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RESUMO

PEREIRA, A. C. V. Z. Analise da diversidade genética e da expressdo de genes candidatos
para tolerancia ao déficit hidrico no grupo Carioca (Phaseolus vulgaris L.), relacionados
ao desenvolvimento do sistema radicular. 2019. 92 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Centro
de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2019.

O déficit hidrico prejudica o desenvolvimento e a produtividade do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.). No Brasil o grupo Carioca, vem sendo utilizado em programas de melhoramento
desde a década de 60, com genotipos tolerantes selecionados pelo rendimento de biomassa da
planta sob o estresse. Andlises fenotipicas e moleculares em feijoeiro sob o déficit hidrico
focando no sistema radicular vem sendo desenvolvidas, uma vez que, a tolerancia torna-se mais
expressiva se forem feitas observagdes belowground. Neste contexto, os objetivos deste
trabalho foram: (1) selecionar gendtipos de feijao Carioca contrastantes para a tolerancia ao
déficit hidrico (parametros fisioldgicos e morfologicos); (2) analisar a expressao de genes no
sistema radicular das plantas sob o estresse. Através do sequenciamento usando a plataforma
BARCBean6K_3 Beadchip, 2.251 SNPs foram identificados em vinte e seis genotipos de
Carioca e usados na analise da estrutura populacional. Em relacdo a tolerancia ao déficit hidrico,
treze gendtipos de Carioca e trés genotipos tolerantes ao déficit hidrico BAT477, SEAS e Pinto
Saltillo, no estagio V3, foram submetidos ao déficit hidrico a capacidade de campo de 30% por
15 dias. Os gendtipos IAC Carioca 80SH e IPR Juriti apresentaram maior tolerancia ao déficit
hidrico, enquanto que, os mais suscetiveis foram o BRS-Talism& e Pérola. Foi observada
reducdo do RWC, da taxa fotossintética, da taxa de transpiracdo e da condutancia estomatica
sob o déficit hidrico. Em relacdo ao sistema radicular, tanto 0 comprimento como a massa seca
foram significativamente maiores nas plantas tolerantes ao déficit hidrico. Foi observado que
em gendtipos de feijado Carioca tolerantes ao deficit hidrico, genes expressos no sistema
radicular que participam de processos metabdlicos relacionados a adaptacdo a estresses
abioticos (fatores de transcricdo, transportadores de membrana, biossintese de ABA e ciclo
celular) possuem um perfil de expressdo génica diferente de gendtipos suscetiveis. Nossos
resultados demonstraram que ha variabilidade entre genotipos de feijdo Carioca, que eles séo
contrastantes para a tolerancia ao déficit hidrico e que a regulagdo da expressdo génica no

sistema radicular em gendtipos tolerantes é fundamental para adaptacéo ao estresse.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L. Feijéo carioca. SNPs. Déficit hidrico. Expresséo génica.
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ABSTRACT

PEREIRA, A. C. V. Z. Genetic diversity and gene expression analysis of Carioca common
bean (Phaseolus vulgaris L.) genotypes under drought stress focus on root system. 2019.
92 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade
de Séo Paulo, Piracicaba, 2019.

Water deficit impairs the development and yield of common bean (Phaseolus vulgaris L.). In
Brazil, the Carioca group has been used in breeding programs since the 1960s, with tolerant
genotypes selected by plant biomass yield under stress. Phenotypic and molecular analyzes in
bean under water deficit focusing on the root system have been developed, since tolerance
becomes more expressive if belowground observations are made. In this context, the objectives
of this study were: (1) to select contrasting Carioca bean genotypes for tolerance to water deficit
(physiological and morphological parameters); (2) analyze gene expression in plant root system
under drought stress. Through sequencing using the Beadchip BARCBean6K _3 platform, 2,251
SNPs were identified in twenty-six Carioca genotypes and used for population structure
analysis. Regarding water deficit tolerance, thirteen Carioca genotypes and three water deficit
tolerant genotypes BAT477, SEAS and Pinto Saltillo, at stage V3, were subjected to water
deficit at 30% field capacity for 15 days. The genotypes IAC Carioca 80SH and IPR Juriti
showed higher tolerance to water deficit, while the most susceptible were BRS-Talisméa and
Pérola. Reduction of RWC, photosynthetic rate, transpiration rate and stomatal conductance
were observed under water deficit. Regarding the root system, both length and dry mass were
significantly higher in tolerant plants to water deficit. It was observed that in Carioca bean
genotypes tolerant to water deficit, genes expressed in the root system that participate in
metabolic processes related to adaptation to abiotic stresses (transcription factors, membrane
transporter, ABA biosynthesis and cell cycle) have an expression profile different from
susceptible genotypes. Our results demonstrated that there is variability among Carioca bean
genotypes, that they are contrasting for water deficit tolerance and that the regulation of gene

expression in root system of tolerant genotypes is fundamental for stress adaptation.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. Carioca bean. SNPs. Drought stress. Gene expression.
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INTRODUCAO

O feijdo (Phaseolus ssp.) é uma leguminosa muito importante utilizada para consumo
humano, as principais regides produtoras sdo a Europa Oriental, a Africa do Sul e a América
Latina (BROUGHTON et al., 2003; HANAI et al., 2010). No Brasil, o feijdio comum ¢ a
proteina de origem vegetal mais consumida, e em combinagdo com o arroz, se torna a base da
alimentacdo diaria dos brasileiros (BURLE et al., 2010).

A producao no Brasil ocorre principalmente nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Considerando a safra 2018/2019, estima-se que a area total
plantada de feijdo seja de 376,2 mil de hectares, apresentando uma reducao de 18.6% em relacéo
a safra anterior. A produtividade da safra nacional foi de 1.498 Kg/ha com producdo de 563,3
mil toneladas, isso representa reducdo de 29,9% em relacdo a ultima safra (CONAB, 2019).

O déficit hidrico tem sido descrito como o principal fator que limita a produtividade de
muitas culturas, entre elas o feijdo comum, a suscetibilidade das plantas ao estresse é
dependente da combinacdo entre a intensidade do estresse e o estadio de desenvolvimento da
planta (DEMIREVSKA et al., 2009; SHAO, 2009). A producdo do feijdo pode ocorrer em
regides onde a disponibilidade de agua € irregular, seja por escassez de chuva ou por falta de
irrigagéo (BRAY et al., 2000; SOUZA et al., 2003; ZLATEV; STOYANOV, 2005). Para a
manter a produtividade, a busca por genotipos adaptados torna-se essencial.

A adaptacdo ao déficit hidrico envolve uma série de modificacbes fisiologicas e
bioquimicas na planta que sdo controladas pela regulacdo da expressdo de genes que, por sua
vez, alteram o metabolismo celular (BRAY et al., 1993; TAIZ; ZEIGER, 2004; ANJUM et al.,
2011). Além de mudancas fisioldgicas e bioquimicas, alteracGes fenotipicas como a reducdo da
area foliar e 0 aumento do crescimento de raizes foram observadas em plantas tolerantes
(WHITE et al., 1994; BLUM, 2010; KONZEN et al., 2019).

No cenario atual, a preocupa¢do com o aquecimento global foi o ponto de partida para
0 desenvolvimento de pesquisas com o objetivo de selecionar gendétipos tolerantes ao déficit
hidrico e altas temperaturas. Entre os centros internacionais, destacam-se o CIAT (Centro
Internacional de Agricultura Tropical) e 0 USDA (Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos) que desenvolvem programas de melhoramento para a obtencdo de genotipos de feijdo
comum tolerantes ao déficit hidrico (BEEBE et al., 2008).

No Brasil, em relagdo ao melhoramento do feijao Carioca, 0s primeiros experimentos

foram iniciados logo apd6s a sua descoberta na década de 60 (parceria entre a Casa da
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Agricultura de Ibirarema (CATI) e o Instituto Agrondémico de Campinas (IAC)). Devido ao
sucesso No campo para resisténcia a pragas comuns na época e pela boa produtividade, na
década de 70 o feijao do tipo carioca ja havia se tornado o mais cultivado e o mais consumido
no Estado de Sdo Paulo (BULISANI, 2008). Atualmente, além do IAC outros centros de
pesquisa desenvolvem estudos com feijdo comum no Brasil como o Instituto Agronémico do
Parana (IAPAR), a Empresa Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG) e o Centro Nacional de
Recursos Genéticos (CENARGEN). Aléem de resisténcia a pragas esses centros buscam
selecionar gendtipos tolerantes a estresses abioticos, incluindo o déficit hidrico.

Parametros fisioldégicos como acimulo de biomassa, indice da area foliar e quantidade
de vagens por planta sdo usados como critérios de selecdo de genétipos (WHITE et al., 1994;
BLUM, 2010; ASSEFA et al., 2013) e, desse modo, linhagens cada vez mais tolerantes tém
sido selecionadas (ACOSTA-GALLEGOS e WHITE, 1995; SINGH et al., 2001; TERAN e
SINGH, 2002; BEEBE et al., 2008; ACOSTA-DIAZ et al., 2009). No Brasil, os programas de
melhoramento se baseiam em indices relativos ao aumento de biomassa na planta sobre estresse
para a selecdo de genotipos tolerantes, enquanto que em programas internacionais, ha algum
tempo a selecdo tem sido feita com base na estrutura do sistema radicular (SINGH et al., 2001,
RAO et al., 2006; ACOSTA-DIAZ et al., 2009).

Guimarées e Zimmerman (1985) observaram que genotipos de feijdo comum com maior
tolerdncia ao déficit hidrico apresentavam sistemas radiculares mais profundos com
20 a 60 cm em comparagdo com o suscetivel. Um aumento do crescimento de raizes (lateral e
em profundidade) foi observado em gendtipos tolerantes de feijoeiro ao déficit hidrico
(ACOSTA-DIAZ et al., 2009). Estudar a estrutura radicular de feijio do tipo carioca,
selecionados para a tolerdncia ao déficit hidrico avaliando ndo somente caracteristicas
fenotipicas, mas também moleculares através da analise da expressao génica, sera essencial na
selecdo de genes relacionados ao processo de adaptacédo ao déficit hidrico em plantas tolerantes.

Em um estudo realizado por Perseguini et al. (2011), a diversidade genética de gendtipos
de feijdo do tipo carioca foi acessada através da analise com marcadores moleculares, revelando
que hé diversidade genética entre os genotipos que pode ser explorada para a selecéo de plantas
para caracteristicas de interesse. Sabendo-se que ao longo de mais de cinco décadas de
melhoramento do Carioca 0 acUmulo de biomassa tem ‘negligenciado’ o bellow ground, dessa
forma, impactando negativamente sobre caracteristicas de arquitetura radicular que afetam
diretamente a aquisicdo de nutrientes e tolerdncia a estresses ambientais como a seca.
Caracterizar esse sistema em pelo menos uma parte do material disponivel permitira a selecéo

de gendtipos contrastantes em potencial.
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O Laboratério de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP possui uma linha de
pesquisa para o estudo de feijoeiro com uma colecdo de germoplasma de feijoeiro, constituida
a partir de materiais de origens diversas, tanto nacionais (IAC, IAPAR, EPAMIG,
CENARGEN) como internacionais (CIAT e USDA). Projetos que envolvem o estudo do efeito
de estresses bidticos e abioticos nesta cultura estdo sendo desenvolvidos. Recentemente, a
andlise fenotipica do sistema radicular de feijoeiro sob o déficit hidrico revelou que mediante a
condicdo de estresse a planta prioriza o desenvolvimento do sistema radicular e somente quando
este esta estabelecido, inicia-se o processo de crescimento da parte area (KONZEN, 2019).

Além da andlise fenotipica, estudos voltados & analise da expressdo de genes em plantas
de feijoeiro sob o déficit hidrico vém sendo desenvolvidos em nosso laboratério. Recchia et al.
(2013a), avaliaram o perfil da expressao de genes em dois gendtipos contrastantes (BAT477 e
Carioca 80 SH) pelo método de biblioteca subtrativa (SSH), identificando genes que participam
de processos biologicos, do metabolismo celular, genes regulados sob estresse entre outros.
Outro trabalho consistiu na anélise do transcritoma em raizes de um gendtipo tolerante de
feijoeiro (BAT477) por RNASeq, para avaliar se ha algum efeito da associacdo simbidtica das
plantas com fungos micorrizicos na aquisicao de tolerancia ao déficit hidrico (RECCHIA et al.,
2018). Nesse trabalho, os transcritomas globais por RNASeq para cada um dos quatro
tratamentos (plantas inoculadas ou ndo, sob seca ou controle irrigado), ja foram obtidos e uma
analise parcial identificando os genes mais expressos foi realizada. O perfil de expressdo do
gendtipo tolerante BAT 477 sob estresse (ndo inoculado) x BAT 477 controle (ndo inoculado),
revelou um total de 21.758 genes diferencialmente expressos, sendo que 5.780 foram ativados
na planta sob estresse. Partindo dos resultados obtidos nesses dois trabalhos e em dados
disponiveis na literatura, foram selecionados alguns genes para uma analise inicial de expressao
génica por RT-gPCR em gendtipos de carioca sob déficit hidrico.

Entre os genes que sdo ativados em plantas sob déficit hidrico estdo os fatores de
transcri¢do do grupo DREB (Dehydration Responsive Element Binding Protein). Alguns genes
DREB de P. vulgaris tém sido isolados e caracterizados no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do CENA/USP, concentrando os estudos nos efeitos dos estresses por déficit hidrico,
alta salinidade e baixa temperatura em feijoeiro (CALDAS; TSAI, 2009; CALDAS et al., 2010;
CALDAS; TSAI, 2011; CALDAS; TSAI, 2012; KONZEN et al., 2014; CALDAS et al., 2016).
A andlise funcional de um gene DREB do grupo 6 (PvDREBG6A) foi conduzida e a
superexpressdo desse gene aumentou a tolerdncia das plantas transgénicas de Arabidopsis ao
déficit hidrico, alta salinidade e a baixa temperatura. A localizacdo subcelular revelou a

localizagdo nuclear da proteina e o ensaio EMSA validou que a proteina & um fator de
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transcricdo (ZAKIR-PEREIRA et al., 2013a; 2013b). Outro trabalho com genes DREB, que
consiste no mapeamento genético para a deteccdo de SNPs candidatos associados aos genes
PvDREB foi concluido. Alguns genes DREB foram selecionados para este estudo e apos as
analises, o gene PvDREBG6B, se destacou devido a uma grande quantidade de polimorfismos
em sua sequéncia. Esse gene foi sequenciado em 132 genétipos de feijoeiro e andlises
evolutivas associando dados fenotipicos, climéticos e geograficos foram conduzidas (KONZEN
etal., 2019).

Neste sentido, para este trabalho foram utilizados os dados obtidos previamente com as
andlises do perfil de expressdo génica usando bibliotecas subtrativas de cDNA (SSH) e RNAseq
em raizes de feijoeiro (BAT477 x Carioca 80SH) sob déficit hidrico, bem como, dados
disponiveis na literatura para a selecdo de genes candidatos em cinco categorias principais
(genes relacionados a divisdo celular, genes que promovem a organizacao e expansao da parede
celular, fatores de transcricdo, transportadores de membrana e sintese de horménios). Para a
genotipagem, a informacao gerada pelo sequenciamento para a detec¢do de SNPs foi usada para
determinar a diversidade de gendtipos do grupo carioca. O trabalho foi dividido em dois
estudos. Estudo 1: Analise da diversidade genética e efeito do déficit hidrico em diferentes
genotipos de feijao carioca; Estudo 2: Andlise do perfil de expressdo génica por RT-gPCR em
raizes de feijdo tipo carioca sob déficit hidrico.



19

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.1. Importancia do feijoeiro, diversidade genética e centros de origem

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) pertence a subclasse Rosidae, a ordem Fabales,
a familia Fabaceae e ao género Phaseolus (Cronquist, 1988). Esse género compreende
aproximadamente 70 espécies, com apenas cinco sendo cultivadas atualmente:
P. coccineus (Feijdo Ayocote), P. acutifolius (Feijdo Tepari), P. dumosus, P. vulgaris e
P. lunatus (Feijdo de Lima), para essas duas Ultimas espécies foram descritos dois eventos de
domesticacdo independentes (WESTPHAL, 1974, DEUBOCK, 1991; GEPTS, 2014,
BITOCCHI et al., 2017). O género Phaseolus sp., tem sido considerado um modelo para o
estudo da evolugéo das culturas uma vez que, apresenta eventos de domesticacdo paralelos
maultiplos e independentes (BITOCCHI, 2017).

