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RESUMO

PEREIRA, Talitha Soares, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, julho de 2019. Aspectos
hidraulicos da tolerdncia a seca em cultivares de feijdo-caupi (Vigna unguiculata).
Orientador: Samuel Cordeiro Vitor Martins. Coorientadora: Amanda Avila Cardoso.

Ha um crescente interesse no desenvolvimento de cultivares mais tolerantes a seca e na busca
de marcadores que possam auxiliar na selecao de gendtipos promissores. Para tal, caracteristicas
hidraulicas como a vulnerabilidade a cavitacdo tem se mostrado importantes em espécies
lenhosas, mas estudos com espécies herbaceas ainda sdo escassos. De modo a preencher essa
lacuna, utilizou-se plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata), uma leguminosa que apresenta
grande variabilidade genética em resposta ao déficit hidrico, e, portanto, uma ferramenta
interessante para compreender o papel da vulnerabilidade a cavitagdo na tolerincia a seca.
Plantas das cultivares Pingo de Ouro 1-2 (PO; tolerante) e Santo Indcio (SI; sensivel) foram
cultivadas a partir de sementes em vasos de 4 L durante 30 dias, sendo entdo submetidas a dois
regimes hidricos: irrigadas (CT) e déficit hidrico seguido por reidratacio (DH). Foram
realizadas as caracterizacoes morfolégica, anatdomica e fotossintética, determinacdo da
arquitetura hidrdulica, vulnerabilidade a cavitacdo e capacidade de recuperacdo apds déficit
hidrico. Dentre as caracteristicas anatomicas foliares avaliadas, poucas diferencas foram
encontradas entre regimes hidricos e entre cultivares. A arquitetura hidrdulica da nervura central
foi conservada, mas uma maior plasticidade foi encontrada nos peciolos. As cultivares ndo
diferiram quanto a vulnerabilidade hidraulica, apresentando em média Pso e Pgsigual a -1,64
-1,69 MPa, respectivamente. Foi encontrado que ambas cultivares operam sob estreita margem
de seguranca hidraulica quando irrigadas; entretanto, os potenciais hidricos sob déficit hidrico
nao foram suficientes para causar falha hidraulica, mesmo sob 15 dias de déficit hidrico. Os
parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila foram reduzidos significativamente
em ambas as cultivares sob déficit hidrico, mas houve total recuperacdo dois dias apds a
reidratacdo. Os caules apresentaram melhor status hidrico, quando comparados com as folhas,
porém, ambos Orgdos tiveram severas redugdes na massa seca, indicando consumo e/ou
remobilizacdo de reservas. Interessantemente, o0 menor conteiido de massa seca nesses Orgaos
nao foi acompanhado por reducdes no contetido de dgua, resultando em grande aumento na
suculéncia dos tecidos. Futuros experimentos sdao necessdrios para compreender se a
vulnerabilidade hidrdulica de caules e raizes pode ter papel na tolerncia a seca e averiguar

quais alteragdes na composi¢ao bioquimica governam as mudancas na massa seca de folhas e



caule sob déficit hidrico e como estas reducdes afetam o desenvolvimento da planta apds a

reidratacao.

Palavras-chave: Vulnerabilidade hidraulica. Déficit hidrico. Herbacea.



ABSTRACT

PEREIRA, Talitha Soares, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, July, 2019. Hydraulic
aspects of the drought tolerance in cowpea cultivars (Vigna unguiculata). Adviser: Samuel
Cordeiro Vitor Martins. Co-adviser: Amanda Avila Cardoso.

There is a growing interest in the development of more drought-tolerant cultivars and in the
search for markers that may help in the selection of promising genotypes. Hydraulic
characteristics such as vulnerability to cavitation have been shown to be important in woody
species, but studies with herbaceous species are still scarce. In order to fill this gap, we used
cowpea plants (Vigna unguiculata), a legume that presents great genetic variability in response
to water deficit, and, therefore, it is an interesting tool to understand the role of vulnerability to
cavitation in drought tolerance. Plants of the cultivars Pingo de Ouro 1-2 (PO; tolerant) and
Santo Inacio (SI; sensitive) were cultivated in 4 L pots for 30 days, and were submitted to two
water regimes: irrigated (CT) and water deficit followed by rehydration (WD). Morphological,
anatomical and photosynthetic characterizations, determination of the hydraulic architecture,
vulnerability to cavitation and the capacity of recovery after water deficit were performed.
Among the leaf anatomical characteristics evaluated, few differences were found between water
regimes and cultivars. The hydraulic architecture of the major vein was conserved, but a greater
plasticity was found in the petioles. The cultivars did not differ in their hydraulic vulnerability,
with P50 and P88 equal to -1.64 and -1.69 MPa, respectively. We found that both cultivars
operate under narrow hydraulic safety margins when irrigated; however, water potentials under
drought were not sufficient to cause hydraulic failure, even under 15 days of water deficit. The
gas exchange and chlorophyll fluorescence parameters were significantly reduced in both
cultivars under drought, but there was complete recovery two days after rehydration. The stems
presented a better water status when compared to the leaves, however, both organs had severe
reductions in dry mass, indicating consumption and/or remobilization of reserves. Interestingly,
the lower dry mass content in these organs was not accompanied by reductions in water content,
leading to a large increase in the tissue succulence. Future experiments are needed to understand
whether hydraulic vulnerability of stems and roots may play a role in drought tolerance and to
determine which changes in the biochemical composition are responsible for the changes in the
dry mass of leaves and stem under water deficit and how these reductions affect the plant

development after rehydration.

Keywords: Hydraulic vulnerability. Water deficit. Herbaceous.
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1. INTRODUCAO

Dentre os diversos fatores bidticos e abidticos capazes de reduzir a produtividade das
plantas, a disponibilidade de dgua no solo ¢ um dos fatores mais limitantes para a produgdo
vegetal. As plantas sdo constantemente ameagadas pelo risco de déficit hidrico devido as
incertezas do clima, e os cendrios futuros de mudangas climdticas (mudangas nos regimes de
chuvas e umidade do solo, secas mais severas e generalizadas em muitas dreas e aumento da
temperatura) tornam ainda mais alarmantes as previsoes de produtividade dos cultivos agricolas
no futuro (IPCC, 2014; TRUEBA et al., 2017).

Diante desses cendrios, a busca por cultivares mais tolerantes a seca tem sido o objetivo
de diversos programas de melhoramento, sejam eles baseados no melhoramento convencional
ou biotecnolégico (ARAUS et al., 2008; FANG e XIONG, 2015). Nas dltimas décadas,
inimeros estudos caracterizaram as respostas em nivel morfofisioldgico e mais recentemente
em nivel molecular, que sdo desencadeadas quando as plantas sdo submetidas ao déficit hidrico
(CHAVES et al., 2003; SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; TODAKA et al.,
2015). Todo esse conhecimento permitiu a adog¢do de diferentes estratégias para o
melhoramento da tolerancia a seca, mas, em ultima instancia, a maioria delas sdo centralizadas
em duas vertentes: a maximizacao da absor¢do de dgua e a minimizacdo da sua perda pelas
plantas (YU et al., 2013).

Dentro de um contexto agricola, e considerando que os principais cultivos agricolas sdo
culturas anuais, a maximizagao da absor¢do de dgua, permitindo que as culturas possam aliviar
possiveis déficit hidricos ao redor de periodos criticos do desenvolvimento (préximo a antese,
por exemplo), tem recebido grande foco nos ultimos anos (BLUM, 2009; SINCLAIR, 2012;
VADEZ et al., 2014). O controle da transpiracdo se dd por um balanco entre demanda e
fornecimento, em que o primeiro envolve caracteristicas da parte aérea e o segundo,
caracteristicas do sistema radicular, ambos modulados por componentes hidraulicos e/ou
metabdlicos (BRODRIBB e JORDAN, 2011; LACHENBRUCH e MCCULLOH, 2014).
Apesar de maiores taxas transpiratrias serem benéficas, quando acompanhadas de ganhos
fotossintéticos, as plantas nao podem aumentar a transpiracao (e tensio no xilema) de forma
descontrolada, caso contrério, a tensdo alcangaria niveis que levariam a quebra da coluna de
agua nos condutos (cavitacdo) tornando esses condutos ndo-funcionais (MANZONI et al.,
2014, MARTINEZ-VILALTA et al., 2014). Dessa maneira, o primeiro nivel de controle para
a prevencdo da cavitacdo € justamente o fechamento estomadtico, reduzindo as taxas

transpiratorias.



