Monique dos Santos

QUALIDADE FISIOLOGICAE BIOQ~UI’MICA DE SEMENTES
DE FEIJAO CRIOULO EM CONDICOES DE ESTRESSE POR
FRIO

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pos-Graduagdo em Recursos Gené-
ticos Vegetais da Universidade Federal
de Santa Catarina, como parte do re-
quisito para obtencdo do titulo de Mes-
tre em Ciéncias, area de concentragdo
em Recursos Genéticos Vegetais.
Orientadora: Prof®. Dra. Cileide M. M.
Coelho Arruda de Souza.

Coorientador: Prof. Dr. Marcelo Ma-
raschin.

Floriandpolis
2014



Ficha de identificagédo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

dos Santos, mnigue

QUALIDADE FISIOLGGICA E BICQUIMICA DE SEMENTES DE FEIJAOD
CRIOULO EM CDNDIC@ES DE ESTRESSE POR FRIC / Monigque dos
Santocs ; orientadora, Cileide M. M. Coelho Arruda de Souza

; coorientador, Marcelo Maraschin. - Fleriandpolis, 8C,
2014.
153 p.
Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Ciéncias Agrarias. Programa de Pds-
Graduagdc em Recursos Genéticos Vegetais.

Inclui referéncias

1. Recurscs Genéticos Vegetais. 2. Qualidade
Fisioldgica. 3. Feijdo (Phaseclus vulgaris). 4. Sementes
Crioulas. 5. Recursos Genéticos. I. , Cileide M. M. Coe=lho
Arruda de Souza. II. Maraschin, Marcelo. III. Universidade
Federal de Santa Catarina. Programa de P&s-Graduagdo em
Recursos Genéticos Vegetais. IV. Titulo.




Monique dos Santos

QUALIDADE FISIOLOGICAE BIOQyiMICA DE SEMENTES
DE FEIJAO CRIOULO EM CONDICOES DE ESTRESSE POR

Esta Dissertagdo foi julgada adequada para obten¢do do Titulo de “Mes-
tre”, e aprovada em sua forma final pelo Programa de P4s-Graduagao

em Recusros Genéticos Vegetais.

Floriandpolis, 24 de fevereiro de 2014.

Prof. Rubens Onofre Nodari, Dr.
Coordenador do Curso

Banca Examinadora:

Prof.2 Cileide Maria Medeiros Coelho, Dr.2
Orientadora
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Marcelo Maraschin, Dr.
Corientador
Universidade Federal de Santa
Catarina

Prof. Rubens Onofre Nodari,
Dr.
Universidade Federal de Sanda
Catarina

Prof. Haroldo Tavares Elias Dr.

EPAGRI

Profé. Fernanda Ramlov, Dr2.
Universidade Federal de Sanda
Catarina






Este trabalho é dedicado aos meus pais
Luiz Carlos dos Santos e Jacira R. dos
Santos e ao meu namorado Felipe
Steiner. Por todo amor, carinho, dedi-
cacdo e apoio.






AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por me transmitir luz, garra e persistén-
cia pra concluir essa grande e importante fase de minha carreira pro-
fissional. Além disso, me permitir ter a oportunidade do aprendizado
diario juntamente com professores de exceléncia e colegas de trabalho
admiraveis.

Aos meus pais, Luiz C. dos Santos e Jacira R. dos Santos por
sempre acreditarem em mim, demonstrando apoio incondicional através
de conversas, amor e carinho. Vocés sdo primordiais em minha vida,
obrigada por todo apoio, incentivo, torcida e confianga durante mais
esses dois anos de especializagdo. Vocés sdo tudo pra mim, e ndo posso
agradecer de outra forma, a ndo ser dizendo: Amo vocés incondicio-
nalmente, obrigada.

Ao meu companheiro, Felipe Steiner, agradeco por cada segundo
dedicado a mim, ajuda no laboratério durante finais de semanas e altos
horarios da noite, conversas de apoio, por transmitir confianca e ener-
gia positiva, me fazer acreditar a cada dia que todo esfor¢o me tornaria
uma profissional mais qualificada. Obrigada por aparecer na minha
vida e tornar os meus dias mais leves, por tornar essa etapa mais facil,
por me fazer entender por que eu deveria permanecer em Florianopolis
mais dois anos, obrigada por todo seu carinho. Te amo.

A equipe do Laboratério de Morfogénese e Biogquimica Vegetal
(LMBV), ao qual tive o prazer de conviver durante o Gltimo ano do
mestrado, aos profissionais incriveis: Eduardo da Costa Nunes, Bianca
Coelho, Aline Pereira, Amélia Somensi Zeggio, Maira Tomazzoli, Bea-
triz Veleirinho, e em especial Rodolfo Moresco, Virgilio G. Uarrota,
Claudia M. Bauer e Fernanda Ramlov, obrigada por toda a parceria e
palavras de apoio durante todo o processo experimental.

Aos meus amigos que residem em outros estados: Juliana, Mari-
ana, Céssia, Luana, lzabel, e Anne-Lise pelo carinho transmitido por
mensagens e telefonemas, mesmo longe sempre presentes.

A minha grande amiga e irma, Aline A. Fernandes, pela amizade
e confiancga, por todos os momentos de apoio, dedicacdo, risadas, con-
selhos e ajuda. Vocé é uma mulher incrivel que transforma qualquer
momento turbulento em dias de reflexdo e avango espiritual, cada dia
vocé me ensina algo novo e magico, eu te amo eternamente.

Agradeco a Eva Regina de Oliveira Rodrigues por todas as con-
versas, sobre vida pessoal e profissional, por atender telefonemas aos
domingos enquanto eu estava no laboratério com alguma duvida de



protocolo, ou de localizagdo de reagentes, entre outras questdes mais
profundas. Muito obrigado por me permitir ter sua amizade. Te amo.

As minhas lindas flores que me fizeram rir em varios momentos
criticos de trabalho, principalmente durante os trés longos meses de
escrita do manuscrito, Tassiane T. Pinto e Lilian Machado, vocés sdo
muito especiais pra mim.

