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RESUMO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma das leguminosas mais importantes cultivadas
no Brasil para consumo humano, por ser uma importante fonte de proteina, carboidratos e ricos
em vdarios minerais. Em situagdo de alagamento, a disponibilidade de oxigénio pode
proporcionar uma condi¢do de anoxia ou hipdxia. O presente trabalho tem como objetivo
avaliar o comportamento das cultivares BRSMG-Uai ¢ BRSMG-Majestoso submetidas a
hipoxia em diferentes fases fenologicas analisando as respostas das mesmas em relagcdo ao
crescimento e produgdo, trocas gasosas, metabolismo de carboidratos e assimila¢do de nitrato.
Desta maneira, sementes de feijdo comum foram semeadas ao atingirem o estddio de
desenvolvimento V1 foram transferidas para recipientes contendo quarenta litros de solugao
nutritiva e aeragdo constante. Com o objetivo de avaliar a fase fenoldgica de maior
susceptibilidade do feijoeiro a hipoxia no sistema radicular, lotes distintos de plantas foram
expostos a condicdo de falta de aeracdo em trés diferentes fases fenoldgicas. Apos a aeragdo foi
restaurada e as plantas puderam atingir o final do ciclo produtivo. Foram consideradas as fases
fenoldgicas V3/V4 (surgimento da terceira folha trifoliada), R6 (abertura da primeira flor) e R7
(aparecimento das primeiras vagens). Para tanto, foi retirada a aeragdo da solugdo nutritiva de
determinados recipientes, enquanto outros permaneceram com aeragao para serem usados como
referéncia. Apds 9 dias de hipdxia nas fases fenoldgicas V3/V4, R6 e R7 coletou-se 6 repeticdes
de plantas de cada tratamento para as andlises bioquimicas e de crescimento. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Ambas as cultivares submetidas a baixa
disponibilidade de oxigénio apresentaram reducdo no niimero de graos, sendo em V3/V4 a
maior perda em producdo conferindo maior sensibilidade a hipoxia nesta fase. Diminui¢do nas
trocas gasosas em todas as fases fenoldgicas além da diminui¢do nos teores de pigmentos na
cultivar BRSMG-Uai. Na fase fenologica R7 a cultivar BRSMG-Majestoso apresentou
aumento nos teores de pigmentos. Em contrapartida, ocorreu aumento na concentragdo de
acucares nas folhas de ambas as cultivares devido a diminui¢do da translocacdo desses
fotoassimilados para os drenos (graos e raizes). A cultivar BRSMG-Uai apresentou nas folhas,
aumento no conteudo de peroxido de hidrogénio, enquanto que a cultivar BRSMG-Majestoso
apenas apresentou aumento na fase fenoldogica R6. Ambas as cultivares apresentaram aumento
no conteudo de peroxido de hidrogénio em raizes. A diminuicdo da atividade da enzima SOD
ocorreu nas fases fenologicas V3/V4, R6 e R7 de ambas as cultivares. A atividade da CAT
aumento apenas na cultivar BRSMG-Majestoso em R7. J& a enzima APX, mostrou aumento na
atividade em raiz na cultivar BRSMG-Uai em R6 e na cultivar BRSMG-Majestoso em R7 nas
folhas e raizes. A peroxidagao lipidica da cultivar BRSMG-Uai, mostrou aumento em folhas e
raizes das trés fases fenoldgicas. Na cultivar BRSMG-Majestoso, apenas V3/V4 apresentou
aumento de peroxidacao lipidica nas folhas e raizes. Ambas as cultivares apresentaram aumento
da atividade da enzima Redutase do Nitrato. Conclui-se que a cultivar BRSMG-Uai apresentou
maior sensibilidade a baixa disponibilidade de oxigénio, e a fase fenoldgica V3/V4 é a mais
critica para ambas as cultivares submetidas a hipoxia.

Palavras-chave: Hipoxia. BRSMG-Uai. BRSMG-Majestoso. Fases fenologicas.



ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is one of the most important leguminous grown in Brazil
for human consumption, being an important source of protein, carbohydrates and rich in various
minerals. In flooding situation, the availability of oxygen can provide a condition of anoxia or
hypoxia. The present work aims to evaluate the behavior of BRSMG-Uai and BRSMG-
Majestoso cultivars submitted to hypoxia in different phenological phases, analyzing their
responses in relation to growth and production, gas exchange, carbohydrate metabolismo and
nitrate assimilation. In this way, common bean seeds were sown when they reached the V1
development stage and were transferred to containers containing 40 liters of nutrient solution
and constant aeration. With the objective of evaluating the phenological phase of greater
susceptibility of common bean to hypoxia in the root system, distinct lots of plants were
exposed to a lack of aeration condition in three different phenological phases. After aeration it
was restored and the plants were able to reach the end of the productive cycle. Phenological
phases V3/V4 (appearance of the third trifoliate leaf), R6 (opening of the first flower) and R7
(appearance of the first pods) were considered. In order to do so, the aeration of the nutrient
solution was withdrawn from certain containers, while others were aerated to be used as
reference. After 9 days of hypoxia in the phenological phases V3/V4, R6 and R7 6 plant
replicates of each treatment were collected for the biochemical and growth analyzes. The
experiment was conducted in a completely randomized design. Both cultivars submitted to low
oxygen availability presented a reduction in the number of grains, being in V3/V4 the greatest
loss in production, giving greater sensitivity to hypoxia in this phase. Reduction in gas exchange
in all phenological phases besides the decrease in pigment levels in the cultivar BRSMG-Uai.
In the phenological phase R7 the cultivar BRSMG-Majestoso showed increase in the pigment
contents. On the other hand, there was an increase in the sugar concentration in the leaves of
both cultivars due to the reduced translocation of these photoassimilates to the drains (grains
and roots). The cultivar BRSMG-Uai presented in leaves, increase in the content of hydrogen
peroxide, whereas the cultivar BRSMG-Majestic presented only increase in phenological phase
R6. Both cultivars presented increase in the content of hydrogen peroxide in roots. The decrease
of the SOD enzyme activity occurred in the phenological phases V3/V4, R6 and R7 of both
cultivars. CAT activity increased only in BRSMG-Majestoso cultivar at R7. On the other hand,
the APX enzyme showed increased root activity in the cultivar BRSMG-Uai in R6 and in
BRSMG-Majestoso cultivar R7 in leaves and roots. The lipid peroxidation of the cultivar
BRSMG-Uai showed increase in leaves and roots of the three phenological phases. In the
cultivar BRSMG-Majestic, only V3/V4 presented increase of lipid peroxidation in the leaves
and roots. Both cultivars presented increased activity of the Nitrate Reductase enzyme. It was
concluded that the cultivar BRSMG-Uai presented greater sensitivity to low oxygen
availability, and the phenolic phase V3 / V4 is the most critical for both cultivars submitted to
hypoxia.

Keywords: Hypoxia. BRSMG-Uai. BRSMG-Majestoso. Phenological Phases.
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1 INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € uma cultura de grande importancia na alimentagao da
populagdo brasileira. Além de apresentar um importante papel econdmico-social por ser
cultivado por agricultores familiares. Atualmente a cultura do feijdo vem ganhando cada vez
mais visibilidade entre os grandes produtores de graos do pais.

Estresses abidticos como altas e baixas temperaturas, metais pesados, salinidade e a seca
e o alagamento estdo entre os aspectos que mais afetam a produtividade das culturas
(CHOUDHURY et al., 2013). O excesso de agua no solo ¢ a principal causa da baixa
disponibilidade de oxigénio para o sistema radicular e pode ser provocado por problemas de
drenagem causada por excesso de chuvas ou solos de varzea. A respiragdo aerobica de plantas
e microrganismos sob essa condi¢do reduz ainda mais a concentracdo de oxigénio do solo,
levando este a hipdxia (baixa concentragdo de oxigénio) ou anoxia (auséncia de oxigénio).

A exploracao de solos propensos ao alagamento com espécies de importancia econdmica
depende da identificacdo ndo somente de plantas que possam sobreviver sob condigdes de baixa
disponibilidade de oxigénio do solo, mas que também apresentem eficiente producdo capaz de
trazer retorno econdmico ao produtor. A produtividade das culturas agricolas depende
diretamente de grande aporte de carboidratos até o 6rgdos de interesse, que por sua vez €
dependente de uma eficiente fotossintese. No entanto, o processo fotossintético ¢ afetado de
diferentes maneiras em consequéncia da hipoxia no sistema radicular.

Esta situagdo de baixa disponibilidade de oxigénio no solo devido ao alagamento exige
que a planta recorra a alteragdes bioquimicas e morfoldgicas para garantir sua sobrevivéncia,
mesmo sob condi¢do de economia energética. Para tanto, espera-se que as plantas apresentem
um adequado sistema antioxidante para a protecdo das células contra os danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio formada sob anaerobiose.

Cultivares de feijao (Phaseolus vulgaris) submetidas ao alagamento podem sofrer uma
diminui¢do na produtividade devido as alteragdes fisioldgicas necessarias para garantir a
sobrevivéncia da planta. Sabe-se que os prejuizos causados hipoxia pode variar em fungao dos
estadios fenologicos em que as plantas se encontram no momento da interagdo com o agente
estressor. Quando a hipdxia acontece durante as fases vegetativas podera ocorrer diminui¢ao no
acumulo de biomassa necessaria para o estadio reprodutivo; porém quando ocorre nos estadios
reprodutivos, pode haver encurtamento do periodo de formacao dos botdes florais e diminuicao

na produtividade durante a fase de enchimento de graos. Estas alteragdes metabdlicas, que
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podem resultar em perda de produtividade, sdo consequéncias da dificuldade de manutencao
adequada do metabolismo aerdbico e produgdo de energia suficiente no sistema radicular, uma
vez que falta oxigénio como aceptor final de elétrons. Nesta situacdo a planta inicia uma
aclimatagdo bioquimica anaerobica através da rota fermentativa. Além de expressar proteinas
especificas para a ativagdo da rota anaerobica nas raizes, ocorrem alteracdes nas trocas gasosas
e na geracdo de espécies reativas de oxigénio.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o comportamento das
cultivares de feijoeiro BRSMG-Uai ¢ BRSMG-Majestoso quando submetidas a hipdxia em
diferentes fases fenologicas. Foram avaliadas as respostas em relagdo as trocas gasosas,
metabolismo de carboidratos, metabolismo antioxidante, assimilagdo de nitrato ¢ crescimento

e produgao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O feijao (Phaseolus vulgaris 1.) esta entre os principais alimentos da populagdo
brasileira por ser uma importante fonte de proteinas, carboidratos e ricos em minerais
(CARBONELL et al. 2014). A produtividade média nacional é de 1,58 t ha™!, sendo o consumo
médio per capito de 16 kg habitante! ano! (CONAB, 2018). A produtividade do feijio no
estado de Minas Gerais vem aumentando a cada ano, desta forma o estado tornou-se o maior
produtor de graos secos do Brasil (CONAB, 2018). No entanto, a produgao ainda ¢ instavel ao
longo das safras devido a diversos fatores, como os estresses ambientais (CARBONELL et al.
2014).