O feijdo comum selvagem esta distribuido em uma ampla area geografica que se estende
desde o norte do México até o nordeste da Argentina (TORO et al., 1990). Evidéncias apontam
que a domesticacdo ocorreu no México com posterior distribuicdo para a América do Sul
(GENTRY, 1969). No Brasil, segundo evidéncias arqueoldgicas e genéticas, a espécie foi
introduzida a partir do norte da América do Sul ou da América Central, com pouca influéncia
da regido dos Andes Centrais e Meridionais (FREITAS, 2006). Uma analise de diversidade e
estrutura genética de landraces brasileiras usando marcadores microssatélites revelou que
existe diversidade genética intermediaria nos gendétipos em relacdo ao centro priméario de
diversidade, sendo o Brasil considerado como um centro secundario de diversidade genética do
feijdo (BURLE et al., 2010).

A producio de feijdo concentra-se principalmente nos paises da Europa Oriental, Africa
do Sul e América Latina (HANAI et al., 2010). Em 2016, a producdo mundial foi de
aproximadamente 270 milhdes de toneladas, com as Américas representando 26% do total
(FAOSTAT, 2018). Atualmente, o maior produtor mundial da cultura é a india com
3,3 milhdes de toneladas e, em segundo lugar o Brasil com 3 milhdes de toneladas (FAO, 2016).
O Brasil é o principal consumidor do produto (16 Kg por habitante ao ano) e parte do que foi
consumido em 2014 (cerca de 500 mil toneladas) teve que ser importado para suprir a demanda
nacional (BRASIL, 2010). Desse modo, € necessario o aumento da produtividade do grdo nas

areas destinadas ao cultivo no Brasil para suprir a demanda atual do mercado.
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Em termos nutricionais, o feijdo é considerado altamente nutritivo com quase o dobro
dos niveis de proteinas e maior quantidade de micronutrientes como foésforo, ferro, zinco,
magnésio, cobre e calcio se comparado aos cereais, possui menor teor de gordura do que a soja
ou amendoim, sendo a principal leguminosa usada para 0 consumo humano direto
(BROUGHTON et al., 2003; BLAIR et al., 2009; HANAI et al., 2010). Além disso, o feijdo
esta entre os alimentos vegetais que fornecem quantidade significativa do aminoacido Lisina,
que € indispensavel na sintese de proteinas (MESSINA, 2014). Entre os beneficios a saude
associado ao consumo de feijdo esta o controle da glicemia e diabetes, a reducéo do colesterol
(reducdo LDL sem afetar os niveis do HDL) e a prevencdo contra o cancer (JENKINS et al.,
1980; LANZA et al., 2006; BAZZANO et al., 2011; THOMPSON et al., 2012).

Para o P. vulgaris, evidéncias demonstradas atraves de estudos que se basearam na
identificacdo de proteinas na semente, nos tracos agronémicos, na morfologia e na identificacéo
de diferentes marcadores moleculares comprovaram a existéncia de dois eventos de
domesticacdo independentes em duas regides hemisféricas distintas (GEPTS e DEBOUCK,
1991; SINGH et al, 1991; GEPTS et al, 1996; PAPA; GEPTS, 2003;
KWAK e GEPTS, 2009). Dois pools génicos em duas regides que divergiram antes da
domesticagdo, mesoamericano e Andino, sdo reconhecidos atualmente (BITOCCHI et al.,
2012; SCHMUTZ, 2014). Esses dois pools génicos séo caracterizados pelo isolamento parcial
da reproducéo que pode ser identificada em ambas: plantas do tipo selvagem e domesticadas
(GEPTS; BLISS, 1985).

Schmutz et al. (2014) sugeriram a Mesoamerica como o provavel local de origem do
feijdo comum; acredita-se que a divergéncia entre o pool génico selvagem Mesoamericano e
Andino ocorreu a 165.000 anos atras, com um pequeno efeito fundador e um forte evento de
bottleneck, que explicam a baixa diversidade genética encontrada no pool génico Andino. No
entanto, analises da diversidade genética demonstraram a existéncia de uma grande diversidade
no pool génico mesoamericano (BITOCCHI et al.,, 2012; BITOCCHI et al., 2013). Essa
informacdo é muito importante para programas de melhoramento, uma vez que essa grande
diversidade, poderéa ser revertida em um elevado potencial para o desenvolvimento de novas

variedades.
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2.1.2. Melhoramento genético do feijdo comum para tolerancia ao déficit hidrico

Para muitas culturas os estresses abidticos como déficit hidrico, alta/baixa temperatura
e alta salinidade afetam o crescimento, o desenvolvimento e consequentemente a produtividade.
Em relacdo ao feijdo comum, o principal fator que leva a diminuicdo da produtividade é o déficit
hidrico e o nivel de diminuigdo desse rendimento é determinado pela intensidade e tempo de
duracdo do estresse (BRAY et al., 2000; MIKLAS et al., 2006; BEEBE et al., 2008).

Ha algum tempo um dos grandes desafios para os programas de melhoramento e
também o seu principal objetivo tem sido aumentar o rendimento das plantas sob déficit hidrico
(CATTIVELLI et al., 2008). Se por um lado a selecdo natural sob essas condigdes favorece o
desenvolvimento de mecanismos para adaptacdo e sobrevivéncia, por outro lado, 0s programas
de melhoramento focam na obtencao de plantas com maior rendimento (BLUM, 2010).

Desde o inicio do melhoramento de feijoeiro nas regifes semiéridas do México, novas
cultivares foram selecionadas a partir da raga Durango, obtendo-se acessos com tolerancia
intermediaria ao deficit hidrico (BEEBE et al., 2013). No melhoramento de cultivares
derivados do pool génico mesoamericano, na América Central, Nordeste do Brasil e Caribe,
grdos de feijdo vermelho, preto e carioca estdo sendo selecionados com no minimo o dobro do
rendimento sob estresse severo quando comparado ao respectivo controle (BEEBE et al., 2008).

Caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas relacionadas a adaptacdo ao déficit hidrico
em feijdo comum estdo associadas ao crescimento, a distribuicdo da biomassa e ao rendimento
(BEEBE et al., 2010). Durante o processo de selecdo, sdo considerados bons parametros para
identificar genotipos tolerantes ao déficit hidrico, o acimulo de biomassa e o indice da area
foliar, com associagOes positivas entre o acumulo de biomassa e o rendimento de sementes nas
plantas de feijdo sob estresse (WHITE et al., 1994; RAMIREZ-VALLEJO; KELLY, 1998;
BLUM, 2010). Geralmente, na selecdo para genotipos tolerantes ao déficit hidrico, maior
atencdo é dada para o acimulo de biomassa pelo fato de estar correlacionada ao rendimento de
sementes. Assefa et al. (2013), demostraram que o indice de colheita de vagens, pode ser usado
como um bom critério para a identificagdo de gendtipos de feijdo tolerantes ao déficit hidrico.
Berny et al. (2019), avaliaram o efeito do déficit hidrico intermitente e terminal na arquitetura
genética da alocagéo e remobilizacao de fotoassimilados para o desenvolvimento das vagens de
feijdo, como resultado foram encontrados 9 QTLs (Quantitative trait loci) relacionados ao
indice de colheita de vagens e 8 QTLs relacionados a rendimento, sendo que 3 deles se

agruparam com 0s QTLs do indice de colheita de vagens. Até 0 momento, nenhum critério de
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selecdo relacionado ao sistema radicular de feijoeiro tem sido usado em programas de
melhoramento para a sele¢do de genotipos tolerantes ao déficit.

A habilidade de crescimento das raizes em profundidade e a sua arquitetura, foram
identificadas como mecanismos chaves para melhorar a tolerancia ao déficit hidrico em
diferentes tipos de plantas, incluindo o feijdo comum, em que genétipos mais produtivos
apresentaram raizes com maior comprimento nas plantas sob estresse (SPONCHIADO et al.,
1989; RAO et al., 2001; FRAHM et al., 2004; BEEBE et al., 2010). Em condic6es de déficit
hidrico severo, foi demostrado que o0s gendtipos de feijoeiro tolerantes geralmente possuem um
sistema radicular de 20 a 60 cm mais profundo e ramificado em comparagdo com gendtipos
suscetiveis (GUIMARAES; ZIMMERMAN, 1985; ACOSTA-DIAZ et al., 2009).

Em relacdo ao grupo carioca, em uma comparacdo entre um gendtipo considerado
tolerante ao déficit hidrico, o Pinto villa (que € uma combinacédo entre a raca Durango com o
germoplasma Andino) e um gen6tipo de carioca suscetivel, foi observado que o
desenvolvimento do sistema radicular no genétipo Pinto villa foi maior do que no carioca sob
condicdes de estresse (ACOSTA-GALLEGOS et al., 1995; MONTERO-TAVERA et al.,
2008). Sponchiado et al. (1989), mostraram que ha uma correlacao positiva entre o crescimento
em profundidade da raiz e o rendimento de sementes, bem como, o desenvolvimento da planta
sob estresse.

Pouca informacdo a respeito da tolerdncia ou suscetibilidade dos gendtipos de carioca
ao déficit hidrico foi encontrada na literatura até o momento. Em geral o feijdo comum é
considerado uma cultura sensivel ao déficit hidrico e isto se deve ao sistema radicular pouco
desenvolvido (GUIMARAES, 1992; SINGH, 1995). Os genétipos IAC Carioca Alvorada, IAC
Carioca Tybatd, IAC Imperador e Pérola foram considerados tolerantes ao déficit hidrico
(GONGALVES, 2013; PESQUISADORES, 2014; VALE et al., 2012). Em relagcdo aos
gendtipos suscetiveis, foram considerados o IPR Juriti e 0 IAPAR 81 (VALE et al., 2012). No
entanto, Moraes (2010) descreveu o genotipo IAPAR 81 como sendo tolerante ao déficit
hidrico. Devido a falta de informac&o e/ou contradicdo em relagdo a tolerancia e suscetibilidade,
€ necessario a realizacdo de experimentos para discriminar genotipos de carioca contrastantes.
Segundo o Registro Nacional de Cultivares — CultivarWeb - existem 354 registros para
Phaseolus vulgaris L. sendo que mais de 60 registros correspondem para feijao do tipo carioca,
desse modo existe diversidade que pode ser explorada (BRASIL, 2019).

2.1.3. Déficit hidrico no feijoeiro e importancia de se estudar sistema radicular



23

O déficit hidrico pode ser definido como a disponibilidade de 4gua inadequada para a
planta, e isso geralmente acontece devido a baixa precipitacdo de chuvas, a capacidade de
armazenamento no solo em quantidade, a umidade e a distribuicdo ao longo do seu ciclo de
vida (TAIZ; ZAIGER, 2004). No feijdo comum, a severidade do estresse esta relacionada ao
tempo de exposicao e ao estadio fenoldgico da planta (BEEBE et al., 2008). O déficit hidrico
diminui a disponibilidade de agua para a planta comprometendo funcdes celulares, e
consequentemente a viabilidade da célula (SHINOZAKI; YAMAGUSHI-SHINOZAKI, 1997).

Os mecanismos de resposta da planta sob déficit hidrico podem ser separados em trés
categorias: escape, protecdo e tolerancia. O escape € definido como a habilidade da cultura
completar seu ciclo de vida antes do tempo, evitando condi¢cdes mais severas de déficit hidrico
(antecipacdo do florescimento); a protecdo seria a habilidade de anular os efeitos do déficit
hidrico mantendo o potencial hidrico dos tecidos elevado apesar da baixa humidade no solo; a
tolerancia esté relacionada a adaptacdo incluindo o ajuste osmético, a reducdo no contetido de
agua do vacuolo e a protecdo contra a desidratacdo (BUCHANAN; GRUISSEN; JONES, 2000;
BEEBE et al., 2013).

Em plantas tolerantes, a adaptacéo ao déficit hidrico envolve uma série de modificacdes
a nivel molecular e celular que sdo reguladas pela a ativacdo da expressdo de multiplos genes
(BRAY et al., 1997). Além disso, sob déficit hidrico ocorrem mudancas fenotipicas (murcha,
reducdo da area foliar e aumento do crescimento da raiz), fisiologicas (alteracfes no contetdo
relativo de agua e no vazamento de eletrdlitos) e bioquimicas (producdo de moléculas
antioxidantes capazes de combater as espécies reativas de oxigénio) que tornam a planta capaz
de sobreviver e se reproduzir mesmo sob estresse (BUCHANAN; GRUISSEN; JONES, 2000;
BARTELS; SUNKAR, 2005; SUBBARADO et al., 2005).

Foi observado que o déficit hidrico nos estadios iniciais do desenvolvimento do feijoeiro
estimula o crescimento do sistema radicular (KONZEN et al., 2019). Uma andlise do perfil da
expressdo génica em raizes de feijoeiro sob déficit hidrico revelou que ha um aumento na
expressao de genes envolvidos na embriogénese, organizacdo do citoesqueleto, proliferacdo
celular, crescimento e diferenciacdo celular, ciclo celular, morfogénese entre outros (RECCHIA
etal., 2013a).

O crescimento da raiz em profundidade e a distribuicéo lateral sdo adaptacdes que foram
observadas em plantas de feijoeiro tolerantes ao déficit hidrico (SPONCHIADO et al., 1989).
A arquitetura e o desenvolvimento do sistema radicular contribuem para aumentar a eficiéncia

na captagdo de agua do solo, e com isso, manter o nivel de agua na célula para realizar processos
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fisiologicos e bioquimicos vitais para a sua sobrevivéncia e reproducédo (SPONCHIADO et al.,
1989; HUANG et al., 1997).

Correlagdes entre arquitetura da raiz e o aumento de produtividade foram estabelecidas
para o feijoeiro. Um exemplo classico foi descrito para eficiéncia na captacdo do fosforo.
Estudos em geno6tipos contrastantes revelaram que ha uma variagdo genética para o crescimento
e arquitetura de raizes de feijdo comum, sendo que gendtipos com maior eficiéncia na captacao
do fésforo possuem raizes mais vigorosas, com mais ramificacbes e um grande nimero de
apices (LYNCH; BEEM, 1993). Caracteristicas relacionadas a arquitetura de raizes, observadas
em 19 gendtipos de feijoeiro foram avaliadas, e tém sido utilizadas para a sele¢do de plantas
tolerantes a doencas em programas de melhoramento (VIEIRA et al., 2008).

Neste sentido, estudar a arquitetura e o desenvolvimento da raiz em diferentes genétipos
de feijdo do tipo carioca sob déficit hidrico, levando em consideracdo o fendtipo das plantas e
analisando o perfil da expressdo de genes, sera muito importante para determinar 0s
mecanismos de resposta e adaptacdo mediante ao estresse, bem como tentar compreender a
associacdo positiva entre estrutura radicular e tolerancia ao déficit hidrico, visando no futuro

agregar essa informacdo em programas de melhoramento.

2.1.4. Selecdo de genes relacionados ao desenvolvimento do sistema radicular e resposta
ao estresse com base em SSH e RNASeq em raizes de feijoeiro (BAT477 x Carioca
80SH) sob déficit hidrico

Ferramentas de Biologia molecular tém sido utilizadas em nosso laboratério para a
andlise do perfil de transcritos em raizes de feijoeiro (BAT477 x Carioca 80SH) contrastantes
para a tolerancia ao déficit hidrico (RECCHIA et al., 2013b; RECCHIA et al., 2018). Foram
encontradas sequéncias de fatores de transcri¢cdo, metabolismo de carboidratos, aquaporinas,
divisdo celular, organizacdo e expansdo da parede celular, transportadores de Membrana e
sintese de hormonios (RECCHIA et al., 2013b; RECCHIA, 2018).

