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RESUMO

Atualmente, com as mudancas climaticas e as consequentes alteragdes dos balancos hidricos
em diversas regides do planeta, estd se tornando cada vez mais necessaria a busca € o
entendimento de espécies adaptadas a essas condi¢des adversas. Uma dessas condigdes € o
déficit hidrico, onde regides como o Nordeste brasileiro, uma das maiores areas secas habitadas
do mundo, vem gradativamente mais encontrando periodos alongados de seca, prejudicando e
ameacando o modo de vida de diversas pessoas. Desse modo, dentre as espécies cultivadas o
feijdo-caupi € uma espécie de elevado interesse tecnologico, social, nutricional e ecologico,
tendo em vista sua conhecida capacidade de tolerante a seca e altas temperaturas. E assim como
outras espécies, Vigna unguiculata [L.] Walp. possui diversos cultivares definidos e com suas
caracteristicas de interesse escolhida. Dentre esses cultivares hd individuos considerados
tolerantes ao déficit hidrico enquanto outros susceptiveis. O feijao-caupi € conhecido como uma
espécie tolerante a seca, entretanto, hd lacunas sobre a relagdo desses mecanismos e os aspectos
morfofisiologicos desses cultivares com essa tolerancia. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo entender a relacdo e proporcao de biomassa produzida e alocada nas porg¢des caulinar
e radicular dos cultivares de feijao-caupi, e sua relagdo com o déficit hidrico. Para isso foram
selecionados dois cultivares de feijao-caupi considerados tolerante (Pingo-de-Ouro-1,2) e
suscetivel (Santo Indcio) ao déficit hidrico pela literatura. De tal modo que, ao final do
experimento foi possivel observar que ambos apresentam desempenhos semelhantes sob
mesmas condigdes. Bem como, foi possivel relatar uma relacdo interessante no cultivar
considerado susceptivel e seus padroes de volume radicular, teor de dgua relativo e o seu
potencial hidrico. Enquanto os parametros de massa fresca e seca ¢ a aloca¢ao de biomassa
demonstram uma alterag¢ao principalmente no padrao radicular, provavelmente pelo padrao de
produgdo de raizes secundarias no cultivar suscetivel, demonstrando um maior conteudo
relativo de dgua, em comparacao ao cultivar considerado tolerante. J4 os pardmetros de trocas
gasosas reforcam o estado de déficit hidrico e um mecanismo de regulagdo estomatica para um
uso mais eficiente da dgua, além de um possivel dano do aparato fotossintético, devido abaixas
leituras de ETRII e AF/Fm’, somados a alta concentragao intracelular de CO2, bem como uma
baixa transpiracdo, fotossintese e condutincia estomatica. Desse modo, trazendo novas
perspectivas no estudo desses cultivares e os mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico tao
caracteristico a essa espécie vegetal.

Palavras-chave: Déficit hidrico; Tolerancia; Potencial hidrico; Padrao radicular;

Biomassa



ABSTRACT

Currently, with climate change and the consequent alterations in the water balances in various
regions of the planet, it is becoming increasingly necessary to search for and understand species
adapted to these adverse conditions. One of these conditions is the water deficit, where regions
such as the Brazilian Northeast, one of the largest dry inhabited areas in the world, is gradually
encountering longer periods of drought, damaging and threatening the livelihood of several
people. Thus, among the cultivated species, the cowpea is a species of high technological,
social, nutritional and ecological interest, in view of its known capacity to tolerate drought and
high temperatures. And like other species, Vigna unguiculata [L.] Walp. has several cultivars
defined and with their characteristics of interest chosen. Among these cultivars there are
individuals considered tolerant to water deficit while others are susceptible. The cowpea is
known as a drought tolerant species, however, there are gaps on the relationship of these
mechanisms and the morpho-physiological aspects of these cultivars with this tolerance. Thus,
the present work aimed to understand the relationship and proportion of biomass produced and
allocated in the stem and root portions of the cultivars of cowpea, and its relationship with water
deficit. For this, two cultivars of cowpea bean considered tolerant (Pingo-de-Ouro-1,2) and
susceptible (Santo Inacio) to water deficit by the literature were selected. In such a way that, at
the end of the experiment it was possible to observe that both presented similar performances
under the same conditions. It was also possible to report an interesting relationship between the
susceptible cultivar and its patterns of root volume, relative water content and water potential.
While the parameters of fresh and dry mass and biomass allocation demonstrated a change
mainly in the root pattern, probably due to the pattern of secondary root production in the
susceptible cultivar, showing a higher relative water content, compared to the cultivar
considered tolerant. The parameters of gas exchange reinforce the state of water deficit and a
mechanism of stomatal regulation for a more efficient use of water, as well as a possible damage
of the photosynthetic apparatus, due to low readings of ETRII and AF/Fm', added to a high
intracellular concentration of CO2, as well as a low transpiration, photosynthesis and stomatal
conductance. Thus, bringing new perspectives in the study of these cultivars and the
mechanisms of tolerance to water deficit so characteristic of this plant species.

Keywords: Water deficit; Tolerance; Water potential; Root pattern; Biomass
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1. Introducao
1.1 Escolha da espécie modelo

O atual sistema de produgdo global contribuiu para a elevagdo das emissdes de
gases de efeito estufa (GEE), com destaque para o didoxido de carbono (CO.), principal
subproduto da queima de combustiveis fosseis, como caso do carvao mineral, 6leo e gas natural,
as fontes de energia tradicionais (A DYATLOV; DIDENKO; A IVANOVA; SOSHNEVA;
KULIK, 2020). Esse crescimento afeta diretamente as condi¢des climaticas globais e regionais,
acarretando na elevagdo da temperatura média do planeta, culminando no fendmeno
denominado aquecimento global (AL-GHUSSAIN, 2018). Entretanto, essas alteragdes
climaticas ndo se limitam ao aumento da temperatura somente, influenciando no regime de
pluviosidade regional, acentuando a ocorréncia de inundagdes ou periodos de seca intensa
(AYANLADE et al., 2018; FRAME et al., 2020).

No Brasil, principalmente na regiao Nordeste do pais, que engloba as regides secas
mais populosas do mundo, € possivel observar o impacto das mudancas climaticas através dos
anos (MARENGO, TORRE, ALVES, 2017). Um exemplo sdo os longos periodos de seca, que
eram comuns, mas vém se tornando mais frequentes e prolongados, como consequéncia de
mudancas nas dindmicas do ciclo da dgua (STERN, 2007). Além disso, esses fatores somam-
se a outros problemas ja existentes, agravando-os. Como a desertificacao, que vem se expandido
em varias regioes do pais, intensificando questdes sociais como a inseguranca alimentar
(ALPINO; MAZOTO; BARROS; FREITAS, 2022).

Estima-se que até 2050, o tamanho da populagdo humana associada as dificuldades
na producao agricola colocara em risco a seguranga alimentar, como resultado do mal uso da
terra e alteragdes climaticas (FAO, 2018). De modo que, torna-se cada vez mais necessario
entender os aspectos molecular e fenotipicos da resposta ao déficit hidrico em cultivares de
interesse agrondmico. Tais condigdes favorecem cultivos como a Vigna unguiculata, devido
seu baixo custo, elevada resisténcia e alta produtividade agricola.

A Vigna unguiculata, popularmente conhecida como feijdo-caupi, feijao-de-corda,
feijdo-fradinho ou feijao massacar, ¢ uma espécie pertencente a familia Fabaceae (EMBRAPA,
2016). O feijao-caupi ¢ altamente adaptado a regides tropicais, cultivado principalmente no
continente africano, parte da Asia e na América do Sul (DURAIPANDIAN; POORANI;
ABIRAMI; ANUSHA, 2022). No Brasil, a producdo da cultivar se da principalmente nas
regides nordeste, norte e centro-oeste (EMBRAPA, 2016). Essa cultivar possui caracteristicas

de interesse como elevada tolerancia ao déficit hidrico, baixo custo de producdo e alto valor
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nutricional, o que permite que essa seja uma possivel resposta a urgente demanda agricola
global (DURAIPANDIAN; POORANI; ABIRAMI; ANUSHA, 2022).

A utilizagdo de Vigna unguiculata como cultivar modelo é uma alternativa atrativa,
pois a mesma pode vir a se tornar uma saida possivel para os problemas de escassez hidrica,
pobreza do solo e inseguranga alimentar (EMBRAPA, 2016).