No Brasil, o cultivo de feijao ocorre de Norte a Sul, em diferentes épocas e sistemas de
plantio, ocorrendo no sistema solteiro ou consorciado. Além de um importante papel na
alimentac¢do da populagdo brasileira, o feijao ¢ um dos produtos agricolas de maior importancia
econdmico-social, sendo cultivado principalmente na agricultura familiar. A mio de obra
empregada durante o ciclo da cultura, especialmente na época da colheita, que na maioria das
vezes ¢ manual também colabora para essa importancia econdmico-social. O cultivo de feijao
também ¢ realizado por grandes produtores que utilizam tecnologias avangadas, como controle
fitossanitario, colheita mecanizada e irrigagdo (FERREIRA, 2004).

O feijado comum (P. vulgaris) ¢ uma planta anual herbacea, pertencente a familia
Fabaceae, que possui dois tipos de folhas: as simples ou primarias, que sdo opostas, e as folhas
compostas, constituidas de trés foliolos (trifoliadas), com disposi¢do alternada. O caule (haste)
¢ herbaceo, constituido por um eixo principal, formado por uma sucessao de nds e entrenos. As
flores sdo completas e agrupam-se em racemos, que nascem nas axilas das folhas e podem
apresentar coloracdo branca, rosea ou violeta. O desenvolvimento da planta de feijao ¢ dividido
em duas fases: uma fase vegetativa (V), constituida pelas etapas VO, V1, V2, V3/V4 e V4 e
uma fase reprodutiva (R), constituida pelas etapas R5, R6, R7, R8 e R9 (OLIVEIRA, 2018).

As etapas vegetativas do feijao (FIGURA 1) correspondem a germinagdo € emergéncia
(VO); cotilédones ao nivel do solo (V1); folhas primérias expandidas (V2); primeira folha
trifoliada (V3/V4) e terceira folha trifoliada (V4). Ja as etapas reprodutivas sdo: aparecimento
dos primeiros botdes florais (R5); abertura da primeira flor (R6); aparecimento das primeiras
vagens (R7); primeiras vagens cheias (R8) e modificagdo da cor das vagens resultante da

maturidade fisiologica (R9) (OLIVEIRA, 2018).
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Figura 1 - Fases fenologicas de plantas de feijdo.

Fase Vegetativa Fase Reprodutiva

Fonte: OLIVEIRA, 2018.

Os consumidores do Brasil preferem o feijdo comum com grao carioca (bege com faixa
marrom). Desta forma nos ultimos anos foi recomendada uma série de cultivares melhoradas,
fruto de um esfor¢o conjunto da EMBRAPA, institui¢des estaduais de pesquisa, universidades,
cooperativas, empresas privadas e produtores rurais, desenvolvendo novas cultivares com grao
tipo carioca, combinando boa produtividade e resisténcia a estresses e a doengas
(CARBONELL et al., 2014).

Um importante fator de estresse abidtico ¢ o alagamento do solo, que induz grande
limitagdo ao rendimento das culturas. O excesso de agua pode levar a modificagcdes metabolicas
capazes de interferir na arquitetura e produtividade das plantas (IRFAN et al., 2010). Assim, as
mudangas climaticas globais tendem a agravar os problemas relacionados ao alagamento do
solo em um futuro préximo, uma vez que as temperaturas globais do ar vém aumentando desde
1850 (ARNELL; GOSLING 2014). Um dos principais efeitos na variagao da temperatura média
global ¢ a alterag@o nos padrdes de chuva em muitas regides do mundo. Isto acarretard em maior
probabilidade de encharcamento e inundac¢des do solo por conta de eventos extremos de chuvas
(DEBORTOLLI, 2017). Além disso, como alternativa para agricultura comercial, as lavouras de
feijdo passaram a ser irrigadas e quando esta pratica ocorre de forma descontrolada e excessiva,
pode causas o encharcamento dos solos (FERREIRA, 2004).

No Brasil, existem poucos estudos sobre a influéncia do alagamento nas diferentes fases
fenologicas do feijoeiro. Nesta condi¢do de ambiente, os niveis de oxigénio sdo reduzidos,
causando alteragdes fisico quimicas no solo afetando a respiragdo aerdbica das raizes e variagao
na disponibilidade e absor¢ao de nutrientes, refletindo na baixa producao de energia, havendo
desta forma producao de lactato e etanol (VARTAPETIAN; JACKSON, 1997). A reducao da
energia disponivel, afeta o metabolismo, o crescimento e consequentemente a produtividade

vegetal (LIAO; LIN, 2001).
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As plantas sdo capazes de desenvolver mecanismos fisioldgicos, anatomicos e
morfoldgicos responsaveis pela prevencdo do estresse causado pelo alagamento. A exemplo
disso, observa-se modificagdes estruturais nas raizes, que passam a apresentar aerénquimas no
cortex, associado a inibicdo da formagao de pelos radiculares e, entdo, o crescimento. Caso a
condicdo de alagamento seja prolongada, as raizes tornam-se escuras € entram em processo de
necrose. Concomitantemente na parte aérea ¢ possivel observar redu¢do no crescimento,
murcha, clorose e senescéncia foliar junto com a formagao de raizes adventicias e lenticelas no
caule (SILVA, 1984). Essas respostas morfoldgicas ocorrem por causa da redug¢dao na
disponibilidade de oxigénio para as células das raizes e nesta condicdo o ATP produzido nas
células das raizes ¢ proveniente somente da glicdlise (GILL e TUTEJA, 2010).

De acordo com as diferentes respostas das plantas ao excesso de agua, elas podem
tolerar desde horas até dias de estresse (VARTAPETIAN; JACKSON, 1997). Diante desta baixa
disponibilidade de oxigénio, ndo hd manutencdo do metabolismo aerdbico e producdo de
energia suficiente, pela falta de aceptor de elétrons ao final da cadeia de transporte de elétrons.
Desta forma, a planta inicia aclimatagdo bioquimica anaerdbica através da rota fermentativa,
diminuindo a produgdo de ATP e poder redutor resultantes da respiracdo aerdbica. Este
mecanismo busca manter taxas de metabolismo basal para sustentar a sobrevivéncia da planta
sob economia de energia (IRFAN et al., 2010). Estas vias sdo as Unicas fontes de energia para
atender a demanda metabdlica nestas plantas e dependem da expressao de proteinas especificas
de estresse anaerdbico (LIAO; LIN, 2001). Estas proteinas estdo relacionadas, em sua maioria,
com a glicolise e o metabolismo de agucares-fosfato, tais como piruvato descarboxilase,
aldolases, enolases, glicose-6-fosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
sacarose sintase € alcool desidrogenase (SUBBAIAH; SACHS, 2003).

Em condi¢des anaerdbicas, de um modo geral, hd uma potencializacdo da glicolise, uma
vez que esta via produz menos energia (2 ATPs) quando comparada a via aerdbica (38 ATPs).
Este baixo rendimento energético do metabolismo anaerdbico pode ser compensado pela
aceleracdo da glicdlise, conhecido como “efeito Pasteur”, para satisfazer a demanda por ATP
(SUMMER; RATICLIFE; JACKSON, 2000). Em algumas espécies de plantas sob baixas
concentragdes de oxigénio, hd uma eficiente mobilizagdo de polissacarideos de reserva,
principalmente na parte aérea, favorecendo o aumento na taxa glicolitica nos tecidos. Apesar
disso, diversas espécies de plantas diminuem o metabolismo ao nivel minimo, apenas para a
manutengao da sobrevivéncia (VARTAPETIAN, 2006).

A falta do oxigénio como aceptor final de elétrons na mitocondria, inicialmente, reduz

a atividade de enzimas do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos e ativa a rota fermentativa. A primeira
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enzima induzida ¢ a lactato desidrogenase (LDH), que leva a producdo de lactato. Ao se
acumular na célula, o lactato reduz o pH celular. A acidose celular leva a redugdo na formagao
de lactato e, consequentemente ativacdo da piruvato descarboxilase (PDC) e da alcool
desidrogenase (ADH), com producao de etanol. O etanol ¢ menos toxico para a célula por ndo
interferir no pH e sua elevada producdo pode estar relacionada com a tolerancia as baixas
concentragdes de oxigénio (VARTAPETIAN, 2006). Outra via alternativa para regenerar o
NAD" utilizado na via glicolitica é a reagdo de assimilagio de nitrato e sua redugio a nitrito
através da enzima Redutase do Nitrato (RN), principalmente em raiz. O nitrito ¢ entdo
convertido a amonio ¢ este ¢ utilizado na formac¢ao de aminoacidos. O acumulo de aminoacidos
e outros compostos nitrogenados nio afeta do metabolismo (ARAGAO, 2010).

O processo fotossintético pode ser afetado de diversas formas em consequéncia da
hipdxia ou anoxia. Exceto em algumas plantas tolerantes a inundacdo que desenvolveram
mecanismos para manter uma melhor capacidade fotossintética. O alagamento pode influenciar
negativamente o processo de regulacdo estomdtica. Com o fechamento estomatico ocorre
reducdo na difusdo do CO, prejudicando a fase bioquimica da fotossintese, associado a isso
pode ocorrer reducdo nas concentracdes de pigmentos fotossintéticos. A degradacdo e
diminui¢do da sintese de pigmentos fotossintéticos como a clorofila, leva a uma falta de energia
que deveria ser fornecida pela fase fotoquimica da fotossintese. A diminuicao das reacdes nos
cloroplastos, faz com que o fotossistema II (PSII) forneca pouca energia para o Ciclo de Calvin-
Benson.

Outra consequéncia do alagamento ¢ o inicio do estresse oxidativo, que ¢ resultante do
aumento descontrolado de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem ser formadas por
estresse abioticos ou bioticos. EROs sdo radicais livres, ou seja, possuem elétrons
desemparelhados na camada de valéncia e, por isso, sdo altamente reativas. As principais
formas de EROs sdo: - radicais superdxido (Oz7), provenientes da reducdo incompleta do Oz no
metabolismo aerobico; - perdxido de hidrogénio (H20>), intermediario reativo do oxigénio, ¢
perigoso por migrar pela célula e atingir alvos distantes do local de sua formacao, formado pela
dismutac¢do do superdxido e também como subproduto da assimilacdo oxidativa de varias
pontes de carbono e nitrogénio; - € o oxigénio singleto (102), que pode mudar o DNA quando
estda a sua forma excitada (GILL e TUTEJA, 2010). O radical superéxido (O2) ndo pode
atravessar as membranas bioldgicas e ¢ prontamente dismutado a H>O,. Os radicais
hidroperoxila (HO"), formados a partir do superdxido por protonagdo em solucdes aquosas,
podem atravessar as membranas biologicas e subtrair &tomos de hidrogénio de acidos graxos

poliinsaturados e hidroperdxidos de lipideos, iniciando entdo, a auto-oxidacdo de lipideos
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(BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010). Radical hidroxila (OH") ¢ um dos mais reativos das
espécies reativas de oxigénio. Pode ser gerado a partir de O2” ou H>O> na reagdo de Harber-
Weiss. A combinagdo extremamente rapida do OH™ com metais ou outros radicais no proprio
sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Pode reagir potencialmente com todas
as moléculas biologicas como DNA, proteinas e lipideos.

Devido a incapacidade de mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos para eliminar
essas EROs, seu acumulo pode levar a morte celular (VRANOVA et al., 2002). O H,0,
desempenha um papel duplo nas plantas: em baixas concentragdes, atua como uma molécula
envolvida na sinaliza¢do, que desencadeia tolerancia a varios estresses bioticos e abidticos.
Entre os processos induzidos pelo H2O: estdo: fechamento estomatico, expressdo de genes
relacionados a respostas ambientais, formacdo de ligagdes transversais na parede celular e
biogénese dos peroxissomos (GILL e TUTEJA, 2010).