Estudos realizados em plantas lenhosas t€m confirmado que estas plantas adotam uma
estratégia de minimizagdo da ocorréncia de cavitagio, de modo que tal processo ndo ocorre tao
rotineiramente como previamente se pensava (DELZON e COCHARD, 2014; CHOAT et al.,
2015). Por outro lado, poucos estudos tiveram foco em espécies herbaceas (MATZNER et al.,
2014), parcialmente por se acreditar que, devido ao seu tamanho reduzido, a ocorréncia da
pressdo radicular seria capaz de recuperar vasos embolizados ao longo da noite, em condi¢des
onde a umidade do solo seja favordvel (STILLER ez al., 2013). Nao obstante, o maior diametro
dos vasos e reduzido comprimento torna plantas herbdceas particularmente sujeitas ao artefato
do vaso aberto, em adi¢do a dificuldade de se trabalhar com ramos mais frageis e menos
lignificados (COCHARD et al., 2013; LENS et al., 2016).

Recentemente, Brodribb et al. (2016) desenvolveram um método de vulnerabilidade
Optica que permite avaliar embolia em plantas intactas e pode ser empregado facilmente em
analises com herbaceas, proporcionando progresso na pesquisa com tais plantas. Cardoso et al.
(2018), avaliando a vulnerabilidade hidrdulica em plantas de girassol cultivadas sob restricao
hidrica, encontraram que a plasticidade no xilema e na sensibilidade estomdtica ao déficit
hidrico permitiu a manuten¢do da integridade do sistema condutor e a extra¢do de dgua do solo
com maior segurancga, ou seja, apresentaram menor vulnerabilidade hidraulica que os girassois
cultivados em boa condi¢do hidrica. Essa alta plasticidade do xilema em girassol contrasta com
dados obtidos em plantas lenhosas, podendo sugerir uma estratégia alternativa em espécies
herbaceas. Johnson er al. (2018) também conduziram estudos utilizando a técnica citada
anteriormente com o objetivo de avaliar se apds inducao do estresse e posterior reidratacdo, os
vasos embolizados seriam repreenchidos e as taxas fotossintéticas em plantas de trigo seriam
reestabelecidas, uma vez que estudos afirmam que a pressado radicular recupera vasos cavitados
em gramineas. No entanto, concluiu-se que a reidratacdo nio proporcionou o repreenchimento
dos vasos ou o reestabelecimento das taxas fotossintéticas, indicando que ambas as falhas
ocorrem concomitantemente nessas plantas.

Os resultados de Johnson et al. (2018) e Cardoso et al. (2018) evidenciam a necessidade
de uma maior compreensdo do papel da vulnerabilidade hidraulica em espécies herbaceas e do
seu papel na tolerancia a seca. Neste estudo, foi utilizado o feijdo-caupi (Vigna unguiculata),
uma leguminosa de elevada importancia nutricional, social e econdomica (FROTA et al., 2008;
AGBICODO et al., 2009). Possui notdvel tolerancia ao calor e a seca, além de apresentar bom
desenvolvimento em solos com baixa fertilidade. Devido a sua rusticidade, o feijao-caupi é

amplamente cultivado em sistemas tradicionais nos trépicos semi-dridos da Asia, Africa e
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América Latina (EHLERS e HALL, 1997; SINGH et al., 2003). No Brasil, a produgao dessa
leguminosa concentra-se nas regides Norte e Nordeste onde seu cultivo € feito principalmente
por agricultores familiares; contudo, o cultivo vem se expandindo para a regido Centro-Oeste,
principalmente para o Mato Grosso, passando a ser cultivado em larga escala (FREIRE FILHO,
2011; CONAB, 2019). A regido Nordeste ¢ a maior produtora nacional com 78% da drea total
de cultivo (1.183 ha na safra 2017/208), porém com produtividade de apenas 394 kg/ha-!
(CONAB, 2019). Contudo, o cultivo do feijao-caupi vem expandindo para a regidao Centro-
Oeste, principalmente para o Mato Grosso, passando a ser cultivado em larga escala e utilizando
alta tecnologia. Este investimento vem impactando a produtividade, que na safra 2017/2018
alcancou média de 1.045 kg/ha (FREIRE FILHO et al., 2011; CONAB, 2019).

A deficiéncia hidrica é condi¢do comum no Nordeste do Pais, sendo um dos principais
fatores que comumente reduzem a produtividade do feijao-caupi. Essa condi¢do tem levado os
programas de melhoramento genético a procurarem cultivares mais tolerantes ao déficit hidrico,
e, devido a alta variabilidade genética na espécie, existe ampla divergéncia na tolerancia a seca
entre cultivares disponiveis no mercado. Nascimento et al. (2011) analisaram o efeito do déficit
hidrico sobre as caracteristicas fisioldgicas e produtivas do feijao-caupi e estabeleceram um
ranking de tolerancia a seca composto por 20 genétipos. Foi encontrado que os materiais mais
sensiveis apresentaram maior aumento na temperatura foliar, redu¢do acentuada na condutincia
estomadtica e valores mais negativos de potencial hidrico (maiores tensdes no xilema). Rivas et
al. (2016), comparando as cultivares Pingo de Ouro 1-2 (tolerante) e Santo Indcio (sensivel),
encontraram que a cultivar sensivel atingiu Wy mais negativos que a cultivar tolerante sob seca
severa, comprometendo a recuperacdo das trocas gasosas apOs reidratagdo. Assim, estas
informacdes sugerem maior susceptibilidade a falha hidrdulica do xilema nos genétipos
sensiveis evidenciando uma possivel maior vulnerabilidade hidriulica.

Diante do exposto, as cultivares Pingo de Ouro 1-2 e Santo Inécio, consideradas as mais
contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico, foram utilizadas para a caracterizagdo
fotossintética, determinacdo da arquitetura hidrdulica, vulnerabilidade a cavitacao e capacidade
de recuperacgao das trocas gasosas. O foco no ultimo componente (recuperacio da condutancia)
¢ importante porque pode definir a taxa de recuperagdo das trocas gasosas apds déficit hidrico,
em que espécies com rapida recuperagdo podem ter vantagem sobre aquelas com recuperacao
mais lenta. Espera-se que todas estas avaliacoes atuem de forma integrada na elucidagdo das
estratégias de manejo de dgua adotadas pela cultura do feijdo-caupi e possam ajudar no

desenvolvimento de variedades mais tolerantes ao déficit hidrico, seja no fornecimento de
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indicadores para o uso em programas de melhoramento ou na indicagdo de cultivares que sejam

melhores adaptadas para as condi¢des climéticas de um dado local.

2. OBJETIVOS
2.1.  Objetivo geral
Avaliar a associagao entre vulnerabilidade a cavitacao e tolerancia a seca em plantas de

feijdo-caupi.

2.2.  Objetivos especificos

e Caracterizar a vulnerabilidade a cavitacdo em cultivares de feijao-caupi com tolerancia
diferencial a seca para averiguar se existe variabilidade genética na caracteristica;

e Realizar uma detalhada caracterizacdo fotossintética, em associagdo com a
determinagdo de parametros de relacOes hidricas, de modo a entender como estes
parametros interagem com os parametros hidraulicos;

e Identificar novas caracteristicas relacionadas a arquitetura hidréulica de plantas de
feijdo-caupi que possam ser uteis na selecdo de variedades mais promissoras para

condi¢des de déficit hidrico.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material vegetal e aplicacido dos tratamentos

Plantas de feijdo-caupi de variedade tolerante (Pingo de Ouro 1-2) e sensivel (Santo
Indcio) (NASCIMENTO et al., 2011) foram cultivadas (uma planta por vaso) a partir de
sementes em vasos de 5,5 L preenchidos com 4 L de substrato composto por terra de barranco,
areia e substrato comercial (2:1:1) por 30 dias, quando foram submetidas a regimes hidricos
diferenciais: plantas continuamente irrigadas e plantas que passaram por um ciclo de
desidratacdo e reidratacdo. No tratamento com reidratacdo, a desidratacao foi imposta de forma
severa, pela completa suspensdo da irrigacdo, até que as plantas apresentassem danos visuais
(folhas cloréticas) e inicio de abscisdo foliar. Em seguida, as plantas foram reidratadas via
elevacdo da umidade do solo. O tempo de recuperagdo foi acompanhado por meio de
parametros fisiolégicos (potencial hidrico e trocas gasosas). Sob as citadas condi¢des, foram
desenvolvidos dois experimentos, Experimento I com 6 dias e Experimento II com 15 dias de
restricdo hidrica. O controle da umidade do solo, bem como a reposi¢do de dgua perdida (de

acordo com cada tratamento) foi realizada através da pesagem didria dos vasos as 08:00 h (peso
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1) e as 17:30 h (peso 2), utilizando balanca digital de 30 kg. A primeira pesagem (dia zero) se
refere a capacidade de retencdo de 4gua de cada vaso e subsequentemente os tratamentos foram
impostos. O experimento foi em delineamento fatorial inteiramente casualizado, com duas
cultivares (tolerante e sensivel) e duas condicdes hidricas (controle e déficit hidrico) e cinco
repeti¢des para cada tratamento. No Experimento I, andlises de trocas gasosas e coletas para
anatomia (folhas expandidas) e massa seca foram realizadas no 6° dia de déficit hidrico (DH) e
2 dias ap0s reidratagdo. No experimento II, as andlises de trocas gasosas foram realizadas no 4°
e 15° dia apds suspensdo da irrigacdo e 2 dias apds reidratacdo e a anatomia (folhas em

expansao) e massa seca no 15° dia e 2 dias ap0s reidratagao.