Seu cultivo ¢ altamente adaptado aos climas tropical e subtropical (CARVALHO;
LINO-NETO; ROSA; CARNIDE, 2017; GONCALVES; GOUFO; BARROS; DOMINGUEZ-
PERLES; TRINDADE; ROSA; FERREIRA; RODRIGUES, 2016). Caracteristico por sua
tolerancia a escassez hidrica, a V. unguiculata possui relevante valor social, econdmico,
nutricional e ecoldgico, além da capacidade de fixar nitrogénio disponivel no solo, aumentando
sua fertilidade (EMBRAPA, 2016; MARTINS et al., 2003). Este exemplar ¢ altamente
cultivado no continente africano, parte da Asia e na América do Sul, principalmente nas regides
nordeste, norte e centro-oeste (EMBRAPA, 2016). No Brasil, o feijado-caupi representa uma
cultura de presenca considerdvel no agronegocio, sobretudo na regido nordeste do pais
(CONAB, 2022), sendo um candidato eficaz no combate a deficiéncias nutricionais que
ocorrem no pais (e.g. ferro e zinco) (PEREIRA et al., 2014).

O interesse crescente no cultivo de Vigna unguiculata, ¢ justificado por seu valor
nutricional, elevado em aminoacidos essenciais, carboidratos, fibra alimentar e outros macro e
micronutrientes que sugerem uma cobertura total de certos requisitos nutricionais da dieta
humana (GONCALVES; GOUFO; BARROS; DOMINGUEZ-PERLES; TRINDADE; ROSA;
FERREIRA; RODRIGUES, 2016). Possuindo alto contetdo nutritivo de todas as partes da
planta, consumido como graos secos, graos verdes, vagens ou folhas (CARVALHO; LINO-
NETO; ROSA; CARNIDE, 2017). Associado a isso, Vigna unguiculata, tem sido amplamente
estudada com relagdo a tolerancia em diferentes condi¢des de déficit hidrico (CARVALHO;
CASTRO; MOUTINHO-PEREIRA; CORREIA; EGEA-CORTINES; MATOS; ROSA;
CARNIDE; LINO-NETO, 2019; JAYAWARDHANE et al., 2022; GOMES; RODRIGUES;
ANTONIO; RODRIGUES; LEITAO; BATISTA-SANTOS; NHANTUMBO; MASSINGA;
RIBEIRO-BARROS; RAMALHO, 2020). As caracteristicas citadas, permitem com que o
feijdo-caupi seja um agente que alia interesses tanto econdmicos como ecoldgicos, uma vez que
estresses abidticos que sdo em grande parte influenciados por problematicas ambientais
vigentes - como seca e estresses relacionados a temperatura e mudangas climaticas -
representam limitagdes bastante consideraveis na produtividade e sustentabilidade em culturas

de V. unguiculata (OMOMOWO; BABALOLA, 2021).
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Apesar de ndo ser um considerado um organismo modelo, nos ultimos o feijao-
caupi se tornou objeto de pesquisa em diversos trabalhos de areas multi-6micas que sdo chave
para o melhor entendimento de sua fisiologia, a posteriori possibilitando a utilizacdo de técnicas
biotecnoldgicas de melhoramento vegetal mais avangadas em suas vias de producdo agricola
(OMOMOWO; BABALOLA, 2021). Esses trabalhos contam com estudos gendmicos que
incluem genoma de referéncia (LONARDI et al., 2019), bem como estudos de expressao génica
em diferentes orgaos (YAO; JIANG; HUANG; TORRES-JEREZ; CHANG; ZHANG;
UDVARDI; LIU; VERDIER, 2016) que contribuem com uma gama de dados de acesso livre

que ainda nao foram totalmente explorados.

1.2 Resposta a estresses ambientais

O estresse abiotico vendo sendo uma area de estudo de interesse a muito tempo, e
a seca ¢ o principal estresse desse tipo estudado mundialmente, visando principalmente o
aumento ou manutencao da produtividade mesmo durante o periodo de estresse através de
cruzamentos (CATTIVELLI; RIZZA; BADECK; MAZZUCOTELLI; MASTRANGELO;
FRANCIA; MARE; TONDELLI; STANCA, 2008). Como exemplo, o feijio-caupi,
comentando anteriormente, nas condi¢des de plena rega tem a capacidade de produzir mais de
1000 kg de grio por ha!, entretanto quando em condigdo de seca essa produtividade cai para
360kg, agravado quando ocorre antes do periodo de pré-floragao (BASTOS; NASCIMENTO;
SILVA; FREIRE FILHO; GOMIDE, 2011; NASCIMENTO; BASTOS; ARAUJO; FREIRE
FILHO; SILVA, 2011). A capacidade de lidar com a situagdo de seca presente no ambiente
pode ser enfrentada pelos organismos vegetais de trés formas distintas: fuga da seca, evitando
a seca ou entao sendo tolerante a seca (MITRA, 2001), entretanto geralmente os mecanismos
utilizados sao uma combinagdo e cooperacao desses.

O mecanismo de fuga compreende a capacidade do individuo vegetal de completar
seu ciclo de vida (fenologico) antes que as condi¢gdes do solo e de disponibilidade de agua se
apresentem de forma critica, assim hd como respostas os mecanismos de floragao e maturacao
precoce, plasticidade durante o desenvolvimento e remobilizagdo dos assimilados pré-antitese
(AGBICODO et al., 2009; MITRA, 2001). Enquanto ao mecanismo de evitar a seca seria a
capacidade da planta de manter um contetido consideravelmente alto potencial hidrico em seus
tecidos, mesmo em uma condi¢do de déficit hidrico, essa manutencao do turgor geralmente se
da pelo aumento da profundidade do sistema radicular somado a uma maior eficiéncia da
absorcdo de agua e pela reducdo da evapotranspiracdo pela menor absor¢do de radiacdo

(enrolamento foliar ou dobramento) (AGBICODO et al., 2009). E a tolerancia a seca seria a
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capacidade das plantas de suportar com uma baixo potencial hidrico o déficit hidrico,
geralmente por meio da manutengdo do turgor por manuten¢do do potencial osmotico pela
acumulagdo de solutos, aumento da elasticidade celular e diminuigdo do tamanho celular e
resisténcia do protoplasma — tolerancia a dissecagdo- (AGBICODO; FATOKUN;
MURANAKA; VISSER; VAN DER, 2009).

No feijao-caupi geralmente o trago relacionado a sua capacidade de suportar a seca
¢ a sua capacidade de maturagdo precoce em diversas variedades, sendo umas das caracteristicas
de escape a seca de maior importancia, onde a maturagdo em um periodo de 60-70 dias permite
a produtividade rapida e em diversas formas de arranjo de cultivo, além de ser um possivel
mecanismo para o escape de infestacdo de insetos (EHLERS; HALL, 1997). Para o
entendimento do processo de tolerancia a seca em caupi foram realizados diversos estudos para
entender as respostas a esse estresse, alguns mecanismos principais foram fechamento
estomatico, cessamento do crescimento — ou crescimento lento- e ajuste osmoético (CHAVES,
1991; DE CARVALHO, 2008). As plantas de feijdo-caupi de cultivares tolerantes sdo
conhecidas por serem vegetais com uma sensibilidade estomatal elevada e com o crescimento
reduzido, além de outros cultivares com capacidade de permitir uma sobrevivéncia prolongada
e com uma capacidade de recuperagdo maiores possuem trés estratégias comum entre eles, que
seria uma regulacdo estomatica, com uma abertura parcial, controle osmoético e a mobilizagao
seletiva, que ¢ refletida pela mudanga morfologica entre as folhas mais velhas em relagao a
mais novas (PARRY; FLEXAS; MEDRANO, 2005; CARVALHO; LAFFRAY; LOUGUET,
1998; AGBICODO; FATOKUN; MURANAKA; VISSER; VAN DER, 2009; WARREN;
ARANDA; CANO, 2011).