O ion nitrato, que em geral ¢ a principal fonte de nitrogénio, pode passar a ter fungdo
especial, pela possibilidade de ser utilizado como aceptor final de elétrons no citosol,
dependendo de NADH para fazer a redugdo do nitrato para o nitrito. Assim, atividade da
redutase do nitrato pode representar uma maior regeneragdo do poder redutor NAD", ja que a
RN ndo tem agdo competitiva de poder redutor com as enzimas lactato desidrogenase e alcool
desidrogenase, contribuindo, desta forma, para maior intensidade e continuagdo da glicolise
(STEFFENS; STEFFENS-HEINZ; SAUTER, 2013).

Ao se levar em consideracdao a maior producdo de EROs e os prejuizos causados pelas
mesmas, se faz necessario um sistema antioxidante enzimatico e nao-enzimatico eficiente. O
sistema antioxidante enzimatico ¢ composto por enzimas especializadas, como a dismutase do
superoxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT). Enquanto o sistema
antioxidante ndo-enzimatico ¢ formado pelo ascorbato, glutationa e tocoferol. Esses sistemas
atuam na protec¢ao contra danos oxidativos e podem ser controlados pela concentracdo de Oz na
célula. Plantas possuem diversas isoformas de SOD, CAT e APX que podem ter diferentes
fungdes no metabolismo celular e estar localizadas em compartimentos celulares distintos
(BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010; STEFFENS; STEFFENS-HEINZ; SAUTER, 2013).

A SOD ¢ a primeira enzima do sistema antioxidante e representa a primeira linha de
defesa conta EROs, ja que realizada a dismuta¢do dos ions superdxido, com formacao de H>Oo.
Os ions superoxidos sao sintetizados em qualquer compartimento celular onde ocorra transporte
de elétrons, desta forma a SOD se encontra presente em todos os compartimentos celulares

suscetiveis ao estresse oxidativo (CAVALCANTI et al., 2004).
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A CAT ¢ a proteina que catalisa a dismutagdo do H2O2 em agua e oxigénio molecular.
Esta presente nos peroxissomos e glioxissomos (GILL e TUTEJA, 2010). A APX ¢ considerada
a enzima mais importante da eliminagio de H,O no citosol e cloroplasto. E a principal enzima
do ciclo ascorbato-glutationa e utiliza do ascorbato como seu doador de elétrons para reduzir
H>0; em agua. Este ciclo € uma via eficiente para compartimentos celulares onde nio existe
CAT presente, como cloroplastos, mitocondrias, ou ainda no citosol e nos peroxissomos (GILL
e TUTEJA, 2010).

Associados ao sistema antioxidante enzimatico, estdo os antioxidantes ndo enzimaticos,
tais como acido ascorbico, tocoferol, glutationa e compostos fendlicos. O acido ascorbico atua
como doador de elétrons em diversas reacdes enzimaticas e ndo enzimadticas, além de possuir
outras funcdes nas células. O tocoferol ¢ um antioxidante ligado a prote¢do das membranas
celulares e outras fungdes ndo antioxidantes. Os compostos fendlicos sdo compostos
secundarios abundantes em plantas e com estrutura quimica favoravel para sequestrar radicais

livres (BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010).



17

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condugéo do Experimento

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras (UFLA), no
departamento de Biologia, setor de Fisiologia Vegetal do municipio de Lavras-MG localizado
a uma latitude 21° 14' 43 S e a uma longitude 44° 59' 59 O, estando a uma altitude de 919
metros. A condugdo do experimento ocorreu durante os meses de junho a setembro de 2018.
Foram selecionadas sementes de duas cultivares de feijao (Phaseolus vulgaris L.), a BRSMG-
Uai e BRSMG-Majestoso, desenvolvidas pela UFLA em conjunto com a Universidade Federal
de Vicosa (UFV), Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa - Arroz e Feijao
CNPAF) e a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig). A cultivar BRSMG-
Majestoso possui graos do tipo carioca, com habito de crescimento indeterminado, resistente a
mancha angular e ferrugem (ABREU et al. 2007) e a BSRMG-Uai apresenta tipo de grao
carioca, arquitetura ereta, com habito de crescimento indeterminado e ciclo de vida de 80 a 90
dias (RAMALHO et al. 2016). Por ser uma cultivar relativamente nova, ndo ha estudos sobre
os aspectos fisiologicos da cultivar BRSM-Uai sob condi¢gdes ambientais adversas.

Estas foram semeadas em bandejas de germinagdo contendo vermiculita e areia (1:1).
Apo6s 11 dias de semeadura, as plantulas se encontravam no estadio de desenvolvimento V1
(cotilédones ao nivel do solo), foram entdo selecionadas quanto a uniformidade de tamanho e
vigor e transferidas para recipientes de polipropileno contendo 40 litros de solu¢do nutritiva
adaptada (HOAGLANG e ARNON 1950) e aeracdo constante (FIGURA 2). As duas cultivares
de feijao foram colocadas no mesmo recipiente de forma aleatdria (6 plantas de cada cultivar)
em placas de isopor furadas, sendo fixadas pelo colo da planta de modo que apenas o sistema
radicular ficasse em contato com a solugdo nutritiva (SN). A SN foi constituida pelos seguintes
sais para fornecer o macronutrientes: KCI (6,0 mM), NaNOs (6,0 mM), Ca(NO3); (4,0 mM),
NH4H>PO4 (2,0 mM), MgSO4 (1,0 mM) e pelos seguintes sais para os micronutrientes: Fe-
EDTA (40,0 uM), H3BOs3 (12,5 uM), MnSO4 (1,0 uM), ZnSO4 (1,0 uM), CuSO4 (0,25 uM),
H>MoOg4 (0,25 uM).

A fim de evitar o choque osmotico, as plantulas passaram por um periodo de aclimatacao
apos serem transferidas para a SN. A aclimatacao ocorreu da seguinte forma: primeiramente as
plantulas ficaram em contato com a solucao com %4 de forca por 7 dias, em seguida 'z forga por
7 dias e, finalmente, forga completa onde as plantas permaneceram até o final do experimento.
A solugdo nutritiva foi trocada semanalmente e o pH monitorado diariamente, sendo corrigido

pelo uso de HCI 1M ou NaOH 1M para manter pH 6 £ 0,5.
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Ao atingirem fase fenoldgica (FIGURA 2) V3/V4 (surgimento da terceira folha
trifoliada), R6 (abertura da primeira flor) e R7 (aparecimento das primeiras vagens), as plantas
foram submetidas a hipoxia (n=12). Para tanto, foi retirada a aeracdo dos recipientes enquanto
outros permaneceram com aeragao para serem usados como controle. Apds 9 dias de hipoxia
(méximo estresse) nas fases fenologicas V3/V4, R6 e R7 as plantas de cada tratamento (n=6)
foram coletadas e imediatamente colocadas em nitrogénio liquido para posterior andlises
bioquimicas e de crescimento. Apds a coleta das seis repeticdes apds maximo estresse em cada
fase fenoldgica vegetativo, a aeracao das demais plantas submetidas a hipoxia foi reestabelecida
e as outras seis plantas remanescentes foram conduzidas até completar o ciclo de cultivo para
se obter os dados de produtividade de graos.

Para as andlises fisiologicas e bioquimicas, parte do material vegetal foi coletado em N
liquido, separados em raiz e trifolios completamente expandidos, e em seguida armazenado em
ultrafreezer a -80°C. Parte do material vegetal foi armazenado em sacos pardos e levados a
estufa de circulacdo forcada a 65°C até peso constante para determinacdo da biomassa.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com trés
tratamentos e seis repeticdes (duas plantas por repeti¢do). As andlises fisiologicas, bioquimicas
e morfologicas foram realizadas quando as plantas se encontrarem em situagdo de maximo
estresse por hipdxia (apos nove dias sem aeragdo). Todo o material coletado foi devidamente
identificado e armazenado. O oxigénio dissolvido na solugdo nutritiva foi quantificado através
de titulagdo realizada no Laboratorio de Anélise de Agua (Laadeg UFLA) para comprovar que
as plantas se encontravam em situa¢do de hipoxia. Nos recipientes controle o oxigénio
dissolvido foi de 7,6 mg/L™!, enquanto que nos recipientes sem aeracdo por 9 dias foi de 4,9

mg/L.



Figura 2 - Representacao esquematica do periodo experimental.
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Fonte: do autor (2019).
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3.2 Analises biométricas

A altura das plantas e comprimento total da raiz foram mensuradas através do uso de
régua. A altura das plantas foi medida através da medida do coleto das plantas até a gema apical.
O diametro do caule foi medido na altura do coleto com o auxilio de um paquimetro digital
(Modelo Mitutoyo). O numero de folhas foi por contagem direta. A massa seca de parte aérea,
raizes e graos e total foi quantificada apds a secagem do material vegetal em estufa de circulagao
forgada a 65°C até alcancar massa constante. Os valores de massa seca foram obtidos pela
pesagem do material vegetal em balanca digital (modelo Shimadzu). A determinagdo dos
componentes de producdo foi determinada apds a colheita e secagem das vagens, pelo nimero

de graos produzido por planta, peso de graos por planta e peso de cem graos.

3.3 Trocas gasosas

As trocas gasosas foram medidas utilizando-se o analisador de gés por infravermelho
(IRGA - LI-6400XT Portable Photosynthesis System, LI-COR, Lincoln, USA) no foliolo
central dos trifélios mais jovens completamente expandidos. Todas as avaliagdes foram
realizadas em dias claros, entre 9:30 h e 10:30 h. Foram consideradas a fotossintese liquida
(4), concentragdo subestomatica de CO> (Ci), condutancia estomatica (gs) e transpiracao (E).
A radiago fotossinteticamente ativa (PAR) utilizada foi 1200 pmol. m? s (NASCIMENTO et
al., 2016). A média nos trés dias de medi¢des da temperatura foliar foi de 29,6 + 1,9 °C, a
umidade relativa (UR) da camara foi de 49,6 + 7,9 % e a pressao parcial de CO; foi de 420 +

6,9 pmol mol™'.

3.4 Determinacédo de pigmentos fotossintéticos

Para a determinagdo dos teores de clorofila e carotenoides, foram pesados 0,1 gramas
de tecido foliar e colocados em frascos ambar com 10 mL de acetona 80% (v/v). Ap6s 48 horas
realizou-se leituras espectrofotométricas a 646,8 e 663,2 nm, e, para os teores de carotenoides,
foram realizadas leituras a 470 nm, conforme metodologia adaptada de Lichtenthaler e

Buschmann (2001).

3.5 Determinacéo de carboidratos, proteinas e aminoacidos
Os carboidratos foram extraidos da massa seca de folhas e raizes pela homogeneizacao

de 0,2 mg de massa seca moida em moinho do tipo Willey em 5 mL de tampéo fosfato de

20



21

potéssio, 100 mM, pH 7,0, seguido de banho-maria por 30 minutos a 40°C. O homogenato foi
centrifugado a 5.000 g por 10 minutos, coletando-se o sobrenadante.

Para a quantificacdo de acuUcares soluveis totais (AST), foi utilizado o método da
Antrona (DISCHE, 1962) e para os agucares redutores o protocolo descrito por Miller (1959),
por meio do método DNS. Para o amido foi utilizado o protocolo descrito por Zanandrea et al.
(2010) e para sacarose, o protocolo descrito por Van Handel (1968). Para aminoacidos foi
utilizado o protocolo descrito por Yemm, Coccking e Ricketts (1955) pelo método da ninhidrina

e para proteinas utilizou-se o protocolo descrito por Bradford (1976).