Mediante condicdes de déficit hidrico, a planta deve ser capaz de sobreviver e a
adaptacédo envolve alteracdes fisioldgicas, morfoldgicas e bioquimicas. Muitas modificagdes
ocorrem primeiramente a nivel celular, com a regulacdo da expressdo de genes mediada por
fatores de transcricdo (TFs) que interagem com elementos cis nas regides promotoras upstream

dos genes-alvo, levando a regulacdo da expressdo de muitos genes downstream com resposta
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secundaria, proporcionando tolerancia ao estresse (ROYCHOUDHURY; PAUL; BASU,
2013). Familias de TFs em plantas tem um papel essencial na percepcdo do sinal gerado pelo
estresse abidtico. Membros das familias basic leucine ziper (bZIP), APETALA 2/ethylene-
responsive element binding factor (AP2/ERF), NAM/ATAF1/CUC2 (NAC), WRKY, MYB,
Cys2(C2) His2(H2)- tipos de dedo de zinco (ZFs), e basic helix-loop-helix (bHLH) tem sido
caracterizados em relacdo ao seu papel na regulacdo em resposta a estresses abioticos, e 0
aumento da expressdo dos TFs dessas familias esta relacionado a um aumento da toleréncia da
planta ao estresse (LINDEMOSE et al., 2013).

Em plantas de feijoeiro foram observadas adaptagdes morfologicas em resposta ao
déficit hidrico, como o crescimento da raiz em profundidade e a distribuicdo lateral
(SPONCHIADO et al., 1989; KONZEN et al., 2019). A analise da expressdo de genes que
contribuem para o desenvolvimento de raizes em condicdes de estresse, genes envolvidos na
diferenciacdo celular e expansdo da parede celular serd importante para a identificacdo de
genotipos em potencial para a tolerancia.

A auxina é um hormdnio vegetal que coordena processos essenciais para o crescimento,
desenvolvimento e adaptacéo das plantas e ela afeta diretamente a divisao celular, alongamento
e diferenciacdo que induzem a morfogénese (TAIZ; ZEIGER, 2004; DE JONGM; LEYSER,
2012). Em condices de estresse osmatico, foi observado que a auxina regula a abertura dos
estdbmatos, atua no posicionamento de raizes laterais e de aquaporinas na membrana (NASER;
SHANI, 2016).

Aguaporinas sdo proteinas de membrana que fazem o transporte de agua e pequenas
moléculas através das membranas celulares (MAUREL et al., 2008). Em plantas, as
aquaporinas participam de processos de crescimento e diferenciagdo celular, regulacéo
hidraulica da planta e transpiracdo (MAUREL et al., 2008; LI et al., 2014). Em condicdes de
déficit hidrico, tém sido descritos dois mecanismos opostos de resposta em relacdo a expressdo
de genes aquaporinas em plantas. A ativacao da expressao levaria ao aumento do nimero de
aquaporinas na membrana celular, promovendo o transporte de &gua, por outro lado, a repressdo
da expressdo diminuiria a quantidade de aquaporinas prevenindo a perda de agua pela célula
(HACHEZ et al., 2006).

As celulas vegetais apresentam parede celular que é composta por microfibrilas de
celulose, hemicelulose, pectinas e expansinas (TAIZ; ZEIGER, 2004). Pectina metilesterases
(PMEs) sdo enzimas que atuam sobre a pectina na parede celular produzindo diferentes
isoformas que possuem um papel importante na fisiologia da planta (GIOVANE et al., 2004).

O aumento da expressao de genes que codificam PMEs em ervilhas foi correlacionado com a
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separacgdo das células de fronteira das raizes, e a inibi¢éo parcial deste gene levou a reducao do
alongamento de raizes e alterou a morfologia celular (WEN et al., 1999).

Expansinas sdao uma familia de proteinas que catalisam em longo prazo a expansao da
parede celular em plantas. Foram identificadas duas expansinas especificas em raizes de soja
(GmEXP1 e GmEXP2) e foi observado que o aumento da expressdo destes genes contribuiu
para o desenvolvimento das raizes em condi¢des normais de crescimento (LEE et al., 2003;
GUO te al., 2011).

Desse modo, a quantificacdo desses genes em raizes de feijoeiro sera importante para
entender como a regulagédo da expresséo pode influenciar direta ou indiretamente na aquisi¢ao

de tolerancia ao déficit hidrico.

2.1.5. Analise da estrutura de populacdes pela deteccdo de SNPs

Polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs), por insercdo/delecdo, sdo marcadores
genéticos ideais para 0 mapeamento genético e para acessar a diversidade genética em plantas,
na teoria um SNP local poderia resultar em quatro variagdes nucleotidicas, mas na préatica
geralmente sdo bialélicas. Marcadores SNPs sdo Uteis em uma variedade de aplicacdes,
incluindo a construcdo de mapas genéticos de alta resolugdo, caracteristicas de mapeamento,
diagndstico genético, analise da estrutura genética de populacbes e analise filogenética
(RAFALSKI, 2002; CHAGNE" et al., 2007).

Para o feijoeiro, a deteccdo de SNPs tem sido muito usada no estudo de populacdes. Em
uma analise da diversidade genética em feijdo comum, conjuntos de SNPs que incluem 94
fontes variaveis testadas (CORTE’S et al., 2011), com cerca de 300 sequéncias baseadas em
genes de BAT93 e JaloEEP558 foram identificados (McCONNELL et al., 2010). Blair et al.
(2013), realizaram uma analise para acessar a diversidade genética de feijoeiro, um total de 736
SNPs foram encontrados nos 236 geno6tipos de feijdo usados no estudo. Uma vez que 0s SNPs
candidatos sdo selecionados, é possivel desenvolver uma analise detalhada da estrutura genética
da populacéo e buscar genes de interesse para uma determinada caracteristica.

No Laboratério de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP trabalhos com feijdo
comum vém sendo desenvolvidos avaliando-se o efeito de estresses bioticos e abidticos em
genatipos constrastantes para a busca de genes relacionados a processos que levam a aquisicdo
de tolerancia das plantas ao estresse. Em relacdo a estresses abioticos, genes do grupo DREB

(Dehydration Responsive Element Binding Protein) que codificam para uma grande familia de
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fatores de transcricdo estdo sendo estudados em feijoeiro (CALDAS; TSAI, 2011; ZAKIR-
PEREIRA et al., 2013a; 2013b; KONZEN et al., 2019; CALDAS et al., 2016). Polimorfismos
SNP foram identificados para os genes PvDREB1, PvDREB2A, PvDREB5 e PvDREBG6B;
devido ao grande numero de polimorfismos o gene PvDREBGB foi resequenciado em gendtipos
selvagens domesticados de feijoeiro revelando diferentes isoformas deste gene em gendtipos
Andinos e Mesoamericanos (KONZEN et al., 2019).

SNPs relacionados a tolerancia ao déficit hidrico ja foram identificados em genotipos
de feijoeiro selvagens e domesticados (KONZEN et al., 2019). A analise da diversidade
genética e do desenvolvimento radicular na populacédo de feijoeiro podera fornecer informacoes
que no futuro poderdo ser usadas em programas de melhoramento para a sele¢do de gendtipos

tolerantes ao déficit hidrico baseados na arquitetura radicular.
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3. ESTUDO 1: Analise da diversidade genética, caracterizacdo fisiologica e
morfoldgica de gendtipos de feijdo carioca sob déficit hidrico

Resumo

O feijao do tipo Carioca é amplamente cultivado e consumido em todo o territorio nacional,
sendo o Brasil considerado o principal consumidor e o terceiro maior produtor mundial da
cultura. Os primeiros estudos com feijdo Carioca tiveram inicio na década de 60 e atualmente
mais de 80 genotipos foram obtidos através de melhoramento genético convencional. Com o
objetivo de acessar a diversidade genética presente em 26 gendtipos de feijdo Carioca
provenientes de diferentes cruzamentos, foi realizado o sequenciamento para genotipagem e
como resultado foram identificados 2.251 SNPs. Apesar da alta diversidade genética
encontrada, na analise da estrutura genética da populacdo nao houve separacdo de grupos. O
déficit hidrico é um dos principais fatores que afetam a produtividade e o rendimento do
feijoeiro, entender os mecanismos fisioldgicos e morfoldgicos de adaptacéo foi essencial para
discriminacgdo entre gendtipos tolerantes e susceptiveis. Dos 26 genoétipos de feijdo Carioca
usados para a analise da diversidade genética, 13 foram selecionados para serem submetidos ao
déficit hidrico severo a capacidade de campo de 30%. Como resultado foi observada uma
reducao na massa seca de parte aérea para 0s genotipos Aporé, BRS-talisma, Carioquinha, IAC
Alvorada, IAC Tybatd, IAPAR 57, IPR Campos e Pérola. Os genétipos Carioquinha, IAC
Alvorada, IAC Carioca 80SH e IAPAR 57 apresentaram menor sensibilidade ao déficit hidrico com a
manutencdo da massa seca radicular e aumento significativo no crescimento das raizes. Os genétipos
IAC Carioca 80SH e IPR Juriti foram considerados tolerantes ao déficit hidrico por apresentarem
manutengdo/aumento da biomassa da planta sob o estresse, bem como, aumento no crescimento de
raizes. Através da analise de coordenadas principais, 80.8% da variacdo encontrada em relacdo aos
parametros fisioldgicos foi explicada principalmente pela eficiéncia do uso da agua (55.4%) e
pela condutancia estomatica (25.4%). Em relacdo aos parametros morfoldgicos 79,2% da
variacdo pode ser explicada, sendo que, 53,9 % foi atribuida a Densidade e comprimento de

raizes e 25.5% a massa seca de raizes.

Palavras-chave: Feijdo Carioca, Déficit hidrico, SNPs, Fisiologia do estresse, Morfologia
radicular.
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3.1. Introducéo

Para conhecer a diversidade genética presente em gendtipos de feijdo comum, e acessar
informacdes que podem ser usadas em programas de melhoramento para obter genotipos com
maior rendimento e adaptados a estresses bioticos e abidticos, estudos usando marcadores
moleculares tém sido descritos na literatura (GUPTA, et al., 2008; CORTES; CHAVARRO:;
BLAIR, 2011; PERSEGUINI et al., 2011; BURT et al., 2015; CICHY et al., 2015; KELLER et
al., 2015; DIAZ et al., 2018). Polimorfismos de um dnico nucleotideo (SNPs) sdao marcadores
ideais para mapeamento genético e acesso a diversidade devido a abundancia e ampla
distribuicdo no genoma (CHAGNE et al., 2007). Um exemplo do quéo informativo pode ser o
uso de SNPs para a genotipagem em feijdo comum, em 188 genoétipos avaliados 6.286 SNPs
foram encontrados, sendo que 43.3% foram encontrados em regides génicas e 56.7% em regides
ndo génicas (VALDISSER etal., 2017). A deteccdo de SNPs em genes relacionados a tolerancia
ao deficit hidrico em feijdo comum, tem fornecido informacdes que podem ser usadas para a
selecdo de gendtipos tolerantes (CORTES et al., 2012; BLAIR; CORTES, 2016; KONZEN et
al., 2019). O uso de marcadores SNPs para acessar a diversidade genética em genotipos de
feijdo Carioca podera fornecer informacdes a respeito da estrutura genética da populacéo.

Entre os estresses abidticos, a seca é a que apresenta maior impacto no crescimento e
produtividade de feijoeiro (RAO et al., 2014). O déficit hidrico afeta a producéo de biomassa
total e rendimento de sementes, a translocacdo de produtos da fotossintese e a divisdo de nimero
de vagens e sementes por planta, e o comprimento e massa seca de raizes (RAMIREZ-
VALLEJO; KELLY, 1998; BEEBE et al., 2013). Durante a fase de florescimento e poés-
florescimento a seca pode levar a reducéo de 60-99% no rendimento (MANJERU et al., 2007;
AMBACHEW et al., 2015). O dano causado, depende da frequéncia, duracao e intensidade do
estresse, bem como, da fase de desenvolvimento da planta (ARRUDA et al., 2018).

A tolerancia ao déficit hidrico em feijdo é complexa e envolve mecanismos de regulacéo
multigénica, que é dependente do ambiente e de caracteristicas morfo-fisioldgicas da planta
(RAMIREZ-VALLEJO; KELLY, 1998). Identificar caracteristicas associadas a tolerancia a
seca, que contribuem para obtencdo de gen6tipos com maior adaptacao se torna essencial para
garantir a produtividade mesmo em condi¢Ges de estresse. Algumas caracteristicas como
antecipacéo da fase reprodutiva, crescimento das raizes em profundidade e melhor particdo de
matéria seca para a producdo de gréos foram observadas em genotipos tolerantes de feijao


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945215300376#!
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(HALL, 2004; BEEBE et al., 2013; RAO et al., 2013; RAO, 2014). Além dessas carateristicas,
outras ligadas ao estado fisioldgico das plantas sob estresse como eficiéncia fotossintética, taxa
de transpiracdo, potencial hidrico e temperatura foliar, contetdo de clorofila e conduténcia
estomatica também foram relacionadas a gendtipos tolerantes (BEEBE et al., 2013).

Diante do exposto, tivemos como objetivo a genotipagem por SNPs em 26 variedades
de feijdo Carioca para compreender um pouco mais a respeito da estrutura da populagdo e
diversidade genética, e também, realizar um “screening’ inicial para identificar os genétipos de

feijdo Carioca com maior tolerancia ao déficit hidrico atraves de analises morfo-fisioldgicas.

3.2. Materiais e Métodos

3.2.1 Sequenciamento via BARCBean6K _3 Beadchip para a deteccédo de SNPs

Vinte e seis genotipos de feijao Carioca (P. vulgaris L.) de uso comercial provenientes
de diferentes cruzamentos (PERSEGUINI et al., 2011), foram selecionados para o
sequenciamento. As amostras de DNA foram extraidas de acordo com o protocolo descrito por
Chomczynski et al. (2018). O sequenciamento foi realizado através da plataforma
BARCBean6K 3 Beadchip que ¢ uma matriz com 5,398 SNPs desenvolvida para estudos com
feijdo comum (SONG et al., 2015). As amostras foram genotipadas na ESALQ, na e Ecomol
que ¢ uma startup especializada em sequenciamento de nova geragcdo. A analise dos alelos,
clusterizagdo e analise multivariada dos dados do sequenciamento foi realizada de acordo com

o protocolo descrito por Konzen et al. (2019).

3.2.2 Material vegetal e condicGes de déficit hidrico do experimento

3.2.2.1 Anélise inicial do perfil de toleréncia ao déficit hidrico

Para determinar o perfil de tolerancia ao déficit hidrico nos diferentes tipos de feijao
Carioca (P. vulgaris L.), foram selecionados treze gendtipos de uso comercial provenientes de
diferentes cruzamentos (Tabela 1) que foram usados em um ensaio de déficit hidrico em maio
de 2015 para um screening inicial. O genotipo Pinto Saltillo da raga Durango, que pertence ao
pool génico mesoamericano com perfil tolerante e os gendtipos BAT477 e SEAS com historico

de melhoramento para a tolerancia ao déficit hidrico foram utilizados no experimento como


https://www.future-science.com/doi/abs/10.2144/97223pf01
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referéncia (ACOSTA-GALLEGOS; WHITE, 1995; SINGH; TERA'N; GUTIERREZ, 2001).

Duas sementes de cada cultivar foram germinadas em tubos de PVVC 90 cm x 10 cm de
acordo com 0 método desenvolvido no CIAT (RAO et al., 2006; POLANIA et al., 2009). Apds
cinco dias apenas uma planta foi mantida por tubo. Os tubos foram preenchidos com uma
camada de 2 cm de brita e substrato constituido de areia e vermiculita (2:1), lavada e esterilizada
em autoclave por 20 minutos a 1 atm. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no
Laboratorio de Biologia celular e molecular do CENA/USP, Piracicaba, SP, Brasil no periodo
entre 10/03/2016 e 27/04/2016, as plantas cresceram sob radiacdo solar natural com oscilacédo
de temperatura de 20°C a 31°C ao longo do dia.

Os experimentos foram constituidos de trés blocos casualizados, com trés repeticdes e
dois tratamentos: (i) controle — condi¢bes normais de irrigacdo, capacidade de campo (Cc) de
80% (sem aplicacdo de estresse); (ii) déficit hidrico — suspensdo da irrigacdo no estadio
fenoldgico V3 (vegetativo) até que a Cc atingisse aproximadamente 30%, considerado déficit
hidrico severo (ROSALES et al., 2012). A escolha do estadio fenoldgico V3 e do periodo de
aplicacdo do estresse foi determinado com base em estudos prévios realizados em nosso
laboratério (BORGES et al., 2012; KONZEN et al., 2019).