A minha querida e indispensavel amiga Caroline Luiz, por sem-
pre estar ao meu lado, em todos os momentos da minha vida nos Gltimos
& anos. Obrigada por tudo Carol, eu sei que ainda dividiremos muitos
momentos juntas, vocé é e sempre serd muito importante pra mim. | love
you, baby.

As minhas velhas e eternas amigas Maria Fernanda A. Bauer,
Juliana Marzurkievicz , Paula Emanuela e Paula Sete pelo amor trans-
mitido a cada abrago, pela confianca e oportunidade de fazer eu sentir,
a cada dia, a amizade verdadeira. Vocés sdo inesqueciveis. Amo vocés.

Ao meu irm&o de coracdo Dorival Almeida, por sempre estar ao
meu lado, por ser um amigo incrivel e por ser tdo especial e Gnico em
minha vida.

A minha amiga mais alta e mais loira, Larissa Villar, por todas
as conversas nos corredores do CCA, pelas ajudas em estatistica, pelas
marmitas levadas ao laboratdrio, por toda amizade e confianca. Je
t’aime.

Aos amigos que findei mais lagos durante a pds-graduacao, obri-
gada pelas risadas e momentos de pura alegria e apoio, Morgana L.,
Daniela De Conti, divertidissima peruana Diana Diaz(Gordinha), co-
lombiana Zamira, André F. Lohn, Alex Z., Tiago Montagna, Gabriela
Vanderlinde, Suzeli Simon, André Sezerino, Vivian Almeida, Marilia
Shibata e Daniele Nerling.

Aos amigos da familia Santos, familia Cunha; familia Paoli, fa-
milia Zuzzi, entre outros amigos que convivem frequentemente com a
familia, Obrigada pelo apoio.

Obrigada ao técnico de laboratério mais querido do Centro de
Ciéncias Agrarias, Luiz Mamona, por todos os momentos descontraidos
e de ajuda no laboratorio de Sementes. Vocé é muito especial. A anima-
da e simpética técnica do LMBV, Maria Luisa Peixoto, por todos os
chas tranquilizantes que me destes.

A Bernadete Ribas e toda a equipe do Programa de Pos-
graduacdo de Recursos Genéticos e Vegetais/UFSC.

Ao co-orientador mais importante que ja tive, Dr. Marcelo Ma-
raschin, ao qual devo muito da minha formagéo profissional durante
esse Ultimo ano de mestrado. Pelos dias de apoio, conversas, desabafos,



por acreditar em mim a cada dia, por cada sorriso que abristes por me
ver trabalhando no laboratdrio, preocupacao, pelo grande exemplo de
pessoa e profissional completo, por toda sua generosidade comigo e por
toda comunidade académica. O professor foi imensamente importante
pra mim.

A minha orientadora Cileide M. M. Coelho Arruda de Souza, pe-
la oportunidade, pela confianca, pela paciéncia e amizade durante esses
dois anos. Obrigada por tudo professora.






Vocé ndo precisa ser o melhor, nem o mais
rapido, nem o mais esperto, vocé sé preci-
sa dar o melhor de si.

(Autor desconhecido)






RESUMO

Cultivares crioulas s&o guardias de efeitos combinados, tanto da selegédo
natural como da humana, representando caracteristicas geneticamente
dindmicas e diversificadas que estéo interligadas ao meio bidtico e abié-
tico, traduzidas fenotipicamente tanto nas caracteristicas da semente
como da planta. A magnitude dessas caracteristicas induz as sementes
crioulas a se sobressair ao estresse tanto bidtico como abiético, visto que
em sementes comerciais esses atributos sdo mais restritos. Estresse abié-
tico ocasionado por baixas temperaturas pode afetar o desenvolvimento
da semente do feijoeiro, por gerar alteragdes fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares em seu metabolismo, consequentemente o estresse oxidati-
vo. Santa Catarina apresenta caracteristicas climaticas relativas ao clima
temperado, refletindo em invernos rigorosos, possibilitando apenas duas
épocas de cultivo para o feijoeiro, conhecida como época das aguas e
das secas. Por isso, a caracterizacdo correta dos recursos genéticos vem
a potencializar o uso desse material pelo agricultor e amplifica o conhe-
cimento da variabilidade genética da espécie para auxiliar 0 avango dos
programas de melhoramento. O objetivo do trabalho foi avaliar mais
detalhadamente a resposta de 22 gendtipos crioulos, do BAF da
UDESC, de duas safras consecutivas (2011/12[S1] e 2012/13[S2]), as
condicdes de estresse por frio, além de observar as oscilagfes na produ-
cdo de metabolitos ndo-enzimaticos. Foram realizados diferentes testes,
em nivel de laboratério, para tentar explicar o porqué das diferencas
genéticas observadas previamente diante das temperaturas mais baixas.
Para avaliar a qualidade fisiol6gica das sementes realizou-se o teste de
germinacdo e vigor (comprimento de plantulas, condutividade elétrica),
das amostras submetidas ao estresse por frio [F], e na auséncia de estres-
se (testemunha [C]). Ja para observar o perfil bioquimico dos gendtipos
foi realizada a quantificacdo de compostos fendlicos, acdo antioxidantes
(DPPH), teor de aminoécidos livres e peroxidacéo de lipideos (TBARS).
Para o estudo detalhado de cada genétipo, as médias foram analisadas
pelo teste de Scoot-Knott, e com o propésito de ampliar os espectros dos
resultados realizaram-se técnicas multivariadas. Observando as safras,
pelos testes fisioldgicos ndo foi possivel averiguar diferencas significa-
tivas entre elas quanto a germinacéo, contudo a nivel de vigor a safra S2
foi superior a S1. O conteldo de fendlicos e a atividade antioxidante
(DPPH) foram superiores na S2 se comparadas a S1, ja o teor de prolina
e de TBARs apresentaram valores maiores em S1 do que em S2, em
ambos os tratamentos (C e F). indices pluviométricos altos em S1 (327
mm) em relagdo a S2 (105 mm) durante o periodo de floragdo até matu-



racdo da semente podem ter causado essas diferencas. Observando 0s
tratamentos C e F, os valores de todas as variaveis bioguimicas analisa-
das também aumentaram em F, indicando que 0 estresse por baixas
temperaturas causou aumento do conteludo de metabolitos ndo-
enzimaticos na semente, afim de proteger os danos da oxidacdo. Obser-
vando-se 0s gendtipos individualmente, percebeu-se que os BAFs 81le
75 se destacaram diante dos demais, tantos nos testes fisiologicos como
nos testes bioquimicos, em ambas as safras. Bioquimicamente notou-se
a presenca de Leucina nesses genétipos e uma produgdo mediana dos
compostos ndo-enzimaticos analisados, fator que pode ser um indicio
para explicar o por qué esses BAFs se sobressairam aos estresse por frio,
e foram indicados por esse estudo para a semeadura antecipada nas regi-
Oes produtoras do estado de Santa Catarina.