Além disso, dentre todos os mecanismos anteriormente comentados, a porc¢ao
radicular possui um papel chave na tolerancia ao estresse hidrico dos cultivares resistentes.
Tendo em vista que caracteristicas como profundidade e densidade sdo vitais para a tolerancia
a seca (CHLOUPEK; DOSTAL; STfEDA; PSOTA; DVOfA¢KOVA, 2010). Bem como, o
ajuste osmotico radicular se apresenta importante para as plantas sob condi¢des de déficit
hidrico, j4 que a absorc¢do de nutrientes e d4gua do solo podem ser prejudicados (STASOVSKI,;
PETERSON, 1991). Assim, o sistema radicular vegetal ¢ de grande importancia ja que possuir
uma capacidade responsiva e adaptativa muito alta do ponto de vista ambiental, com os seus
aspectos morfologicos, fisiologicos e de crescimento, altamente relacionados ao genotipo dos
individuos e das condi¢des presentes (WASAY A; ZHANG; FANG; YAN, 2018). De tal forma,
que o entendimento da arquitetura do sistema radicular ¢ fundamental tendo em vista como ¢

afetado amplamente por diversos fatores (temperatura do solo; humidade; nutrientes), o que
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afeta diretamente o crescimento vegetal, que junto com suas caracteristicas (plasticidade
morfoldgica; gravitropismo) podem definir o uso mais ou menos eficiente da dgua das espécies
vegetais (BAO; AGGARWAL; ROBBINS; STURROCK; THOMPSON; TAN; THAM;
DUAN; RODRIGUEZ; VERNOUX, 2014; ROBBINS; DINNENY, 2015; MANAVALAN;
GUTTIKONDA; NGUYEN; SHANNON; NGUYEN, 2009;LYNCH, 2007; UGA;
SUGIMOTO; OGAWA; RANE; ISHITANI; HARA; KITOMI; INUKAI; ONO; KANNO,
2013; FORDE, 2009). Que somados a tragos como o comprimento da raiz principal,
proliferacdo de raizes secundérias e seu comprimento, € o comprimento celular das raizes
laterais, por exemplo, irdo definir a capacidade de absorc¢ao de 4gua do solo e sua manutengao,
podendo se apresentar como mecanismo em situagdes de déficit hidrico (FORDE, 2014;
WALCH-LIU; IVANOV; FILLEUR; GAN; REMANS; FORDE, 2005; CHIMUNGU;
BROWN; LYNCH, 2014; REWALD; EPHRATH; RACHMILEVITCH, 2010).

Desse modo, como em condigdes distintas de déficit hidrico as cultivares irao
apresentar seu padrio de biomassa caulinar e radicular? E esperado que em condigdes
controladas as plantas de feijdo-caupi apresentem um enfoque de biomassa na sua porg¢ado
subterranea para a exploracdo de uma maior disponibilidade hidrica, afim de garantir sua
sobrevivéncia. Onde ¢ de se esperar que u o cultivar considerado resistente pela literatura
(Pingo-de-Ouro-1,2) apresente padroes melhores em comparacao ao susceptivel (Santo Inacio).
(SANTOS; LIMA; MORGADO, 2010; NASCIMENTO; BASTOS; ARAUJO; FREIRE
FILHO; SILVA, 2011).

1.3 Objetivo principal

Assim, o presente trabalho teve como objetivo entender a relagdo e proporcao de
biomassa produzida e alocada nas por¢des caulinar e radicular dos cultivares de feijao-caupi, e
sua relacdo com o déficit hidrico.
1.4 Objetivos especificos
Dessa forma, o experimento visou medir parametros de crescimento, como comprimento
caulinar e radicular, afim de entende como se deu o desenvolvimento vegetal durante o periodo
de déficit hidrico. Além desses parametros, avaliar o padrao radicular, principalmente a
producdo de raizes secunddrias na relagdo volumétrica. Bem como, aferir os parametros de
trocas gasosas e fotoquimicos, para entender a regulacdo e resposta ao estresse abidtico do
aparato fotossintético. Junto com a avaliacdo de danos celulares, como por meio dos métodos
de extravasamento de eletrolitos e espécies reativas do acido tiobarbitlrico, para compreender
a tolerancia entre os cultivares e sua possivel relagdo com os parametros fotossintéticos. Medir

os parametros de trocas gasosas (transpiracdo foliar; assimilacdo liquida de CO2; concentragao
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intracelular de CO; condutancia estomatica) e fotoquimicos (fluxo de elétrons para
fotossistema II e rendimento quantico efetivo do fotossistema II). Além de avaliar e padronizar
a metodologia de medi¢ao do potencial hidrico foliar, para confirmag¢do do mecanismo de

tolerancia dos cultivares ¢ validagao do déficit hidrico.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Fornecimento das cultivares, cultivos das plantas e medicao dos parametros de
crescimento das plantas de feijao-caupi

As cultivares foram fornecidas pelo Laboratorio de Analise de Sementes (LASA),
Universidade Federal do Ceard, Fortaleza (Brasil), sendo essas a Pingo de Ouro 1,2 e a Santo
Inécio, depositados em banco de germoplasma, onde foram utilizados para o fornecimento de
sementes e conducao de experimentos. A escolha desses cultivares se deram devido a sabia
intolerancia a seca do cultivar de Santo Inacio em contra partida da tolerancia de Pingo de Ouro
1,2 (SANTOS; LIMA; MORGADO, 2010; NASCIMENTO; BASTOS; ARAUJO; FREIRE
FILHO; SILVA, 2011).

As sementes foram germinadas em vasos contendo 2,5L de substrato que foi
preenchido em uma propor¢ao de 1:1, vermiculita e solo (Terral®). Durante o periodo de
crescimento, as plantas de feijao se encontraram em condi¢do de casa de vegetacdao, com um
fotoperiodo de 12h/12h (claro/escuro), umidade relativa de 70% e temperatura média de
35°/36°C. Para a padronizagdo de crescimento, coleta das amostras e tratamento dos cultivares
de Feijao-Caupi foi levado em consideracdo a medida de capacidade de campo (FC %) dos
Vasos.

Para simular o fendmeno do déficit hidrico, foram utilizados trés grupos para o
experimento, referente a cada condigdo de déficit, definidos através das suas capacidades de
campo, de acordo com os trabalhos de Carvalho, Castro, Moutinho-Pereira, Correia, Egea-
Cortines, Matos, Rosa, Carnide e Lino-Neto (2019), Torres-Franklin et al. (2007) e Nair,
Abraham e Jaya (2008), sendo esses: FC 75% (controle), FC 25% e FC 0%. Esses grupos
continham 4 replicatas bioldgicas cada, assim gerando um fatorial de: 2 cultivares x 4 replicatas
bioldgicas x 3 tratamentos (75%FC; 25%FC; 0%) = 24 plantas de feijao ao total. Para a
estimativa dos valores de capacidade de campo dos vasos foi entdo utilizado um vazo de mesmo
volume que utilizado para o crescimento das plantas de feijao (2,5L), que foram entdo pesadas
apoOs serem deixadas para secar até ter sua massa estabilizada, definida como 0%, e em

contrapartida 100% foi definida ao adicionar 4gua no vaso previamente seco até que atingisse
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sua capacidade de campo — inicio do gotejamento. Assim, o conteido de agua foi estimado
através do célculo formulado:

Conteudo de agua= Peso do vaso 100% - Peso do vaso 0%;

FC = ((Peso do vaso em X% - 2,5 Kg de solo) / Conteudo de agua) *100.

Visando um maior controle da capacidade de campo aferida e o déficit hidrico
aplicado, os vasos foram pesados diariamente até o fim do experimento — onde os valores
estabelecidos para os tratamentos podendo varia em uma faixa de no maximo 200 mL de 4gua.
Além disso, o estresse foi planejado como prolongado para o déficit hidrico, assim apos as
plantas terem atingido o estadio vegetativo V2 se iniciou o cessar da rega, onde a partir da
primeira semana o bloco do tratamento FC25% e FC0% atingiram a capacidade de 25%. Assim,
o tratamento FC25% foi irrigado apenas para a manutengdo da sua capacidade dentro da faixa
especulada, enquanto FC0% foi deixada para que o conteudo de agua no solo continuasse a
diminuir até atingir 0% na Gltima semana.

Para a comparacgao dos parametros de crescimento dos cultivares Pingo de Ouro 1,2
e o Santo Inicio foram medidos os pardmetros de comprimento radicular (cm planta™),
comprimento de parte aérea (cm planta™), massa fresca e seca de raiz (g planta™), massa fresca
e seca de parte aérea (g planta™), volume radicular (cm’® planta™), e a relagdo parte aérea/
radicular (%). Apenas o parametro de comprimento de parte aérea foi medido a cada dois dias,
enquanto todas as outras medidas foram realizadas ao final do experimento, tendo em vista de
se tratarem de coletas destrutivas.