Foram feitas duas aplicacdes com solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), uma
aplicacdo sete dias apds a germinacao e a outra aplicacdo sete dias apds a primeira. Uma solucéo
NPK (4-14-8) foi adicionada nas plantas 6 dias apds a Gltima aplicagdo da solucdo de Hoagland.
Durante o ensaio do déficit hidrico, uma interrup¢do gradual da irrigacdo foi conduzida com o
intuito de se aproximar das condicdes encontradas em campo. Passados
21 dias do inicio do experimento, os tubos foram irrigados até a completa saturagdo e apds o
escoamento o peso foi medido, logo em seguida, foi feito o corte da irrigacdo nas plantas que
seriam submetidas ao déficit hidrico, bem como, o monitoramento para manter a Cc a 30% por
15 dias. Apo6s quatro dias do corte da irrigacdo aproximadamente 20 mL de &gua foi adicionada

a superficie dos vasos, seguidos por mais 40 mL decorridos seis, nove, doze e quinze dias.



Tabela 1. Genealogia dos treze genotipos de feijao Carioca (P. vulgaris L.) usados neste estudo

Genotipos Genealogia Origem
Aporé Carioca / México 168 /4/ Carioca /// Porrillo No. 1/ Embrapa
Gentry 21439 // 51052 / Cornell 49-242
BRS-Horizonte EMP 250/4 /A 769 /// A 429/ XAN 252 // Pinto VI Embrapa
114
BRSMG-Talisma Selection involving the following parents: BAT 477, Embrapa
IAPAR 14, FT 84-29, Jalo EEP, A 252, A 77, Ojo de
Liebre, ESAL 645, Pintado, Carioca, ESAL 645, P
85, P 103, H-4, AN910522, ESAL 624, Carioca MG
Carioca Selecdo pelo agricultor (Palmital, SP, Brasil) IAC
IAC Alvorada Pyata / A686 // Maravilha / G2338 // Maravilha / IAC
And277 // L317-1
IAC Carioca 80 SH Carioca / Cornell 49-242 IAC
IAC Carioca N&o encontrada IAC
Imperador
IAC Carioca Tybata L933/ LM30630 IAC
IAPAR 57 Porrillo Sintético / Aeté 1-38 // CENA 83-1/ IAPAR IAPAR
BAC32 /| CENA 83-2 / CENA 83-1
IAPAR 81 Veranic 2 / Tlalnepantla 64 // Jamapa / Tara /// IAPAR
[(Carioca 99 / G.N.Nebraska 1#Sel 27) /I
Sel.Aroana]} /5/ Aroana /// Veranic 2 / Tlalnepantla
64 // Jamapa / Tara /4/ A 259
IPR Juriti BAT93/ 2/ Carioca Sel.99 / Great Northern IAPAR
Nebraska 1 sel#27 / 3/ sel. Aroana/ 4/ A176 / A259
/51711133 / XAN87
IPR Campos Gerais N&o encontrada IAPAR
Pérola Carioca / México 168 / 4 / Carioca /// Porrillo No. 1/ EMBRAPA

Gentry 21439 // 51052 / Cornell 49-242

3.2.3 Parametros fisioldgicos avaliados nas plantas sob o estresse

3.2.3.1 Conteudo relativo de agua

Para determinar o conteddo relativo de 4gua (RWC — Relative Water Content) foi
destacado um foliolo completamente expandido na altura entre o terceiro e quarto n6 de cada
planta. Os foliolos foram coletados das 8 as 10 da manh@ para evitar perdas por
evapotranspiracdo, apos a coleta o peso fresco (Pf) foi medido. Logo em seguida, as folhas
foram submersas em agua deionizada por 5 horas e pesadas exatamente na ordem de coleta para
obter o peso turgido (Pt). Logo depois, as folhas foram para a estufa a 60°C até atingirem peso
constante, o peso seco foi medido para a obtencéo da massa seca (Ps). O RWC foi calculado de
acordo com Barr e Weatherley (1962).
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3.2.3.2 Trocas gasosas e taxa fotossintética

Plantas submetidas ao déficit hidrico e o controle foram analisadas quanto a taxa de
assimilacdo fotossintética (An), a condutancia estomatica (gs), a concentracdo intracelular de
CO- (Ci), a taxa de transpiracéo (E) e o déficit de presséo de vapor na superficie foliar (Vpdl)
usando o equipamento IRGA, modelo LI-6400XT quinze dias apds as plantas atingiram 30%
da Cc. As leituras foram realizadas entre as 11 h da manh& e 12:30 da tarde, a concentracéo
atmosférica de CO2 (Ca) foi de ~390 umol mol™?, a temperatura dentro da casa de vegetacio
estava em torno de 45°C e a temperatura foliar variou ente 32°C e 36°C, umidade ambiente,

radiacdo fotossintetizante ativa (PAR) constante (1000 umols fotons m2s™?).

3.2.3.3 Massa seca de parte aérea e raizes

Para a determinacdo da massa seca da parte aérea e raizes as partes das plantas coletadas
foram separadas e o peso fresco (Pf) foi medido, logo em seguida, colocou-se em sacos de papel
e foram mantidas em estufa ventilada a 60°C até atingirem peso constante para em seguida
medir o peso seco (Ps). O calculo para a determinacdo da massa seca foi: (%) Massa seca =
(Ps/Pf)100.

3.2.3.4 Comprimento radicular

Para o calculo do comprimento radicular, raizes recém-coletadas foram colocadas sobre
papel quadriculado com 1 cm? e fotografadas. Utilizando o software ImageJ versdo 1.49r

(HTTP://imagej.nih.gov/ij) foi determinado o comprimento de cada raiz.

3.2.3.5 Eficiéncia no uso da agua e Eficiéncia da Carboxilacéo

A eficiéncia no uso da &gua foi calculada como a razéo entre a taxa fotossintética (An)
e a taxa de transpiracdo (E) (An/E) (MACHADO et al., 2005). A eficiéncia da carboxilacéo foi
calculada como a razédo entre a taxa fotossintética (An) e a concentragdo interna de CO2(Ci)
(An/Ci) (MELO et al., 2009).


http://imagej.nih.gov/ij
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3.2.4 Andlises estatisticas

Todos os dados foram analisados utilizando o programa JMP — Statistical Discovery™
From SAS versao 10.0.1. As analises oneway ANOVA foram feitas para contrastar os diferentes
parametros em relacdo a diferencas referentes aos blocos, tratamentos, genétipos e a interacéo
tratamento/gendtipo. Médias com valores diferentes entre os tratamentos e/ou gendtipos com
F>0,05, foram submetidas a analise para compara¢do de médias usando o teste Tukey-Kramer
HSD (g=1,9855 a=0,05). O calculo da porcentagem que reflete a diferenga entre déficit hidrico
e o controle foi determinado e o teste de Tukey (p < 0.05) aplicado para constatar se as
diferencas de fato foram significativas.

A analise de coordenadas principais (PCA) foi realizada no software R versdo 3.2.0
usando os pacotes, devtools, dplyr e ggbiplot. As medianas das variaveis foram calculadas e
usadas para criar a matriz de correlacdo da PCA. Os componentes com maior variancia foram
utilizados para a criacdo do biplot, onde foi possivel observar a importancia de cada

componente, bem como a representatividade do mesmo.

3.3. Resultados e Discussao

Para um screening inicial e obtencdo de informacdes sobre a diversidade genética, foram
selecionados 26 gendtipos de feijdo Carioca para este estudo, uma matriz que compreende 5,398
SNPs identificados em feijdo comum foi usada para o sequenciamento dos genotipos. Os SNPs
que foram encontrados em heterozigose nos alelos foram removidos da analise. Em espécies
autdgamas como feijdo que realizam a autofecundacdo a taxa de recombinacéo é baixa em torno
de 5% (RAMALHO; ABREU, 2011). No total
2.251 marcadores SNPs foram identificados e usados para determinar a distancia genética entre
0s genatipos e a estrutura genética da pequena populagdo em estudo.

Em relacédo a distancia genética, os gendtipos de feijdo Carioca foram agrupados em um
unico cluster (Figura 1). Os gendtipos referéncia para tolerancia ao déficit hidrico Pinto Saltillo
e SEAS ficaram em um grupo separado em relagdo aos demais. Para o genétipo Carioca
Original ou Carioca comum (obtido por selecdo natural em campo), foi observada a formacao
de um cluster com os genotipos IAC Carioca 80SH, IPR campos, Caneludo e IAC Imperador o

que sugere que eles sdo mais préximos geneticamente (Figura 1).
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Figura 1. Genotipagem de feijdo Carioca por SNPs usando a plataforma BARCBean6K_3 Beadchip.
Arvore filogenética com a distancia entre os gen6tipos de Carioca analisados.

Na andlise da estrutura genética dos 26 genoétipos usados neste screening inicial,
2.251 SNPs foram identificados e uma subdivisdo com dois grupos distintos foi observada
(Figura 2). Marcadores genéticos SNPs sdo muito informativos e por serem encontrados em
ampla distribuicdo no genoma e apresentarem custo relativamente baixo, varios trabalhos
revelam que esta abordagem vem sendo utilizada para a genotipagem e analise de diversidade
genética em feijdo comum (GAITAN et al., 2008; GALEANO et al., 2009; McCONNELL
et al., 2010; CORTES; CHAVARRO; BLAIR, 2011; SONG et al., 2015; KONZEN et al.,
2019). Atraveés da andlise da estrutura genética populacional de genotipos feijédo Carioca, foi
possivel obsersar que 0s genoétipos sdo geneticamente divergentes e que existe variabilidade

dentro do grupo Carioca (Figura 2).
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O genotipo Carioca Original (24) que foi selecionado a partir de uma mutagdo natural
em campo ficou proximo a genétipos mais antigos obtidos através do melhoramento genético
convencional (IPR Campos, IAC Carioca 80 SH, Pérola, LHII). Em genotipos mais recentes, 0
efeito do melhoramento para a introducao de caracteristicas de interesse tem sido o responsavel

pelo aumento da diversidade genética observada nos genétipos de feijao Carioca (Figura 2).

10)2”)30) 5(1) (1) 9(1) 101 1301y 1501y 17(1)  18(¢1)  21(1)  23(1)  25(1)  27(1

1001 1201 1401 1601 1801 2001 2201)  24{1y  26(1

4 613 am

Figura 2. Analise da estrutura genética dos vinte e seis genétipos de feijdo Carioca usados no estudo.
Legenda: (1) Pinto Saltillo, (2) SEA 5, (3) FEB200, (4) IAC Akutd, (5) IAC Milénio, (6) IAC Tybata,
(7) IAC Votuporanga, (8) IAPAR 57, (9) IAPAR 81, (10) BRS-Talism4, (11) IAC Alvorada, (12) IAC
Imperador, (13) Aporé, (14) Branquinho, (15) SCS Guara, (16) CV-48, (17) BRS-Horizonte, (18)
IAPAR72, (19) Taquari, (20) Carioca-MG, (21) FT-Paulistinha, (22) IPR Campos, (24) Carioca
Original, (25), IAC Carioca 80SH (26) Pérola, (27) LHII.

O déficit hidrico pode ser definido como a disponibilidade de 4gua inadequada para a
planta e pode atingir apenas uma fase do desenvolvimento ou se estender durante todo o seu
ciclo de vida, sendo o principal fator responsavel pela reducdo no crescimento vegetativo e no
rendimento do feijdo comum (BRAY, 1997; ROSALES et al., 2012). Mudancas climéticas a
nivel global tém favorecido condigdes de déficit hidrico severo e diante deste cenério,
identificar a variacdo entre os gendtipos em relacdo aos mecanismos de adaptacdo a seca
utilizando uma abordagem de caracterizacdo genotipica e fenotipica se torna essencial para a
selecdo de genotipos tolerantes (DAI, 2012; BASU et al., 2016).

Neste estudo dos vinte e seis genotipos de feijdo Carioca (P. vulgaris) sequenciados,
treze foram submetidos ao déficit hidrico (Cc de 30%) em condi¢des controladas para
selecionar os que sdo contrastantes para a tolerancia na fase inicial do desenvolvimento (estadio
vegetativo V3), usando como referéncia para tolerancia os genotipos Pinto Saltillo (ACOSTA-
GALLEGOS; WHITE, 1995; BEEBE et al., 2008), BAT477 ¢ SEA 5 (SINGH; TERA'N;
GUTIERREZ, 2001; ACOSTA-DIAZ, 2009). Nas fases iniciais do desenvolvimento do feijao
comum, o déficit hidrico leva a uma série de modificagdes na planta que precisa se adaptar para
manter o crescimento e a sobrevivéncia. Estudos revelaram que quando o déficit hidrico ocorre

no estadio vegetativo, pardmetros relacionados ao crescimento sdo afetados levando a reducao
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no numero de trif6lios e de nos, reducao no comprimento da planta e no rendimento com perdas
de até 70% dependendo do gendétipo, além disso, um grande impacto sobre o nlimero de vagens
e de sementes por planta foi observado (RAMIREZ-VALLEJO; KELLY, 1998; NIELSEN;
NELSON, 1998; BOUTRAA; SANDERS, 2006).

Para avaliar os efeitos do déficit hidrico na fase inicial do desenvolvimento de genotipos
de feijao Carioca, parametros fisioldgicos como a taxa fotossintética (An), a taxa de transpiragao
(E), a condutancia estomatica (gs) € a concentracao interna de CO» foram quantificados. Foi
observada a redug@o 35% na taxa fotossintética em plantas submetidas ao déficit hidrico (10,4
pumol CO2 m? s!') em relagio ao controle (16 umol CO2 m? s
(Tabela 1). A fotossintese ¢ um dos primeiros processos que sdo afetados nas plantas sob o
déficit hidrico e os efeitos podem ser diretos como a diminui¢do na disponibilidade de CO>
causada pelo fechamento dos estomatos, limitando assim, a sua difusdo nas células do mesofilo;
ou indiretos devido a alteragdes no metabolismo fotossintético levando a reducdo na taxa
fotossintética foliar (BERKOWITZ; GIBBS, 1983; CHAVES, 1991; LAWLOR; CORNIC,
2002; FLEXAS et al., 2004). Além da diminuicdo na captagdo de CO; para a fotossintese, o
fechamento parcial ou total dos estdmatos estd associado a reducao na taxa de transpiragao
(ROSALES et al., 2012). Neste experimento, os genotipos de feijdo Carioca sob o déficit
hidrico apresentaram reducdo de 32% na taxa de transpiragdo (4,4 mmol HO m™ s™') quando
comparados com as plantas controle (6,5 mmol H-O m™ s!) (Tabela 1). O genétipo IPR campos
foi 0 que apresentou a maior redugdo na taxa fotossintética (68%) e na taxa de transpiragdo
(70%) sob o déficit hidrico.