3.2. Curvas de vulnerabilidade hidraulica

As curvas de vulnerabilidade a cavitacdo (CV) dos dois genétipos foram construidas
utilizando plantas de 30 dias cultivadas sob irriga¢do continua. Para a constru¢do das CVs, as
plantas foram retiradas dos vasos, as raizes lavadas cuidadosamente para evitar danos e
mantidas submersas em dgua para evitar possiveis indu¢des de embolias. Dois foliolos, um para
condutancia estomdtica (gs) e outro para a visualizacdo do embolismo, foram monitorados
continuamente e o déficit hidrico foi imposto ao retirar as raizes da 4gua deixando-as expostas.
A g foi mensurada a cada 3 minutos até o fechamento estomatico méximo usando o sistema de
trocas gasosas (LI-6400XT). As avaliagcdes foram feitas sob radiagdo fotossinteticamente ativa
(RFA) artificial (1000 umol f6tons m? s!), e 400 pmol de CO> mol! ar. Adicionalmente, o
potencial hidrico (\Ww) foliar foi mensurado em outras folhas da planta a cada 8 h, enquanto
houve folhas vidveis, usando bomba de pressdo tipo Scholander (modelo 1000, PMS
Instruments, Albany, NY, EUA).

A propagacdo dos eventos de embolismo foi avaliada seguindo o método da
vulnerabilidade 6ptica desenvolvido por Brodribb et al. (2016). Neste método, os eventos de
embolismo sdo detectados pelo monitoramento das mudangas na transmissao da luz através do
xilema, onde vasos embolizados e funcionais diferem quanto as suas propriedades Opticas.
Resumidamente, as folhas foram digitalizadas com lado adaxial voltado para a superficie do
scanner (Epson perfection V800; Epson América) usando fita transparente e iluminadas por
baixo para criar uma imagem da luz transmitida. Permitindo assim, que os eventos de
embolismo fossem registrados durante a imposi¢do do déficit hidrico. Para identificar e
quantificar o embolismo, a andlise de imagens foi realizada usando método de subtracdo no

ImageJ (National Institute of Health, New York, NY, USA) para destacar as mudancas entre
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imagens sucessivas na sequéncia de imagens produzidas durante processo de secagem da
planta. Nesta série de imagens subtraidas, os pixels pretos representam qualquer evento 6ptico:
cavitacdo, instabilidade das condi¢des de luz e movimentos da folha ou de suas estruturas. Para
separar o sinal (evento de cavitagdo) do ruido, as imagens diferenciais foram processadas e
posteriormente examinadas para remog¢do manual do ruido. O grau de embolia foi calculado
como o numero cumulativo de pixels embolizados normalizados pelo niimero total de pixels
embolizados ao longo da desidratagdo. Por fim, para visualizar a dindmica da propagagdo do
embolismo pela folha, os eventos foram coloridos em uma escala continua com relacdo ao
tempo em que apareceram e, ao plotar Wroma, medido continuamente por meio de uma bomba
de pressdo tipo Scholander (modelo 1000, PMS Instruments, Albany, NY, EUA), por eventos
de embolismo em cada imagem, uma curva de vulnerabilidade 6ptica foi produzida para cada

folha.

3.3.  Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila

Parametros de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila (Chl) a e respiracdo (Rq) foram
determinados sob condi¢des de casa de vegetacao, utilizando-se do sistema de trocas gasosas
(LI-6400XT) equipado com uma camara integrada de fluorescéncia (LI-6400-40, LI-COR Inc.).
A taxa liquida de assimilagdo de COz (A), a condutincia estomdtica ao vapor de dgua (gs) € a
concentragdo intercelular de CO: (C;) foram medidas em folhas anexas, sob radiagdo
fotossinteticamente ativa (RFA) artificial, isto €, 1000 umol f6tons m2 s'! em nivel das folhas,
e 400 umol de CO> mol! ar. Todas as medigdes foram realizadas em condi¢des ambientes de
temperatura e déficit de pressdo de vapor.

Depois de registrarem-se os parametros de trocas gasosas, o estado estaciondrio de
rendimento de fluorescéncia (Fs) foi medido ap6és aplicar-se um pulso de luz branca saturante
(8000 pmol m2 s°!; 0,8 s) para obter a fluorescéncia maxima do tecido foliar adaptado a luz
(Fuw'). A luz actinica foi entdo desligada e uma iluminagdo vermelho-distante aplicada (2 pmol
m2 s1) para medir a fluorescéncia inicial do tecido foliar adaptado a luz (Fo'). A eficiéncia
fotoquimica real do fotossistema (Fs) II (Frsi) foi determinada seguindo os procedimentos de
Genty et al . (1989). A taxa de transporte de elétrons (TTE) foi entdo calculada a partir da
equacdo TTE = FFSII § o PPFD, em que a € a absortancia foliar e 3 reflete o particionamento
de elétrons absorvido entre os FS II e I. O produto B a foi determinado de acordo com Martins

etal . (2013).
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Para avaliar Ry, as folhas foram previamente aclimatadas por 30 minutos no escuro antes
das medigdes e ap6s mensurado tal varidvel, para a determinagao de fluorescéncia da Chl a, as
folhas foram inicialmente expostas a um fraco pulso de luz vermelho-distante (0,03 pmol m2
s'1) obtendo-se a fluorescéncia inicial (Fo). Em seguida, foi aplicado um pulso de luz saturante,
com irradidncia de 6000 pmol (fétons) m? s! e duragdo de 0,8 s, para a estimativa da
fluorescéncia maxima emitida (Fm) e posterior cdlculo da eficiéncia fotoquimica maxima do
FSII (Fv/Fm). Enquanto que o estado estaciondrio de rendimento de fluorescéncia (F;) foi
medido aplicando-se um pulso de luz branca saturante (8000 umol m-2s'!; 0,8 s) para obter a
fluorescéncia maxima do tecido foliar adaptado a luz (Fn’). A luz actinica foi desligada e uma
iluminagdo vermelho-distante aplicada (2 pmol m2s!) para medir a fluorescéncia inicial do
tecido foliar adaptado a luz (Fo’). A eficiéncia fotoquimica real do fotossistema (Fs) II (®rsn)

foi determinada de acordo com os procedimentos de Genty et al. (1989).

3.4. Relacoes hidricas e contetido de agua da folha e do caule

O potencial hidrico foliar (Ww) foi medido as 6:00 h e 13:00 h utilizando-se de folhas
completamente expandidas. Para a execu¢do destas medigdes, as folhas foram encerradas em
um saco pléstico transparente de fecho hermético (ziplock) contendo papel toalha umedecido
em seu interior, o qual foi armazenado numa caixa de isopor hermética para transporte até o
laboratdrio, onde as medidas foram realizadas utilizando-se de uma bomba de pressado tipo
Scholander (modelo 1000, PMS Instruments, Albany, NY, EUA).

Para avaliagdes de teor relativo de dgua (TRA) e conteudo saturado de dgua (CSA),
como um parametro de suculéncia (VON WILLERT et al., 1990), foram utilizadas folhas
completamente expandidas e segmento de caule com 30 cm de comprimento, tais varidveis
foram determinadas como:

TRA (%) = (MF-MS)/(MT-MS) x 100 e
CSA = (MT-MS)/MS
Em que MF ¢é massa fresca (g), MT € massa targida (g) e MS € massa seca (g) apds 72

h em estufa a 60°C.

3.5. Caracteristicas anatomicas
As folhas foram coletadas e fixadas em FAA70 durante 48 h, sendo posteriormente
armazenadas em etanol aquoso 70% (v/v) (JOHANSEN, 1940). Amostras da regido mediana

de cada lamina foliar foram embebidas em metacrilato (Historesin-Leica Microsystems
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Nussloch, Heidelberg, Alemanha), de acordo com as instrucdes do fabricante. Cortes
transversais (5 pum de espessura), foram obtidos utilizando-se um micrétomo rotativo de avango
automético (Leica RM2155, Leica Microsystems Inc., Derfild, USA), corados com azul de
toluidina (O’BRIEN et al., 1964) e montados em resina sintética (Permount).