2.2 Medidas de trocas gasosas

Para a determinagdo do estresse hidrico foram realizadas analises visando a
confirmacdo de mudancas dos parametros fisiolégicos. Para tal, foi utilizado o equipamento
IRGA LI-6400XT (Li-Cor, Lincon, NE, EUA), um analisador de gas infravermelho portatil,
para medi¢des de trocas gasosas e parametros fotossintéticos. Para tal a pressdo parcial de CO»
e a temperatura da cdmara foram mantidas a 38 Pa e 28°C. O IRGA foi empregado para as
analises de parametros de trocas gasosas, no caso da condutancia estomatica (gS), indice de
transpiracdo (E), concentracdo intracelular de CO» (Ci) e fotossintese liquida (A), através de
medic¢des pontuais no ultimo dia de coleta. Para que a abertura estomatica fosse maximizada
10% da taxa de densidade do fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD) de luz azul, como proposto
por Flexas, A Diaz-Espejo, Berry, Cifre, Galmes, Kaldenhoff, Medrano e Ribas-Carbo (2007)
e para os parametros de trocas gasosas e fotossintese foram utilizadas as equagdes demonstradas
por Von Caemmerer e Farquhar (1981). A concentracao do PPFD utilizada na camara do IRGA

foi de 1500 umol m™ s~. Os calculos utilizados para os parAmetros foram:
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E = (F(Wy— W,))/100S(1000 — Ws);,

Onde para calcularmos a taxa de transpiracio foliar, dada em mol H,O m? s, sdo
utilizados a fragio molar de vapor d’4gua no IRGA da amostra (Ws; mmol HO mol ar!), fragdo
molar de vapor d’4agua no IRGA de referéncia (W,; mmol H,O mol ar') e a taxa molar de fluxo
de ar que entra na cAmara (F; pmol s™).

A = (F(Cr— Cs((1000-Wr)/(1000-Ws))/100S);

Para o calculo de assimilacdo liquida de CO> (A), dada por umol CO> m? s,
utilizando-se dos parametros fracao molar no IRGA de referéncia (Cr; pmol CO, mol ar), fragao
molar de CO2 no IRGA da amostra (Cs; pmol CO, mol™! ar), a fragdo molar de vapor d’agua
no IRGA da amostra (Ws; mmol H>O mol ar!), fracdo molar de vapor d’agua no IRGA de
referéncia (W,; mmol H,O mol ar!) e a 4rea foliar (S; cm?).

gte = ((1)/(1/gtw) + (kf/7gbw));

kf = ((k2+1)/(k+1)2);

gtw = (E(1000-(WIl+Ws/2)(WI-Ws)),

Para o célculo da condutincia estomética (gs), dado em mol CO, m-> s -!, ou
condutancia total de CO» (gtc), por meio da utilizagdo dos parametros de condutancia total a
vapor d’agua (gtw; mol H,O m-? s -), a razdio estomatica (kf), e a condutincia da camada
limitrofe de vapor d’agua (gbw; mol H,O m-2 s -!). Para a estimativa da razio estomatica foi
calculado com base na estimativa K da fracdo das condutancias estomaticas entre os dois lados
da folha. Enquanto a condutancia total a vapor d’agua (mol HO m™ s™) foi estimada utilizando
os parametros da taxa de transpiragdao foliar (E), previamente calculador, da fragdo morla de
vapor d’agua no IRGA da amostra (Ws), e pela fracdo molar de vapor d’agua dentro da folha
(WI; mmol H,O mol ar™).

Ci=((gtc — (E/2))*Cs -A)/ (gtc+(E/2))

A concentracio intracelular de CO» (Ci), fornecida em pmol CO> mol™? ar, pela
relagdo dos pardmetros de condutancia totalde CO (gtc; mol CO> m? s!), taxa de transpiracio
(E), fragdo molar de CO, no IRGA da amostra (Cs; ulmol CO, mol! ar) e pela assimilagio
liquida de CO; (A; dada por pumol CO> m? s™),

Enquanto os parametros de fluorescéncias referentes a clorofila a foram realizados
segundo Schreiber, Bilger, Schulze e Caldwell (1994). Onde os célculos empregados foram:

AF/Fm” = (Fm’- Fs)/Fm’

Onde para o célculo do rendimento quantico efetivo do fotossistema II (YII) foram
adotados sendo Fm’ e Fs representando o estado maximo e estavel de fluorescéncia das plantas

adaptadas a luz, respectivamente, obtidos ap0ds a emissao de um pulso saturante de luz.
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ETR = (YID*(PAR)*(0,874) *(0,5);

A taxa de transporte de elétrons (ETR) foi obtida pelo produto dos fatores da
producdo de quantum do PSII (YII), medidas da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR),
coeficiente de absor¢do da folha, e fracdo de luz absorvida pelo complexo antena do PSII

(BELAPART; CASTRO; GIROTTO; NASCIMENTO; PICOLI JUNIOR; SIMOES, 2013).

2.3 Potencial hidrico

O potencial hidrico foliar (ywr) foi aferido por meio método da camara de pressao
(SCHOLANDER; BRADSTREET; HEMMINGSEN; HAMMEL, 1965), a medi¢do ocorreu as
4:00, visando o maximo do fechamento estomatico. Para que as leituras das coletas realizadas
possuissem uma menor variancia, foram entdo aplicadas as modificagdes sugeridas por
Rodriguez-Dominguez, Forner, Martorell, Choat, Lopez, Peters, Pfautsch, Mayr, Carins-
Murphy e McAdam (2022). Desse modo, as folhas ao serem coletadas foram rapidamente
colocadas no interior de um saco com vedagdo (ziplock), anteriormente preenchido com ar, e
entdo gentilmente comprimido na direcdo da saida do saco para que as pressdes internas do
tecido vegetal fossem se igualando. ApoOs esse procedimento as amostras foram entdo
armazenadas em sacos de coloragdo preta para evitar qualquer tipo de influéncia da luz externa
no fendmeno de abertura estomatica. Além disso, esses sacos formam colocados em isopor com
baterias de gelos para manter uma baixa temperatura, evitando a evapotranspiragdo ¢ a
manutencdo dos tecidos. Assim, apds toda as coletas, as amostras foliares foram deixadas
durante o periodo de 7h para a realizagao das leituras na camara de pressao — tempo obtido apds

diversos testes com os cultivares, que apresentou uma melhor estabilidade.
2.4 Avaliacao da peroxidacao lipidica e extravasamento de eletrélito

O material vegetal coletado seguiu para a utilizacdo nas andlises subsequentes. A
avaliacao da peroxidacdo lipidica, foi quantificada através do teor de malondialdeido (MDA),
por meio do método das espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) (CARVALHO;
CASTRO; MOUTINHO-PEREIRA; CORREIA; EGEA-CORTINES; MATOS; ROSA;
CARNIDE; LINO-NETO, 2019; LORETO; VELIKOVA, 2001; HEATH; PACK, 1986). Para
cada planta (controle e tratamento) foi retirada uma aliquota contendo 70 mg de massa de folha
fresca, esse material vegetal foi homogenizado em SmL de acido tricloroacético (TCA) 0.1%
(w/v), com o auxilio de almofariz e pistilo. O homogeneizado foi entdo transferido para um
tubo Falcon de 50 mL e centrifugado a 12.000g (rcf) por 15 min a 25°C. Seguidamente, 0,5 mL

do sobrenadante foi adicionado a uma solu¢do de 1 mL de TCA 20% (w/v) e acido
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tiobarbitarico (TBA) 0,5% (w/v) e incubado em banho-maria, por 30 min a temperatura de
ebulicdo, visando a aceleracdo da reacdo, e deixadas para resfriar a temperatura ambiente. As
amostras foram entdo centrifugadas a 10.000g por 5 min, ¢ a absorbancia do sobrenadante
medido em dois pontos, a 532nm e¢ em 600 nm, o ponto de absor¢do ndo especifica, no
espectrofotometro, onde ao final foi realizada a diferenca(|Asoo-As32|) para a afericdo da
concentragcdo de MDA.