Plantas podem adotar um comportamento de protecao contra o déficit hidrico mantendo
o conteudo de 4gua nos tecidos relativamente alto, entre os mecanismos de adaptagdo para a
protecdo estd o fechamento estomético que por um lado evita a perda de agua por
evapotranspiragdo, mas por outro, reduz a absor¢do de CO2 (TAIZ; ZEIGER, 2004; BASU et
al., 2016). Os genotipos de feijao Carioca apresentaram uma redugdo de 54% na condutancia
estomatica nas plantas sob o déficit hidrico (0,12 mol H-O m™ s™') em relacfio as plantas controle
(0,26 mol H,O m™ s!') (Tabela 1). Apesar da reducdo na taxa fotossintética, na taxa de
transpiracdo e na condutancia estomatica ter sido observada em gendtipos de feijado Carioca
submetidos as condi¢des de déficit hidrico, ndo houve diferengas significativas em relagdo a

concentracao interna de CO» entre plantas controle e sob o estresse (dados nao mostrados).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berkowitz%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16662927
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibbs%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16662927
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Tabela 1. Parametros fisiologicos quantificados em genotipos de feijdo carioca e genotipos tolerantes submetidos ao déficit hidrico a capacidade
de campo (Cc) de 30%

An (umol CO2 m? s?) E (mmol H,0 m?2s7?) gs (mol H,O m2s?)
Cc 80% Cc 30% Cc 80% Cc 30% Cc 80% Cc 30%
BATA477 189a 42b 79a 2,3b 0,41a 0,02b
P. Saltillo 16,8 a 8,6b 6,5a 45D 0,20 a 0,14b
SEA5 16,7 a 116b 6,8 a 57b 0,30 a 0,20b
Aporé 152 a 10,3 b 6,0a 45D 0,19a 0,14 b
BRS-Horizonte 18,6 a 13,3b 9,2a 4,7b 0,27 a 0,03 b
BRS-Talisma 17,3 a 10,0b 70a 36b 0,3la 0,13b
Carioquinha 155a 8,3b 7,0a 30b 0,28 a 0,08 b
IAC alvorada 13,7 a 9,8b 58a 30D 0,19a 0,08 b
IAC Cari. 80SH 159a 13,7b 6,3a 44b 0,28 a 0,08 b
IAC imperador 15,6 a 11,2b 53a 49b 0,23 a 0,15b
IAC tybatd 19,6 a 146 Db 9,8a 50b 0,46 a 0,23 b
IAPAR 57 179a 12,3b 78a 45b 0,34 a 0,13b
IAPAR 81 19,4 a 115b 9,7a 4,7b 0,44 a 0,17b
IPR campos 18,2a 5,9 b (-68%)* 6,4 a 2,0 b (-70%)* 0,27 a 0,05b
IPR juriti 176a 132b 45a 30b 0,19a 0,01b
Pérola 16,4 a 9,3b 73a 3,1b 0,18a 0,04 b
Média 16 a 10,4 b (-35%)* 6,5a 4,4 b (-32%)* 0,26 a 0,12 b (-54%)*

Amostragem foi feita em plantas com 15 dias sob déficit hidrico. A, (taxa fotossintética), E (taxa de transpiracao), gs (condutancia estomética) e VpdL (Déficit de pressdo de
vapor liquido).

b yalores com a mesma letra para cada coluna ndo sdo significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey-Kramer HSD (gq*=1,9855 a=0,05), em nivel de 5% de
significancia.

* dados entre parénteses representam a diferenga na porcentagem entre déficit hidrico e o controle, indicando diferengas significativas de acordo com o teste de Tukey
(p <0.05) entre os genotipos.
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O déficit hidrico pode causar redugdo no crescimento em genotipos de feijao comum,
isso reflete no acimulo e no rendimento de biomassa da planta sob o estresse (RAMIREZ-
VALLEJO; KELLY, 1998; FRANCA, 2000; BOUTRAA; SANDERS, 2001; LIZANA et al.,
2006). Com o objetivo de avaliar os efeitos do déficit hidrico no acimulo de biomassa em
genotipos de feijao Carioca sob o déficit hidrico, parametros relacionados ao crescimento como
a massa seca de parte aérea (MSPA), a massa seca de raizes (MSR) e o comprimento radicular
foram determinados (Figura 3). Diferencas significativas entre controle e tratamento (médias
33,6 ge 27,7 g, respectivamente), bem como, diferengas entre os genotipos para MSPA foram
observadas (Tabela 2). Houve reducdo significativa na MSPA para os gendtipos BRS-Talisma
(43%), IAPAR 57 (38%), IAC Alvorada (32%), Aporé e IAC Tybata (30%), Pérola (23%),
Carioquinha (17%) e IPR Campos (1%). Os gendtipos BRS-Horizonte, IAC Carioca 80SH,
IAC Imperador, IAPAR 81 e o IPR Juriti ndo apresentaram diferencas significativas para MSPA
entre controle e tratamento, nesses genotipos o acimulo de biomassa da planta sob o estresse
foi mantido (Tabela 2). Franga et al. (2000), avaliaram o efeito do déficit hidrico em quatro
genotipos de feijado comum e foi constatado que o gendtipo ‘Carioca’ apresentou a melhor
performance de crescimento sob estresse, devido a menor redu¢do de MSPA. Os genotipos
tolerantes BAT477, Pinto Saltillo e SEAS ndo apresentaram redugao significativa na MSPA sob
deéficit hidrico (Tabela 2). Rosales et al. (2012), compararam a taxa de crescimento relativo do
genotipo Pinto Saltillo com um gendtipo considerado suscetivel ao déficit hidrico e observaram

que sob condicdo de déficit hidrico severo o Pinto Saltillo apresentou menor redugdo na MSPA.



Pinto Saltillo Controle Seca SEAS Controle Seca

BAT477 Controle C.Original

Controle

BRSMG-

IAPAR 57 Controle Seca

Talisma

Seca Aporé Controle

Continua....
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IAC Tybata Controle Seca Pérola Controle

Seca BRS- Controle

Horizonte

IAC80 SH Controle Seca Imperador Controle Seca

IPR Juriti Controle

Figura 3. Efeito do déficit hidrico no acimulo de biomassa em gendtipos de feijao Carioca sob
estresse. Céalculo da MSPA, MSR e comprimento radicular em genotipos sob controle (80% de
Cc) e Déficit hidrico (30% de Cc)
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Tabela 2. Parametros relacionados ao crescimento e rendimento de biomassa quantificada em gendtipos de feijdo Carioca e gendtipos tolerantes
submetidos ao déficit hidrico a capacidade de campo (Cc) de 30%

MSPA (9) MSR (Q) Comprimento radicular (cm)
Cc 80% Cc 30% Cc 80% Cc 30% Cc 80% Cc 30%
BAT477 276a 269a 745b 90,1 a (+21%)* 94,4b 149,3 a (+58%)*
P. Saltillo 343a 33,1a 752b 83,6 a (+11%)* 75,3 b 138,4 a (+84%)*
SEA5 28,8a 32,7a 65,1b 75,8 a (+15%)* 165,7 a 1445a
Aporé 38,2a 26,8 b (-30%)* 80,4a 76,1a 1343a 113,8 b (-15%)*
BRS-Horizonte 34,1a 299a 78,0 a 73,4 b (-6%)* 924 b 121,8 a (+32%)*
BRS-Talisma 40,8a 18,8 b (-43%)* 87,2a 80,5 b (-8%)* 1575a 1959 a
Carioquinha 245a 20,4 b (-17%)* 80,3 a 774 a 128,7b 175,2 a (+36%)*
IAC alvorada 310a 20,8 b (-32%)* 84,0a 84,3 a 72,1b 138,8 a (+92%)*
IAC Cari. 80SH 36,2a 28,2a 80,1a 83,5a 136,3 b 172,3 a (+26%)*
IAC imperador 30,1a 299a 80,2 a 75,0 b (-7%)* 201,1b 267,9 a (+33%)*
IAC tybatd 348a 26,6 b (-30%)* 8l,4a 85,7 a 2299a 185,0a
IAPAR 57 46,8a 29,2 b (-38%)* 72,8 a 79,2 a 98,4 b 118,9 a (+21%)*
IAPAR 81 325a 319a 741a 81,6a 209,7 a 111,9 b (-53%)*
IPR campos 3l4a 28,3 b (-1%)* 86,4 a 83,1a 2743 a 210,6 b (-24%)*
IPR juriti 240a 26,4 a 819a 82,8a 91,8b 117,2 a (+28%)*
Pérola 419a 32,2 b (-23%)* 77,2 a 65,1 b (-15%)* 67,9b 137,2 a (+102%)*
Média 336a 27,7b 74,6 a 79,8 a 139,3b 156,1 a

Amostragem foi feita em plantas com 15 dias sob o déficit hidrico. MSPA (Massa Seca de Parte Aérea), MSR (Massa Seca de Raiz).

b yalores com a mesma letra para cada coluna ndo sdo significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey-Kramer HSD (q*=1,9855 =0,05), em nivel de 5% de
significancia.

* dados entre parénteses representam a diferenca na porcentagem entre déficit hidrico e o controle, indicando diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey
(p <0.05) entre os genotipos.
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Em relagdo a MSR, houve redugdo significativa nos genotipos Pérola (15%),
BRS-talisma (8%), IAC Imperador (7%) e BRS-Horizonte (6%). O contrario foi
observado para os genoétipos tolerantes BAT477, Pinto Saltillo e SEAS5 com aumento
significativo de 21%, 11% e 15%, respectivamente (Tabela 2). Na andlise para determinar o
efeito do déficit hidrico em uma cultivar de feijdo comum tolerante ao déficit hidrico,
EMGOPA-201, foi observado um aumento na MSR em plantas submetidas ao déficit hidrico
com Cc de 30% por um periodo de 10 dias (RAMOS et al., 1999). Nao foram observadas
diferencas significativas entre plantas controle e submetidas ao déficit hidrico em relacao a
MSR para os genotipos Apdré, Carioquinha, IAC Alvorada, IAC carioca 80SH,
IAC Tybata, IAPAR 57, IAPAR 81, IPR Campos ¢ IPR Juriti (Tabela 2). Um resultado
semelhante foi observado para o feijdo comum sob déficit hidrico a Cc de 40%
(AMEDE; SCHUBERT, 2003).

Além do fechamento estomatico, outro mecanismo de protecao contra o déficit hidrico
observado em plantas ¢ o aumento do crescimento de raizes em profundidade que melhora a
capacidade de captacdo de dgua do solo, e desse modo, auxilia na manutengao do status hidrico
na planta (BEEBE et al, 2013). Nossos resultados demonstram que o
comprimento radicular variou de forma significativa entre os genotipos de feijdo Carioca,
destacando-se o IPR Campos (274,3 cm) na condicdo controle e o gendtipo IAC Imperador
(267,9 cm) sob déficit hidrico, que apresentaram os maiores valores de comprimento de raizes.
Em contraste, os menores valores de comprimento de raizes foram observados para os gendtipos
IPR  Juriti (91,8 cm) e Pérola (65,1 cm), ambos na condicdo controle
(Tabela 2). Essa variagdo no comprimento de raizes ¢ um indicativo de variabilidade fenotipica
dentro do grupo Carioca, que pode ser investigada para a sele¢ao de plantas tolerantes ao déficit
hidrico com base no sistema radicular. Os gendtipos apresentaram comportamentos diferentes
nas condigoes do experimento. Nos genotipos IAPAR 81,
IPR Campos e Aporé¢ houve reducdo significativa do comprimento radicular sob o déficit
hidrico (53%, 24% e 15%, respectivamente). Por outro lado, um aumento no crescimento das
raizes sob o déficit hidrico foi observado nos genotipos de Carioca, BRS-Horizonte (32%),
Carioquinha (36%), IAC Alvorada (92%), IAC carioca 80SH (26%), IAC Imperador (33%),
IAPAR 57 (21%), IPR Juriti (28%) e Pérola (102%). O mesmo comportamento foi
observado para os gendtipos tolerantes BAT 477 (58%) e Pinto Saltillo (84%). Nao houve
diferenca significativa entre a condi¢do controle e de déficit hidrico para o comprimento de
raizes dos genotipos BRS-Talismd, IAC Tybatd e para o genotipo referéncia SEAS

(Tabela 2). Resultados semelhantes para o comprimento radicular de um genotipo
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de feijao comum submetido ao déficit hidrico a Cc 40% foram relatados, em que
o estresse nao afetou o crescimento das raizes (AMEDE; SCHUBERT, 2003).

O conteudo relativo de agua (RWC) ¢ um parametro que permite descrever o status
hidrico na planta, sendo uma variavel capaz de responder as condigdes ambientais como
temperatura, luz, humidade e agua (KRAMER, 1989; TAIZ; ZEIGER, 2004). E uma
caracteristica com potencial para ser usada para o sreening de plantas tolerantes ao déficit
hidrico em programas de melhoramento (RACHMILEVITCH; DACOSTA; HUANG, 2006).
Para compreender as relagdes hidricas na planta sob o déficit hidrico, o RWC foi determinado,
e a comparagdo entre os genotipos de feijdo Carioca com os de referéncia demonstrou que
houve variacao significativa nas condi¢des do experimento. Redugdes significativas no RWC
foram observadas em plantas submetidas a condicdo de déficit hidrico, destacando-se os
genoétipos Pérola (8%), BRS-talisma (11%), Carioquinha (16%), IAC imperador e IAPAR 57
(ambos 15%) (Tabela 3). Numa comparagdo feita entre um genoétipo tolerante, o Pinto Villa, e
o gendtipo ‘Carioca’ considerado susceptivel ao déficit hidrico foi observada uma redugdo no
RWC de 13% e 21%, respectivamente (MONTALVO-HERNANDEZ, 2008). Os genotipos
tolerantes BAT477, Pinto Saltillo e SEAS apresentaram reduc¢ao significativa do RWC quando
comparamos as plantas sob o déficit hidrico em relagdo as plantas controle (variagao
de 5%-10%) (Tabela 3). Rosales et al. (2012), descreveram que houve a redugdo significativa
no RWC para o genétipo Pinto Saltillo sob déficit hidrico moderado (Cc 50%) e severo
(Cc 25%) quando comparado com plantas controle. Nossos resultados revelaram que nao houve
diferenca significativa para o RWC entre plantas sob déficit hidrico e controle nos genotipos
Aporé, BRS-Horizonte, IAC Alvorada, IAC Carioca 80SH, IAC Tybata, IAPAR 81, IPR
Campos, IPR Juriti e SEA 5. A auséncia de diferenca significativa para o RWC em genotipos
de feijado comum foi descrita na literatura e a justificativa seria de que o RWC pode ser muito
mais influenciado pela condutincia estomatica do que ser uma caracteristica essencial para a
tolerancia ao déficit hidrico (RAMIREZ-VALLEJO; KELLY, 1998).
Nao foram observadas diferengas significativas para o RWC entre controle e tratamento
(79% e 73%, respectivamente) nas condi¢des do experimento.

A eficiéncia no uso da dgua (WUE) pode ser definida como a relacdo entre a taxa
fotossintética ¢ a condutiancia estomatica, o aumento na fotossintese e a redu¢ao na taxa de
transpiracdo melhoram a WUE, e esse processo ¢ essencial para a assimilagao de carbono,
producdo de biomassa e aumento do rendimento sob o estresse (LIZANA et al., 2006;
BLUM, 2010; BASU et al., 2016). Estudos demonstraram que plantas de feijio comum sob o
déficit hidrico apresentaram alta WUE (DE COSTA; LIYANAGE, 1997; GOHARI, 2013).
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Neste trabalho, a WUE foi determinada e ndo foram encontradas diferencgas significativas entre
plantas sob a condic¢ao controle em relacdo as plantas sob o déficit hidrico, e nenhuma diferenga
entre os genodtipos foi observada nas condi¢cdes do experimento (Tabela 3). Resultados
semelhantes foram observados para WUE entre os genétipos de feijao comum G2227,
BRA130583, CIATg690 e BAT477 sob déficit hidrico (FERRAZ et al., 2012).

A eficiéncia na carboxilacdo (Ec) ¢ a razdo entre a taxa fotossintética e a concentracao
interna de CO; (An/Ci) (MACHADO et al., 2005). Em relagao a Ec, diferencas significativas
foram observadas entre controle [0,069 (umol m? s') (umol mol!)'] e déficit hidrico
[0,046 (umol m™ s™!) (umol mol™)!]. Houve reducio significativa na Ec para os gendtipos
Aporé (57%), BRS-Talisma (50%), BRS-Horizonte e IAPAR 57(43%), IAPAR 81 e IPR
Campos (40%), BAT477, IAC Alvorada e IAC Imperador (34%). Nao foram observadas
redugdes significativas na Ec para os gendtipos: Carioquinha, IAC Carioca 80SH, IAC Tybata,
IPR Juriti, Pérola e para os gendtipos tolerantes Pinto Saltillo e SEAS, sob o déficit hidrico
(Tabela 3). Resultados semelhantes foram observados em relacdo a Ec para os genotipos de
feijdo comum G2227, BRA130583, CIATg690 e BAT477 sob o déficit hidrico (FERRAZ et al.,
2012).