Palavras-chave: Feijdo (Phaseolus vulgaris L.); Recursos Genéticos;
Sementes.



ABSTRACT

Landrace are guardians of combined effects of both natural selection as
the human, representing genetically diverse and dynamic characteristics
that are linked to biotic and abiotic environment, both phenotypically
translated in seed characteristics as the plant. The magnitude of these
features induce native seeds to excel at both abiotic and biotic stress,
whereas in commercial seed these attributes are more restricted. Abiotic
stress caused by low temperatures can affect the development of bean
seed, for generating physiological, biochemical and molecular changes
in your metabolism, thus oxidative stress. Santa Catarina has character-
istics of its climate temperate, reflecting harsh winters, allowing just two
growing seasons for the bean , known as the rainy season and droughts.
Therefore, the correct characterization of animal genetic resources is to
maximize the use of this material by the farmer and amplifies the
knowledge of genetic variability to assist the advancement of breeding
programs. The objective of this study was to evaluate in more detail the
response of 22 landraces genotypes, BAF/ UDESC in two consecutive
crops (2011/12 [S1] and 2012/13 [S2] ), the conditions of cold stress, in
addition to observing fluctuations in the production of non-enzymatic
metabolites. Different tests were performed in the laboratory level, to try
to explain why the genetic differences observed previously on the lower
temperature. To evaluate the physiological quality of seeds held the test
of germination and vigor (seedling length, electrical conductivity), the
samples subjected to cold stress [F], and in the absence of stress (control
[C]). Have to observe the biochemical profile of genotypes quantifica-
tion of phenolic compounds, antioxidant activity (DPPH), free amino
acid content and lipid peroxidation (TBARS) was performed. For the
detailed study of each genotype means were analyzed by Scoot - Knott
test and in order to broaden the spectra of the results were performed
multivariate techniques. Watching the seasons, by physiological tests
was not possible to verify significant differences between them for ger-
mination, however the level of force the crop S2 was superior to S1. The
phenolic content and antioxidant activity (DPPH) were higher compared
to the S1 S2, whereas the proline content and TBARS were higher than
in S1 to S2, in both treatments (C and F). Heavy rainfall in S1 (327 mm)
compared to S2 (105 mm) during the period of flowering until seed
maturation may have caused these differences. Observing the treatments
C and F, the values of all the biochemical variables in F have also in-
creased, indicating that the stress caused by low temperatures increase
the content of non-enzymatic metabolites in seed in order to protect
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from oxidative damage. Observing the individual genotypes, it was real-
ized that the BAFs 81 and 75 stood out over the others, in many physio-
logical tests such as biochemical tests, in both seasons. Biochemically
noted the presence of leucine in these genotypes and a median output of
non - enzymatic compounds analyzed, a factor that may be a clue to
explain why these BAFs stood out to cold stress, and are indicated by
this study for the sowing early in the producing regions of the state of
Santa Catarina.

Keywords: Bean (Phaseolus vulgaris L.); Genetic Resources; Seeds.
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ESTADO DA ARTE

1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) esta entre os alimentos mais an-
tigos do mundo, pois se encontra presente nos primeiros registros da
historia da humanidade. Estudos arqueoldgicos apontam a existéncia de
feijoeiros domesticados a cerca de 10.000 a.C. Apesar da sua longa
historia, a produ¢do mundial resumiu-se de poucos paises, sendo o Bra-
sil, um dos destaques destes Gltimos, seguido apenas por Myanmar,
india, China, Estados Unidos e México (ICEPA, 2011).

No ambito catarinense, a cultura do feijao é tradicional fonte de
renda, principalmente para pequenos produtores rurais do Estado. Se-
gundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2011), em 2010, Santa Catarina alcangou, aproximadamente, 5,2% da
producdo nacional do gréo, ocupando a 62 posi¢do no cenario produtivo
nacional (ICEPA, 2011).

Apesar da importancia mundial e nacional, a cultura é sensivel a
variacdes climaticas que podem favorecer ou ndo sua produtividade.
Segundo muitas pesquisas de profissionais da area, as temperaturas
inferiores a 12°C reduzem significativamente a taxa e a velocidade de
germinacdo das sementes de feijdo, enquanto temperaturas préximas a
25°C favorecem 0 processo.

As mudancas climéticas sdo eventos cada vez mais intensos per-
septiveis ano ap0ds ano. Secas, enchentes, ondas de calor e frio, tremores,
tempestades fora de época, vém afetando o planeta, causando perdas
econdmicas exuberantes e até mesmo colocando vidas em risco. Sabe-se
gue a agricultura é uma atividade econémica que depende diretamente
dos fatores climaticos. Qualquer mudanca no clima pode afetar o zone-
amento agricola, a produtividade das diversas culturas e as técnicas de
manejo. Sendo assim, a analise dos possiveis efeitos das alteracGes cli-
maticas sobre a dindmica de sobrevivéncia das plantas, sendo elas: mor-
foldgica, fisioldgica, bioguimica, entre outras € fundamental, para a
adocéo de medidas mitigadoras, com a finalidade de evitar prejuizos.