Outro parametro utilizado para avaliar o estresse foi o extravasamento de eletrolitos
em folha, para aferir o dano de membrana das células vegetais derivados do tratamento. A
analise foi realizada como descrito por Lima Neto, Lobo, Martins, Fontenele e Silveira (2014),
onde foi destacado 20 discos foliares de 1 cm de didmetro por individuos e tratamento, que
foram entdo submersos em agua deionizada no interior de tubos de ensaio, ¢ ficaram onde
ficardo sob agitacdo por um periodo de 16 h (overnight) a temperatura ambiente. ApoOs esse
periodo foi realizada a primeira medicao da condutividade da solucao (L1), e em seguida os
fragmentos, ainda em solugdo, foram conduzidos a banho-maria e fervidos a 95°C durante 1h
e resfriados até atingirem 25 °C novamente, assim sendo realizada a segunda leitura (L2). Para
estimar o extravasamento de eletrolitos (EL%) foi entdo utilizada a relagdo: [EL = (L1/L2) *
100].
2.5 Analises estatisticas

Os experimentos foram dispostos em um delineamento inteiramente aleatorizado,
com o crescimento de plantas foi representada por 4 individuos. Dados dos parametros de
crescimento, fisiologicos, e os ensaios bioquimicos, foram comparados usando o One-Way
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de variancia estatistica paramétrico de Tukey

(p = 0,05) pela comparacao entre as médias dos tratamentos.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Afim de entender a correlagao dos diferentes tratamentos de estresse hidrico € como
os padrdes de crescimento em cultivares de feijdo-caupi irdo se apresentar as plantas foram
submetidas a diferentes condi¢cdes de déficit hidrico, ademais visando entender os seus perfis
morfofisiologicos. Para além dos padrdes de estresse e a tolerancia ao déficit, o estudo foi
focado principalmente no entendimento da produgdo e alocagdo da biomassa produzida em suas
porg¢des caulinar e radicular. Tendo em vista o potencial ecofisiologico de Vigna unguiculata,
com a sua capacidade de fixagdo do nitrogénio atmosférico, do seu sistema subterraneo, através
do processo simbidtico com bactérias fixadoras de nitrogénio (género Rhizobium), que se

apresentam na forma de nddulos, bem como a capacidade de crescimento em solos pobres
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nutrientes, por exemplo (CARVALHO; LINO-NETO; ROSA; CARNIDE, 2017). Também
considerando a importancia dessa espécie cultivada em torno dos fatores sociais e econdmicos
que a tornam essenciais para alguns modelos de vida (VARELA et al., 2016; SOUSA; SILVA;
A BASTOS; ROCHA, 2015).

Assim, os dois cultivares, Pingo-de-Ouro 1,2 (Po), considerado tolerante ao déficit
hidrico, e Santo Inacio (Si), considerado intolerante, foram submetidos a trés condigdes de
disponibilidade hidrica distintas: FC75%, FC25% e FC0%. Essas condi¢oes, ja utilizadas na
literatura com antes ja comentado, visou demonstrar a modulagdo dos pardmetros de
crescimento em seus padrdes caulinares e radiculares, além da capacidade de tolerar ao decorrer
do tempo o déficit hidrico dos diferentes cultivares. Apos a germinacao das plantas de feijao-
caupi o crescimento de parte aérea dos cultivares foi medido durante 20 dias apds 2 semanas da
germinacao — estabelecimento do estadio V2. Inicialmente, ¢ facilmente observavel que todos
os cultivares de todos os tratamentos apresentam um crescimento da parte aérea semelhantes,
mas a partir do 16° dia apos parada da rega (APR) — aproximadamente 20 dias do
desenvolvimento vegetal - ha uma clara diferenga entre tratamentos. Entretanto, o parametro de
crescimento acabou se manifestando igual nos cultivares sob mesmas condi¢des de tratamento
de déficit hidrico (Figura 1g). Esse padrdao ¢ algo comum as plantas de feijdo, como ja
comentado anteriormente, devido ao mecanismo de crescimento lento apds o inicio do estresse
hidrico (AGBICODO; FATOKUN; MURANAKA; VISSER; VAN DER, 2009). Ao se
aproximar do final do periodo vegetativo, ¢ possivel observar uma grande variagdo entre e
dentro dos cultivares. Isso se d4 ao habito desses serem prostrados proximo ao periodo de pré-
floragdo, assim ha um alongamento de forma nao homogénea da porcao caulinar dos cultivares,
mas em geral suas médias sdo coincidentes (Figura 1g). Logo, a primeira vista, utilizando os
parametros de crescimento ndo ¢ possivel ver uma diferenca do desenvolvimento vegetal entre
essas cultivares, mesmo que na literatura seja dito que as plantas do cultivar Santo Inacio sejam
mais susceptiveis ao estresse hidrico em relagdo ao Pingo-de-Ouro 1,2, considerado tolerante
(SANTOS; LIMA; MORGADO, 2010; NASCIMENTO; BASTOS; ARAUJO; FREIRE
FILHO; SILVA, 2011; RIVAS; FALCAO; RIBEIRO; MACHADO; PIMENTEL; SANTOS,
2016). Dessa forma, através da observacdo e quantificagdo desse parametro de crescimento €
possivel ser reafirmada a estratégia de tolerancia — aqui na realidade o mecanismo de evitagao
da seca - comum a ambos, na condi¢cdo impostas sob os cultivares, da desaceleracdo do seu
desenvolvimento (AGBICODO; FATOKUN; MURANAKA; VISSER; VAN DER, 2009).
Para confirmar essa afirmacdo e haver um melhor entendimento da resposta morfofisiologica

dos cultivares, outros parametros de crescimento vegetal e bioquimicos foram aferidos.
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Além do crescimento caulinar anteriormente medido, ao final do experimento
foram coletadas e particionadas as porgdes caulinares e radiculares (Figura 2). Os parametros
de massa fresca caulinar ao serem medidos possibilitaram observar que na condi¢do controle
(75%FC) a massa fresca de ambos os cultivares se apresentarem semelhantes, reforcando a
afirmacdo de um crescimento igual de ambos os cultivares previamente afirmado (Figura 2b).
O mesmo pode ser reafirmado ao compararmos a massa desses cultivares na condi¢do de
tratamento 25%FC, nao havendo uma discrepancia entre os cultivares, apenas uma, esperada,
diminui¢cao da massa das condigdes 25% e 0% em comparagdo ao controle. Demonstrando essa
parada no crescimento pela massa fresca (teor relativo de dgua e biomassa) menor e constante,
variando devido as disponibilidades hidricas diferentes em cada tratamento. Para além da
particdo e medi¢do da massa fresca caulinar, também foi avaliada a massa seca da porcao aérea,
afim de entender a producao de biomassa entre os cultivares e as condi¢cdes de disponibilidade
hidrica distintas. Foi possivel notar que o padrdo anteriormente observado se repete, com a
massa seca da condicdo controle se apresenta maior que a condigao 25%FC e 0%, como
esperado, em todos os cultivares (Figura 2a). Além disso, € possivel ver que o perfil de massa
fresca também ¢ repetido aqui, apenas com a analise de biomassa no caso, demonstrado uma
producdo semelhante entre os cultivares em mesmas condi¢des de disponibilidade hidrica
(Figura 2a). O que tornar uma observacao interessante, tendo em vista que na literatura os
cultivares teriam capacidade de tolerar ao déficit hidrico distintas, devido a capacidades de
regulagdo do aparato fotossintético distinto, além de uma fotoprotecdo, como no caso no
conteudo de clorofila, que ja foi confirmado menor em Santo Indcio em condi¢des de estresse
(BASTOS; NASCIMENTO; SILVA; FREIRE FILHO; GOMIDE, 2011; RIVAS; FALCAO;
RIBEIRO; MACHADO; PIMENTEL; SANTOS, 2016). Assim, objetivando confirmar se de
fato houve alteracdo dos parametros de trocas gasosas e do aparato fotoquimico, mas sem as
alteracdes de parametros de crescimento, foram realizadas as medigdes com o analisador de gas
infravermelho (IRGA).

Desse modo, as medi¢des dos parametros de trocas gasosas e de eficiéncia
fotossintética ao final do experimento (20 APR) refor¢am o estado de estresse hidrico sob os
cultivares (Tabela 1), ja indicados pelos dados previamente apresentados de biomassa caulinar.
Ao compararmos a taxa de assimilagcdo liquida de CO> (A) entre os cultivares, apenas as
condigdes controles apresentaram assimilacdo de CO: para a fotossintese, confirmado pela
transpiracdo, que se apresenta substancial apenas nessas condi¢des. Ja as plantas sob as
condigdes de déficit hidrico 25% e 0%, apresentaram indice fotossintético zero e com os indices

de transpiracdo (E) baixos, indicando o fechamento estomatico total das plantas nas condigdes