De acordo com Rosales et al. (2012), as respostas ao déficit hidrico sdo dependentes da
intensidade do estresse, do gendtipo da planta, do estagio de desenvolvimento entre outros
fatores. A aplicacdo do estresse em genoétipos de feijao Carioca durante a fase vegetativa foi
essencial para a discriminacdo dos geno6tipos com maior tolerancia e susceptibilidade ao déficit
hidrico, sendo que, no que se refere as caracteristicas relacionadas ao sistema radicular, MSR e
comprimento, uma grande variagéo foi encontrada em plantas sob o estresse. White e Castillo
(1992), avaliaram o rendimento e o crescimento de genétipos de feijdo comum sob o déficit
hidrico e concluiram que a variabilidade ¢ muito maior em genétipos selecionados com base
em caracteristicas de raizes do que genotipos selecionados devido a caracteristicas de parte

aérea sob 0 estresse.
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Tabela 3. Conteudo relativo de agua (RWC), Eficiéncia no Uso da 4gua (WUE) e eficiéncia da Carboxilagao (Ec) em gendtipos de feijao Carioca
e gendtipos tolerantes submetidos ao déficit hidrico a capacidade de campo (Cc) de 30%

RWC (%) WUE (umol CO2 mol* H20) Ec [(umol m? s?) (umol mol?)?]
Cc 80% Cc 30% Cc 80% Cc 30% Cc 80% Cc 30%

BAT477 78,3 a 70,0 b (-10%)* 2,3a 4,1a 0,06 a 0,04 b (-34%)*
P. Saltillo 778 a 74,4 b (-5%)* 31a 2,8a 0,08 a 0,05a
SEA5 81,8a 76,3 b (-7%)* 2,7a 20a 0,06 a 0,04 a

Aporé 75,3 a 80,3 a 2,8a 2,0a 0,07 a 0,03 b (-57%)*

BRS-Horizonte 76,9 a 83,3a 24a 28a 0,07 a 0,04 b (-43%)*

BRS-Talisma 77,7 a 69,0 b (-11%)* 2,7a 2,6a 0,08 a 0,04 b (-50%)*
Carioquinha 90,2 a 76,7 b (-16%)* 25a 28a 0,06 a 0,04 a

IAC alvorada 711a 76,6 a 3,1a 30a 0,06 a 0,04 b (-34%)*
IAC Cari. 80SH 80,3 a 76,5 a 30a 24a 0,07 a 0,05a

IAC imperador 65,8 a 55,9 b (-15%)* 3,7a 30a 0,06 a 0,04 b (-34%)*
IAC tybata 755a 69,3 a 19a 22a 0,07 a 0,04 a

IAPAR 57 86,7 a 74,4 b (-15%)* 25a 2,2a 0,07 a 0,04 b (-43%)*

IAPAR 81 65,0 a 65,0 a 24a 21a 0,08 a 0,05 b (-40%)*

IPR campos 69,0 a 63,4 a 21la 29a 0,08 a 0,05 b (-40%)*
IPR juriti 69,1 a 73,7 a 34a 3,2a 0,05a 0,04 a
Pérola 81,8a 75,6 b (-8%)* 23a 2,2a 0,07 a 0,05a

Amostragem foi feita em plantas com 15 dias sob o déficit hidrico. WUE (taxa fotossintética/taxa de transpira¢do), Ec (Taxa fotossintética/concentracdo interna de CO,).

a5 yalores com a mesma letra para cada coluna ndo sdo significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey-Kramer HSD (q*=1,9855 =0,05), em nivel de 5% de
significancia.

* dados entre parénteses representam a diferenca na porcentagem entre déficit hidrico e o controle, indicando diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey
(p <0.05) entre os genotipos.
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Para a andlise estatistica multivariada, a analise de coordenadas principais (PCA) foi
aplicada. Em rela¢dao aos dados fisiologicos de genotipos de Carioca sob estresse, no total
80.8% de variacao pode ser explicada (Figura 4). Em relacdo a coordenada principal 1, 55.4%
da variacao encontrada entre os gendtipos estéd relacionada ao parametro WUE. Em relacao a

coordenada principal 2, 25.4% da variacdo pode ser explicada pela condutincia estomatica

(Figura 4).
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Figura 4. Anélise de coordenadas principais parametros fisiologicos em gendtipos de feijdo Carioca
submetidos ao déficit hidrico

Para entender a correlacdo entre as variaveis do estudo foi feita uma anélise e os dados
estdo dispostos na Figura 5. A maior correlagdo encontrada ocorre ocorreu entre a taxa de

transpiracdo e a condutancia estomatica (R?=0.927).
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Figura 5. Correlagdo entre os pardmetros fisiologicos quantificados em gendtipos de feijdo Carioca sob
déficit hidrico

Em relacdo aos dados morfologicos de gendtipos de Carioca sob estresse, no total 79.2%
de variacdo pode ser explicada (Figura 5). Em relacdo a coordenada principal 1, 53.9% da
variagdo encontrada entre os genotipos esta relacionada ao parametro Densidade e comprimento
de raizes. Em relagdo 4 coordenada principal 2, 25.5% da variagdo pode ser explicada pela

massa seca de raizes (Figura 5).
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Para entender a correlagdo entre as variaveis morfolégicas do estudo foi feita uma
andlise e os dados estdo dispostos na Figura 7. A maior correlacdo encontrada ocorre entre a

densidade de raizes e o comprimento radicular (R?=1).
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Figura 7. Correlacdo entre os parametros morfoldgicos quantificados em genoétipos de feijao Carioca
sob déficit hidrico

3.4. Conclusotes

Através da genotipagem por SNPs foi possivel acessar a diversidade genética nos
gendtipos de feijdo Carioca usados neste estudo. Uma alta diversidade genética foi encontrada,
no entanto, ndo houve separacao de grupos distintos isso pode ter acontecido devido a pequena
quantidade de genotipos sequenciados e ao grau de parentesco préximo entre as amostras.

Em plantas sob o déficit hidrico, ocorre a diminuicdo do RWC e do potencial hidrico na
folha induzindo o fechamento dos estdmatos, que leva a redugdo da concentracdo de CO:
disponivel e consequentemente ao declinio da taxa fotossintética e da WUE, que afetam
diretamente o acimulo de biomassa da planta sob o estresse. Plantas tolerantes ao déficit hidrico
devem combinar um sistema de raizes melhorado, regulagdo estomatica, WUE e balango
hormonal, e desse modo, se proteger dos efeitos negativos causados pelo estresse para manter

0 crescimento e o rendimento de grdos nessas condi¢des (BASU et al., 2016).
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A partir dos dados deste experimento podemos concluir que o déficit hidrico afetou
negativamente o rendimento de biomassa dos gendtipos de feijao Carioca sob o0 estresse sendo
observada uma reducdo na MSPA para 0s genotipos Aporé, BRS-talismd, Carioquinha, 1AC
Alvorada, IAC Tybatd, IAPAR 57, IPR Campos e Pérola. No que se refere as caracteristicas
relacionadas ao sistema radicular, MSR e comprimento, os genétipos de Carioca com maior
sensibilidade ao déficit hidrico em que foi observada reducdo na MSR apesar do aumento no
crescimento das raizes foram o BRS-Talisma, BRS-Horizonte, IAC Imperador e Pérola. Os
gendtipos que apresentaram menor sensibilidade ao déficit hidrico com a manutencéo da MSR
e aumento significativo no crescimento das raizes foram o Carioquinha, IAC Alvorada, IAC
Carioca 80SH e IAPAR 57. Apesar da manutencdo da MSR nos genotipos Aporé, IAPAR 81 e
IPR Campos foram observadas a inibicdo no crescimento das raizes sob o déficit hidrico. Os
gendtipos IAC Carioca 80SH e IPR Juriti foram considerados tolerantes ao déficit hidrico por
apresentarem manutencdo/aumento da biomassa da planta sob o estresse (MSPA e MSR), bem
como, aumento no crescimento de raizes. Os gen6tipos com maior susceptibilidade ao déficit
hidrico foram o BRS-talisma e Pérola, por apresentarem diminui¢do na biomassa da planta sob
0 estresse apesar do aumento no crescimento das raizes.

O experimento conduzido em casa de vegetacao usando a técnica de screening em tubos
de PVC foi de grande importancia para determinar as diferencas fenotipicas na habilidade de
crescimento das raizes entre os gendtipos de feijdo Carioca sob o déficit hidrico, entretanto,
existe a necessidade de estudos complementares em campo para avaliar as caracteristicas
relacionadas a tolerancia a seca para validar os resultados encontrados para a
tolerancia/susceptibilidade dos gendtipos de feijdo Carioca ao estresse.

Usando a analise de coordenadas principais podemos concluir que em relacdo aos dados
fisioldgicos de genotipos de Carioca sob estresse, no total 80.8% de variacdo pode ser
explicada. Em relacdo aos parametros morfoldgicos, 79,2% da variacdo pode ser explicada
sendo que 53,9 % foi atribuida a Densidade e comprimento de raizes e 25.5% a massa seca de

raizes.
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4 ESTUDO 2: Analise do perfil de expressao génica por RT-gPCR em raizes de
feijédo carioca sob déficit hidrico

Resumo

Sob condicdes de déficit hidrico, é necessaria a adaptacdo das plantas para sobrevivéncia e
reproducgdo. AlteracOes a nivel celular e molecular ocorrem pela regulagéo da expressdo de
genes gque sdo responsivos ao estresse. Com o objetivo de entender os mecanismos de resposta
e adaptacdo, treze genes pertencentes a quatro categorias: (i) fatores de transcrigdo, (ii)
transportadores de membrana, (iii) sintese de ABA e (iv) ciclo celular foram quantificados em
raizes de gendtipos de Carioca sob déficit hidrico. Para esta analise, foram selecionados dois
gendtipos de feijao Carioca tolerantes (IAC Imperador e IAC Carioca 80SH) e dois suscetiveis
(IAC Alvorada e Pérola) ao déficit hidrico. A analise de cordenadas principas revelou que para
0 componente principal 1, 61,2% da variacdo pode ser explicada e houve correlacdo com a
WUE. A expressdo génica foi diferenciada entre os genotipos de Carioca suscetiveis e tolerantes
ao déficit hidrico, sendo observado um aumento na expressdao de genes relacionados ao
crescimento e proliferacéo celular (PvCYCD7, PvPSK e PYNAM) em raizes dos gendtipos de

Carioca tolerantes ao déficit hidrico.
Palavras-chave: Phaseolus vulgaris, Carioca, Déficit hidrico, RT-qPCR, Sistema radicular.

4.3  Introducéo

Durante todas as fases do seu ciclo de vida, as plantas (que sdo organismos sésseis)
podem sofrer danos causados por estresses bidticos e abidticos. Os estresses abidticos sdo
caraterizados como déficit de nutrientes, irradiacdo ultravioleta (UV), altas ou baixas
temperaturas, alta salinidade e déficit hidrico (BEEBE, et al., 2008). Devido as mudancas
climaticas, altas temperaturas e baixa precipitacdo de chuvas, estima-se que a seca tem afetado
mais da metade da producéo de feijdo no mundo todo (BEEBE et al., 2013). Com isso, 0 alvo
principal de alguns programas de melhoramento tem sido o desenvolvimento de cultivares
tolerantes ao deficit hidrico (ACOSTA-GALLEGOS; WHITE, 1995; SINGH; TERA'N;
GUTIERREZ, 2001; MIKLAS et al., 2006; ACOSTA-DIAZ, 2009).

A baixa disponibilidade de 4gua na célula para o desempenho de funcGes celulares é a
definicdo de déficit hidrico e os mecanismos de resposta incluem a percepcao, a transducéo dos
sinais de estresse e a adaptacdo, que envolvem a biossintese do acido abscisico (ABA)

simultaneamente a ativacdo da expressdo de genes de efeito maior que regulam a expressao de



69

outros genes em diferentes vias metabolicas e a sintese de proteinas que levam a respostas
fisiologicas, metabdlicas e morfoldgicas essenciais para a sobrevivéncia das plantas (ZHU,
2002; SHINOZAKI, et al., 2003; SEKI et al., 2003; STAIGER; BROWN, 2013).

A resposta ao déficit hidrico a nivel molecular envolve a alteracdo da expressao de genes
que podem ativar vias de sinalizacdo na célula. Em uma andlise de transcriptoma em larga
escala, Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki (2006), classificaram os genes de resposta ao estresse
em dois grupos. O primeiro grupo foi constituido de genes transportadores de membrana (que
controlam o transporte passivo), aquaporinas (transporte de agua), osmoprotetores (acimulo de
solutos compativeis), canais de ions, e enzimas de desintoxicacdo como glutathiona S-
transferase, catalase, superoxido dismutase, ascorbato peroxidase (protecao e estabilizacdo das
estruturas celulares contra a dessecacdo e danos causados por espécies reativas de oxigénio)
(WARD etal., 1994; TAMURA et al., 2003; KLEIN et al., 2004; BARTELS, 2001). O segundo
grupo é composto por genes que apresentam proteinas que modulam a expressao génica através
da transducdo de sinal via fatores de transcricdo, proteinas fosfatases (fosfoesterases e
fosfolipase C, etc), proteinases, calcium dependente protein kinase (CDPKs) e mitogen
activated protein kinase (MAPKS).
A expressdo destas proteinas funcionais € regulada por fatores de transcrigdo especificos que
atuam na regulacdo da expresséo génica (SINGH et al., 2002; ZHU, 2002; SHINOZAKI et al.,
2003; SEKI et al., 2003; HONGHONG et al., 2006).

Alteracbes morfoldgicas podem ser observadas em resposta ao déficit hidrico.
A reducdo da area foliar ocorre devido a diminuicdo na pressdo de turgor e prejudica a
capacidade fotossintética, e consequentemente a producédo de biomassa (BLUM, 1996; BEEBE
etal., 2013).

O aumento no crescimento das raizes é outra adaptacdo morfoldgica identificada em
plantas tolerantes ao déficit hidrico. Um sistema de raizes robusto confere suporte para o
crescimento rapido nos estagios iniciais de crescimento e para a extracdo de &gua em camadas
mais profundas do solo, aumentando a capacidade de captacdo de dgua (CALVACHE et al.,
1997).

A analise do perfil da expressao génica em raizes de feijoeiro sob déficit hidrico revelou
que genes envolvidos na embriogénese, organizacdo do citoesqueleto, proliferacdo celular,
crescimento e diferenciacdo celular, ciclo celular, morfogénese, sintese de hormdnios séo
regulados (ativados e/ reprimidos) em resposta ao déficit hidrico (RECCHIA et al., 2013a3;
RECCHIA et al., 2018).
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No capitulo 1, identificamos que uma das principais respostas de adaptacdo ao déficit
hidrico é o aumento da massa seca e do comprimento radicular. Com base nessas informacdes,
0 objetivo deste trabalho foi analisar o perfil da expressdo génica por RT-gPCR em raizes de

feijdo Carioca submetidas ao déficit hidrico.

4.4 Materiais e Métodos

4.2.1 Material vegetal e condicdes de déficit hidrico do experimento

A partir dos resultados descritos no Capitulo 1, os genotipos IAC alvorada (suscetivel),
Pérola (suscetivel), IAC Carioca 80 SH (tolerante), IAC Imperador (tolerante) e os genotipos
referéncia para a tolerancia ao déficit hidrico (Pinto saltillo e BAT477) foram submetidas as

condicdes de déficit hidrico severo conforme descrito no topico 3.2.2 do Capitulo 1.

4.2.2 Parametros fisiologicos avaliados nas plantas sob o estresse

Todos os parametros fisioldgicos e morfoldgicos foram avaliados conforme a descricao

do item 3.2.3 no capitulo 1.

4.2.3 Extracdo de RNA total e Sintese de cDNA

A extracdo do RNA total a partir de raizes de feijao foi conduzida utilizando o reagente
Trizol® (Life Technologies®) seguindo as instrucdes do fabricante. A qualidade do RNA total
e a concentragdo nas amostras foram determinadas por absorbancia em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 260 a 280 nm, e a integridade foi verificada em gel de agarose 1%
corado com GelRed®. As amostras foram entdo tratadas com DNase 1® (Thermo Scientific)
segundo as instruc@es do fabricante.