Para a obtencdo das densidades estomadtica e de venagdo, as folhas foram diafanizadas
conforme descrito em Zsogon et al. (2014) com modificacdes: as amostras foliares foram
clarificadas em metanol 100% durante 48h em temperatura ambiente. Apds a perda total da
pigmentagao, foram incubadas em &cido latico a 95% e aquecidas em banho-maria a 100°C por
duas horas, até a obten¢do de uma amostra totalmente transparente. As ldminas histolégicas
foram montadas em gelatina glicerinada e colocadas para secar a temperatura ambiente.

As laminas foram fotografadas em microscépio de luz (AX70 TRF, Olympus Optical,
Tokyo, Japan), acoplado a camera fotogréafica digital (Zeiss AxioCan HRc, Gottinger,
Germany) e microcomputador com o programa de captura de imagens Axiion Vision. Os
seguintes dados anatdmicos foram quantificados utilizando-se de um programa de andlise de
imagens (Image Pro-Plus, versdo 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA): espessura do
limbo, espessura dos parénquimas palicadico (PP), lacunoso (PL), epiderme superior e inferior,
espacos intercelulares, densidade estomatica (DE), indice estomético (IE) e didmetro polar dos
estomatos.

Condutos da nervura central do xilema foram analisados (quantidade e didmetro interno)
para determinar a condutancia hidrdulica axial tedrica (K) e tratados como elipses para calcular
K:, como:

K= X [na’b | 64n (a*h?)]
em que a e b sdo os diametros internos maior € menor dos condutos, e 1 € a viscosidade da dgua
a 25°C. O sinal de somatoério se refere a soma da condutividade de todos os condutos que serdao
medidos.

Foram ainda determinadas area foliar especifica (AFE) e drea foliar unitdria. As folhas
foram digitalizadas (HP Deskjet vnF2050) para obter a area foliar, secas até peso constante €
AFE foi determinada como:

AFE (cm?g!) = drea foliar (cm?) / massa seca (g)

3.6.  Anadlises estatisticas
As andlises estatisticas de trocas gasosas, caracteristicas anatdomicas e contetido de dguas

da olha e do caule foram realizadas com o software SAS Learning Edition 4.1® (SAS Institute,
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2006) a 5% de probabilidade. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as diferencas
significativas entre as médias foram determinadas pelo teste LSD. Os resultados das curvas de
vulnerabilidade foram submetidos ao Teste-¢ de Student. Os efeitos do gendtipo e da deficiéncia
hidrica nas distribuicdes da classe de tamanho dos vasos foram avaliados pelo teste de

homogeneidade do qui-quadrado de Pearson (y?)

4. RESULTADOS
4.1. Anatomia foliar

Ao decorrer dos dias sob déficit hidrico (DH), percebemos que as plantas sob estresse
mantiveram os trifélios em expansao com aspecto mais saudavel que as folhas expandidas, por
isso, foram realizadas andlises de trocas gasosas e anatomicas em folhas expandidas e em
expansao.

Em geral, o DH nao ocasionou diferencas significativas nas caracteristicas anatdmicas
das folhas expandidas das duas cultivares, causando apenas reducao (25%) na espessura do
parénquima lacunoso na cultivar SI. Entretanto, comparando as cultivares sob mesma condi¢ao
hidrica, Pingo de Ouro controle (PO CT) apresentou maiores espessura foliar, espessura do
parénquima palicaddico, espessura do parénquima lacunoso, PP/PL e menor densidade
estomadtica abaxial do que Santo Indcio controle (SI CT) (Tabela 1). Por outro lado, em relagdo
as folhas em expansdo, houve maior plasticidade das caracteristicas sob DH. A cultivar SI sob
DH apresentou menor espessura do parénquima palicaddico (26%) quando comparada com SI
CT. Por sua vez, PO na condi¢do de DH teve menores espessura do parénquima palicadico
(30%), PP/PL (13%) e espacos intercelulares (50%) em relacdo ao seu controle. Avaliando as
cultivares na mesma condi¢do, foi encontrado diferencas significativas apenas nos espagos

intercelulares (maior em PO CT, 95%) (Tabela 1).



Tabela 1. Caracteristicas anatdmicas de folhas expandidas e em expansdo de duas cultivares de feijao-caupi (Pingo de Ouro 1-2 — tolerante; Santo Indcio — sensivel). Folhas
expandidas e em expansdo foram coletadas nos experimentos I e II, respectivamente. *: diferenca significativa entre controle e déficit hidrico dentro da mesma cultivar. Letras

maiudsculas: diferenca significativa entre cultivares sob a mesma condicdo hidrica utilizando teste LSD. Média + EP (n = 4-7).

Caracteristica Anatomica

Pingo De Ouro 1-2

Santo Inacio

Controle Déficit Hidrico Controle Déficit Hidrico
Folhas Expandidas

Espessura foliar (um) 373.1 £+ 29.06A 342.1 £+ 15.00A 2652 + 15.32B 2225 + 13.83B

Espessura do parénquima palicadico (PP) (um) 1392 + 1791A 1249 + 4.16A 82.1 + 6.78B 72,7 + 8.01B

Espessura do parénquima lacunoso (PL) (um) 189.8 =+ 11.79A 1639 =+ 10.58A 1445 + 7.87*B 107.7 + 8.88B

PP/PL 0.7 £ 0.08A 0.8 =+ 0.03A 0.6 = 0.02B 0.7 = 0.05A

Espacos intercelulares (%) 151 £ 1.75A 148 =+ 2.35A 141 =+ 0.88A 99 =+ 1.71A

Densidade venacao (mm de nervura/mm? de folha) 84 =+ 0.48A 79 £ 0.25A 85 = 0.53A 85 =+ 0.56A

Densidade estomatica adaxial (n° de estomatos/mm?) 823 + T7.60A 89.1 + B897A 749 + 4.61A 784 + 2.54A
Densidade estomatica abaxial (n° de estdmatos/mm?) 1934 <+ 10.75B 2152 = 2487B 2546 = 29.57A 2779 = 12.38A

Folhas em Expansao

Espessura foliar (um) 279.1 = 12.06A 2299 + 2281A 256.1 = 12.67A 221.2 = 20.14A

Espessura do parénquima palicadico (PP) (um) 84.7 + 1.21*A 595 £ 8.01A 71.8 + 351*A 532 £ 4.62A
Espessura do parénquima lacunoso (PL) (um) 1332 + 5.55A 107.3 + 13.66A 1158 + 5.66A 100.6 = 12.17A
PP/PL 0.64 £ 0.034*A 0.55 £ 0.024A 0.62 =+ 0.010A 054 + 0.030A

Espacos intercelulares (%) 143 =+ 1.98*A 7.1 = 1.12A 73 + 0.64B 43 + 1.05A

Densidade de venacdo (mm de nervura/mm? de folha) 102 + 0.68A 11.1 £ 0.89A 11.5 £ 0.75A 11.2 £ 0.70A
Densidade estomatica adaxial (n° de estomatos/mm?) 90.6 + 1698A 137.0 =+ 13.95A 150.0 = 14.20A 186.7 + 24.20A
Densidade estomatica abaxial (n° de estomatos/mm?) 317.1 £ 48.56A 3994 + 18.48A 402.7 £ 20.35A 4119 + 26.84A

LT



Tabela 2. Caracteristicas anatdmicas do xilema do peciolo e da nervura central de folhas expandias e em expansdo: nimero de vasos (NV, unidade); didmetro hidraulico médio
de condutos do xilema do peciolo (Dy médio, um); didmetro hidrdulico mdximo de condutos do xilema do peciolo (D mdximo, pm); condutividade teérica do conduto do
peciolo (K, mmol MPa! s!). Folhas expandidas e em expansio foram coletadas nos experimentos I e II, respectivamente. *: diferenca significativa entre controle e déficit
hidrico dentro da mesma cultivar. Letras maidsculas: diferenca significativa entre cultivares sob a mesma condicdo hidrica utilizando teste LSD. Média + EP (n = 4-7).

