot posicionamento diferencial entre os gendtipos com niveis
contrastantes de tolerancia ao déficit hidrico (Figura 11). Assim, observa-se que os genotipos
anteriormente classificados com maiores niveis de tolerancia ao déficit hidrico (BAT477, G629,
GI3D e GI12C) se posicionaram na mesma direcdo dos vetores das varidveis avaliadas,
apresentando maiores valores de ITE para cada uma delas. Por outro lado, os genétipos com
menores niveis de tolerancia ao estresse (CAR80 e G11C) se posicionaram do lado oposto e
distantes dos vetores das varidveis avaliadas, mostrando menores valores de ITE para essas
variaveis.

Ao observar de forma isolada o posicionamento de cada genétipo, pode-se observar que
o gendtipo BAT477 se posicionou em PC1-/PC2+, proximo aos vetores das varidveis de PCG
e CAT, apresentando assim os maiores valores de ITE, ou seja, menores reducdes para essas
variaveis. Esses dados reforcam a participacido da enzima CAT como importante mecanismo

de tolerancia ao déficit hidrico para esse gendtipo.
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Os gendtipos G629 e G13D se posicionaram em PC1-/PC2-, pr6ximos aos vetores das
varidveis morfoldgicas (CPA, CRA, MSPA e MSRA) e do conteddo de prolina (PROL). Esses
gendtipos ndo apresentaram no tratamento de déficit hidrico altos valores de prolina, porém,
comparado com o controle, foi observado aumentos significativos no conteido desse
aminoécido sob o estresse. Assim, o acdimulo de prolina € uma estratégia utilizada por esses
gendtipos para a maior tolerancia ao déficit hidrico.

Por fim, em relagdo ao gendtipo G12C, sua posicdo em PC1-/PC2-, revela maiores
valores de ITE para a atividade das enzimas SOD e APX, devido a sua maior proximidade com
os vetores destas varidveis. Dessa forma, as maiores atividades dessas enzimas sob condicao de
déficit hidrico se destacam como mecanismo de aumento da tolerancia ao déficit hidrico.

Em sintese, BAT477, G629, G13D e G12C apresentaram o aumento da atividade de
enzimas antioxidantes e acimulo de prolina como mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico.
Por outro lado, a maior sensibilidade dos gendtipos CAR80 e G11C se mostrou principalmente
em razdo de menores atividades de enzimas relacionadas a defesa contra o estresse oxidativo
gerado pelas EROs. Estes resultados explicam as diferencas encontradas para a germinagdo e
crescimento de plantulas destes genotipos sob deficiéncia hidrica (Figuras 7 e 8). Além disso,
destaca-se BAT477, G629, G13D e G12C como gendtipos de maior potencial para cultivos sob

deficiéncia hidrica no solo.
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4 CONCLUSOES

Maior atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidativo e maior acimulo de
prolina sdo estratégias utilizadas por gendtipos mais tolerantes a seca em fases iniciais do
desenvolvimento das plantas.

Os genétipos BAT477 e G12C além de maior conteddo de prolina, apresentam distintas
estratégias de tolerancia ao déficit hidrico. Enquanto BAT477 aumenta a atividade da enzima
CAT, G12C mostra maiores aumentos para APX.

As maiores reducdes na germinagdo, crescimento de plantulas e atividade enzimaética,
além de menor acimulo de prolina sob déficit hidrico, foram observadas para os gentipos mais

sensiveis ao déficit hidrico, CAR80 e G11C.
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