3.6 Determinagéo da atividade de enzimas do metabolismo antioxidante

O extrato enzimatico foi obtido pela maceracdo em nitrogénio liquido de 0,2 g de
material fresco de folhas e raizes, as quais foram adicionados 1,5 mL do tampao de extracao
contendo: 375 pL de tampao fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), 15 uL. de EDTA 10 m, 75
pL de acido ascorbico 200 mM, e 1035 pL de dgua. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por
10 minutos a 4 °C e o sobrenadante coletado e armazenado a -20 °C durante o periodo das
andlises. Os sobrenadantes coletados foram utilizados nas analises enzimaticas da dismutase do
superoxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN;
ALBRECHT, 1998).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducéo do
azul de nitrotetrazdlio (NBT), em um meio de incubagdo composto por 100 puL de fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,8, 40 uL de metionina 70 mM, 3ul. de EDTA 10 uM, 15 uL de NBT 1
mM, 2 uL de riboflavina 0,2 mM e 31 uL de dgua. Os tubos com o meio de reagdo e 10 puL de
amostra foram iluminados por 7 minutos, com uma lampada fluorescente de 20 W. Para o
controle, 0 mesmo meio de reacdo sem a amostra foi iluminado. As leituras foram realizadas a
560 nm e o célculo da enzima foi feito com a seguinte equacdo: % de inibicdo = (A560 amostra
com extrato enzimatico — A560 controle sem enzima)/(A560 controle sem enzima). Uma
unidade da SOD corresponde & quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredugéo
do NBT nas condicGes do ensaio (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).

A CAT foi avaliada, segundo Havir e McHale (1987), em que uma aliquota de 5 pL do
extrato enzimatico foi adicionada a 180 pLL do meio de incubagao, contendo 90 uL de fosfato
de potassio 200 mM (pH 7,0), 9 uL de peroxido de hidrogénio 250 mM e 72 pL de agua,

incubado a 28 °C. A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia, a
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240 nmm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido de
hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM* cm™,

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de oxidagdo do
ascorbato a 290 nmm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma aliquota de 3 uL do extrato
enzimatico foi adicionada a 180 pL de tampao de incubagdo, composto por 90 uL de fosfato de
potassio 200 mM (pH 7,0), 9 uL de acido ascérbico 10 mM, 9 pL de peroxido de hidrogénio 2
mM e 63 uL de dgua (NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado

foi 2,8 mM™! cm™.

3.7 Determinacéo do contetido de peroxido de Hidrogénio e malondialdeido

Matéria fresca de folhas e raizes (0,2 mg) foram maceradas em nitrogénio liquido com
polivinil polipirrolidona (PVPP), homogeneizados em 1,5 mL de 4cido tricloroacético (TCA)
0,1% (m/v) e centrifugados a 12.000 g por 15 minutos, a 4 °C. O peroxido de hidrogénio (H20»)
foi determinado medindo-se a absorbancia a 390 nm em um meio de reacao, contendo 45 pL
tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, 45 uL do extrato e 90 puL de iodeto de potassio 1M
(VELIKOVA; YORDANOV; EDREVA, 2000). A quantificacdo foi realizada, com base na
curva padrdo de peréxido de hidrogénio, com concentragdes conhecidas.

A peroxidagao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas
ao 4cido tiobarbitarico, conforme descrito por Buege e Aust (1978). Duzentos miligramas de
folhas foram macerados em nitrogénio liquido, acrescido de 20% de PVPP (m/v) e
homogeneizados em 1,5 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos. Aliquotas (125 pL) do sobrenadante foram adicionadas
ao meio de reacdo, contendo 0,5% (m/v) de acido tiobarbitirico (TBA) e 10% (m/v) de TCA,
incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 minutos. A reagdo foi paralisada por resfriamento
rapido em gelo e as leituras foram determinadas em espectrofotometro, a 535 nm e 600 nm. O
TBA forma complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixa massa molecular, como o
malondialdeido (MDA), produto secundério do processo de peroxidagdo. A concentracdo do
complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equacao: [MDA] = (A535 - A600) / (e.b), em

que: € (coeficiente de extingdo = 1,56 x 107 cm™'); b (comprimento 6tico = 1).

3.8 Determinacéao da atividade da enzima Redutase do Nitrato

Para a realizacdo do ensaio enzima Redutase do Nitrato (RN), o extrato enzimatico foi

obtido a partir da maceracao de 1,0 g de massa fresca de raizes em nitrogénio liquido,
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adicionando 5 mL de tampao de extra¢ao contendo tampao de fosfato de potassio 100 mM (pH
7,5), PMSF 1 mM, EDTA 100 mM, 10% PVPP e DTT 2 mM. O extrato foi centrifugado a
13.000 g por 20 minutos a 4 °C e coletou-se o sobrenadante para a incubagao.

A atividade da RN foi quantificada utilizando protocolo descrito por Berges; Harrison
(1995) com algumas modificagdes. O extrato foi adicionado ao meio de reagdo constituido por
tampao fosfato 0,1 M, pH 7.5, B-NADH 0,2 mM e KNO3 10 mM. A reacao foi iniciada pela
adi¢ao de NADH, ap6s a incubagdo do meio, por 3 minutos, a 30 °C. A oxidagdo do NADH foi
monitorada pelo decréscimo da absorbancia em 340 nm, durante 10 minutos, em intervalos de

1 minuto e a quantificagdo foi feita a partir dos 5 minutos de decaimento.

3.9 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variincia e teste de médias por Scott-Knott (p

<0,05) com o auxilio do software SISVAR®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas analises biométricas em cada fase fenoldgica nove dias apds a
suspensao da aeragdo nas cultivares BRSMG-Uai e BRSMG-Majestoso a fim de determinar o
desempenho de crescimento dessas cultivares em condigdo de baixa disponibilidade de
oxigenio (hipdxia) no sistema radicular.

Com relagdo ao acimulo de massa seca da cultivar BRSMG-Uai verificou-se que nao
houve diferenga entre os tratamentos nas fases fenoldgicas avaliadas (V3/V4/V4, R6 e R7) para
as variaveis massa seca de folha, raiz, caule e massa seca total. Ja para cultivar BRSMG-
Majestoso, a submissdo das plantas a hipéxia ndo interferiu na massa seca de folhas na fase
fenoldgica V3/V4/V4, porém, foram observadas reducdo média de 35% em R6 e R7. Assim
como para cultivar BRSMG-UALI, na cultivar BRSMG-Majestoso a massa seca de caule e raiz

nao foram afetadas pela hipoxia em nenhuma das fases fenologicas avaliadas (TABELA 1).

Tabela 1 - Massa seca de folha, raiz, caule e total das cultivares BRSMG-Uai ¢ BRSMG-
Majestoso submetidas a hipdxia nas fases fenoldgicas V3/V4/V4, R6 e R7.

- . MS Folh MS Raiz M I MS Total
Fase fenoldgica Cultivar  Tratamento S Folha SRa S Caule S Tota

(9 (9 (9 (9
UAI Cc_mtrole 3,82A 1,71 A 1,66 A 7,19A
Hipoxia 2,47 A 1,01 A 1,47 A 4,94A
V3/V4 Majestoso Controle 397 A 1,23 A 1,89 A 7,08A
Hipoxia 329 A 1,13 A 2,00 A 6,42A
UAI antrole 10,41 A 392A 791 A 22,25A
Hipdxia 6,97 A 3,07 A 6,86 A 16,90A
R6 Majestoso Cc_mtlro_le 15,24 A 4,45 A 11,86 A 31,55A
Hipoxia 9,55 B 3,16 A 8,16 A 20,86A
Controle 1791 A 5,07 A 17,64 A 40,61A
UAl Hipoxia 13,73 A 5,05 A 17,71 A 36,49A
R7 . Controle 18,03 A 454 A 16,39 A 38,96A
Majestoso s
Hipoxia 12,03 B 427 A 12,42 A 28,72A

Nota: As letras comparam a cultivar dentro de cada tratamento. Tratamentos com a mesma letra ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: do autor (2019).

Com relagdo a altura das plantas, a cultivar BRSMG-Uai ndo apresentou diferencas
entre os tratamentos nas diferentes fases fenoldgicas avaliadas. Em relagdo ao comprimento da
raiz, os maiores valores foram observados em V3/V4 no controle, ao passo que nao houve
diferenca entre os tratamentos em R6 e R7. Quanto ao diametro caule, os tratamentos nao

diferiram entre si nas fases fenologicas avaliadas. J4 quanto ao nimero de triflios os maiores
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valores foram observados no controle em R7, para as demais fases fenoldgicas ndo houve

diferencas entre os tratamentos (TABELA 2).

Tabela 2 - Altura, comprimento de raiz, didmetro do caule e nimero de trifélios das cultivares
BRSMG-Uai ¢ BRSMG-Majestoso submetidas a hipoxia nas fases fenoldgicas

V3/V4,R6 e R7.
Fase . Altura Comprimento Diametro -
. Cultivar Tratamento . do Caule N° de Trifolios
Fenoldgica (cm) da Raiz (cm)
(mm)
UAI Controle 15,8 Ab 47,3 Aa 6,3 Ab 125 Ac
Hipoxia 13,9 Ab 34,4 Ba 5,2 Ab 9,5Ac
V3/Va Majestoso Controle 21,3 Ab 30,7 Ab 4,5 Ab 9,2 Ab
Hipdxia 27,9 Ab 34,2 Aa 4,7 Ab 10 Ab
UAI Controle 20,4 Ab 41,5 Aa 8,3 Aa 23,2 Ab
Hipdxia 23,1 Ab 38,8 Aa 7,3 Aa 19,3 Ab
R6 Majestoso ant’ro_le 30,5 Ab 41,5 Aa 8,3 Aa 31,3 Aa
Hipdxia 25,2 Ab 37,8 Aa 7,6 Aa 22,8 Ba
Controle 43,0 Aa 45,8 Aa 9,7 Aa 38,0 Aa
UAI Hipdxia 37,2 Aa 45,8 Aa 8,5 Aa 28,5 Ba
R7 . Controle 38,8 Ba 42,2 Aa 8,8 Aa 31,8 Aa
Majestoso s
Hipoxia 50,8 Aa 45,5 Aa 7,3 Aa 29,2 Aa

Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintsculas comparam
a cultivar dentro de cada fase fenologica. Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Fonte: do autor (2019).

A cultivar BRSMG-Majestoso apresentou, sob hipdxia, altura aproximadamente 24%
maior que o controle em R7, enquanto em V3/V4 e R6 ndo se observou diferengas entre os
tratamentos. Em relacdo ao comprimento de raiz e didmetro do caule nao houve diferengas
significativas entre os tratamentos para as fases fenoldgicas avaliadas. Ja para o numero
trifolios, houve reducdo 27% nas plantas submetidas a hipoxia quando comparado ao controle
em R6, ao passo que ndo houve diferencas entre os tratamentos em V3/V4 e R7.

Ao comparar as fases fenologicas, observou-se na cultivar BRSMG-Uai (TABELA 2)
que os maiores valores de altura da planta foram constatados em R7, enquanto que V3/V4 e R6
ndo diferiram significativamente entre si, independente do tratamento. Nao houve diferenga
para o comprimento da raiz entre as fases fenologicas avaliadas. Os menores valores de
diametro do caule foram obtidos em V3/V4 para ambos os tratamentos, ao passo que R6 e R7
nao apresentaram diferencas significativas. Em V3/V4, observou-se os menores valores para o
nimero de trifélios e em R7 os maiores valores, independente do tratamento.