Caracteristicas Hidraulicas — Pingo De Ouro 1-2 Santo Indcio
Peciolo Controle Déficit Hidrico Controle Déficit Hidrico
Folhas Expandidas
NV 142.0 + 12.90A 171.0 £ 12.86A 1135 += 831A 111.0 + 11.85B
Dnmédio 305 £+ 1.74A 27.8 £+ 1.09A 336 + 191A 205 £+ 3.72A
Dn maximo 582 + 0.81A 573 £+ 240A 66.2 <+ 5.45A 64.6 £ 12.85A
Kt 033 <+ 0.019A 032 + 0.028A 048 + O0.118A 033 £ 0.145A
Folhas em Expansao
NV 111.8 £+ 10.89A 877 + 1.51A 86.0 + 8.50A 82.8 + 598A
Dnmédio 222 £+ 0.42*B 265 £+ 0.67A 249 £ 1.73*A 279 £+ 0.37A
Dn maximo 48.5 + 3.38A 5277 £ 2.36A 46.1 = 481A 50.6 + 1.88A
Kt 0.12 £ 0.018A 0.15 = 0.016A 0.10 = 0.024A 0.14 £ 0.014A
Carac;egs:li;z;s (I;Iei gtrf;licas - Folhas Expandidas
NV 50.5 + 6.91A 53.0 + 4.53A 358 = 5.62A 433 4 231A
Dnmédio 260 £ 0.78*A 31.2 £ 0.59A 298 + 2.05A 278 4 377A
Dn maximo 43.1 + 2.86A 472 £+  6.04A 532 £ 6.62A 478 4+ 6.21A
Kt 0.06 £ 0.016A 0.11 £+ 0.020A 0.08 £+ 0.035A 0.08 4 0.035A
Folhas em Expansao
NV 383 + 2.10 A 332 % 320A 273 379 A 302 4 422A
Dnmédio 259 + 034A 26.0 + 1.45 A 234 + 1.52 A 243 4 244A
Dn maximo 413 + 2.40 A 420 £+ 202A 384 + 1.14 A 415 4 3.07A
K¢ 0.04 £+ 0.007 A 0.04 = 0.006 A 0.02 £ 0.004 A 004 L 00l6A

81
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Em adi¢do, independente da cultivar e do regime hidrico, as folhas em expansio
apresentaram densidade estomatica abaxial e densidade de venagdo significativamente maiores
que as folhas expandidas, comportamento ocasionado provavelmente por efeito de
concentrac¢do, haja visto que as células ndo atingiram grau maximo de expansao.

Ja nas caracteristicas anatdmicas do xilema do peciolo, nao houve efeito do DH em
ambas as cultivares nas folhas expandidas, estas apresentaram Dy médio e Dn maximo
semelhantes, 30+1,1 e 62+3,0 um, respectivamente (Tabela 2). Por outro lado, nas folhas em
expansdo, PO DH e SI DH apresentaram maior D médio (27+0,4 um) quando comparadas com
as cultivares no tratamento CT (23+0,7 um) e, semelhante as folhas expandidas, ndo diferiram
no Dn méximo (50+1,4 pm). Apesar do maior Dy médio, as cultivares ndo diferiram na
condutividade tedrica do xilema (K;). Dentre as diferencas significativas entre cultivares na
mesma condi¢do hidrica, sob DH notamos que as folhas expandidas da cultivar SI apresentaram

menos vasos (111 unidades) que PO DH (171 unidades) (Tabela 2).

Figura 1. Frequéncia de distribui¢do de didmetros hidraulicos de vasos do xilema do peciolo em duas cultivares
de feijao-caupi (Pingo de Ouro 1-2 — tolerante; Santo Inécio — sensivel).
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Nas caracteristicas anatomicas do xilema da nervura central ndo foram encontradas
diferengas significativas nem entre condi¢des hidricas, nem entre cultivares. As folhas

expandidas apresentaram valores médios de NV, Dn médio e Dn médximo iguais a 46 unidades,
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29 e 48 um, respectivamente; para as folhas em expansao, de NV, Dy médio e Dy méximo foram
32 unidades, 25 e 40 um, respectivamente (Tabela 2).

A distribuic@o da frequéncia de diametros dos vasos do xilema do peciolo de folhas
expandidas e em expansao apresentou padrdes semelhantes entre as cultivares avaliados (Figura
1). Ressalta-se que pelo teste qui-quadrado de Pearson (y?), as folhas expandidas nio
apresentaram diferenca entre controle e déficit hidrico na distribui¢cao dos vasos, enquanto as
folhas em expansdo tenderam apresentar mais vasos de maior didmetro quando submetidas ao
DH, contudo essa diferenca alcancou maior significancia em PO (y%z15,1; P=0.004) do que em
SI (%°=8,9; P=0.065). No xilema da nervura central a diferenca foi significativa apenas nas

folhas expandidas da cultivar PO (x2=9,9; P=0.019) (Figura 2).

Figura 2. Frequéncia de distribui¢ao de diametros hidraulicos de vasos do xilema da nervura central em duas
cultivares de feijao-caupi (Pingo de Ouro 1-2 — tolerante; Santo Indcio — sensivel).
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4.2.  Vulnerabilidade hidraulica

As cultivares apresentaram curvas de vulnerabilidade hidrdulica semelhantes e com
comportamento sigmoidal. Ressalta-se que, para ambos individuos, eventos de cavitacdo s6
foram detectados quando houve reducao de mais de 90% da abertura estomadtica. Os eventos de

cavitacdo seguiram uma hierarquia entre as nervuras, iniciando pelas nervuras central e
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secunddrias, seguindo pelas demais nervuras menores. Esse padrdo de propagacdo de

embolismo foi observado na maioria das folhas analisadas.

Ap6s inicio da desidratagdo, a condutancia estomdtica apresentou desempenho

semelhante entre PO e SI, em que 80% de fechamento estomdtico ocorreu em ¥y médio de -
0,75 0,04 MPa (Figura 3).

Figura 3. Condutancia estomatica (gs) e embolismo em fun¢do do potencial hidrico (Ww) da folha. Circulos
amarelos representam a cultivar Pingo de Ouro 1-2 (tolerante) e azuis a cultivar Santo Inicio (sensivel). Circulos

escuros: média de cada cultivar. Circulos claros: comportamento de cada repeticdo. Linha horizontal pontilhada:
Pso; linha horizontal tracejada: Pgs
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O Pso e Pgg (potencial hidrico correspondente a 50 e 88% de vasos de xilema
embolizados) ndo revelaram diferencas significativas (teste t, P < 0,05) entre as cultivares,

apresentando valor médio de -1,64 e -1,69 MPa, respectivamente. Entretanto, foram
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encontradas diferencas para o tempo em que alcancaram o Pgg, a cultivar tolerante demorou,
53+2.5 h, enquanto a sensivel gastou 38 £5,3 h (Tabela S1).

Quando avaliadas em casa de vegetacdo, apds 15 dias do inicio da restri¢do hidrica, as
plantas sob DH apresentaram W da antemanha muito proximos aos valores do meio-dia,
indicando minima taxa transpiratoria. Ressalta-se que o valor do Wy da antemanha sob DH foi
semelhante ao Wy medido nos CT, sugerindo esse valor de Wy como um limite de seguranga
(Figura 4). O periodo de reidratagdo foi suficiente para igualar Wy da antemanha, demostrando
a capacidade de reidratacdo dessas plantas. Contudo, baseado nos resultados obtidos com as
curvas de vulnerabilidade, os 15 dias de estresse ndo foram suficientes para as cultivares
atingirem seus respectivos Pso, de tal modo que espera-se que PO ndo tenha tido embolismo,

enquanto que nos individuos de SI, sdo esperados niveis de embolismo entre 10 e 30%.

Figura 4. Potencial hidrico (W) em funcdo dos dias apds inicio do déficit hidrico em duas cultivares de feijao-
caupi. Pingo de Ouro 1-2 controle (PO CT), Pingo de Ouro 1-2 sob déficit hidrico (PO DH), Santo Inicio controle
(SICT) e Santo Indcio sob déficit hidrico (SI DH) cultivadas em casa de vegetacdo. Area branca: periodo de déficit
hidrico; 4rea cinza: periodo de reidratacdo. Linha pontilhada: Psy Santo Indcio, Linha tracejada: Pso Pingo de Ouro
1-2. *: diferenca significativa entre controle e déficit hidrico dentro da mesma cultivar e mesmo horario. Letras
maidsculas: diferenca significativa entre cultivares sob a mesma condi¢do hidrica mesmo horério. Letras
minusculas: diferenca significativa entre dias de avaliagdo para mesma cultivar em semelhante condi¢@o hidrica
utilizando teste LSD. Média + EP (n = 4-7).
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4.3. Experimentos I e Il

Quando analisada a transpiracdo em nivel de planta inteira em func¢ido do contetdo de
dgua no solo, as cultivares apresentaram resultado semelhante (Figura 5). A redu¢do em 50%
do maximo de transpiracdo ocorreu em 0,246 g H>O g solo™! para PO e 0,240 g H>O g solo™!
para SI. Adicionalmente, ambas as cultivares cessaram sua transpiracdo apds quatro dias de

déficit.