Estresses ambientais que eventualmente podem ocorrer durante
desenvolvimento de uma determinada cultura podem reduzir o rendi-
mento de sementes, porém os efeitos sobre a capacidade dessa semente
adquirir a competéncia maxima de germinacdo e vigor tém recebido
pouca atengdo. Com esse tipo de informacdo produtores podem desen-
volver um aglomerado de ferramentas que favoregam a producéo de
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sementes adequadas e comercialmente aceitaveis tanto em ambiente
normal como estressante. O efeito do estresse na qualidade e rendimento
das sementes depende de muitos fatores, incluindo: a severidade, dura-
cdo, estagio de desenvolvimento da planta ou da semente durante o es-
tresse, entre outros.

A temperatura influéncia na germinacdo das sementes e a emer-
géncia de plantulas, principalmente de espécies cultivadas. Temperatu-
ras extremas, ou seja, tanto altas quanto baixas, costumam influenciar na
germinacgdo, positivamente quanto negativamente dependendo da situa-
¢do. Sendo assim, o efeito de baixas ou altas temperaturas durante a
germinagdo pode acarretar prejuizos permanentes e irreparaveis. O grau
desses danos est4d normalmente correlacionado ao tempo de exposicéo
ao estresse em questdo, podendo, entre outros fatores, ocasionar baixo
potencial germinativo, menor desenvolvimento da plantula e aumento na
vulnerabilidade & patdgenos em sementes.Portanto, oscilagdes na tempe-
ratura, podem causar reducfes na germinacdo, tendo um reflexo em
comum, a incapacidade das membranas de suportarem esse estresse,
influenciando negativamente a velocidade de embebicédo e a lixiviagdo
de eletrolitos no interior das células para o ambiente externo.

Santa Catarina, particularmente o Oeste e 0 Planalto Catarinense
apresentam clima com invernos frios registrando freqlientemente tempe-
raturas negativas durante a estacdo. Na primavera, existe também a
ocorréncia de baixas temperaturas, principalmente até final de outubro.
Dada essa caracteristica regional, existem apenas duas épocas de cultivo
para o feijoeiro, conhecida como época das aguas e das secas. Contudo,
as safras das secas sdo mais produtivas do que as safras das aguas, sendo
umas das causas, as inconstancias térmicas. Diante do exposto, buscam-
se alternativas para reduzir os riscos associado ao processo produtivo do
feijdo, através de condicOes proporcionadas por variedades crioulas de
feijao.

E indiscutivel a importancia da caracterizagio correta dos recur-
S0S genéticos para proporcionar ganhos genéticos diferenciados no ramo
do melhoramento, e paralelo a isso, potencializar o uso dos mesmos pelo
préprio agricultor. A manipulacdo deste germoplasma admite acessos
que constituem uma fonte de variabilidade de novos alelos, que confe-
rem, entre outras peculiaridades, a estabilidade e adaptabilidade na pro-
ducdo de gréos na cultura do feijdo frente a estresses hiéticos e abidti-
cos.

Trabalhos realizados por COELHO et al (2010a) demonstraram
gue sementes de feijéo crioulo apresentam elevado potencial fisiolégico
em relacdo a cultivar comercial, por apresentar diferenca no percentual
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inicial de germinacdo, maior comprimento de raiz primaria, valores
baixos de liberacéo de solutos em agua e elevada emergéncia a campo.
Essas peculiaridades morfoagrondmicas encontradas nessas sementes
sdo explicadas pela ampla base genética dos genétipos crioulos, contudo
as respostas na morfologia e nos caracteres do rendimento podem ser
alterados por déficit hidrico, grandes oscilagGes na temperatura, lumino-
sidade e umidade.

Como o foco deste trabalho foi caracterizar mais detalnadamente
a resposta dos gendtipos crioulos & condicOes de estresse por frio, foram
realizados diferentes testes, em nivel de laboratério, para tentar explicar
0 porqué das diferengas genéticas observadas previamente diante das
temperaturas mais baixas. Sabe-se que o conhecimento da configuracéo
da composicdo quimica, reacdes bioguimicas, e expressdo de proteinas
(envolvidas na defesa a estresses, por exemplo) de sementes podem
explicar caracteristicas diferenciadas conferidas em determinados gené-
tipos, podendo gerar espécies melhoradas, com uma base genética apro-
priada a determinadas situacdes climaticas.

Dentro desse panorama, essa pesquisa pretendeu identificar, den-
tre 21 gendtipos crioulos e 5 gendtipos convencionais de feijao, aqueles
gue melhor suportam condicdes de estresse gerado por baixas tempera-
turas. Foi selecionado 16 gendtipos contrastantes em nivel fisiolégico
para explicar as periculiaridades adaptativas através do metabolismo,
integridade celular, oscilacbes de metabdlitos, em especial a prolina,
como resposta ao estresse. Assim, 0s genotipos classificados como mais
resistentes as estagdes mais frias, através dos testes fisioldgicos, foram
caracterizados mais detalhadamente, visando explicar bioquimicamente
0 porqué das diferengas.

Essa dissertagdo esta estruturada em trés capitulos em forma de
artigos. O primeiro artigo discorre sobre a parte fisiol6gica das sementes
de feijdo, o segundo e o terceiro capitulos explanam os dados bioquimi-
cos dos genotipos contrastantes.
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2. HIPOTESE

O presente estudo baseia-se na hipotese de que existam genotipos
crioulos de feijoeiro que sdo menos sensiveis ao estresse submetido a
variaveis temperaturas, mantendo a taxa de vigor e a viabilidade, favo-
rdvel ao desenvolvimento de uma planta. Essa resisténcia pode estar
associada com a estruturacdo das proteinas, lipideos e carboidratos, fato
que influéncia diretamente a taxa respiratoria, e conseqlientemente, a
germinagéo.



3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o desempenho fisio-
I6gico e bioquimico de sementes de genétipos crioulos de feijao sob
condicdes de estresse por baixas temperaturas.