Ja a cultivar BRSMG-Majestoso, apresentou em R7 maior altura da planta tanto no

controle quanto sob hipdxia, enquanto em V3/V4 e R6 ndo houve diferencas significativas entre
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os tratamentos. Os menores valores de comprimento de raiz foram observados no controle em
V3/V4, enquanto em R6 ¢ R7 ndo houve diferenca para essa variavel. O diametro do caule e
numero de trifolios apresentaram os menores valores em V3/V4, ndo diferindo em R6 e
R7independente do tratamento.

A cultivar BRSMG-Uai apresentou reducdo no nuimero de graos por planta (NG;
FIGURA 3a) de aproximadamente 83% em V3/V4 e em média de 65% para R6 e R7 em relagao
ao controle. Com relagdo a massa seca de graos por planta (MSG; FIGURA 3c¢), houve redugao
de 84% em V3/V4 e de aproximadamente 74% em R6 e R7 quando comparados ao controle.
Quanto a massa seca de 100 graos (MSGioo; FIGURA 3e), ndo foram observadas diferencas
significativas entre V3/V4 e controle, apresentando valores médios 16% superiores a R6 ¢ R7
que nao diferiram estatisticamente entre si.

Em relacdo a cultivar BRSM-Majestoso, o0 NG (FIGURA 3b) foi em média 72% menor
em V3/V4 e R7 e de 50% em R6 quando comparados ao controle. Para o MSG (FIGURA 3d)
as fases V3/V4, R6 e R7 ndo diferiram entre si, sendo 79% inferiores ao controle. O MSGioo
(FIGURA 3f) foram aproximadamente 30% menores em R6 e R7 quando comparados ao

controle e V3/V4 que nao diferiram significativamente.
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Figura 3 - Efeito da hipoxia no numero de graos por planta (NG), massa seca de graos por planta
(MSG) e massa seca de 100 graos (MSGuioo) durante as fases fenoldgicas V3/V4, R6
e R7 das cultivares de feijdo BRSMG-Uai e BRSMG-Majestoso. BRSMG-Uai: NG
(a); MSG (c) e MSGio (f). BRSMG-Majestoso: NG (b); MSG (d) e MSGioo (g).
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Nota: Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05) pelo teste Scott-Knott.

Fonte: do autor (2019).

Com imposicao das plantas a hipdxia, as cultivares BRSMG-Uai e BRSMG-Majestoso
apresentaram redugdo na assimilacao de CO; (4; FIGURA 4a e 4b), condutancia estomatica
(gs; FIGURA 4c e 4d), transpiracao (E; FIGURA 4e e 4f) e concentragdo subestomatica de CO>
(Ci; FIGURA 4g e 4h), quando comparados ao controle em todas as fases fenologicas avaliadas.
Em relagdo as fases fenologicas, ndo foram observadas diferencas significativas na A4, gs, E e

Ci para ambos tratamentos e cultivares.
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Figura 4 - Fotossintese liquida (4, a, b), condutancia estomatica (gs, ¢, d), transpiracao (E; e, f)
concentragdo subestomatica de CO: (Ci; g, h) das cultivares BRSMG-Uai e BRSMG-
Majestoso submetidas a hipdxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintisculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.

Fonte: do autor (2019).
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Ao observarmos os teores de pigmentos, vemos uma dindmica muito distinta entre as
cultivares (FIGURA 5). Para a cultivar BRSMG-Uai, os teores de clorofila a ¢ b (FIGURA 5a
e 5¢) foram menores nas plantas submetidas a hipéxia quando comparadas ao controle em todas
as fases fenoldgicas avaliadas. No entanto, sob hipdxia os teores de carotenoides (FIGURA 5e)
apresentaram redugdo de 19% em R6, ao passo que os tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas em V3/V4 e R7. A cultivar BRSMG-Majestoso ndo expressou diferengas em
V3/V4 e R6 para os teores de pigmentos (clorofila a, b e carotenoides). Porém, em R7, sob
condi¢cdes hipoxicas, as plantas apresentaram aumento de 33%, 41% e 74% para os teores de
clorofila a, b e carotenoides, respectivamente (FIGURA 5b, 5d e 51).

Ao comparar as fases fenoldgicas, na cultivar BRSMG-Uai (FIGURA 5) os menores
teores de clorofila @ foram observados em V3/V4, ao passo que R6 ¢ R7 ndo diferiram
significativamente entre si. Sob hipoxia, os maiores teores de clorofila a, foram obtidos em R7,
seguido de V3/V4 e os menores observados em R6 (FIGURA 5a). Para os teores de clorofila
b, ndo houve diferenca entre as fases fenoldgicas avaliadas em ambos tratamentos (FIGURA
5¢). Em relagdo aos teores de carotenoides, no controle nao houve diferengas entre V3/V4, R6
e R7, no entanto, sob hipoxia os menores valores foram observados em V3/V4 e R6, quando
comparados a R7 (FIGURA 5e). Para a cultivar BRSMG-Majestoso (FIGURA 5b), em V3/V4
contatou-se os menores valores para os teores de clorofila a para o controle, quando comparados
a R6 e R7 que ndo diferenciaram entre si. Sob hipdxia os maiores teores de clorofila a foram
encontrados em R7, e os menores em V3/V4 (FIGURA 5b). Para os teores de clorofila b, no
controle os menores teores foram observados em V3/V4 e R7, ao passo que com a submissao
das plantas a hipdxia levou a um aumento gradativo dos teores desse pigmento conforme o
avango da fase fenologica (FIGURA 5d). Os teores de carotenoides no controle apresentaram
menores valores em R7 em relagdo a V3/V4 e R6 que tiveram valores semelhantes, em
contrapartida, sob condi¢gdes hipoxicas, houve um aumento médio de 67% em R7, quando

comparado a V3/V4 e R6 (FIGURA 5f).
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Figura 5 - Teor de Clorofila a (a, b), Clorofila b (c, d) e Carotenoides (e, f) das cultivares
BRSMG-Uai e BRSMG-Majestoso submetidas a hipoxia nos estagios vegetativos
V3/V4,R6 e R7.
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Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintisculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)

pelo teste Scott-Knott.
Fonte: do autor (2019).
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Os teores de amido nas folhas da cultivar BRSMG-Uai aumentaram significativamente
com a submissdo das plantas a hipoxia em todas as fases fenologicas avaliadas (FIGURA 6a).
Na raiz os teores de amido nao apresentaram diferencgas significativas entre os tratamentos nas
fases V3/V4, R6 e R7 (FIGURA 6c¢). Para a cultivar BRSMG-Majestoso, sob hipoxia houve
incremento de 69% dos teores de amido nas folhas em V3/V4, ao passo que nao houve diferenca
significativa entre R6 e R7, quando comparados ao controle (FIGURA 6b). Na raiz, observou-
se um aumento nos teores de amido em V3/V4, enquanto para R6 ¢ R7 houve uma diminuigao
em comparacao ao controle (FIGURA 6d).

Quando comparadas as fases fenologicas, observamos que a cultivar BRSMG-Uai
apresentou maiores teores de amido na folha em R7 independente do tratamento, quando
comparadas a V3/V4 e R6, que ndo diferiram entre si (FIGURA 6a). Nas raizes da cultivar
BRSMG-Uai, os teores de amido foram maiores em R6 nas plantas controle e sob hipdxia, em
relacdo a V3/V4 e R7 que tiveram valores semelhantes (FIGURA 6¢). Para as plantas controle,
os teores de amido das folhas da cultivar BRSMG-Majestoso foram maiores em R6 e R7, ja nas
plantas sob hipdxia, os menores teores foram obtidos em R6 (FIGURA 6b). Nas raizes, ndo
houve diferenga significativa entre as fases fenologicas avaliadas no controle, ao passo que sob
condi¢cdes hipoxicas observou-se aumento médio de 71% na fase V3/V4, quando comparadas

a R6 e R7 que ndo diferiram significativamente (FIGURA 6d).
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Figura 6 - Teor de Amido em folhas (a, b) e raizes (c, d) das cultivares BRSMG-Uai e BRSMG-
Majestoso submetidas a hipdxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintisculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.
Fonte: do autor (2019).

Quando comparados ao controle, os teores de agucares soluveis totais (AST; FIGURA
7) em folhas da cultivar BRSMG-Uai aumentou sob hipoxia, em todas as fases fenoldgicas
avaliadas. Em V3/V4 o aumento foi de 78%, seguido de 56% em R6 e de 28% em R7 (FIGURA
7a). Nas raizes, nao houve diferenca no teor de AST entre os tratamentos em V3/V4, R6 e R7
(FIGURA 7c¢). Nas folhas da cultivar BRSMG-Majestoso, maiores teores de AST foram
observados em V3/V4 e R6, nas plantas submetidas a hipdxia, ao passo que em R7 nao foram
constatadas diferencas entre os tratamentos (FIGURA 7b). Nas raizes, as condigdes hipdxicas
provocaram aumento dos teores de AST em todas as fases fenoldgicas avaliadas, sendo mais
significativo em V3/V4 (80%) (FIGURA 7d).

Comparando as fases fenologicas da cultivar BRSMG-Uai, nas folhas de ambos

tratamentos, R7 apresentou os maiores teores de AST em relacdo a V3/V4 e R6 que nao
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diferenciaram entre si (FIGURA 7a). Porém, para os teores de AST nas raizes, ndo houve
diferenca entre as fases fenologicas avaliadas independente do tratamento, exceto em V3/V4
sob hipoxia que apresentou valores menores quando comparados a R6 ¢ R7 (FIGURA 7c).
Assim como para cultivar BRSMG-Uai, nas folhas da cultivar BRSMG-Majestoso os maiores
teores de AST foram obtidos R7, quando comparados a V3/V4 e R6, tanto no controle quanto
sob hipoxia (FIGURA 7b). Nas raizes, em R6 e R7 o controle apresentou maiores teores de
AST em relagdao a V3/V4. Em contrapartida, os maiores teores de AST foram encontrados em
V3/V4 sob hipodxia, quando comparados a R6 e R7 que tiveram valores semelhantes (FIGURA
7d).

Figura 7 - Teor de acucares soluveis totais em folhas (a, b) e raizes (c, d) das cultivares BRSMG-
Uai e BRSMG-Majestoso submetidas a hipoxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6

e R7.
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Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintisculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.
Fonte: do autor (2019).
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Para os teores de sacarose (FIGURA 8) as folhas da cultivar BRSMG-Uai apresentaram
aumento sob condi¢gdes hipdxicas em todas as fases fenoldgicas avaliadas, sendo de 61% em
V3/V4,47% em R6 e de 25% em R7, quando comparadas ao controle. Para as raizes, nao houve
diferencas entre os tratamentos em V3/V4, R6 e R7 (FIGURA 8c). Comparando as fases
fenoldgicas para cada tratamento, no controle, os teores de sacarose nas folhas da cultivar
BRSMG-Uai foram maiores em R7, quando equiparados a V3/V4 a R6 que nao divergiram
significativamente entre si. Nas plantas submetidas a hipoxia, os maiores teores de sacarose
foram encontrados em R7, seguido de V3/V4 e os menores valores observados em R6 (FIGURA
8a). Nas raizes, os teores de sacarose ndo foram influenciados pela fase fenoldgica (FIGURA
8c). Na cultivar BRSMG-Majestoso, no controle, os teores de sacarose aumentam em média
54% de acordo com o avango da fase fenologica. Sob hipoxia, houve redug@o nos teores de
sacarose em R6 quando comparados a V3/V4 e R7 estatisticamente semelhantes (FIGURA 8b).
Nas raizes, os menores teores de sacarose foram encontrados em V3/V4 para o controle, ao
passo que, nessa mesma fase fenoldgica, em condi¢des hipdxicas, observou-se os maiores
valores, quando comparados a R6 e R7 (FIGURA 8d).