Figura 5. Transpiracdo de planta inteira sob déficit hidrico normalizada pela transpiragdo do controle em fungéo
do conteudo de dgua no solo em duas cultivares de feijao-caupi (Pingo de Ouro 1-2 — tolerante; Santo Indcio —
sensivel) sob déficit hidrico por 15 dias.
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Seis dias de restricao hidrica foram suficientes para reducgao significativa da massa seca
de ambas as cultivares (Figura 6). Destacando a massa seca do caule da cultivar SI, que foi
menor que a PO tanto no controle quanto sob déficit. Em relag@o ao investimento de biomassa,
a cultivar sensivel sob DH apresentou menor investimento em caule quando comparado com a

tolerante em mesma condicao.
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Figura 6. Massa seca e alocacdo de massa seca em duas cultivares de feijao-caupi submetidas a 6 dias de déficit
hidrico seguidos por 2 dias de reidratacdo. Pingo de Ouro 1-2 controle (PO CT), Pingo de Ouro 1-2 sob déficit
hidrico (PO DH), Santo Inacio controle (SI CT) e Santo Indcio sob déficit hidrico (SI DH). *: diferenca
significativa entre controle e déficit hidrico para mesma cultivar e mesmo ponto de coleta; Letras maitisculas:
diferenca significativa entre cultivares em uma mesma condic¢do hidrica e dias de coleta utilizando teste LSD.
Média + EP (n = 4-7).
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De maneira geral, os parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila (A, gs
TTE, Vemax, Fv'/Fm’ € Rq) foram reduzidos significativamente nas duas cultivares sob quatro
dias de estresse (Figura 7), afetando-as de forma similar, onde A dos tratamentos controle
alcancaram valores médios de 19+1,2 (4 dias) e 25+1,5 umol CO2 m? s!' (15 dias), e os
tratamento sob déficit apresentarem valores negativos ja aos 4 dias (Figura 7). Tais quedas
fotossintéticas foram ocasionadas tanto por limita¢des difusivas (98% de queda em gs), quanto
bioquimicas (72% de queda em Vemax). Redugdes tdo expressivas em gsno quarto dia de estresse

sdo corroboradas pela cessacdo da transpiragdo de planta inteira, que também ocorreu no mesmo
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periodo (Figura 5). O estresse também afetou drasticamente as taxas de Rq, as quais foram

reduzidas em 57 (PO) e 73% (S]) ao final dos 15 dias do tratamento.

Figura 7. Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), taxa de transporte de elétrons (ETR), velocidade
de carboxilagdo maxima (Vcmax), eficiéncia de captura de energia de excitag@o pelos centros de reacdo abertos do
FSII (F,’/Fw’), respiracdo noturna (Rd) em fung@o dos dias apds inicio do déficit hidrico em folhas expandidas de
duas cultivares de feijao-caupi (Pingo de Ouro 1-2 — tolerante; Santo Indcio — sensivel). Area branca: periodo de
déficit hidrico; area cinza: periodo de reidratag@o. Pingo de Ouro 1-2 controle (PO CT), Pingo de Ouro 1-2 sob
déficit hidrico (PO DH), Santo Inécio controle (SI CT) e Santo Inécio sob déficit hidrico (SI DH). *: diferenca
significativa entre controle e déficit hidrico dentro da mesma cultivar. Letras maidsculas: diferenca significativa
entre cultivares sob a mesma condi¢ao hidrica. Letras minudsculas: diferenca significativa entre dias de coleta para
mesma cultivar em semelhante condic¢do hidrica utilizando teste LSD. Média + EP (n = 4-7).
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As plantas apresentaram recuperagdo dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia
em apenas dois dias de reidratacdo, tempo ja encontrado em experimentos anteriores (dados
nao apresentados), de tal modo que, em nenhum dos parametros, os valores dos tratamentos sob
déficit hidrico foram significativamente menores que os controles. Destaque para a cultivar SI
que estava sob DH e obteve maior gs (0,446 mol H.O m™s™) do que a cultivar PO (0,278 mol
H>0 m%s!), contudo a performance de A foi semelhante entre os tratamentos, sugerindo que
PO apresenta maior eficiéncia intrinseca do uso da d4gua. Adicionalmente, a cultivar SI alcangou
taxas respiratdrias maiores na reidratacdo (69%) nas plantas que estavam sob estresse do que
nas plantas mantidas com irrigacdo regular. Ressalta-se que ndo foram encontradas diferencas
entre respostas de folhas expandidas e em expansdo ao DH nos parametros avaliados (Figura
S1).

Medindo a condi¢do hidrica que as plantas sob estresse estavam no periodo final da
deficiéncia hidrica, a cultivar PO alcancou TRA de 70% e SI 67%, ambos menores que as
plantas sob condi¢do controle (Figura 8). Em ensaios realizados anteriormente, o menor TRA
alcancado por plantas de feijdo-caupi, apds 25 dias de déficit hidrico, foi de 66% (dados nao
apresentados). Avaliando o conteudo saturado de dgua, foram encontrados conteudos maiores
para as plantas sob estresse, onde apds reidratacdo, apresentaram valores médios 7,4+0,37 e
840,18 enquanto as plantas controle apresentaram 3,5+0,52 e 4,3+0,37 para PO e SI,
respectivamente. Comportamento semelhante também foi observado na AFE, tanto no periodo
final do déficit hidrico quanto pds reidratacdo, as duas cultivares sob estresse apresentaram
aumentos significativo nesse parametro, variando de 63 a 119%. Destaca-se a cultivar PO DH
que apresentou um aumento de 32% apds reidratacdo, quando comparado com 15° dia de
restricdo hidrica (Figura S2). Tanto os resultados relacionados ao conteudo saturado de dgua
quanto de AFE sao reflexo da menor massa seca nessas condicoes.

As medidas relacionadas ao caule, as quais foram baseadas em um fragmento de 30 cm
a partir do colo da planta, demonstraram que as massas secas dos tratamentos sob estresse foram
significativamente menores, atingindo quedas de 28% na PO e 55 % na SI durante o periodo de
estresse € 42% na PO e 68% na SI apds reidratacdo (Figura 9). A massa turgida foi sempre
maior em SI CT que nos outros tratamentos. Se comparado com a condi¢do hidrica das folhas,
o caule conseguiu manter melhor status hidrico, sustentando TRA de 84% para ambas
cultivares. Em relagdo ao contetido saturado de 4gua por massa seca do caule, assim como nas
folhas, também encontramos conteidos maiores para as plantas sob estresse, destacando a

cultivar SI DH que apresentou maior valor (940,3) ao comparar com PO DH (5,2+0,57), um
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comportamento presumivel considerando que as redugdes na massa seca foram

proporcionalmente maiores para essa cultivar nesta condi¢ao.

Figura 8. Massa seca, massa tirgida, teor relativo de dgua (TRA) e contetido saturado de 4gua na folha por massa
seca (CSAF/MS) em folhas expandidas de duas cultivares de feijao-caupi (Pingo de Ouro 1-2 — tolerante; Santo
Indcio — sensivel). Area branca: periodo de déficit hidrico; 4rea cinza: periodo de reidratagdo. Pingo de Ouro 1-2
controle (PO CT), Pingo de Ouro 1-2 sob déficit hidrico (PO DH), Santo Inicio controle (SI CT) e Santo Inicio
sob déficit hidrico (SI DH). *: diferenca significativa entre controle e déficit hidrico dentro da mesma cultivar.
Letras maiudsculas: diferenca significativa entre cultivares sob a mesma condi¢do hidrica. Letras mindsculas:
diferenca significativa entre dias de coleta para mesma cultivar em semelhante condi¢do hidrica utilizando teste
LSD. Média + EP (n = 4-7).
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Figura 9. Massa seca, massa turgida, teor relativo de 4gua (TRA) e contetido saturado de 4gua no caule por massa
seca (CSAc/MS) de duas cultivares de feijdo-caupi (Pingo de Ouro 1-2 — tolerante; Santo Indcio — sensivel). Area
branca: periodo de déficit hidrico; area cinza: periodo de reidratag@o. Pingo de Ouro 1-2 controle (PO CT), Pingo
de Ouro 1-2 sob déficit hidrico (PO DH), Santo Inacio controle (SI CT) e Santo Inacio sob déficit hidrico (SI DH).
*: diferenca significativa entre controle e déficit hidrico dentro da mesma cultivar. Letras maitsculas: diferenca
significativa entre cultivares sob a mesma condi¢@o hidrica. Letras mintsculas: diferenca significativa entre dias
de coleta para mesma cultivar em semelhante condi¢ao hidrica utilizando teste LSD. Média + EP (n = 4-7).
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5.  DISCUSSAO

Apesar do feijdo-caupi manifestar uma série de caracteristicas fisiologicas e
morfolégicas em resposta a seca (MUCHERO et al., 2008), aparentemente a manutencao de
elevado status hidrico (maiores Ww e TRA) sob seca parece ser intrinseco as cultivares mais
tolerantes (AGBICODO et al., 2009). Dado a importancia das caracteristicas hidrdulicas na
determinacdo do Yw e de recentes estudos associando eventos de cavitagdo com danos
fotossintéticos (CARDOSO et al., 2018), este trabalho procurou preencher estas lacunas
utilizando duas cultivares de feijao-caupi visando aumentar a compreensdo de varidveis
hidriulicas na tolerancia a seca em espécies herbaceas.