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar 26 gendtipos crioulos de feijao quanto ao potencial fi-
sioldgico quando submetidos a condicBes de estresse a baixas tempera-
turas (7°C), em duas safras distintas (2011/12 e 2012/13);

b) Selecionar 8 gendtipos mais vigorosos e 8 genotipos menos
vigorosos (30%) para as safras em estudo, quanto a classificacdo de
vigor, sendo estes contrastantes quanto ao desempenho fisiolégico de
suas sementes.

c¢) Analisar as possiveis alteragdes bioquimicas originadas pelo
estresse oxidativo nas sementes (Acdo antioxidante, Compostos Fendli-
cos, Peroxidagdo Lipidica) em funcdo das condicbes de estresse por
baixa temperatura e sua relagdo com o vigor e viabilidade dessas semen-
tes;

d) Analisar as variac@es no perfil de aminoacidos, em especial, a
prolina em funcdo das condicGes de estresse por baixa temperatura.
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CAPITULO |I: REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Feijao (P. vulgaris)

1.1 Classificagdo Botanica e Fenologia

O feijdo comum, pertencente a familia Leguminosae/Fabaceae,
uma das maiores familias das angiospermas, contida na classe Dicotile-
doneae, subfamilia Papilionoidae e género Phaseolus L. (GRAHAM &
RANALLI, 1997). Estima-se que o género Phaseolus engloba, aproxi-
madamente, 55-60 espécies das quais, apenas cinco foram domesticadas:
P. vulgaris, P. polyanthus, P. coccineus, P. acutifolius, P. lunatu
(BROUGHTON, 2003). A espécie P. vulgaris, vulgarmente designada
por feijio comum, é a mais difundida e consumida em diversos paises
(SINGH, 1991; GEPTS & DEBOUCK, 1991).

Planta anual, pode ser herbacea, trepadeira, rasteira, e seu ciclo de
vida pode variar de aproximadamente 70 a 120 dias, caracteristicos de
cada cultivar e das épocas de cultivo. Pode apresentar quatro tipos de
habito de crescimento, sendo um tipo chamado determinado (herbacea e
porte da planta ereto) e os outros trés definidos como indeterminados
(herbacea [porte da planta ereto e caule pouco ramificado], trepadeira ou
rasteira). As vagens sao retas ou suavemente curvas, achatadas, arredon-
dadas, e com bico reto ou curvado, em geral com 9 a 12 cm de compri-
mento, e com 3 a 7 sementes (GRAHAM & RANALLLI, 1997).

Phaseolus ¢ um género diploide, como a maioria das espécies,
contendo 2n = 2x = 22 cromossomos (algumas espécies tém 2n = 2x =
20). O tamanho do genoma de P. vulgaris, em média é de 580 Mbp
(genoma haploide). Entretanto, os niveis de duplicacdo e da quantidade
de sequéncias altamente repetidas sdo normalmente baixos, e a maioria
dos locos séo copias simples (GEPS, 2008).

A cor da flor é geneticamente independente da cor da semente,
mas a associagao entre particulares flor e semente de cores é comum. As
flores podem ser brancas, rosa ou roxo (também vermelho em P. cocci-
neus). A flor contém dez estames e um Unico ovario, que é predominan-
temente auto fertilizado. A germinagdo em P. vulgaris € epigea, e requer
5-7 dias a uma temperatura do solo de, no minimo, 16 ° C. Ja para a
floracdo, cada cultivar tem suas caracteristicas, interacdo, temperatura,
fotoperiodo, e em média, essa fase inicia 28-42 dias apds o cultivo
(GRAHAM & RANALLLI, 1997).
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A fenologia da planta é complexa e envolve o conhecimento de
todas as etapas do crescimento e desenvolvimento do vegetal, como por
exemplo, a germinacdo, emergéncia, formacdo do aparato fotossintético,
florescimento, fase reprodutiva, maturagdo dos frutos e sementes. De
maneira geral, o feijdo engloba duas fases distintas: vegetativa e a re-
produtiva, e com esta base, usa-se uma escala baseada nas mudancas
morfoldgicas e eventos fisioldgicos que sucedem o ciclo de vida do
feijoeiro baseada nos estudos de Gepts & Fernadez (1982) (NETO &
FANCELLLI, 2007) (Tabela 1).

Tabela 1: Escala fenoldgica do feijdo comum.

Estagio Descricao
Fase Vegetativa
Vo Germinagdo e Emergéncia
V, Cotilédones ao nivel de solo
V, Folhas Primarias
V; Primeira folha trifoliolada
V, Terceira folha trifoliolada

Fase Reprodutiva

R;s Botdes Florais

Re Abertura da Primeira Flor

R, Aparecimento das primeiras vagens
R Primeiras vagens cheias

R Modificacdo da cor das vagens
’ (maturidade fisiolégica)

Fonte: Neto & Fancelli, 2007
1.2 Origem e domesticacdo

A origem e evolucdo do género Phaseolus e sua diversificacdo
priméria ocorreu nas Américas. Em meados de 1950, Vavilov, apontou
provaveis centros de origens de espécies do género nestes continentes,
como por exemplo, o México e paises da América central (VIEIRA,
1983; ARAUJO, 1986).

A aceitagdo da origem americana do feijdo ocorreu no final do
século X1X, baseado em observac@es feitas através de amostras arqueo-
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I6gicas encontradas no Peru e no sudoeste dos Estados Unidos (EUA), o
gue vinha de encontro com teorias antes aceitas de uma origem Asiatica,
como proposto, por exemplo, por Linnaeus, em 1753 (GEPTS & DE-
BOUCK, 1991; FREITAS, 2006).

Além das observagdes feitas no Peru e nos EUA, estudos arqueo-
I6gicos anteriores levaram a descoberta de feijdes silvestres na Argenti-
na, América Central e México, sendo esses parecidos com algumas es-
pécies crioulas atualmente cultivadas por agricultores. Esse fato mostra
a possibilidade do feijoeiro ter sido domesticado na Mesoamérica e
espalhado pela América do Sul na posterioridade (Figura 1) (FREITAS,
20006).