Nas folhas da cultivar BRSMG-Majestoso, os teores de sacarose diferiu apenas em
V3/V4, com maiores valores nas plantas sob hipoxia, superando em 81% o controle (FIGURA
8b). Nas raizes, assim como nas folhas, sob condi¢des hipoxicas, houve um aumento expressivo
dos teores de sacarose em V3/V4 (82%), em contrapartida, em R7 a submissdo das plantas a
hipdxia levou a uma redugdo dos teores de sacarose de 33%, quando comparados ao controle.

Em R6, ndo foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos (FIGURA 8d).
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Figura 8 - Sacarose em folhas (a, b) e raizes (c, d) das cultivares BRSMG-Uai ¢ BRSMG-
Majestoso submetidas a hipdxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintsculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.
Fonte: do autor (2019).

As cultivares BRSMG-Uai e BRSMG-Majestoso apresentaram em condigdes hipoxicas,
aumento nos teores de agucar redutor (AR; FIGURA 9a e 9b) nas folhas, quando comparadas
ao controle. Nas raizes de ambas as cultivares, os teores de AR foram maiores em plantas
submetidas a hipdxia apenas em V3/V4, em R6 e R7 ndo houve diferencas entre os tratamentos
(FIGURA 9c e 9d).

Quando comparadas as fases fenologicas, nas folhas da cultivar BRSMG-Uai os maiores
teores de AR foram encontrados em R7 para ambos os tratamentos, ndo havendo alteragdes
significativas entre V3/V4 e R6 (FIGURA 9a). Nas raizes, os teores de AR ndo diferiram entre
V3/V4,R6 e R7 no controle. Ja sob hipoxia, V3/V4 os teores de AR foram maiores que em R6
e R7 (FIGURA 9c). Na cultivar BRSMG-Majestoso, os menores teores de AR foram



36

observados em V3/V4, enquanto sob condi¢des hipoxicas os maiores teores foram obtidos em
R6 (FIGURA 9b). Nas raizes, os menores teores foram encontrados em V3/V4 para o controle,
enquanto que, nessa mesma fase fenoldgica, sob hipoxia, observou-se os maiores valores,

quando comparados a R6 e R7 (FIGURA 9d).

Figura 9 - Agtcar redutor em folhas (a, b) e raizes (c, d) das cultivares BRSMG-Uai e BRSMG-
Majestoso submetidas a hipdxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maitusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintisculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.

Fonte: do autor (2019).

Os teores de proteinas nas folhas da cultivar BRSMG-Uai (FIGURA 10a) foi
positivamente afetado pela hipoxia nos estagios V3/V4 e R6, que superaram o controle em 39%
e 47%, respectivamente, ao passo que em R7, a baixa disponibilidade de oxigénio levou a

redugdo de 46%. Nas raizes, em R6 constatou-se redugdao de 91% dos teores de proteinas em
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relacdo ao controle, ao passo que nao houve diferencas entre os tratamentos em V3/V4 ¢ R7
(FIGURA 10c¢).

As folhas de BRSMG-Majestoso apresentaram sob hipdxia, aumento dos teores de
proteinas de 35% em V3/V4, no entanto, para R6 ¢ R7 houve reducdo em comparacdo ao
controle (FIGURA 10b). As raizes seguem a mesma tendéncia para os teores de proteinas das
folhas em V3/V4 e R6, com aumento de 66% e 33,5%, respectivamente. Em R7 ndo houve
alteracOes dos teores de proteinas nas raizes em fungao do tratamento (FIGURA 10d).

Ao comparar o controle nas fases fenologicas, nas folhas da cultivar BRSMG-Uai, os
maiores teores de proteinas foram obtidos em R7, seguido de V3/V4 e os menores teores em
R6. Sob hipdxia, ndo houve diferengas significativas para os teores de proteinas entre as fases
fenoldgicas (FIGURA 10a). Nas raizes, os teores de proteinas foram maiores em R6 quando
comparados a V3/V4 e R7 que ndo divergiram entre si. Sob hipdxia, os teores de proteinas ndo
diferem entre as fases fenologicas (FIGURA 10c). Para cultivar BRSMG-Majestoso, no
controle os teores de proteinas foram menores em V3/V4, quando confrontados a R6 e R7. Ja
sob hipdxia, os teores de proteinas ndo apresentaram diferencas significativas para as fases
fenoldgicas avaliadas (FIGURA 10b). Nas raizes, os teores de proteinas do controle seguiram
a mesma tendéncia observada neste 6rgdo para a cultivar BRSMG UAI, porém, com a
submissdo das plantas a hipoxia houve reducdo gradativa conforme o avango das fases

fenologicas (FIGURA 10d).
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Figura 10 - Proteinas em folhas (a, b) e raizes (c, d) das cultivares BRSMG-Uai ¢ BRSMG-
Majestoso submetidas a hipdxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintsculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.
Fonte: do autor (2019).

Os teores de aminoacidos (AA) nas folhas da cultivar BRSMG-Uai, apresentaram sob
hipoxia, diferengas significativas para os tratamentos em V3/V4 e R6, com reducao de 34% e
51%, respectivamente, quando comparadas ao controle. Em R7 ndo foi possivel observar
diferencas significativas entre os tratamentos (FIGURA 11a). Nas raizes houve uma redugao
nos teores de AA de 41% em V3/V4 e 64% em R7 em relagdo ao controle, ao passo que em R6
nao houve diferengas significativas (FIGURA 11c).

As folhas da BRSMG-Majestoso, os teores de AA diminuiram em V3/V4 e R7 nas
plantas submetidas a hipdxia, quando comparadas ao controle, ao passo que em R6 a
disponibilidade de oxigénio, ndo interferiu nesta variavel (FIGURA 11b). Nas raizes, os teores

de AA das plantas submetidas a hipdxia foram menores em R6 e R7, quando comparados ao
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controle, enquanto que em V3/V4 ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos
(FIGURA 114).

Ao compararmos os teores de AA nas diferentes fases fenoldgicas, nas folhas da cultivar
BRSMG-Uai observou-se maiores teores nas plantas controle em R6, superando os valores
obtidos V3/V4 e R7 que foram estatisticamente semelhantes. Sob hipoxia, os teores de AA nao
diferiram entre V3/V4, R6 ¢ R7 (FIGURA 11a). Nas raizes, os maiores teores de AA no
controle, foram encontrados em V3/V4, seguido de R7 e os menores obtidos em R6. Com a
submissao das plantas as condigdes hipdxicas, entre as fases fenologicas, apenas em R7 houve
reducdo dos teores de AA (FIGURA 1l1c¢). Na cultivar BRSMG-Majestoso, o comportamento
das folhas nas fases fenologicas foram semelhantes entre os tratamentos onde, R6 apresentou
maiores teores de AA comparados a V3/V4 e R7 que ndo apresentaram diferencas entre si
(FIGURA 11b). Nas raizes, os teores de AA em R6 superou os valores obtidos em V3/V4 e R7
que ndo diferiram significativamente. Ja sob hipoxia, as fases fenoldgicas R6 e R7 tiverem seus

teores de AA reduzidos quando comparados a V3/V4 (FIGURA 11d).
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Figura 11 - Aminoacidos em folhas (a, b) e raizes (c, d) das cultivares BRSMG-Uai e BRSMG-
Majestoso submetidas a hipdxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintisculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.
Fonte: do autor (2019).

A atividade da enzima catalase (CAT; FIGURA 12a), nas folhas cultivar BRSMG-Uai a
atividade da CAT foi negativamente influenciada pela hipoxia em V3/V4 e R6 quando
comparada ao controle, enquanto em R7, ndo houve diferenga entre os tratamentos. Nas raizes,
o0 a baixa disponibilidade de Oxigénio provocou uma queda na atividade desta enzima de 37%
em V3/V4, 62% em R6 e de 60% em R7 em relagdo ao controle (FIGURA 12c¢).

Nas folhas da cultivar BRSMG-Majestoso, a atividade da CAT teve um aumento
expressivo apenas em R7 (81%), para as demais fases fenolodgicas avaliadas ndo foram
constatadas diferengas entre os tratamentos (FIGURA 12b). Nas raizes, em V3/V4 a atividade
da CAT foi menor em plantas sob hipdxia, quando comparadas ao controle, no entanto, em R6

e R7 ndo houve diferengas significativas (FIGURA 12d).
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Comparando as fases fenoldgicas nas folhas da cultivar BRSMG-Uai, ambos
tratamentos apresentaram comportamento semelhante, onde os maiores valores foram
observados em R7 em relacao a V3/V4 e R6, que nao diferiram entre si (FIGURA 12a). Nas
raizes, a atividade da CAT nao apresentou diferencas entre as fases fenologicas avaliadas no
controle. Ja sob condi¢des hipdxicas a menor atividade foi constatada em R6, em comparagdo
a V3/V4 e R7 (FIGURA 12c). A atividade da CAT nas folhas da cultivar BRSMG-Majestoso
em R7 foi em média 64% menor do que a observada em V3/V4 e R6 para o controle, no entanto,
sob hipoxia a atividade da CAT nesta mesma fase fenoldgica, apresentou valores 33% maiores
que em V3/V4 e R6 (FIGURA 12b). Nas raizes, os menores valores de atividade da CAT, foram
obtidos em R7 quando comparadas a V3/V4 ¢ R6 que apresentaram valores semelhantes. Sob

hipéxia ndo houve diferengas para atividade da CAT entre as fases fenoldgicas avaliadas

(FIGURA 12d).
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Figura 12 - Atividade da enzima catalase em folha (a, b) e raizes (c, d) das cultivares BRSMG-
Uai e BRSMG-Majestoso submetidas a hipdxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6

e R7.
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Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintsculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.
Fonte: do autor (2019).

Para atividade da enzima dismutase do superoxido (SOD; FIGURA 13), nas folhas da
cultivar BRSMG-Uai (FIGURA 13a), a baixa disponibilidade de Oxigénio levou a reducao da
atividade apenas em V3/V4, para as demais fases fenoldgicas ndo houve diferengas
significativas entre os tratamentos. Nas raizes (FIGURA 13c), sob hipoxia observou-se
diminui¢do na atividade da SOD em V3/V4 e R7, ao passo que ndo foram constatadas
diferencgas em R6.

Na cultivar BRSMG-Majestoso, o tratamento ndo afetou a atividade da SOD nas folhas,
independentemente da fase fenoldgica (FIGURA 13b). Nas raizes, a atividade da SOD foi
menor em condi¢des hipoxicas em todas as fases fenologicas (FIGURA 13d).