As cultivares ndo apresentaram diferencas no comportamento estomdtico € na
propagacdo do embolismo (Pso e Pgg) em funcdo do Ww; em contrapartida, houve diferenca

quando comparado o tempo que cada uma levou para chegar ao Pgs, de tal modo que a cultivar
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PO se comporta como mais tolerante que SI, conforme previamente determinado.
Interessantemente, SI foi a cultivar que apresentou os maiores conteidos saturados de dgua
(CSA) na folha e caule (Figs 8 e 9) e também a maior densidade estomdtica (Tabela 1). E
possivel que a cultivar tenha elevada condutancia cuticular e/ou baixa capacitancia, conferindo
maior taxa de perda de dgua associada ao baixo tamponamento do Wyw. Ambas cultivares
apresentaram total fechamento estomdtico antes de serem observados embolismo, sugerindo
que o controle estomatico ocorre de forma a prevenir a falha hidraulica e, assim, proteger a
integridade vascular da folha. Resultados semelhantes foram encontrados por John et al. (2018),
que encontraram a maior parte do fechamento estomatico ocorrendo antes da folha perder sua
capacidade de reidratacdo, o que acredita-se acontecer proximo do inicio dos eventos de
embolismo (JONHNSON et al., 2018).

O Pso médio das folhas foi de -1.64+0,096 MPa, valor bem préximo ao Pso médio (-2.3
MPa), referente a caules de 16 espécies de herbaceas eudicotiledoneas, encontrado em
metandlise realizada por Lens et al. (2016), valor este, estatisticamente igual ao Pso médio de
gramineas e lenhosas angiospermas. Diferente do encontrado neste estudo, diferencas
intraespecificas de Pso foram encontradas no caule em quatro acessos de girassol, com valores
variaram entre —2.7 € —3.2 MPa (AHMAD et al., 2017) e entre dois hibridos de milho (LI et
al., 2009). Contudo, € importante ressaltar que como diferentes técnicas e numeros de
individuos foram usados para encontrar os Pso, a acurdcia da comparagdo dos dados € limitada.
Também € preciso ter cuidado ao comparar vulnerabilidade entre 6rgdos; apesar de algumas
espécies ndo apresentarem segmentacao hidraulica como o tomateiro (SKELTON ez al., 2017),
outras como a oliveira (RODRIGUEZ - DOMINGUEZ et al., 2018) e uva (CHARRIER er al.,
2016) apresentam forte segmentagao.

O método de vulnerabilidade 6ptica proporcionou imagens claras das propagacdes de
embolismo nas folhas de feijao-caupi. A vulnerabilidade hidrdulica das plantas, baseada no
comportamento das folhas, apresentou grande variabilidade (-1.2 a -2.0 MPa) entre os
individuos de ambas as cultivares. Rodriguez-Dominguez et al. (2018) ao avaliar
vulnerabilidade em folhas de oliveiras usando o método de vulnerabilidade ptica, também
encontrou alto grau de variabilidade no Pso entre os individuos estudados, considerando o Pso
como uma caracteristica relativamente plastica. Essa plasticidade pode desempenhar papel
importante na aclimatagcdo a seca em plantas, como foi evidenciado por Cardoso et al. (2018)

em pesquisa com girassol que encontrou uma plasticidade coordenada entre o Pso e o potencial
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osmotico nas folhas, garantindo maior seguranca hidrdulica e capacidade de extracdo de dgua
sob seca.

A modulagdo da arquitetura do xilema do peciolo tem se mostrado importante na
variabilidade no comportamento hidraulico entre cultivares de videira submetida a seca
(HOCHBERG et al., 2014) e também na determinacdo da condutincia estomdtica em Populus
(BROCIOUS et al., 2016). Interessantemente, em feijdo-caupi, apenas foi encontrada
plasticidade na arquitetura hidraulica do peciolo, sendo que pouca diferenga foi encontrada nas
nervuras centrais em resposta ao déficit hidrico e nenhuma quando comparando os gendtipos.
Ao se comparar o nimero de vasos e didmetro médio entre o peciolo e as nervuras, percebe-se
que o didmetro dos vasos € determinado j& no peciolo ocorrendo apenas diminui¢cao do nimero
de vasos, ja que o peciolo divide sua rede condutora entre as trés nervuras centrais presentes no
foliolo. A unica mudanca consistentemente encontrada em resposta ao DH foi o aumento no Dy
dos vasos do xilema no peciolo de folhas em expansdo. Esse aumento tenderia a aumentar a
eficiéncia dos condutos, mas, em contrapartida, também aumenta a susceptibilidade ao
embolismo quando aumentam as tensoes no xilema devido a eventos de seca (HACKE er al.,
2016). Isto vai de encontro a teoria/evidéncia de que plantas sob déficit hidrico tendem a reduzir
o diametro dos vasos para aumentar sua seguranca. No entanto, em metandlise realizada por
Déria (2018), foi encontrado que os didmetros dos vasos ndo impactaram na resisténcia ao
embolismo em herbéceas. Assim, especula-se que esse aumento no Dy dos vasos do xilema no
peciolo de folhas em expansdo aconteca de modo a realmente aumentar sua eficiéncia, como
forma de garantir um crescimento compensatério apds eventos de seca, restando testar esta
hipétese em futuros experimentos.

Sob estresse severo, o feijao-caupi exibe grande capacidade de evitar desidratacdo
mantendo potenciais hidricos menos negativos que outras espécies (ex. milheto, sorgo e
amendoim) em mesma condi¢do de estresse (HALL, 2004), adotando comportamento
tipicamente isohidrico. Este fato foi corroborado durante as avaliacdes, em que apds 15 dias de
estresse imposto de forma severa, o ‘v médio mais negativo alcancado foi de -1.31 MPa pelas
plantas sob déficit hidrico, resultado semelhante ao Y alcancado rotineiramente ao meio dia
pelas plantas controle (-1.15 MPa). Esta observacao demonstra o quanto plantas de feijao-caupi
operam com baixa margem de seguranca hidrdulica, j4 que plantas irrigadas permitem que
tensoes sejam desenvolvidas no xilema da mesma magnitude que aquelas causadas durante seca
severa. Souza et al. (2004) avaliando feijdo-caupi em condicdo de seca imposta mais

lentamente, também ndo encontraram decréscimos marcantes no W nos 11 dias de estresse, as
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plantas estressadas chegaram a valor médio de -1,27 MPa enquanto os controles atingiram -
0,71, e ap0s reidratacdo retornaram ao W semelhante ao controle, esses dados reforcam o
comportamento isohidrico visto neste estudo.

ApOs reidratacio, ambas cultivares recuperaram as taxas de trocas gasosas, inclusive as
plantas da cultivar SI, que, quando submetidas a 15 dias de restri¢ao hidrica, podem ter chegado
a apresentar embolismo entre 10 e 30% (tendo por base os resultados encontrados nas curvas
de vulnerabilidade) e recuperaram as trocas gasosas apds reidratacdo alcancando valores
semelhantes aos das plantas irrigadas. Isso evidencia alta capacidade de recuperacdo e que o
estresse ndo afetou persistentemente a atividade fotossintética, o que pode estar relacionado a
habilidade de protecdo do aparato fotossintético contra danos fotooxidativos, como
demonstrado com as redugdes de F,’/Fu’, relacionadas com maior propor¢cdo dos fétons
absorvidos sendo dissipados como energia térmica ao invés de serem usados para conduzir a
fotossintese. Tal observacao corrobora os resultados encontrados por Cardoso et al. (2018) que
demonstraram quedas persistentes em F./F, em folhas de girassol ocorrendo somente apds
completo embolismo foliar. Esta dissipa¢c@o térmica do excesso de energia de excitagdo € um
mecanismo de prote¢do, que mantém o alto estado oxidativo dos receptores primdrios de
elétrons do PSII, prevenindo que ocorra danos fotooxidativos no aparato fotossintético
(SHANGGUAN et al., 2000; SOUZA et al., 2004).