23

de estresse (principalmente nas plantas sob condigdes severas). Esses indicadores podem ser
uma forma de explicar a estagnagdo das plantas sob condigdes 0% até o final da coleta, onde a
capacidade de transpiragdo dos cultivares sob estresse diminuiram consideravelmente em
relagdo ao controle, e dessa forma, a difusdo de CO; foram praticamente interrompidas, levando
a queda da A, ao visar uma maior eficiéncia do uso da agua (BASTOS; NASCIMENTO;
SILVA; FREIRE FILHO; GOMIDE, 2011; KAISER, 1987, FERRAZ; MELO; SUASSUNA,;
BRITO; FERNANDES; NUNES JUNIOR, 2012). Reforcando o mecanismo de tolerancia
mencionado, com a estagnagdo do crescimento, somado a uma fina regulacdo da
evapotranspira¢ao, tudo isso somado a uma mudanga dos angulos das folhas (Figura 1) visando
diminuir a exposicdo a radiacdo solar e, como consequéncia, € evapotranspiracao foliar
(DALASTRA; ECHER; GUIMARAES; HACHMANN; INAGAKI, 2014). A baixa
condutancia estomatica (gS) dos cultivares nas condi¢des de estresse explica a baixa taxa de
assimilacdo de CO», devido a fotoinibicdo pelo baixo fornecimento de CO», bem como sua
relacdo da condutividade com o parametro de transpiragdo foliar, para um uso da dgua mais
eficiente (PARRY; FLEXAS; MEDRANO, 2005; LAWLOR, 2002). Essa reducdo de gS e de
E, junto com o crescimento da concentragao intracelular de CO», podem ser reflexo do aumento
de dano oxidativo ao aparato fotossintético das plantas de caupi, que se apresenta ainda mais
significativo na condi¢do 0% (Tabela 1) (ZHANG; JIANG; LI; CAO, 2014).

Como ¢ sabido, o déficit hidrico, devido ao fechamento estomatico ¢ a realizagao
da fotorrespiragao, promove a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS), a exemplo do peroxido de hidrogénio (H20.) e 6xido nitrico (NO) (FERRARI; PAZ;
SILVA, 2015). Essas moléculas em niveis elevados podem gerar danos oxidativos, levando ao
dano das membranas celulares e de organelas, gerando a perda da permeabilidade seletiva das
membranas ou ao fenomeno de fotoinibicdo, por exemplo (FERRARI; PAZ; SILVA., 2015;
SMIRNOFF, 1993; CARVALHO, 2008; CARVALHO; CASTRO; MOUTINHO-PEREIRA;
CORREIA; EGEA-CORTINES; MATOS; ROSA; CARNIDE; LINO-NETO, 2019). Outros
fatores que demonstraram uma queda da eficiéncia fotossintética das plantas sob a condicdo
déficit hidrico sdo os parametros fotoquimicos medidos (Tabela 1), mais especificamente a
eficiéncia do fluxo de elétrons do fotossistema (ETR), nesse caso do fotossistema II, € o
rendimento efetivo do fotossistema Il (AF/Fm”). Novamente, igual aos pardmetros analisados
de trocas gasosas, aqui nos parametros fotoquimicos, foi possivel observar uma diminui¢ao
significativa no ETRIIL, somado também a queda do pardmetro do rendimento efetivo do
fotossistema II. Esse resultado provavelmente se d4 pela diminuicdo da concentragdo da

clorofila em plantas em estado de seca, somado ao acréscimo de Ci, refletindo, novamente em
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danos ao aparto fotossintético, ocasionado ao tratamento com déficit hidrico das plantas
(BASTOS; NASCIMENTO; SILVA; FREIRE FILHO; GOMIDE, 2011; GUO; LI; LIU; BAI;
XUE; ZHANG, 2003).

Dessa forma, para sabermos se a alteracdo dos pardmetros fotossintéticos e
fotoquimicos se devem as alteragdes nas membranas causados pelo estresse aos cultivares,
foram realizados testes para avaliar esses danos. A presenca do dano as membranas e tecidos
¢ reforcada pela analise das espécies reativas do 4cido tiobarbitirico (TBARSs), por meio da
quantificagdo do malonaldeido (MDA) nos trés tratamento. No cultivar Pingo-de-Ouro 1,2 em
todas os tratamentos a concentracdo de malonaldeido se apresentou estavel, indicando um
menor estresse oxidativo, tendo em vista sua concentragdo de MDA estavel, demonstrando um
baixo nivel de peroxidacao lipidica (Figura 4%). Isso em contrapartida ao cultivar Santo Inécio,
que j& na condicao 25%FC demonstrou uma acentuada elevagao no conteiido de malonaldeido
foliar, que se manteve na condicdo de estresse severo, indicando um possivel dano oxidativo
sendo causado nos tecidos foliares (CARVALHO; CASTRO; MOUTINHO-PEREIRA;
CORREIA; EGEA-CORTINES; MATOS; ROSA; CARNIDE; LINO-NETO, 2019; HEATH;
PACK; 1986) (Figura 4%). O que ¢ refor¢cado pelos dados do extravasamento de eletrélitos que
demonstram que os tecidos vegetais das cultivares em condicdo de 0%FC reforcam a
instabilidade das membranas pelo dano sofrido pelo déficit hidrico, podendo comprometer a
integridade celular e suas fungdes (LIMA NETO; LOBO; MARTINS; FONTENELE;
SILVEIRA, 2014) (Figura 4b).

Além dos parametros para avaliar o dano celulares e sua integridade de membrana,
também foi avaliado o potencial hidrico foliar (yws), visando a confirmagao do estado de déficit
hidrico dos cultivares (Figura 5). A quantificacdo do potencial hidrica do sistema xilemadtico
vegetal ¢ uma 6tima forma de validar e avaliar a progressdo e estado de seca sobre o espécime
vegetal, bem como ¢ uma forma de avaliar a condicdo no organismo vegetal por inteiro
(TURNER, 1981). Além da manutencao do potencial hidrico na planta sobre estresse de seca
demonstra a capacidade do cultivar/espécie vegetal de tolerar o déficit hidrico (AGBICODO;
FATOKUN; MURANAKA; VISSER; VAN DER, 2009; LEVITT, 1972). Para isso, entdo foi
realizada a quantificacdo desses parametros em ambos os cultivares em todas as condi¢des de
tratamento. Dentro do grupo do cultivar Pingo-de-Ouro 1,2 ¢ possivel perceber que a condi¢do
de 25%FC nao apresenta um acréscimo da pressao de forma expressiva em relagdo ao que foi
avaliado do controle, demonstrando uma indica¢do de tolerancia ao déficit hidrico desse
cultivar, corroborando os dados anteriores, tendo em vista apenas uma diferenca estatistica ao

compararmos a condi¢do 75%/25%FC com a 0%FC, que ja indica um aumento da pressao
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hidrostatica negativa, entretanto nada considerado grave ou letal. (Figura 5). Entretanto, no
cultivar Santo Inacio ndo ha uma graduacdo da diminui¢do da pressdo hidrostatica, onde seu
potencial hidrico apresenta um decréscimo que se estabiliza ao se aproximar da condi¢ao 0%,
mas que ainda ndo representa um potencial de estresse hidrico consideravel. Vale comentar que
a pressdo hidrostatica foliar quantificada nos cultivares Feijao-Caupi apresentam grandes
diferencas entre seus tratamentos, entretanto a pressao considerada fatal para essa espécie de -
1,8 MPa (entretanto com medicdes de até -2,5 MPa tendo sido aferidas) (BOYER, 1978).
Assim, mesmo o cultivar mais suscetivel ainda apresentou uma pressao hidrostatica foliar
inferior a esses valores, demonstrando ainda um periodo adicional de seca necessario para o
chamado “ponto de murcha permanente fisiologio” ou pressao fatal, onde ndo ha como a planta
se recuperar da embolia sofrida nos vasos e impedindo o transporte de solutos (TURK; HALL,
1980; BOYER, 1978). No entanto, vale ressaltar que essa diferenca nas dindmicas do aumento
da pressdo hidrica foliar entre os cultivares podem configurar um potencial mecanismo de
tolerancia a seca do cultivar Pingo-de-Ouro-1,2, tendo em vista a pouca variagao do controle,
em comparag¢ao a Santo Inacio que houve uma queda acentuada da pressao, podendo significar
o inicio de casos de embolismos xilematicos e um futuro caso de murcha permanente,
demonstrando uma maior suscetibilidade do cultivar, como j& comentado (LENS; TIXIER;
COCHARD:; SPERRY; JANSEN; HERBETTE, 2013; KURSAR; ENGELBRECHT; BURKE;
TYREE; OMARI; GIRALDO, 2009). Infelizmente, nao foi possivel corroborar esses dados
tendo em vista a intensidade do estresse que pouco afetou o potencial hidrico, como uma seca
intensa deveria, assim necessitando mais experimentos futuros e com novas abordagens para a
obtencao desse resultado.