Como ja mencionado, a arqueologia encontrou materiais no Peru,
0 que poderia quebrar a possibilidade anterior, e indicar que o feijoeiro
foi domesticado na América do Sul e, transportado para a América do
Norte. J4 no Brasil, ainda temos a caréncia de estudos, com a falta de
amostras arqueologicas locais de feijdo para a constituicdo da historia
nacional e regional desta espécie que, atualmente, é cultivada largamen-
te no pais por produtores agricolas, que detém uma grande variedade de
sementes crioulas desta espécie (FREITAS, 2006).

Sendo assim, dados expressos por Araujo et al (1986), existem
dados de outros estudiosos, que afirmam a possibilidade trés rotas para
feijoeiro: a primeira para feijdes pequenos originados no México e se-
guidos pela America latina ate o Brasil; a segunda para feijoes grandes,
originario do Peru, contendo faseolina; e a terceira feijdes europeus
trazidos por imigrantes.
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Figura 1: Distribui¢do do feijdo comum (P. vulgaris) na América Latina.

=
A\ .
b . Atlantic
P = Ocean
Pacific
Ocean

® Mesoamerican
O Intermediate
& Andean

Fonte: Gepts, 1998.

1.3 Sementes

A semente pode ser definida como um 6vulo maduro e fecunda-
do, contendo em seu interior uma planta embrionaria, substancias de
reserva (as vezes ausentes), ambas protegidas por um ou dois envolt6-
rios (casca). O tamanho, forma e cor variam conforme a espécie e suas
variedades (ARAUJO, 1996). As sementes da familia Fabaceae, sdo
denominadas de exalbuminosas, pois ndo apresentam endosperma, como
no caso do feijdo, especialmente, as reservas sao acumuladas em forma
de amido nos cotilédones.

Sabe-se que a categorizacao do feijao é dividida por variedades, e
gue caminha juntamente a uma classificagdo de acordo com os testes e
metodologias de descritores minimos para cada cultivar. Para o feijao,
os descritores propostos foram publicados no Diario Oficial da Unido,
no decreto N° 2.366, de 05 de novembro que regulamentou a lei de Des-
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critores Minimos Indicado para caracterizar Cultivares’ Variedades de
feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.).

A semente do feijdo pode apresentar diversas formas (arredonda-
da, eliptica ou reniforme), com tamanhos variaveis e uma ampla variabi-
lidade de cores (branca, creme, vermelha, preta, rosa, roxa, alaranjada
entre outras), dependendo da cultivar.

O conhecimento da composicdo quimica da semente é de interes-
se direto para a tecnologia de sementes, pois tanto a germinagdo como o
potencial de armazenamento, sdo influénciados pela presenca e quanti-
dade desses compostos presentes (NAKAGAWA, 1990). O feijdo apre-
senta, entre 20-26% de proteinas, 62-67% de carboidratos, 3.8-4.5% de
cinzas, 1-2 % de lipideos e 3.8-5.7% de fibra bruta (Tabela 2) (ARAU-
JO, 1996; MARCOS FILHO, 2005). Essa composicdo é variavel con-
forme fatores genéticos, entre espécies e entre variedades (COPELAND,
1976).

Tabela 2: Composicéo Bésica do Feijdo.

Espécie (%) Pr?ot/i )ma L'F()(')/((j) ;a 0s Carkzg)/:)girato Estrutura
Algodéo 39 33 15 Embrido
Amendoim 31 48 12 Embrido
Arroz 8 2 65 Endosperma
Cevada 12 3 76 Endosperma
Ervilha 25 6 52 Embrido
Feijao 23 1 56 Embrido

Fonte: ARAUJO et al, 1996.

Para o feijdo, o carboidrato metabolicamente inativo é o amido,
variando de 50-60% em teor. A quantidade de proteinas armazenadas
em leguminosas também é maior em comparacéo a outras familias (TO-
LEDO & MARCOS FILHO, 1977). Segundo Sawazak et al (1985), as
proteinas presentes nas sementes sdo de dois tipos: metabdlica, que pode
ser enzimatica, responsavel pela atividade celular habitual, como por
exemplo, a sintese; do segundo tipo, a estrutural ou de reserva. As prote-
inas de reserva, junto com os carboidratos ou/e 6leos, sdo sintetizadas
durante o desenvolvimento da semente, funcionando apds a germinacgdo
da mesma. Durante a germinagao, entre outras rea¢des, ocorre a hidrdli-
se, para o fornecimento de nitrogénio, esqueletos de carbono e energia
para o desenvolvimento das plantulas.
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Os lipideos sdo fontes de energia durante a germinacéo e podem
ter, também, funcdo de reserva e estrutural. Durante a germinagdo as
lipases hidrolisam os triglicerideos, formando glicerol e acidos graxos.
Apresentam em sua constituicdo atomos de carbono, hidrogénio e oxi-
génio. Além dos lipideos de reserva, existem os fosfolipidios que consti-
tuem as membranas celulares, incluindo organelas (MARCOS FILHO,
2005). O mesmo autor da énfase para os compostos fendélicos, pois estes
interferem em substancias promotoras ou inibidoras durante a germina-
cdo.

Bonnet (2007) em sua pesquisa, relatou compostos quimicos de-
nominando-os como fator nutricional e anti nutricional. O primeiro
aprofunda estudo proteinas, amido e fibras, o segundo em polifendis,
fitatos, inibidores de proteases e lectinas. Os autores explicam que um
dos fatores que interferem na utilizacdo do amido do feijéo é a parede
celular, que pode atuar como uma barreira fisica na acéo, principalmen-
te, de enzimas hidroliticas. Ja as fibras estdo envolvidas na manutencéao
da estrutura celular. Ainda defendem que os polifendis de leguminosas e
cereais sdo predominantemente taninos de origem flavondides, tendo
efeito direto na coloracdo dessas sementes.

Os compostos polifenolicos presentes no tegumento da semente e
seus teores, podem influenciar na capacidade de absor¢do de &gua du-
rante a germinacdo (BONNET, 2007; ESTEVES, 2002). Logo, caso
ocorrer a interferéncia no processo germinativo, todos 0os componentes
guimicos ou processos responsaveis pela sua hidrolizacdo, foram de
algum modo alterados.