Os resultados aqui encontrados contrastam com o de Rivas et al. (2016) que nao
observaram total recuperacdo fotossintética na cultivar SI; no entanto, os mesmos autores
encontraram que SI atingiu W mais negativos que PO, o que também nao foi observado neste
estudo. Em adigdo, Bertolli ef al. (2012) ao submeter plantas de soja e feijdo-caupi a seca e
avaliar a recuperacdo da taxa fotossintética dessas plantas, observaram que o feijao-caupi
recuperou 65% em relacdo aos valores das plantas controle, enquanto a soja recuperou apenas
10%. Os autores atribuem essa diferenca ao melhor controle estomatico das plantas de feijao-
caupi, fato corroborado aqui sendo que aos quatro dias de suspensdo de irrigacdo, estas plantas
apresentavam fechamento estomético quase completo. Sugere-se aqui que uma explicacio para
os diferentes niveis de recuperacdo apresentados em outros estudos seja a possibilidade de que
as plantas tenham atingido o ponto de falha hidraulica, j& que o feijao-caupi, mesmo sob
condic¢des irrigadas, assume estratégia arriscada, operando sob baixa margem de seguranga
hidraulica. Se eventos de embolismo se propagarem em maior intensidade, é esperado que a
recuperagdo, caso ocorra, demande maior periodo. Alternativamente, uma recuperagdo mais

tardia pode ser devido as mudancas em propriedades bioquimicas da Rubisco, como degradacao
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proteica. Nossas estimativas de Vemax apontam que houve inativacdo da enzima sob déficit
hidrico, o que € esperado devido ao fechamento estomatico e baixo Ci (PARRY et al., 2002).
No entanto, contanto que s6 haja inativacdo, a recuperag¢do da atividade € mais rdpida do que
se houvesse degradacdo proteica, o que exigiria maior tempo para a sintese de novo da enzima.
Para a reativacdo, € necessario somente a degradacdo de inibidores e atividade suficiente da
ativase da Rubisco.

Finalmente, ao buscar novas caracteristicas hidraulicas que pudessem ser associadas a
tolerancia do feijao-caupi, foi observado que as plantas sob déficit hidrico mantém seus pontos
de crescimento vidveis, o que pode estar relacionado com a manutencdo da integridade
hidrdulica do caule, haja visto que este 6rgao manteve TRA maior que as folhas, ou seja,
operando sob margem de seguranca menos estreita do que as folhas. Outra caracteristica
interessante, foi o aumento da suculéncia das plantas sob estresse. Este parametro é
representado pelo contetido saturado de dgua (CSA), que, € uma alternativa métrica para avaliar
a suculéncia e interpretado como forma de mensurar a 4gua armazenada por grama de gasto de
carbono no 6rgdo analisado da planta (von WILLERT ez al., 1990).

As drésticas reducdes observadas no contetido de matéria seca tanto das folhas como do
caule, mas sem mudangas proporcionais no conteddo de dgua, resultaram em aumento da
suculéncia dos tecidos sobre seca. A suculéncia confere as plantas certo grau de independéncia
em relacdo as limitacdes e imprevisibilidades do suprimento de dgua, conferindo capacidade de
os tecidos armazenarem dgua e manter elevados potenciais hidricos, bem como, funcdes
fisiologicas durante um periodo de seca (OGBURN e EDWARDS, 2012). O que também €
corroborado com a manutencdo dos Y durante a condugdo do experimento em casa de
vegetacdo. Determinadas reducdes na massa seca poderiam estar relacionadas a queima de
compostos de reserva para manutencao do metabolismo sob estresse e/ou sintese de compostos
com funcdo osmotica relacionados com a manuten¢do do conteido de agua e da funcio
hidrdulica, principalmente, no caule. Interessante € o fato, de que, mesmo com redugdo de mais
de 50% da massa seca, as folhas mantiveram potencial fotossintético intacto, sugerindo que a
magquinaria proteica do aparato fotossintético ndo foi alterada.

Plantas de Lupinus alba, por exemplo, desviam recursos de nitrogé€nio e carboidratos
organicos do caule para as vagens ao primeiro sinal de déficit hidrico e chegam a uma producao
de sementes semelhantes as plantas que ndo foram submetidas ao estresse hidrico (KOOYERS
et al., 2005) O armazenamento aprimorado de carboidratos pode ser benéfico para todas as

plantas que frequentemente sofrem déficit hidrico, se essas reservas de curto prazo sdo usadas
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para manter a homeostase ou suportar um nivel reduzido de metabolismo em trechos mais

longos.
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6. CONCLUSAO

Apesar de serem caracterizadas como as cultivares mais contrastantes em relacdo a
tolerancia a seca, PO e SI ndo apresentam diferencgas na vulnerabilidade hidrdulica foliar e na
resposta de trocas gasosas em relacdo as condi¢des hidricas impostas. Interessantemente, foi
observado que as plantas sob déficit hidrico apresentam maior suculéncia devido as redugdes
na massa seca de caules e folhas, porém sem apresentar reducdes no conteido de dgua ou no
potencial fotossintético. A sustentacdo de melhor status hidrico no caule aponta que a
vulnerabilidade hidraulica de caules e/ou raizes pode ser mais importante que a foliar na
manutencdo dos pontos de crescimento e sobrevivéncia sob seca. Futuros experimentos
impondo seca mais severa, até atingir potenciais hidricos relacionados ao Pso e Pgs, sdo
necessdrios para avaliar se a capacidade de recuperacdo € mantida em ambas cultivares, além
disso, torna-se necessario compreender qual as alteracdes na composicdo bioquimica governam
as mudancas na massa seca de folhas e caule e até que ponto o aumento da suculéncia € positivo

para o crescimento e desenvolvimento da planta.
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APENDICE A - Dados suplementares

Tabela S1. Dados da curva de vulnerabilidade. Resultados de Psy (perda de 50% da condutividade hidraulica), Pss
(perda de 88% da condutividade hidrdulica), Queda 50% gse Queda 80% gsde duas cultivares de feijdo-caupi
(Pingo de Ouro 1-2 — tolerante; Santo Indcio — sensivel).

Pingo de Ouro 1-2 Santo Inacio Teste t
Pso
Tempo 4770 * 4.008 3280 * 4.980 0.06
Yy -1.81 % 0.127 -1.50 * 0.113 0.11
Pss
Tempo 53450 % 2476 38.14 * 5.280 0.05
Yy -1.86 * 0.118 -1.56 £ 0.102 0.09
Queda 50% gs
Tempo 437 £ 0.726 2775 £ 0.280 0.14
Yy -0.65 * 0.059 -0.71 * 0.036 0.48
Queda 80% gs
Tempo 7.06 * 0.484 512 £ 0465 0.94
Yy -0.74 * 0.050 -0.79 * 0.033 0.55
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Figura S1. Taxa fotossintética (A), condutincia estomadtica (gs), taxa de transporte de elétrons (ETR), velocidade
de carboxilacdo maxima (Vcmax), eficiéncia de captura de energia de excitacdo pelos centros de reag@o abertos do
FSII (F,’/Fw’), respiracdo noturna (Rd) em fung@o dos dias apds inicio do déficit hidrico em folhas expandidas e
folhas em expansdo de duas cultivares de feijao-caupi (Pingo de Ouro 1-2 — tolerante; Santo Indcio — sensivel).
Area branca: periodo de déficit hidrico; 4rea cinza: periodo de reidratagdo. Pingo de Ouro 1-2 controle (PO CT),

Pingo de Ouro 1-2 sob déficit hidrico (PO DH), Santo Inécio controle (SI CT) e Santo Inicio sob déficit hidrico
(SIDH). Média = EP (n =4-7).
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Figura S2. Area foliar, massa seca (MS) e area foliar especifica (AFE) em duas cultivares de feijao-caupi (Pingo
de Ouro 1-2 — tolerante; Santo Inicio — sensivel). Area branca: periodo de déficit hidrico; drea cinza: periodo de
reidratag¢do. Pingo de Ouro 1-2 controle (PO CT), Pingo de Ouro 1-2 sob déficit hidrico (PO DH), Santo Inécio
controle (SI CT) e Santo Inacio sob déficit hidrico (SI DH). Média + EP (n = 4-7).
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