Além dos parametros foliares, também foi avaliado e quantificado o perfil
subterrdneo dos cultivares, ja que o desenvolvimento radicular e seus perfis de crescimentos
distintos podem explicar as diferentes respostas dos cultivares as mesmas condigdes de
tratamentos (MATSUI; SINGH; 2003; CHLOUPEK; DOSTAL; STiEDA; PSOTA;
DVOFAE¢KOVA, 2010). O comprimento radicular entre os cultivares, mesmo comparando com
as cultivares sob a condi¢do de déficit hidrico severo apresentaram um crescimento igual
(Figura 3e). Todavia, ao compararmos o volume radicular (Figura 3d) entre os cultivares, ¢
possivel observar que o volume da porcdo subterrdnea de Santo Indcio se apresenta
significativamente maior em comparagao a Pingo-de-Ouro 1,2 na condi¢@o controle, enquanto
entre os tratamentos 0% e 75% ambos os cultivares apresentam um perfil semelhante. Esse
aumento do volume no cultivar Santo Indcio explica bastante o perfil de massa fresca e seca

encontrado anteriormente mencionado, ja que ¢ um padrao que demanda grandes quantidades
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de biomassa alocada, o que permite uma maior exploracdo do solo por 4gua e nutrientes, sendo
uma resposta para o padrdo de massa caulinar encontrada (ZOBEL, 2005). Claro, também
confirma um padrdo de maior produtividade de raizes secundérias no cultivar Santo Inacio em
comparacao a Pingo-de-Ouro-1,2.

Quanto a massa fresca radicular, foi possivel observar que na condi¢do controle o
cultivar Santo Indcio se apresentou com uma massa mais acentuada em compara¢ao ao outro
cultivar (Figura 2d), sendo devido muito pelo volume radicular acentuado como comentado,
que garantiu uma maior captacdo de conteudo de agua do solo retido na porcao radicular
(ZHANG; WANG; ZOU; WU; KUCA, 2019). Algo interessante de se notar, que leva a um
resultado oposto ao esperado, ja que o potencial de Santo Inacio se apresenta menor, o que pela
l6gica deveria ser maior que Pingo-de-Ouro-1,2 devido ao aporte hidrico, algo a ser explorado
futuramente. Assim, a massa se apresentou elevada devido a maior produgdo de raizes
secundarias em relacao a Po. Entretanto, nas condi¢des de tratamento, moderada e severa, os
cultivares apresentaram um padrdo de massa radicular praticamente idéntico, demonstrando
nao haver diferenca sob ambas as condi¢des de estresse. E padrdo mencionado se repetiu ao
avaliarmos a massa seca radicular (Figura 2c).

Ademais, para entender melhor a relagdo entre a alocagdo de biomassa entre os
cultivares comentada anteriormente ao final do experimento, foi feita a propor¢ao massa seca
radicular/massa seca da por¢ao aérea ao final do desenvolvimento vegetal (Figura 6¢). Ao
compararmos esses cultivares, nas trés condigdes de tratamento, foi possivel observar apenas
uma maior diferenga de biomassa radicular produzida, em relagdo a caulinar, na condigdo
moderada, onde o cultivar Santo Inacio se apresenta significativamente maior, ao contrario da
condicao controle e severa que possuem uma paridade observada. Porém, a relagdo massa
seca/massa fresca apenas radicular (Figura 6b) apresenta um teor relativo de 4gua maior em
Pingo-de-Ouro 1,2 na condicdo 75%Fc, possivelmente devido ao enfoque de Santo Inicio na
producdo de raizes laterais e sua manutencdo da agua nesses tecidos, o que se altera ao
observarmos os tratamentos, onde ambos possuem um perfil cada vez mais iguais,
principalmente na condicdo 0%Fc. E, claro, sendo perceptivel um aumento da relacdo massa
seca/massa fresca radicular em ambos os cultivares em cada tratamento. Dessa forma, essas
alteracdes nos parametros medidos podem ser correlacionadas em determinado ponto na
producao e alocagdo de biomassa na porg¢do aérea, onde € possivel observar que o teor relativo
de 4gua no cultivar Pingo-de-Ouro-1,2 se apresenta menor, demonstrando uma tendéncia na
maior producdo de biomassa, enquanto ainda apresenta um potencial hidrico positivo e com

poucas modificagdes. Enquanto em Santo Indcio, hd um teor relativo de 4gua, principalmente



27

na porc¢do radicular, devido ao volume significativo produzido por esse cultivar na condi¢ao
controle, entretanto apresenta a interessante medi¢do de um potencial hidrico mais negativo,
podendo ter alguma relacdo com os diferentes padrdes encontrados. E claro, em todos os
cultivares, quanto maior o déficit hidrico mais acentuada ¢ a reducdo da massa das porgdes
radicular e caulinares, bem como ha uma diminui¢do clara dos potenciais hidricos,
principalmente em Santo Inécio, possivelmente devido aos padrdes anteriormente comentados.

E possivel que a diferenga pouco expressiva entre os cultivares, como foi discutido
durante os resultados, se deu ao desenho experimental escolhido, acredito que futuramente
poderia ser realizado periodo de déficit hidrico mais prolongado, até que se chegasse proximo
ou de fato no ponto de murcha permanente, categorizando um estresse severo, ou entdo em uma
condicao que o estresse fosse ocasionado mais rapidamente ao invés de prolongado. Ja que ao
observarmos os padrdes radiculares de ambos os cultivares € possivel perceber um habito mais
pivotante do cultivar Pingo-de-Ouro-1,2, enquanto Santo Inicio apresenta um habito mais
focado no desenvolvimento de raizes secundarias, o que € observado nas condi¢des controle do
tratamento, além de um interessante padrao de potencial hidrico entre os cultivares e sua relagao
com o conteudo relativo de 4gua nos tecidos. Vale também ressaltar nas condigdes de déficit
hidrico aplicado foi possivel a mensuragdo e observagao de parametros indicativos de estresse
nos cultivares, entretanto, novamente, seria necessario a aplicacao de uma forma diferente do
estresse para condigdes mais severas do estresse.

Dessa forma, ¢ possivel perceber que durante o desenvolvimento vegetativo entre
ambos os cultivares sob as condigdes de déficit hidrico aplicados, que dentre todos os
parametros analisados, desde de fisioldgicos, bioquimicos e fotoquimicos, poucos sdo 0s
pardmetros que demonstraram uma diferenca significativa indicando uma tolerancia
diferenciada entre Pingo-de-Ouro-1,2 e Santo Inicio. Como ja foi demonstrado em alguns
estudos voltados para parametros durante o periodo de floragao e pré-floracao e plantula entre
os dois cultivares, tanto em condi¢des controles como sob estresse (LIMA et al., 2018;
CARVALHO; CASTRO; MOUTINHO-PEREIRA; CORREIA; EGEA-CORTINES;
MATOS; ROSA; CARNIDE; LINO-NETO, 2019; GONDIM, 2016; SANTOS; LIMA;
MORGADO, 2010; NASCIMENTO; BASTOS; ARAUJO; FREIRE FILHO; SILVA, 2011;
RIVAS; FALCAO; RIBEIRO; MACHADO; PIMENTEL; SANTOS, 2016). Entretanto, os
parametros de contetdo relativo de 4gua, biomassa, padrdo radicular/caulinar e potencial
hidrico, lancam novas perspectivas sobre como os mecanismo de tolerancia ao déficit hidrico
podem se apresentar distintos nesses cultivares, e futuramente possam ser aplicados para

aplicacdes praticas.