1.4 Importancia Econémica

Estatisticas mostram que cerca de 2/3 da producdo mundial de
feijao tem origem apenas de seis paises, se destacando o Brasil e a india.
A partir de 2006, a india superou o Brasil, em termos de producéo dessa
leguminosa. Contudo em termos de produtividade por &rea, o Brasil
supera a India, produzindo quase em equivaléncia em uma extensdo de
area pela metade (EPAGRI/CEPA, 2011).

De maneira geral, em termos de volume regional de producéo de
cereais, leguminosas e oleaginosas em 2012, destaca-se, no Brasil, a
regido Centro-Oeste produzindo 66,1 milhdes de toneladas, seguida da
regido Sul e Sudeste com 57,0 e 18,6 milhdes de toneladas, respectiva-
mente (IBGE, 2012).
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Pelo fato do feijao ser um tipico produto da alimentacdo brasilei-
ra, a cultura é cultivada tanto por pequenos como por grandes produtores
em todas as regifes brasileiras, sendo um fator de diferenciacdo a cultu-
ra de regido para regido. Os Ultimos dados expostos pelo MAPA de-
monstram o destaque para o estado do Parana, que colheu 298 mil tone-
ladas na safra 2009/2010, seguido por Minas Gerais, com a produgéo de
214 mil toneladas no mesmo periodo.

De acordo com estudo da Assessoria de Gestdo Estratégica do
Ministério da Agricultura, a safra de feijdo tem taxa anual de aumento,
projetada em 1,77 %. Os dados também mostram crescimento no con-
sumo, cerca de 1,22% ao ano, no periodo 2009/2010 a 2019/2020, pas-
sando de 3,7 milhdes de toneladas para 4,31 milhdes de toneladas. As
projecdes indicam, também, a possibilidade de importacdo de feijao nos
préximos anos. Porém, essa projecdo indica taxas equivalentes a 161,3
mil toneladas em 2019/2020, quantidade considerada pouco expressiva
(MAPA).

Em territério nacional, 63% do volume produzido da leguminosa
sdo do denominado feijdo-cores, enquanto 18% é de feijao-preto e 19%
de caupi. O feijdo carioca esta distribuido de forma uniforme nas trés
safras anuais, ja o feijdo- preto concentra-se no Sul do Pais e aproxima-
damente 70% de sua producdo originam-se da primeira safra (VIEIRA,
2011).

No Estado Catarinense, a melhor safra foi de 2007/2008, segundo
dados do IBGE, decaindo até a Gltima safra, como pode ser visualizado
na Tabela 3.

Tabela 3: Producdo Catarinense de Feijdo 2007/08 a 2012/13*

Ano Area (ha) Pro?t‘)“?éo Rendimento Médio (kg/ha)
2007/08 107, 279 180,892 1,686
2008/09 129,113 178,525 1,383
2009/10 110,685 169,753 1,531
2010/11 105,661 156,744 1,483
2011/12 85,321 115,622 1,355
2012/13 79,903 150,326 1,881

Fonte: IBGE/GCEA, " Dados preliminares in ICEPA, 2013.
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Em Santa Catarina, as microrregifes produtoras podem ser visua-
lizadas na Tabela 4. A maior producdo vem da regido de Curitibanos,
com 33 mil toneladas (24,1% do total produzido no Estado). Na sequén-
cia, encontram- se Campos de Lages (16 mil t), Xanxeré e Canoinhas,
empatadas com 14 mil toneladas (EPAGRI/ICEPA, 2013) (Tabela 4 e
Figura 2).

De acordo com CONAB (2011), o Estado Catarinense sofreu, na
safra 2010-2011, uma reducdo da area plantada, causada pelos baixos
precos praticados desde o inicio da colheita. Aliado a isto, a instabilida-
de climatica prejudicou a qualidade dos gréos e baixou o preco de mer-
cado na ultima temporada. Outros fatores como as boas cotacBes de
outras culturas (milho, soja) favoreceu a dificuldade com o encontro a
mé&o-de-obra para a colheita. Ciente de todas essas enuncias, fica eviden-
te a necessidade de pesquisas que indiquem cultivares mais tolerantes as
condi¢des ambientais adversas.



Tabela 4: Feijéo - Area, producio e rendimento por microrregido geogréfica - Santa Catarina - Safras 2006/07-2009/10.

Microrregiio Area plantada (ha) Producio (t) Rendimento médio (kg/ha)
Geogrifica 2012 2012 2012
g 2008/09 2009/10 201011 201112 21212 12008/00 2000/10 201011 201112 2°1%13|2008/00 200010 201011 201112 201213
Ararangui 1845 1745 1330 1080 1035 | 1677 819 1267 1079 1035 | 909 469 953 999 1.000
Blumenan 312 ) 348 303 273 297 345 278 360 341 952 927 799 1188  1.249
fam‘m de | 20310 18010 17056 11430 12270 | 21197 21592 19805 15634 23190 | 1044 1199 1161 1368  1.890
ages
Canoinhas 16460 11.140 9.835 9460 9490 | 23.982 17524 12368 14910 17376 | 1457 1573 1258 1576 1831
Chapecé 12013 10.184 8888 6550  6.027 | 12.580 13364 12452 8762 9254 | 1.047 1312 1401 1338 1535
Concérdia 1305 1092 851 612 662 | 1268 1381 1128 992 886 972 1265 1325 1621 1338
Cricitima 6301 5441 3584 3472 3337 | 5757 4698 3832 3782 4530 | 914 863  1.069 1089 1358
Curitbanos | 27.210  25.020 26350 20980 19.980 | 47.784 48.869 47384 33268 45203 | 1756 1953 1798 1586  2.267
Florianépolis | 231 273 231 166 145 186 276 212 147 185 805 1011 918 836 1276
Ttajai 81 44 46 21 15 79 37 38 29 23 975 841 826 1381 1533
Truporanga 3.693 2290 2740 2420 2725 | 5312 2865 3592 3545 5056 | 1438 1251 1311 1465 1855
Toagaba 10094 7870 9.136 6440 5927 | 17.987 17577 15.166 12.892 10410 | 1782 2233 1660 2002  1.756
Toinville 48 46 35 28 EV) 37 32 28 23 2 771 696 800 821 688
Rio do Sul 3348 2146 1722 1602 1753 | 3914 2459 2072 2155 2812 | 1169 1146 1203 1345 1604
:310 Bentodo | )05 2205 2205 115 810 | 3552 2692 368 1892 1476 | 1611 1221 1672 159 1822
Sao Miguel d
O?SIE BUSICO) 4407 4165 3585 3660 3690 | 5958  5.895 4722 4310 5806 | 1352 1415 1317 1178 1573
Tabuleire 658 1010 1010 910 527 679 1326 1321 1309 876 | 1032 1313 1308 1438 1662
Tjucas 858 619 553 529 368 802 659 617 588 447 935 1065 1116 1112 1215
Tubargo 5021 4531 4011 3711 3827 | 4956 4544 4540 4220 4365 | 987 1003 1132 1137 1141
Xanxeré 12673 12480 12145 9785 12315 | 20511 22499 22236 14496 23186 | 1618 1803 1831 1481 1883
Santa Catarin]129.073 110.685 105.661 84.340 85208 |178.515 160.453 156.744 124.303 156.560| 1.383 1531 1483 1475 1837