A sintese do cDNA por RT-PCR foi realizada utilizando 100 ng de RNA total e o kit
Maxima First Strand cDNA Synthesis® (Thermo Scientific), de acordo com as instrucdes do
fabricante. O programa usado para a reacdo de sintese foi: 10 minutos a 25°C, 15 minutos a
50°C e 5 minutos a 85°C. O produto foi usado diretamente na reagéo para amplificagdo do

fragmento.
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4.2.4 Desenho dos Primers

Onze pares de primers foram desenhados para amplificacdo de 11 transcritos
que sdo induzidos em raizes de feijoeiro sob déficit hidrico (RECCHIA et al., 2013;
MANAVALAN et al., 2015; RECCHIA et al., 2018). Dois genes identificados em soja
GmEXPL1 (LEE et al., 2003) e GmEXP2 (GUO et al., 2011) que estdo envolvidos em expansédo
da parede celular, foram usados para uma busca de sequéncias ortologas e dois pares de primers
correspondentes foram desenhados para amplificacdo em feijdo. No total treze genes foram
amplificados em raizes de feijoeiro na condicdo controle e também sob déficit hidrico (Tabela
4). A temperatura de melting (Tm) dos primers foi igual a 60°C, cada primer possuiu
aproximadamente 20 pb e porcentagem de GC entre 50-60%. Apds o desenho dos primers, com
a ajuda do programa NetPrimer, o préximo passo foi verificar a probabilidade de formacéao de
estruturas secundarias pela interacdo dos iniciadores entre si utilizando-se o programa

Primer3plus.



Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados para RT-qPCR dos 13 genes selecionados neste estudo

Genes selecionados

Forward (5°-3") e Reverse (3°-5")

Nome

Funcéo

Referéncia

Processo
biolégico

Phvul.001G003700.1

Phvul.008G144100.1

Phvul.002G117700.1

Phvul.004G136000

Phvul.002G239100.1

Phvul.007G231800

Phvul.001G029200

Phvul.005G051600

Phvul.007G016600

Phvul.007G138300

Phvul.011G147800

Phvul.011G049900

Phvul.010G015500

F: ATCTGTCACCATAACCGCCAC
R: CCTAACCCCTCCGTGCTTTT-

F:GTGAAGGTGGAGCTTGTGGATAC
R: CACACCCAGCACACTCATCAGT

F: ATGGTGGTTTATGCCCGTTA
R: CAAATGGTCCTCCCTTCTCA

F: ATCTGTCACCATAACCGCCAC
R: CCTAACCCCTCCGTGCTTTT

F: GGCACCACTACTCCAGCATCTC
R: AGTCGCAAATCAGGCATCCA

F: CTGGGAGAGTGACGAGAAGC
R: AGAACCGAATGGCAGGAGTG

F: GACTTCCGAGACCGTGAAACC
R: GTAGCCCGTGTCGTCGAAAA

F:GTGAAGGTGGAGCTTGTGGATAC
R:CACACCCAGCACACTCATCAGT

F: GGCACCACTACTCCAGCATCTC
R: AGTCGCAAATCAGGCATCCA

F: ATCCACACCAGCAAACCCTC
R: ATGACACAAAACCCACCCGA

F: GGAGTGCTGGGACTACAACG
R: TTAGGAGCGGCAAGAGACAC

F: AGCCTCTCCGAACTCCATTTA
R: GCCTTCCTTGCTTGTTCATTCA

F: TCCTGTTGAAGGCATTGGGG
R: GGAGTTGAGTGGCTGGTGAA

Expansina A1l

Beta-expansina A6

Transportador de
membrana

MIP

MYB
MYB 79

PSK

Carotendide
oxigenase

MS
Hspl7
NAM
F-BOX

Ciclina D7

Organizacdo da
parede celular

Protéina
extracelular

Proteina
transportadora de
Auxina
(Aquaporina 3.1)

PvPIP3;1
MYB-LIKE

MYB-LIKE 79
proteina precursora
fitosulfoquinona

Precursor de ABA
PVNCED

Mechanosensitive
ion chanel

Heat-Shock protein

No meristem (NAM)
protein

Cyclin, N-terminal
Domain 7

GmEXP1
Lee et al., 2003

GmEXP2
Guo et al., 2011

Recchia et al., 2013b; Recchia
et al., 2018; Prince et al., 2015

Recchia et al., 2013b;
Recchia et al., 2018

Manavalan et al., 2015
Recchia et al., 2013b;
Recchia et al., 201

Recchia et al., 2013b;
Recchia et al., 2018

Recchia et al., 2013b;
Recchia et al., 2018

Recchia et al., 2013b;
Recchia et al., 2018

Recchia et al., 2013b;
Recchia et al., 2018

Recchia et al., 2013b;
Recchia et al., 2018;

Recchia et al., 2013b;
Recchia et al., 2018

Recchia et al., 2013b;
Recchia et al., 2018

Expanséo da
Parede celular

Expanséo da
Parede celular

Transportador de
membrana

Aquaporina

Fator de
transcricdo

Fator de
transcricdo

Estimula a
proliferacdo celular
Sintese de ABA
Transportador de
Membrana

Fator de
transcricdo

Fator de
transcricdo

Fator de
transcricdo

Ciclo celular
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4.2.5 Analise da expressdo de 13 genes em raizes de feijdo Carioca por RT-gPCR

Quatro gendtipos de feijao Carioca e dois gendtipos referéncia para a tolerancia foram
submetidos ao déficit hidrico severo conforme descrito no topico 4.2.2. Treze genes foram
selecionados para serem quantificados em raizes de feijoeiro e o desenho dos primers foi
descrito no topico 4.2.4. O RNA total foi extraido de amostras de raizes de feijdo sob controle
e deficit hidrico e a sintese de cDNA foi realizada conforme descrito no topico 4.2.3. Apés a
sintese, 1uL de cDNA de cada amostra foi usado na reagdo de RT-qPCR com o kit SYBR®
Green/ROX gPCR Master Mix de acordo com as instrucdes do fabricante. O equipamento usado
para as reacoes foi StepONE Plus™ Real Time PCR System da Applied Biosystems©. As
condigdes da reagdo foram: 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30 s, 72°C
por 30 s com coleta de dados. Para a curva de melting as condic¢@es foram: 95°C por 15 s, 60°C
por 1 min e 95°C por 15 s com coleta de dados a cada incremento de +0,7°C.

Ap0s a corrida, os dados foram exportados do software do equipamento e os valores de
eficiéncia de cada reagdo foram corrigidos no programa LinReg PCR (v.11.0). Ap0s a correcéo,
os dados foram analisados no programa REST 2009 (QIAGEN®) para estimar o valor da
expressao génica relativa entre amostras comparando controle x déficit hidrico em todos os
genotipos avaliados. Dois genes de referéncia ou controles enddgenos, Actina e 0 Unknown,
foram usados como normalizadores internos por apresentarem maior estabilidade de expresséo
em plantas de feijdo sob déficit hidrico (BORGES et al., 2012).

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Analises morfo-fisioldgicas em 4 gendtipos de feijdo Carioca submetidos ao déficit
hidrico

Com os resultados obtidos no capitulo 1, foram selecionados quatro gendtipos de feijao
Carioca com perfis contrastantes para a tolerancia ao déficit hidrico. Os gendtipos IAC
Alvorada e Pérola foram considerados suscetiveis ao déficit hidrico, enquanto que os genotipos
IAC Imperador e IAC Carioca 80 SH foram considerados tolerantes. Os genotipos Pinto Saltillo
e BATA477 tém histérico de melhoramento e foram usados como referéncia para tolerancia
(ACOSTA-GALLEGOS; WHITE, 1995; SINGH; TERA'N; GUTIERREZ, 2001).

Os dados obtidos dos parametros fisiologicos foram usados para a analise estatistica
multivariada de coordenadas principais (Figura 8). Os resultados revelam que para o

componente principal 1, 61.2% da variacdo observada pode ser explicada e esta relacionada a
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eficiéncia no uso da 4gua (WUE). Nao foram observadas diferencas significativas paraa WUE
em plantas na condicéo controle. No entanto, quando as plantas foram submetidas ao déficit
hidrico, a WUE se manteve nos genotipos suscetiveis e aumentou nos genotipos tolerantes. O
aumento na WUE em genotipos de feijao tem sido descrita e ocorre em funcdo da resposta
fisiologica a condi¢do de déficit hidrico (MUNOZ-PEREA et al., 2007; LANNA et al., 2016).
A WUE descreve a relacdo entre a fixacdo de carbono e a perda de agua na planta causada por
causa da abertura dos estdbmatos para a assimilagdo do CO. (BRAMLEY; TURNER,;
SIDDIQUE, 2013).

Para o segundo componente principal, 19,3% da variacdo pode ser explicada e foi
relacionada aos parametros taxa fotossintética, condutancia estomatica e taxa de transpiracéo
(Figura 8). O déficit hidrico reduz a capacidade fotossintética, devido a diminuicéo da area foliar e ao
fechamento estomatico afetando a fixacdo de carbono pelo disturbio da atividade enzimética das
enzimas envolvidas na fotossintese (FAROOQ et al., 2009). Pelos estbmatos ocorre a perda de
agua e a absorcao de COz e o fechamento dos estdmatos € uma das primeiras respostas ao déficit
hidrico que resulta na reducédo de assimilacédo de carbono em favor da fotorrespiracdo (ANJUM
etal., 2011). A diminuicdo da taxa de transpiracao sob déficit hidrico ocorre devido ao declinio
da condutancia estomatica que é controlada pelo aumento de ABA produzido nas raizes de
plantas sob estresse e transportado para as folhas via xilema (LIU et al., 2004). Em relacéo a
linearidade (R?), as maiores correlagdes foram encontradas para a taxa de transpiragdo em
relacdo taxa fotossintética (R?=0,94) e taxa de transpiracdo em relacio a condutancia estomatica
(R?=0,92) (Figura 9).
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Figura 8. Andlise de coordenadas principais dos parametros fisiologicos avaliados nos
genotipos de Carioca sob déficit hidrico
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Figura 9. Correlacdo entre os parametros fisiologicos de plantas de feijdo Carioca submetidas
ao déficit hidrico

Parametros morfoldgicos foram determinados nos genotipos de Carioca tolerantes e
susceptiveis ao déficit hidrico. A andlise estatistica multivariada de coordenadas principais foi
executada, e 0 componente principal 1 foi responsavel por 50.7% da variacdo observada e esta
relacionado a massa seca radicular (Figura 10). Sofi et al. (2008), observaram a reducéo da
profundidade de raizes (14%), da biomassa radicular (29%), do comprimento radicular (35%),
do volume (41%), da porcentagem de vagens (53%) e do peso de vagens (43%) em plantas de
feijdo sob déficit hidrico.

Em relacdo ao componente principal 2, a variacdo observada foi de 26,1% e esta
relacionada ao comprimento e densidade radicular (Figura 10). Berny et al. (2018), relataram o
aumento do crescimento de raizes em profundidade sob condi¢cdes de déficit hidrico, com
plantas de feijao do tipo selvagem com raizes 60% mais profundas do que plantas domesticadas.
Nossos resultados mostram que nos gendtipos tolerantes Pinto saltillo, IAC Carioca 80 SH e
IAC Imperador foram observados o aumento de crescimento de raizes em 36%, 65%, e 30%,
respectivamente. Em relacdo 4 linearidade (R?), a maior correlagdo foi encontrada entre

comprimento e a densidade radicular (R>=1) (Figura 11).
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Figura 10. Analise de coordenadas principais (PCA) dos parametros morfoldgicos avaliados
nos genotipos de Carioca sob déficit hidrico
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Figura 11. Correlacdo entre os parametros morfoldgicos de plantas de feijao Carioca submetidas
ao déficit hidrico

4.3.2 Analise da expressao de 13 genes por RT-qPCR em raizes de feijdo Carioca
submetidos ao déficit hidrico

Além de anéalises morfo-fisioldgicas para os quatro gendétipos de Carioca e os dois
gendtipos referéncia para a tolerancia ao déficit hidrico, foi realizada a analise do perfil da
expressdo de genes que sdo regulados no sistema radicular do feijoeiro sob estresse
(LEE et al., 2003; GUO et al., 2011; RECCHIA et al., 2013; MANAVALAN et al., 2015;
RECCHIA et al., 2018). No total, treze genes distribuidos nas seguintes categorias:
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(i) Fatores de transcricdo, (ii) transportadores de membrana (proteinas transportadoras de
membrana, aquaporinas, etc), (iii) sintese de ABA, e (iv) ciclo celular (proliferacao celular,
expansdo, controle do ciclo) foram quantificados em raizes de feijoeiro.

Em resposta ao déficit hidrico, ocorre a ativacdo de multiplas vias regulatorias na célula
que sdo responsaveis pela adaptacao e sobrevivéncia da planta na condicéo de estresse. As fases
de resposta a nivel molecular incluem a percepcdo, a transducdo do sinal (citoplasma-nucleo),
alteracdo da expressao génica e por fim, mudancas no metabolismo atreladas a aquisicdo de
tolerancia (AGARWAL et al., 2006).

Os fatores de transcricdo (TFs) sdo proteinas que interagem com elementos cis na regido
promotora upstream dos genes alvo na molécula de DNA, e regulam a expressdo génica
downstream de grande parte dos genes em resposta ao déficit hidrico de uma maneira
sincronizada para conferir tolerancia (RASHID et al., 2012; ROYCHOUDHURY; PAUL;
BASU, 2013).

Os fatores de transcricdio MYB, MYB-like 79, Hspl7, NAM e F-box foram
quantificados em raizes de feijdo Carioca tolerantes e suscetiveis ao déficit hidrico. Para o fator
de transcricdo MY B, a expressdo génica foi reprimida nas raizes dos genotipos tolerantes Pinto
Saltillo (Figura 12), BAT477 (Figura 13) e IAC Imperador (Figura 15).
Por outro lado, a expressao do gene MY B foi ativada nos gendtipos IAC Carioca 80SH (Figura
14), IAC Alvorada (Figura 16) e Pérola (Figura 17). Proteinas MY B possuem funcdo conhecida
como um dos ativadores do sistema regulatorio ABA-dependente e sdo sintetizadas apds o
acimulo do ABA enddgeno nas respostas posteriores ao estresse (FUJITA et al., 2005;
VALLIYODAN; NGUYEN, 2006). A analise da funcdo do gene MY B pela superexpressao em
Arabidopsis, AtMYB?2, resultou em um fendtipo com hipersensibilidade ao ABA e houve
aumento da tolerdncia ao estresse osmético em plantas transgénicas (SHINOZAKI,
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; GAO et al., 2011).

Os fatores de transcricdo MY B atuam na regulacdo da expressao de genes envolvidos
no desenvolvimento, crescimento e na funcéo de tipos celulares especificos (raizes, folhas,
estdmatos e flores) e na biossintese de metabolitos (Componentes da parede celular, cuticula,
suberina e flavonoides) (BALDONI et al., 2015). A expressdo do fator de transcrigcéo
MYB-like 79 foi ativada em raizes dos genoétipos Pinto Saltillo (Figura 12), BAT477
(Figura 13), IAC Carioca 80 SH (Figura 14) e IAC Alvorada (Figura 16). Para 0s genotipos
IAC Imperador (Figura 15) e no Pérola foi observada a repressdo da expressdo do gene
MYB-like 79 (Figura 17).
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Outra classe de fatores de transcrigdo envolvidos na adaptacdo de plantas as condicOes
de déficit hidrico, sdo as proteinas Heat Shock (Hsp). As Hsps sdo responsaveis pelo
dobramento, translocacédo e degradacdo de proteinas em processos celulares normais, e sob
condicdes de estresse atuam na estabilizacdo de proteinas e membranas (WANG et al., 2004).
Elas possuem um papel importante na protecdo das plantas com o estresse reestabelecendo a
conformacdo normal da proteina e contribuindo para a homeostase celular. Foi observado um
aumento da expressdo do gene PvHspl7 para os genotipos Pinto Saltillo (Figura 12),
BAT477 (Figura 13) e IAC Alvorada (Figura 16) sob déficit hidrico. Em relacdo aos genotipos
IAC Imperador (Figura 15) e IAC Carioca 80SH (Figura 14), a expressao foi reprimida. N&o
houve amplificacdo do gene PvHspl7 para o genotipo Pérola (Figura 17). Temel et al. (2017),
observaram um aumento da expressdo do gene Hsp17 em plantas de cevada tolerantes ao déficit
hidrico. Nossos dados revelam que a expressdao do gene Hspl7 nos gendtipos de Carioca
tolerantes ao déficit hidrico foi reprimida. No entanto, para os genotipos referéncia para a
tolerancia Pinto Saltillo e BAT477 a expressdo do gene Hspl7 foi ativada.