28



4

I} 75%Po —A— 75%Si O
- 60 o
-l 25%Po —4&— 25%Si —_ g
| 0%Po —A— 0%Si g §
455 2
£ 8
o
8; 8
'30 — E
=
o0
q

-15

Figura 1. Plantas de feijao-caupi dos cultivares Pingo-de-Ouro-1,2 e Santo Inacio em vasos nas condicoes déficit hidrico 75%FC, 25 %FC
e 0%FC, respectivamente(a-f) ao final de um periodo de 20 dias apds a parada da rega. Crescimento da parte aérea pelo periodo de 20
dias apés o estabelecimento de plantula (g). Os valores representados indicam a média de quatro repetigdes independentes (+ SE). Com as barras
representando o erro padrdo. Os tragos brancos nas fotografias representam uma barra de Scm para comparacao. Os valores representados indicam

a média de quatro repeticdes independentes (+ SE).
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Figura 2. Graficos de boxplot para a analise de dispersao de massa seca e fresca caulinar
(a-b) e massa seca e fresca radicular (c-d) dos cultivares Pingo-de-Ouro-1,2 e Santo Inacio,
respectivamente, sob as condicoes de déficit hidrico 75%FC, 25%FC e 0%FC. Os valores
representados indicam um espago amostral de repeticdes independentes (n = 4), com as barras
demonstrando os valores maximos ¢ minimos, € com + simbolizando a média das amostras.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre individuos em condigdes semelhantes de
acordo com o Teste de Tukey, ao utilizar para comparagdo os valores de médias obtidas por
quatro repetigdes diferentes de individuos em condi¢gdes semelhantes, para a obtengdo de
significancia estatistica (p < 0.05) de acordo com o Teste de Tukey. A letra “a” simbolizando a
significancia estatistica entre os tratamentos, enquanto a maiscula a auséncia de diferenga. E
a letra “b” enquanto a letra minuscula representa a significancia entre os cultivares de mesmo

tratamento, e a maiiscula a auséncia de significancia.
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Figura 3. Raiz de plantas de feijao-caupi dos cultivares Santo Inicio (esquerda) e Pingo-
de-Ouro-1,2 (direita) em vasos nas condicoes déficit hidrico 75%FC, 25%FC e 0%FC (a-
¢) ao final de um periodo de 30 dias de crescimento, respectivamente. E graficos de bloxpot
representando o crescimento e volume radicular dos cultivares nos diferentes tratamentos
(d-e) ao final do periodo de 30 dias. Os valores representados indicam um espaco amostral de
repeticdes independentes (n = 4), com as barras demonstrando os valores maximos € minimos,
e com + simbolizando a média das amostras. Letras diferentes indicam diferenga significativa
entre individuos em condi¢des semelhantes de acordo com o Teste de Tukey, ao utilizar para
comparacdo os valores de médias obtidas por quatro repeticdes diferentes de individuos em
condigdes semelhantes, para a obtengdo de significancia estatistica (p < 0.05) de acordo com o
Teste de Tukey. A letra “a” simbolizando a significincia estatistica entre os tratamentos,
enquanto a maiuscula a auséncia de diferenca. E a letra “b” enquanto a letra minuscula
representa a significancia entre os cultivares de mesmo tratamento, e a mailiscula a auséncia de

significancia.
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Figura 4. Graficos de barras das médias representando as TBARS pela quantificacao do
MDA (a) e o extravasamento de eletrélitos (b) para a quantificacdo da integridade das
membranas. Os valores representados no boxplot indicam um espago amostral de repeti¢des
independentes (n = 3), com as barras demonstrando os valores maximos e minimos, € com +
simbolizando a média das amostras. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre
individuos em condi¢des semelhantes de acordo com o Teste de Tukey, ao utilizar para
comparacdo os valores de médias obtidas por quatro repeticdes diferentes de individuos em
condigdes semelhantes, para a obtengdo de significancia estatistica (p < 0.05) de acordo com o
Teste de Tukey. A letra “a” simbolizando a significncia estatistica entre os tratamentos,
enquanto a maiuscula a auséncia de diferenca. E a letra “b” enquanto a letra minuscula
representa a significancia entre os cultivares de mesmo tratamento, e a maitiscula a auséncia de

significancia.
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Figura 5. Grafico de boxplot representando a dispersao dos dados coletados do potencial
hidrostatico dos cultivares de feijao-caupi e seus respectivos tratamentos de déficit hidrico
ao final do experimento (30 dias ap6s a parada da rega). Os valores representados indicam
um espaco amostral de repeticdes independentes (n = 3), com as barras demonstrando os valores
maximos e minimos, € com + simbolizando a média das amostras. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre individuos em condi¢cdes semelhantes de acordo com o Teste de
Tukey, ao utilizar para comparagdo os valores de médias obtidas por quatro repeticdes
diferentes de individuos em condigdes semelhantes, para a obteng@o de significancia estatistica
(p <£0.05) de acordo com o Teste de Tukey. A letra “a” simbolizando a significancia estatistica
entre os tratamentos, enquanto a maitscula a auséncia de diferenca. E a letra “b” enquanto a
letra minGscula representa a significancia entre os cultivares de mesmo tratamento, e a

maiudscula a auséncia de significancia.
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Figura 6. Graficos de bloxpot representando a relacio de massa seca/fresca das porcoes
caulinar e radicular dos cultivares nos diferentes tratamentos (a-b) ao final do periodo de
30 dias. Boxplot para analise de dispersdo da relacao de alocacdo e biomassa entre massa
seca radicular/massa seca caulinar (c). Os valores representados indicam um espaco amostral
de repetigdes independentes (n = 4), com as barras demonstrando os valores maximos e
minimos, ¢ com + simbolizando a média das amostras. Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre individuos em condi¢des semelhantes de acordo com o Teste de Tukey, ao
utilizar para comparagdo os valores de médias obtidas por quatro repeticdes diferentes de
individuos em condi¢cdes semelhantes, para a obtencao de significancia estatistica (p < 0.05) de
acordo com o Teste de Tukey. A letra “a” simbolizando a significancia estatistica entre os
tratamentos, enquanto a mailscula a auséncia de diferenca. E a letra “b” enquanto a letra
minuscula representa a significancia entre os cultivares de mesmo tratamento, e a mailiscula a

auséncia de significancia.



Tabela 1. Parametros de trocas gasosas medidas pelo analisador de gas infravermelho IRGA representando taxa de assimilacao liquida
de CO2 (A), condutancia estomatica (gs), concentraciao interna de CO2(Ci) e transpiracao foliar (E). Além, da medicao de parametros do
fotossistema II, como a taxa de transporte de elétrons (ETR) e a rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (AF/Fm~). Os valores
representados indicam um espaco amostral de repeticdes independentes (n = 3), com a média das amostras. Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre individuos em condi¢des semelhantes de acordo com o Teste de Tukey, ao utilizar para comparacao os valores de médias obtidas
por quatro repetigoes diferentes de individuos em condi¢des semelhantes, para a obtengdo de significancia estatistica (p < 0.05) de acordo com o
Teste de Tukey. A letra “a” simbolizando a significancia estatistica entre os tratamentos, enquanto a maiuscula a auséncia de diferenca. E a letra

“b” enquanto a letra mintiscula representa a significancia entre os cultivares de mesmo tratamento, e a maiiscula a auséncia de significancia.

A gs Ci E
Tratamentos (umol CO, m? s (mol CO2 m-? s - (nmol CO2 mol™! (mol H,O m™ ETR AF/Fm’

D D ar) s
75%Po 9,542 A 0,233 A 266,706 A 2,140 A 140,554 A 0,231 A
25%Po -1,932 aB 0,029 aB 394,379 AB 1,028 AB 86,359 aB 0,131 aB
0%Po -7,861 aB 0,004 aB 2578,635 aB 0,190 aB 16,891 aB 0,025 aB
75%S1 10,141 A 0,118 A 261,125 A 2,911 A 153,867 A 0,253 A
25%Si -0,965 aB 0,016 aB 476,143 aB 0,926 aB 64,249 aB 0,158 aB

0%S1 -9,664 aB 0,006 aB 1487,888 aB 0,180 aB 17,119 aB 0,026 aB




4.CONCLUSAO

Em geral os parametros de crescimento se apresentaram semelhantes, quando
diferentes destoando pouco, entretanto os parametros como potencial hidrico e de aspectos
morfofisioldégicos da por¢ao caulinar demonstraram relagdes e suposigdes interessantes para
futuros experimentos voltados para o entendimento do estresse hidrico em feijdo-caupi
futuramente. Além disso, o trabalhou destoou principalmente de trabalhos anteriores focados
principalmente em aspectos reprodutivos e produtivos dos cultivares de feijao-caupi, além de
tentar entender, em certo nivel, as diferentes respostas desses a condi¢des de déficit hidrico.
Assim, mesmo os cultivares ndo sendo tdo destoantes, mas promissores, seria interessante no
futuro o desenvolvimento de experimentos explorando periodos de estresse mais longos, além
de condicdes de estresse e recuperacao entre os tratamentos, para a andlise dos parametros de
crescimentos € como eles iriam se dar. Ademais, além desse enfoque morfofisiologico bastante
comum, futuramente os cultivares tratados no presente estudo poderiam também ser explorados
num viés molecular, afim de entender as suas respostas diferentes e sucessos de sobrevivéncia
durante o estresse hidrico, através de rotas conhecidas em plantas modelos ou por metodologias
que permitam a descoberta de novos mecanismo proteicos - alguns ja conhecidos - e genéticos

durante o déficit hidrico, agregando um novo valor biotecnologico a esses cultivares.
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