Observou-se que, em relacdo as fases fenologicas avaliadas, a cultivar BRSMG-Uai,

apresentou nas folhas do controle, maior atividade da SOD em R7 enquanto em V3/V4 e R6
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ndo houve diferencas significativas. Ja nos tratamentos submetidos a hipoxia, V3/V4
apresentou menores € R7 os maiores valores para a atividade desta enzima (FIGURA 13a). Nas
raizes, a atividade da SOD apresentou diferencas entre as fases fenoldgicas avaliadas no
controle, sendo que R7 apresentou maiores e R6 menores valores para a atividade da enzima.
J& sob condicdes hipdxicas a maior atividade foi constatada em R7, em comparagdo a V3/V4 e
R6 (FIGURA 13c¢). A cultivar BRSMG-Majestoso também apresentou nas folhas do controle
maiores valores de atividade da SOD em R7, quando comparadas a V3/V4 ¢ R6 que nao
diferiram entre si (FIGURA 13b). Nas raizes a atividade da SOD aumentou gradativamente de
acordo com o avango das fases fenoldgicas. Sob hipdoxia, em V3/V4 e R6 a atividade da SOD

foram estatisticamente semelhantes, sendo os maiores valores constatados em R7 (FIGURA

13d).
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Figura 13 - Atividade da enzima dismutase do superdxido em folha (a, b) e raizes (c, d) das
cultivares BRSMG-Uai e BRSMG-Majestoso submetidas a hipoxia nos estagios
vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras minisculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.
Fonte: do autor (2019).

Quando analisamos a atividade da peroxidase do ascorbato (APX; FIGURA 14),
observou-se nas folhas da cultivar BRSMG-Uai houve redugdo sob hipoxia em V3/V4 e R6,
quando comparados ao controle (FIGURA 14a). A atividade da APX nas raizes ndo apresentou
diferengas entre os tratamentos nas diferentes fases fenoldgicas avaliadas (FIGURA 14c).

Nas folhas da cultivar BRSMG-Majestoso nao houve diferencas entre os tratamentos
em V3/V4, porém, sob hipoxia, foram observadas reducao de 54% da atividade da APX em R6
e aumento de 42% em R7, quando comparadas ao controle (FIGURA 14b). Nas raizes, nao
houve diferencas entre os tratamentos em V3/V4 e R6, no entanto, em R7 a atividade da APX

¢ maior sob hipoxia em relagdo ao controle (FIGURA 14d).
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Ao analisarmos as fases fenologicas, a atividade da APX em folhas da cultivar BRSMG-
Uai, no controle, ndo houve diferengas significativas entre V3/V4 e R6, sendo maior que a
observada em R7. Sob hipoxia, a atividade da APX em R6, superou os valores observados em
V3/V4 e R7 que nao diferiram entre si (FIGURA 14a). Quando analisamos a atividade da APX
nas raizes da cultivar BRSMG-Uai, observou-se no controle, que houve redugdo gradativa na
atividade desta enzima, conforme o avanco das fases fenologicas. As plantas submetidas a
hipoxia ndo apresentaram diferencgas entre V3/V4 e R6, porém a atividade em R7 foi menor
(FIGURA 14c). Para as folhas da cultivar BRSMG-Majestoso, no controle, a maior atividade
da APX, foi obtida em R6 e a menor atividade em R7. Sob hipoxia, observou-se que V3/V4 e
R7 ndo diferiram entre si, sendo a menor atividade notada em R6 (FIGURA 14b). Nas raizes,
no controle, nao houve diferenc¢a na atividade da APX em V3/V4 ¢ R6, sendo constada reducao
média de 69% em R7. Comportamento semelhante foi observado sob hipoxia, onde R7 teve

reducdo média de 48% na atividade da APX (FIGURA 14d).
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Figura 14 - Atividade da enzima peroxidase do ascorbato em folha (a, b) e raizes (c, d) das
cultivares BRSMG-Uai e BRSMG-Majestoso submetidas a hipoxia nos estagios
vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maitsculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintisculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.

Fonte: do autor (2019).

Os resultados obtidos da quantificagdo de peroxido de hidrogénio (H20,; FIGURA 15),
nas folhas da cultivar BRSMG-UAI, mostrou que houve um aumento dessa espécie reativa de
Oxigénio (ERO) em V3/V4 e R7, nas plantas submetidas a hipdxia, enquanto em R6 ndo foram
observadas diferengas entre os tratamentos. Nas raizes, independente da fase fenologica ou da
cultivar, constatou-se aumento do H20: em condi¢des hipdxicas, quando comparadas ao
controle (FIGURA 15c e 15d).

Para as folhas da cultivar BRSMG-Majestoso, observou-se que houve reducao de 68%
do contetido de H>O> em V3/V4, aumento de 62% em R6, ao passo que em R7 os tratamentos

ndo diferiram entre si.
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Quando comparada as fases fenologicas, nas folhas da cultivar BRSMG-Uai, os
tratamentos foram estatisticamente semelhantes em V3/V4, R6 e R7. Sob hipoxia, os maiores
valores de H»>O», foram encontrados em R7, superando V3/V4 ¢ R6 que ndo diferiram
significativamente (FIGURA 15a). Nas raizes, o conteido de H>O> nao diferiu entre as fases
fenoldgicas para ambos tratamentos e cultivares (FIGURA 15c¢ e 15d). Nas folhas da cultivar
BRSMG-Majestoso, maiores conteudos de H>O» foram observados em V3/V4 no controle,
superando R6 e R7 que ndo apresentaram diferengas significativas. Sob hipoxia, o conteudo de
H>0O; foi maior em R6, seguido de R7, sendo os menores valores observados em V3/V4

(FIGURA 15b).

Figura 15 - Perdxido de hidrogénio na folha (a, b) e raizes (c, d) das cultivares BRSMG-Uai e
BRSMG-Majestoso submetidas a hipoxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maiusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintisculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.

Fonte: do autor (2019).
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A peroxidacdo lipidica (MDA; FIGURA 16), nas folhas da cultivar BRSMG-Uai
aumentou nas plantas submetidas a hipdxia em todas as fases fenoldgicas avaliadas. Em V3/V4
o aumento foi de 39%, seguido de 55% em R7 e 66% em R6, quando comparadas ao controle.
O mesmo comportamento foi observado para as raizes (FIGURA 16¢).

Nas folhas da cultivar BRSMG-Majestoso, sob hipdxia, houve aumento do MDA em
V3/V4 e redugdo em R6 em relagdo ao controle, ao passo que em R7 os tratamentos nao
diferenciaram ente si (FIGURA 16b). Nas raizes, o MDA aumentou em V3/V4 e reduziu em
R6 e R7, quando comparados ao controle (FIGURA 16d).

Ao comparar as fases fenologicas para cada tratamento nas folhas da cultivar BRSMG-
Uai, no controle, R7 apresentou maiores valores de MDA em relagdo a V3/V4 e R6 que ndo
diferiram entre si. Sob hipoxia, V3/V4 apresenta os menores valores de MDA, superando R6 e
R7 que foram estatisticamente semelhantes (FIGURA 16a). Nas raizes, observou-se que o
controle apresentou maior conteido de MDA no estdgio R7, enquanto que V3/V4 e R6 nao
diferiram significativamente (FIGURA 16c). Nas folhas da cultivar BRSMG-Majestoso, o
controle ndo apresentou diferencas entre R6 ¢ R7, e os menores valores de MDA foram
observados em V3/V4. Ja nas plantas sob hipdxia, hd maior concentragdo no estagio V3/V4
seguido de R7 e os menores valores constatados em R6 (FIGURA 16b). Nas raizes, os valores
de MDA foram maiores em R7, seguido de R6 e V3/V4 que aprestaram os menores valores. Ja
em condi¢des hipdxicas, o contetdo de MDA foi maior em V3/V4 e menor em R6 e R7 que

apresentaram valores semelhantes (FIGURA 16d).
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Figura 16 - Malondialdeido na folha na folha (a, b) e raizes (c, d) das cultivares BRSMG-Uai e
BRSMG-Majestoso submetidas a hipoxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maitusculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintisculas comparam

a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.

Fonte: do autor (2019).

A atividade da enzima redutase do nitrato (RN; FIGURA 17), nas raizes da cultivar
BRSMG-UALI foi % maior sob hipéxia em V3/V4, quando comparada ao controle. Em R6 e
R7, a disponibilidade de Oxigénio, ndo interferiu nesta variavel. Na cultivar BRSMG-
Majestoso, a atividade da RN foi positivamente influenciada pela baixa disponibilidade de

Oxigénio, sendo em média 37% maior que no controle em todas as fases fenoldgicas avaliadas
(FIGURA 17b).
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Quando comparadas as fases fenoldgicas para cada tratamento, na cultivar BRSMG
UAI a atividade da RN foi maior em V3/V4 em ambos tratamentos. Para a cultivar BRSMG-

Majestoso, nao houve diferenca significativa para atividade da RN entre V3/V4, R6 e R7.

Figura 17 - Redutase do nitrato em raiz da cultivar BRSMG-Uai (a) e BRSMG-Majestoso (b)
submetidas a hipdxia nos estagios vegetativos V3/V4, R6 e R7.
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Nota: Letras maitsculas comparam a cultivar dentro de cada tratamento e letras mintiisculas comparam
a cultivar dentro de cada estagio vegetativo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Scott-Knott.
Fonte: do autor (2019).

Poucos estudos tentaram identificar os periodos criticos de sensibilidade a baixa
disponibilidade de oxigénio (hipdxia) em plantas de feijdo e nao ha relatos até o momento sobre
respostas a hipoxia durante as diferentes fases fenolodgicas nas cultivares BRSMG-Uai e
BRSMG-Majestoso. Neste trabalho, o efeito da hipdxia pela suspensdo da aera¢dao no cultivo
hidropdnico foi avaliado nessas cultivares através das variaveis de desempenho de crescimento,
producdo de graos, trocas gasosas, metabolismo de carboidratos e da assimilacdo de nitrato
(NO3"). Mesmo as cultivares BRSMG-Uai ¢ BRSMG-Majestoso possuindo caracteristicas
genéticas distintas, ambas apresentaram respostas similares quando submetidas a condigdes de
hipoxia em diferentes fases fenologicas.

De um modo geral, as plantas submetidas a hipoxia tiveram redu¢do no niimero de graos
por planta (NG; Figuras 3a e 3b), independente da fase fenologica em que a aeragdo foi
suspensa. No entanto, a maior perda em producao de graos ocorreu quando o periodo de hipoxia
foi no estadio V3/V4 em ambas cultivares, sugerindo maior sensibilidade para a manutengao

da producdo quando a planta estd em fase inicial de crescimento vegetativo. Embora a
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diminui¢do do rendimento ndo tenha sido consequéncia de redugdes na biomassa total da planta
(Tabela 1), a imposic¢ao da hipdxia ocorreu durante o periodo de maior taxa de crescimento da
cultura, quando em condigdes ideais (MIRALLES; SLAFER, 2007; ARISNABARRETA;
MIRALLES, 2008). Na fase fenologica V3/V4 do feijoeiro, o terceiro trifolio esta
completamente expandido tendo inicio a ramificacdo da planta que depende de processos
biossintéticos, resultando na incorporagdo de nova biomassa e macromoléculas, de modo
dependente do C assimilado. Porém, para atender a demanda metabdlica sob condi¢des
hipoxicas uma quantidade consideravel de C ¢ investida na expressao de proteinas especificas,
conhecidas como polipeptideos anaerdbicos (LIAO; LIN, 2001), o que implica em diminuigdo
do C disponivel para o crescimento.