Uma familia de fatores de transcricdo especifica de plantas chamada NAC é composta
pelos genes NAM, ATAF e CUC que apresentam dominio funcional N-terminal conservado e
foram descritas como proteinas que atuam no desenvolvimento do meristema apical do caule
(SOUER et al., 1996; AINDA et al., 1997), atuam na expansdo celular em érgdos florais
(SABLOWSKI; MEYEROWITZ, 1998) e formacao de raizes laterais (dependente de auxina)
no sistema radicular (XIE et al., 2000). Houve ativacdo da expressdo do gene NAM em raizes
dos gendtipos referéncia para a tolerancia ao déficit hidrico (Figuras 12 e 13). Em relacdo aos
gendtipos IAC Carioca 80 SH e IAC alvorada, foi observado aumento na expressao do gene
NAM Figuras 15 e 16, respectivamente. Para o genétipo IAC imperador a repressao foi nao-
significativa (Figura 14) e para o genotipo Pérola ndo foi detectada a expressdo (Figura 17). Hu
et al. (2006), observaram que a superexpressao do gene SNAC1 (STRESS-RESPONSIVE NAC
1) aumenta de forma significativa a tolerancia ao déficit hidrico reforcando o papel dessa classe
de fatores de transcricdo aquisicao de tolerancia ao estresse.

Proteinas F-box estdo envolvidas em varios aspectos do crescimento das plantas
(VIERSTRA, 2003). Elas apresentam um dominio funcional SCF-like (TIR1) e atuam na
percepcdo e controle de auxina e jasmonato nas plantas (RUEGGER et al., 1998).
As proteinas F-box atuam na degradacdo de reguladores em resposta ao aumento de auxina e
giberilina, bloqueando a acdo de genes que induzem a sintese desses horménios (GRAY et al.,
2001). A expressdo do gene F-box foi ativada em raizes dos genotipos tolerantes Pinto Saltillo
(Figura 12), IAC Imperador (Figura 14) e IAC Carioca 80SH (Figura 15). Para os gendtipos


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867403009681#BIB34
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867403009681#BIB13
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BAT477, IAC Alvorada e Pérola ndo foi detectada a expressdo Figuras 13, 16 e 17,
respectivamente. Sob condi¢fes de estresse osmatico, foi observado um aumento da expressao
do gene PVvFBS1, que codifica para uma proteina F-box, em folhas de feijoeiro
(MALDONADO-CALDERON et al., 2012).

O transporte de auxina € essencial para o crescimento e desenvolvimento normal da
planta. Em pléntulas, a auxina flui em uma Unica direcdo a partir de seus principais locais de
sintese, como meristema apical e as folhas jovens em desenvolvimento indo em direcdo ao
apice das raizes através das células vasculares do parénquima (RASHOTTE et al., 2003).
Do &pice radicular, a auxina é redistribuida para os tecidos periféricos da raiz (OKADA, et al.,
1991). A nivel celular, transportadores de membrana para o influxo e efluxo de auxina séo
responsaveis pelo controle do transporte direcional de auxina (BLAKESLEE, et al., 2005). Foi
possivel observar que houve repressdo da expressdo do gene transportador de auxina (TM) em
raizes de genotipos referéncia para a tolerancia ao déficit hidrico (Figuras 12 e 13) e para o
genodtipo IAC Alvorada sob déficit hidrico (Figura 16). Para 0s gendtipos
IAC Imperador (Figura 14) e Pérola (Figura 17), a expressdo do gene TM foi ativada. Para o
gendtipo IAC Carioca 80SH ndo foi detectada a expressdo do gene TM sob déficit hidrico
(Figura 15). O ABA se acumula rapidamente nas raizes em resposta ao deficit hidrico
(SENGUPTA et al., 2011). Rock e Sun (2005), relataram que pode haver interferéncia entre as
vias de sinalizagdo ABA e auxina para controlar o desenvolvimento radicular. O ABA pode
desempenhar um papel na modulacédo da distribuicdo de auxina na zona de alongamento do
apice da raiz sob estresse hidrico (YAMAGUCHI; SHARP, 2010). O acimulo de ABA modula
0 transporte de auxina no apice da raiz, o que melhora a secrecdo de prétons para manter o
crescimento radicular sob déficit hidrico moderado (XU et al., 2013).

Major intrinsic proteins (MIP), sdo aquaporinas que pertencem a uma superfamilia de
proteinas integrais de membrana com motivos altamente conservados em plantas e
desempenham um papel fundamental no transporte de dgua e pequenas moléculas sem carga
pela membrana plasmatica (LUU; MAUREL, 2013). Regular o transporte de agua é uma
habilidade importante para as plantas que estdo sob déficit hidrico, e 0 movimento de agua
transcelular é controlado pelas aguaporinas presentes nas membranas celulares (CHAUMONT
et al., 2004). A analise da expressdo génica de aquaporinas em arabidopsis sugere que membros
das sub-familias membrane intrinsic protein (PIP) e tonoplast intrinsic protein (TIP) s&o
regulados pelo déficit hidrico (ALEXANDERSSON et al., 2010).


https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/nph.12004#nph12004-bib-0033
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Em plantas de feijdo sob déficit hidrico, foi observado um aumento da expressdo de aquaporinas
tanto em folhas quanto em raizes de gendtipos tolerantes (ARIANI; GEPTS, 2015). Recchia et
al. (2018), observaram um aumento da expressao do gene PvTIP 3;1 em raizes do gendtipo
tolerante BAT477 sob deéficit hidrico. O mesmo resultado foi observado em nosso experimento
(Figura 13). Além do BAT477, houve aumento da expressao do gene PvTIP 3;1 (MIP aqua) em
raizes dos genotipos Pérola (Figura 17) sob déficit hidrico. Para o gendtipo IAC Alvorada a
expressao do gene PVTIP 3;1 foi reprimida sob déficit hidrico (Figura 16). Para os demais
gendtipos avaliados neste estudo, ndo foi detectada a expressdo do gene PvTIP 3;1.

Mechano sensitive Chanel (MS) sdo proteinas transmembrana sensiveis a estimulos
mecanicos, tensdo osmotica ou gravidade e invasdo de patégenos em plantas (BASU;
HASWELL, 2017). Proteinas MS tem sido associadas a protecao contra o estresse osmotico em
plantas e ajudam a manter a homeostase sob condic¢des de déficit hidrico (LEE et al., 2016). A
expresséo do gene MS foi reprimida nos genotipos Pinto Saltillo (Figura 12),
IAC Alvorada (Figura 16) e Pérola (Figura 17) sob déficit hidrico. Para os genotipos BAT477
(Figura 13) e IAC Imperador (Figura 14) a expressdao do gene MS aumentou nas raizes sob
déficit hidrico. Ndo houve amplificacdo deste gene no gendtipo IAC Carioca 80 SH
(Figura 15).

Em resposta ao déficit hidrico ocorre o acimulo de ABA no sistema radicular
(BUCHANAN; GRUISSEN; RUSSELL, 2000). A enzima 9-cis epoxycarotenoid dioxygenase
(NCED) participa de uma re¢do de clivagem de carotenoide dioxigenase para a biossintese de
ABA (IUCHI et al.,, 2001). Plantas transgénicas que expressam o gene NCED
constitutivamente acumularam maiores quantidades de ABA em folhas e sementes em
comparagdo com plantas do tipo selvagem (THOMPSON et al., 2000; IUCHI et al., 2001; QIN;
ZEEVAART, 2002). Além disso, em resposta ao déficit hidrico foi observado que o gene
AtNCED3 é induzido em células do parénquima vascular em Arabidopsis (AKIRA et al., 2008).
Nos genoGtipos tolerantes ao déficit hidrico Pinto Saltillo (Figura 12), BATA477
(Figura 13) e IAC Carioca 80SH (Figura 15) a expressdo do gene NCED (Carotendide
oxigenase) foi reprimida. O aumento da expressdo foi observado para os gendtipos
IAC Imperador (Figura 14), IAC Alvorada (Figura 16) e Pérola (Figura 17).

Em resposta ao déficit hidrico tem sido observado o aumento do crescimento das raizes
em genotipos de feijao tolerantes (KONZEN et al., 2019). Na analise da expresséo de genes por
RNAseq em gendtipos de feijdo sob déficit hidrico foi observada a ativacdo da expressao de
genes  relacionados ao  crescimento e  proliferacho  celular em  raizes
(RECCHIA et al.,, 2018). Com base nessas informagdes, os genes Ciclina D7, PSK
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(Fitosulfocina), Expansina All e Beta-expansina A-6 foram quantificados em raizes de feijéo
Carioca sob déficit hidrico.

A progressao da divisao celular em organismos Eucariotos € dirigida pela atividade de
ciclinas-dependentes kinases (CDKSs). As ciclinas do tipo D (CYCDs) sdo representadas por 10
genes em sete grupos em Arabidopsis, e estes, associados ao CDK do tipo A (CDKA),
sdo responsaveis pela transicdo de células do G1 na fase S do ciclo celular mitético através do
canal canodnico Via relacionada a RETINOBLASTOMA (RBR)-E2F (BONIOTTI;
GUTIERREZ, 2001; GUTIERREZ et al., 2002). CDKA/CYCD quinases fosforilam RBR
modulando a interacdo RBR com fatores de transcri¢do, incluindo aqueles envolvidos em
progresséo do ciclo, como E2Fs (MAGYAR et al., 2012) e promovem a transcricdo de genes
necessarios para a Fase S (KUWABARA,; GRUISSEM, 2014). Foi observado o aumento da
expressao do gene CYCD?7 em resposta ao déficit hidrico tanto nos genotipos referéncia para a
tolerancia ao deficit hidrico quanto para os genétipos de Carioca (Figuras 13-18).

A Fitosulfocina (PSK) pertence a um grupo de peptideos vegetais sulfatados que s&o
bioativados em concentracdes nanomolares e foram classificados como fatores de crescimento
em plantas (MATSUBAYASHI; SAKAGAMI, 1996; AMANO et al., 2007). Em mudas e
Arabidopsis tratadas com PSK, houve aumento no crescimento de raizes em plantas do tipo
selvagem expostas em comparagdo com mudas néo tratadas, sugerindo que o PSK desencadeia
a expansao celular durante o crescimento de 6rgaos na planta (AMANO et al., 2007). Para 0s
gendtipos Pinto Saltillo (Figura 12) e Pérola (Figura 17) o gene PSK foi reprimido nas raizes
em resposta ao déficit hidrico. Foi observada a ativacdo da expressdo do gene PSK em raizes
dos gendtipos BAT477 (Figura 13), IAC Imperador (Figura 14), IAC Carioca 80 SH (Figura
15) e IAC Alvorada (Figura 16).

Para o desenvolvimento radicular em plantas, é necessaria a acdo genes que controlam
caracteristicas morfoldgicas, o crescimento, o desenvolvimento, 0 metabolismo e processos
fisiologicos (UGA et al., 2013; XU et al., 2014). As expasinas sdo proteinas encontradas no
dominio de crescimento da raiz principal e raizes laterais, e elas sdo necessarias para 0O
alongamento radicular (CHOI et al., 2003). O gene expansina de soja GmEXP1 foi ativado
especificamente durante o processo de alongamento da raiz e, portanto, desempenha um papel
importante no desenvolvimento da raiz (LEE et al., 2003). Foi demostrado que a superexpressao
do gene GmEXP1 em plantas tranasgénicas de tabaco, melhorou o alongamento radicular em
resposta a resisténcia a seca (LO et al., 2015). Um gene ortélogo em feijao (Expansina All)
referente ao gene GmEXP1 de soja, foi quantificado em raizes de feijdo sob déficit hidrico. A

expressdo do gene Enpansina All foi ativada nos genotipos BAT477 (Figura 13) e Pérola
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(Figura 17) e reprimida nos genotipos IAC Imprador
(Figura 14) e IAC Alvorada (Figura 16). Para os genoétipos Pinto Saltillo (Figura 12) e
IAC Carioca 80 SH (Figura 15) ndo foi detectada a expressdo deste gene.

Outro gene do grupo das expansinas foi quantificado em raizes de feijao sob déficit
hidrico. O gene GmEXPB2 de soja do grupo B-expansina, foi ativado em resposta a seca e 0
seu mecansimo de acdo esta relacionado ao alongamento radicular para aumento da absor¢ao
de fosforo e mudancas de pressdo osmotica (GUO et al., 2011; ZHOU et al., 2014). O gene
ortologo correspondente em feijdo € a B-expansina A6, e foi observado aumento da expressao
desse gene em raizes dos genotipos tolerantes ao deficit hidrico Pinto Saltillo (Figura 12) e IAC
Imperador (Figura 14). Para os genétipos BAT477 (Figura 13), IAC Alvorada
(Figura 16) e Pérola (Figura 17) a expressao do gene B-expansina A6 foi reprimida. Para o
gendtipo IAC Carioca 80 SH (Figura 15), ndo foi detectada a expresséo deste gene.

O perfil da expressdo génica em raizes de genotipos de feijdo Carioca submetidos ao
déficit hidrico pode ser visualizado na Figura 18. A regulacdo da expressdo génica foi
diferenciada nos gendtipos de Carioca tolerantes e suscetiveis ao déficit hidrico, sendo
observado um aumento da expressao de genes relacionados ao crecimento e proliferacdo nos
gendtipos de Carioca tolerantes.
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Figura 12. Anélise da expresséo relativa por RT-qPCR de 13 genes relacionados a tolerancia a estresses
abidticos em plantas. Expressao diferencial dos genes no genétipo Pinto Saltillo sob déficit hidrico. *
Diferenca estatisticamente significativa p<0,05
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Figura 13. Analise da expressao relativa por RT-qPCR de 13 genes relacionados a tolerancia a estresses
abidticos em plantas. Expressdo diferencial dos genes no genétipo BAT477 sob déficit hidrico. *
Diferenca estatisticamente significativa p<0,05.
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Figura 14. Anélise da expressdo relativa por RT-gPCR de 13 genes relacionados a tolerancia a estresses
abidticos em plantas. Expressdo diferencial dos genes no genotipo IAC Carioca 80 SH sob déficit
hidrico. * Diferenca estatisticamente significativa p<0,05.
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Figura 15. Anélise da expressao relativa por RT-qPCR de 13 genes relacionados a tolerancia a estresses

abidticos em plantas. Expresséao diferencial dos genes no genétipo IAC Imperador sob déficit hidrico. *
Diferenca estatisticamente significativa p<0,05
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Figura 16. Analise da expressao relativa por RT-qPCR de 13 genes relacionados a tolerancia a estresses
abioticos em plantas. Expressdo diferencial dos genes no gendétipo IAC Alvorada sob déficit hidrico. *
Diferenca estatisticamente significativa p<0,05
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Figura 17. Anélise da expressdo relativa por RT-gPCR de 13 genes relacionados a tolerancia a estresses
abioticos em plantas. Expresséo diferencial dos genes no gendtipo Pérola sob déficit hidrico. * Diferenca
estatisticamente significativa p<0,05
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Figura 18. Perfil da expressdo génica em raizes de genoétipos de feijdo Carioca submetidos ao déficit
hidrico

4.4 Conclusodes

Diante da exposicdo a estresses bidticos e abiodticos, € necessario que a planta ative
mecanismos de resposta a nivel celular e molecular. A ativacdo da expressdo de genes em
diferentes vias metabdlicas é fundamental para a aquisicdo de tolerancia. Foi observada
diferencas significativas entre parametros fisiol6gicos e morfoldgicos em genétipos de Carioca
subtidos ao déficit hidrico. Na analise de componentes principais dos parametros fisiol6gicos
em gendtipos de feijdo Carioca, 61,2% da variagdo observada pode ser explicada e esta
relacionada a eficiéncia no uso da agua (WUE). Além disso, nos genotipos tolerantes ao déficit
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hidrico Pinto saltillo, IAC Carioca 80 SH e IAC Imperador foram observados o aumento de
crescimento de raizes em 36%, 65%, e 30%, respectivamente.

Para a analise da expressdo génica em raizes de gendtipos de Carioca sob déficit hidrico,
foram analisados genes em quatro categorias: (i) Fatores de transcri¢do, (ii) Transportadores de
membrana, (iii) Sintese de ABA e (iv) Ciclo celular. A expresséo génica foi diferenciada entre
0s genotipos de Carioca suscetiveis e tolerantes ao déficit hidrico, destacando-se o aumento da
expressao dos genes PvCYCD7, PvPSK e PvNAM nos gendtipos de Carioca tolerantes ao déficit

hidrico.
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