Além disso, a reducao das taxas fotossintéticas verificadas para ambas cultivares em
todas as fases fenologicas avaliadas durante os periodos de restricdo da oxigenacao do sistema
radicular (Figuras 4a e 4b), possivelmente contribuiram para a reducdo do NG, e ainda, da
massa seca de graos (MSG; Figuras 3c e 3d). Na cultivar BRSMG-Majestoso, o NG nas fases
fenoldgicas R6 e R7 e a MSG podem ter sido influenciados pela redu¢do no ntimero (Tabela 2)
e massa seca de folhas (Tabela 1), pois ¢ nessas fases que ocorrem a abertura das primeiras
flores (R6) e o surgimento das primeiras vagens (R7), respectivamente, sendo fundamental o
suprimento adequado de C para atender a demanda dos novos drenos. Portanto, pode-se sugerir
que a reducdo na formagdo de folhas durante os estdgios vegetativos, quando as plantas
preparam a maquinaria fotossintética para sustentar a fase reprodutiva, limitou a fonte de
carboidratos essencial para a formacdo das vagens e enchimento dos graos nesta cultivar, além
de causar diminui¢do do numero de axila foliares que sdo estruturas fisicas necessarias para a
formacao de flores e, posteriormente, das vagens.

A reducdo da fotossintese sob deficiéncia de Oz no sistema radicular possivelmente
ocorre pelo fechamento estomatico, diminuicdo da atividade da enzima de carboxilagdo ou
redugdo do conteudo de clorofila (MIELKE et al., 2003). Neste trabalho, a reducao das taxas
fotossintéticas para ambas cultivares (Figura 4a e 4b) pode estar associada a diminui¢do da
condutancia estomatica (gs; Figuras 4c e 4d) ocasionada pelo aumento do contetudo de perdxido
de hidrogénio (H20») tanto nas folhas (Figuras 15a e 15b), quanto nas raizes (Figuras 15¢ e
15d). O actimulo de H>O» na raiz pode causar inibicdo da atividade das aquaporinas que sdo
proteinas de canais de 4gua (YE; STEUDLE, 2006), diminuindo a condutividade hidraulica do
sistema radicular, afetando diretamente a condutancia estomatica (MAUREL et al., 2016). Além
das taxas fotossintéticas, a diminuig¢do da condutancia estomatica afeta as taxas transpiratdrias

(E) e a concentragdo de carbono na camara subestomatica (Ci), limitando as fases difusivas e


https://link.springer.com/article/10.1007/s11104-014-2028-6#CR32
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bioquimicas da fotossintese (FARQUHAR; SHARKEY, 1982). De fato, neste trabalho houve
diminuicao da gs (Figuras 4c e 4d), de E (Figuras 4e e 4f) e de Ci (Figuras 4g e 4h), para ambas
cultivares e em todas as fases fenologicas avaliadas.

A diminuicao das taxas fotossintéticas na cultivar BRSMG-Uai pode ainda, estar
relacionada a degradagdo de clorofila a (Figuras 5a e 5b) e b (Figuras 5c e 5d) e a redugao dos
teores de carotenoides totais em V3/V4 e R6. Menores teores de pigmentos fotossintéticos
acarretam em menor captacao de energia durante a fase fotoquimica da fotossintese (KALAJI
etal., 2016), podendo ocorrer devido ao aumento da peroxidacao lipidica na folha (SAKAKI et
al., 1983), como foi encontrado neste trabalho (Figura 16a e 16b). Ao contrario, na cultivar
BRSMG-Majestoso, sob hipdxia, ndo houve alteragdo nos teores de pigmentos nas fases V3/V4
e R6, porém, em R7 hd um aumento nos teores de clorofila a (Figuras 5b), b (Figura 5d) e
carotenoides (Figuras 5f). Isso pode estar correlacionado a maior atividade da redutase do
Nitrato nas raizes (RN; Figura 17b) ao mesmo tempo em que sdo verificadas diminuicao do
teor de proteinas (Figura 10b) e aminodcidos (Figura 11b) nas folhas, permitindo inferir que
Nitrogénio assimilado provavelmente foi investido na sintese de novos pigmentos
fotossintéticos. Uma segunda hipotese seria a de que sob condigdes ideais, na fase fenoldgica
R7, tem inicio a degradagdo de pigmentos, contribuindo para remobilizagdo de Nitrogénio para
0s graos, 0 que nao ocorreu sob hipoxia (Figura 5), situacdo condizente com o menor NG
(Figura 3b) e MSG (Figura 3d) observados.

Os teores de amido (Figuras 6a e 6b), agucares soltveis totais (AST; Figuras 7a e 7b),
sacarose (Figuras 8a e 8b) e agucares redutores (AR; Figura 9a e 9b) nas folhas de ambas as
cultivares aumentaram sob hipdxia na fase fenologica V3/V4. No entanto, seria esperado uma
diminui¢do desses carboidratos, causada por uma estimulacao da glicolise, na tentativa de suprir
a demanda de ATP da planta, diante da diminui¢do da disponibilidade de O>. O actimulo do
piruvato (produto final da via glicolitica) pode acionar a via fermentativa, fundamental para
regeneracdo do NAD™ utilizado como coenzima na glicélise. Assim, é possivel que o aumento
dos carboidratos ndo estruturais em V3/V4, que prioritariamente atenderia as demandas de
crescimento vegetativo, ocorra devido a diminui¢do da translocagdo de fotoassimilados para as
raizes. Para a cultivar BRSMG-Uai, o aumento dos carboidratos em V3/V4 se mantem para as
demais fases fenoldgicas avaliadas (Figuras 6a, 7a, 8a e 9a), e a diminuicao da translocagao de
fotoassimilados provavelmente também ocorreu R6 e R7, bem como pode justificar o aumento
nos teores de AR em R7 nas folhas da cultivar BRSMG-Majestoso.

Nas raizes, a imposi¢do da hipoxia ndo alterou os teores de carboidratos para a cultivar

BRSMG-Uai. J4 para a cultivar BRSMG-Majestoso, em V3/V4 foram observados aumento de
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amido (Figura 6), AST (Figura 7), Sacarose (Figura 8) e AR (Figura 9). Em contrapartida, em
R6 constatou-se reducdo para os teores de amido e de sacarose em R7, o que pode estar
relacionado a mobilizagao de C neste 6rgao para atender a demanda metabolica, visto que com
a redugao de 4 (Figura 4), também diminui a translocagdo de fotoassimilados para os drenos.
Variagdes nos teores de carboidratos podem ainda, ser atribuidos a diferentes graus de
degradagdo de amido, alocagdo do C em massa seca e aproveitamento no metabolismo
respiratorio dependentes da idade da planta.

E importante considerar que o acionamento da via fermentativa por periodos
prolongados promove o acimulo de produtos oxidativos toxicos, como o acetaldeido (VAN
TOAI e BOLLES, 1991; BIEMELT et al. 1998) causando injurias as plantas. A extensdo do
estresse oxidativo nos tecidos vegetais pode ser determinada pela atividade das enzimas do
sistema antioxidante. A atividade da dismutase do superdxido (SOD) nas folhas das cultivares
avaliadas neste estudo, apresentou redu¢do em V3/V4 para a cultivar BRSMG-Uai (Figura 13a),
embora o aumento do contetido de peroxido de hidrogénio (H20») tenha sido observado para
ambas cultivares e em todas as fases fenologicas avaliadas, dando indicios que a formagdo do
H>O> pode ter sido proveniente da via fotorrespiratoria. A fotorrespiracdo ¢ iniciada pela
atividade oxigenase da ribulose-1,5-bisfosfato-carboxilase/oxigenase (RUBISCO), que
aumenta sob condi¢des estressantes de cultivo (PETERHANSEL et al., 2010). Durante a
operagdo da via fotorrespiratoria, o glicolato ¢ oxidado em glioxilato e H>O> pela glicolato
oxidase nos peroxissomos (SLESAK et al., 2007).

O H202 ¢ uma EROs moderadamente reativa cujo pequeno tamanho permite-lhe
atravessar membranas celulares e migrar em compartimentos diferentes, difundindo os danos e
atuando como um mensageiro da condicdo estressante. (GADJEV et al, 2008;
KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Em condicdes fisiologicas 6timas, existe um equilibrio
entre a producdo de H»O; e a atividade de enzimas do sistema antioxidante, porém, neste
trabalho, a exposicao das plantas a hipoxia resultou em menor atividade da enzima catalase
(CAT; Figura 13) e peroxidase do ascorbato (APX; Figural4) em V3/V4 e R6 para cultivar
BRSMG-Uai. No entanto, nas folhas desta cultivar, o funcionamento do sistema antioxidante
ndo foi eficiente a ponto de evitar o aumento da peroxidagdo lipidica, apos a suspensdo da
aeracdo, em nenhuma das fases fenoldgicas avaliadas. Para a cultivar BRSMG-Majestoso
embora a atividade da CAT tenha reduzido em R7, o aumento da atividade da APX pode ter
contribuido para prevenir o aumento da peroxidacgdo lipidica nesta fase fenoldgica. Ja para a
fase R6, a diminui¢do da atividade da APX e da peroxidacao lipidica, ddo indicios que embora

tenha sido constatado aumento do contetido de H>O» nesta fase, outros componentes do sistema
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antioxidante podem ter sido fundamentais na remocao desta ERO. Tais resultados evidenciam
que a cultivar BRSMG-Majetoso possui nas folhas, um sistema antioxidante mais eficiente
quando comparado a BRSMG-Uali, especialmente durante as fases fenologicas R6 e R7.

As enzimas do sistema antioxidante (FIGURAS 12, 13 e 14) de ambas as cultivares,
mostraram baixa atividade na raiz e aumento no conteudo de H»O,, em todas as fases
fenoldgicas analisadas (V3/V4, R6 ¢ R7) o que comprova a existéncia de um sistema
antioxidante pouco eficiente nas raizes para a remocao das EROs. O acimulo de H>O> no
sistema radicular esta relacionado com reducdo da condutancia hidrdulica por inibigao das
aquaporinas nas células das raizes, acarretando em reducdo da condutdncia estomatica e
consequente prejuizo a fotossintese (SILVA et al. 2015).

O aumento da atividade da redutase do nitrato nas raizes (RN; Figura 17a e 17b) de
ambas cultivares em todas as fases fenoldgicas avaliadas pode estar relacionada a regeneragao
de poder redutor (NAD"), como alternativa as vias fermentativas, sendo menos prejudicial a
planta (CARVALHO et al., 2015). Além disso, a RN contribui para o aumento da sintese de
compostos nitrogenados. Embora tenha sido observada nas raizes redug¢do nos teores de
aminoacidos em V3/V4 para ambas cultivares, o maior teor de proteinas nas folhas (Figura 10a
e 10b) sugere esses compostos podem ter sido remobilizados até esse 6rgao contribuindo para
a sintese de proteinas. Este aumento no teor de proteina pode estar ligado ao aumento da
atividade das enzimas antioxidantes em folhas na cultivar BRSM-Majestoso, o que corrobora
o fato de esta cultivar possuir menores valores de peroxido de hidrogénio (Figura 15b) para essa
fase fenologica. A maior atividade da RN também pode estar relacionada ao aumento no teor

de proteinas na raiz da cultivar BRSMG-Majestoso, em V3/V4.
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5 CONCLUSAO

- A cultivar BRSMG-Uai apresentou maior sensibilidade a baixa disponibilidade de oxigénio
no sistema radicular em comparacao a cultivar BRSMG-Majestoso.

- Constatou-se que a fase fenologica V3/V4 ¢ a mais critica para a produtividade quando o
feijoeiro ¢ submetido a hipoxia.

- A cultivar BRSMG-Majestoso mostrou-se mais tolerante ao alagamento por produzir maior

numero de graos comparado a cultivar BRSMG-Uai.
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