Fonte: EPAGRI/CEPA, 2013.



Figura 2: Concentracdo da producdo por microrregido geogréafica, Safra
2011/12, produgdo de 115,719 t.
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Fonte: EPAGRI/CEPA, 2013.
1.5 Importancia Alimentar do Feijao

Ha 10 000 anos, aproximadamente, a relacdo semente-planta-
semente foi entendida pelos humanos, provocando uma mudanca de
habito alimentar e de locomog&o, tornando 0 homem a ter habitos seden-
tarios a fim de proteger as plantas multiplicadas através de sementes
(CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

As sementes, inicialmente, acomodam a funcdo primordial de ga-
rantir a sobrevivéncia das espécies, por resistir a condi¢des que podem
ser fatais para algumas espécies e, mesmo apds condicdes extremas
ocorridas com a planta-mae, elas podem se desenvolver e originar novas
plantas, transformando-se em um dos principais veiculos de reproducéo
de plantas no tempo e no espaco. Além disso, exerce a importancia eco-
némica como alimento (correspondendo 60-70% dos alimentos consu-
midos), e matéria-prima base para transformacao, pela agroindustria, em
inimeros sub-produtos (VALTER, 2010).

As sementes de leguminosas e cereais compreendem cerca de
75% da alimentacdo humana, sendo que esse valor engloba o consumo
direto e indireto. Salientando que o consumo indireto é conferido, de
maneira geral, através da alimentacdo dos animais domésticos. Além
disso, a propagacao de uma espécie vegetal através da semente pode ser
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consideravelmente mais rentavel, mais segura e mais facil, se for com-
parada a propagacéo por mudas (TOLEDO & MARCOS FILHO, 1977).

Ressalta-se ainda, que adicionado as diversas funcfes da semente
para a vida na Terra (meio de sobrevivéncia a espécie, difusdo da vida,
meio para producdo de alimentos em varias escalas e papel de insumo
agricola), esta ainda pode ser um meio de disponibilizar ao agricultor as
inovacOes da genética vegetal que, conseqlientemente, podera elevar a
produtividade através de tecnologias disponiveis (MARCOS FILHO,
2005).

1.6 Variedades Crioulas de Feijdo e Recursos Genéticos Vegetais

Variabilidade genética é o alicerce para os programas de melhora-
mento, por isso 0 estudo da diversidade genética entre germoplasmas,
pode vir a melhorar a eficiéncia na identificacdo de combinagdes paren-
tais que gerem populacGes segregantes com maxima variabilidade gené-
tica para a selegdo (FRANCO, 2001). As variedades crioulas desempe-
nhou um papel fundamental na histéria das grandes culturas em todo o
mundo, tanto no melhoramento de plantas como na produgdo agricola,
pois existem desde que originou a agricultura (VILLA, 2005).

As variedades crioulas, conhecidas também como Landraces ou
locais, sdo normalmente mantidas por pequenos e médios agricultores.
Segundo Loutte et al (1997), para uma variedade ser considerada criou-
la, ela jamais pode ter passado por sele¢cdo ou melhoramento formal.
Bellon & Brush (1994) afirmaram que elas podem derivar de variedades
melhoradas e que ap0s varias geracdes podem se combinar com varie-
dades locais. Teshome et al (1997) complementa que essas variedades
sdo adaptadas a condicGes climaticas e ambientais locais, e foram sele-
cionadas por agricultores locais segundo suas necessidades.

Zeven (1998) defendeu que a melhor definicdo para espécies cri-
oulas foi dada por Mansholt’s, na qual afirma que uma variedade crioula
é uma variedade local autéctone com capacidade diferenciada de tolerar
estresses, tanto biético como abiético, possibilitando um diferencial de
estabilidade produtiva sob condi¢des de baixa tecnologia agricola.

A lei que dispGe sobre o sistema nacional de sementes e mudas,
cujo n° 10. 711/ 2003, define sementes crioulas como:

...variedade desenvolvida, adaptada ou produzida
por agricultores familiares, assentados da reforma
agréria ou indigenas, com caracteristicas fenotipi-
cas bem determinadas e reconhecidas pelas res-
pectivas comunidades e que, a critério do MAPA,
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considerados também os descritores socioculturais
e ambientais, ndo se caracterizem como substan-
cialmente semelhantes as cultivares comerciais
(BRASIL, 2003).

Cultivares crioulas de feijdo, e de diversas outras espécies, apre-
sentam variabilidade genética inter e intra-populacional, que se pode
traduzir fenotipicamente tanto nas caracteristicas da semente como da
planta. Esta variabilidade espelha uma adaptacdo destas populagfes aos
distintos e diversos ambientes a que sdo submetidas (ANTUNES et at,
2007).

Em termos historicos, a reproducdo massal e intensiva de varias
culturas iniciou a 150 anos atras. Isso significa que as cultivares crioulas
tiveram que iniciar uma competicdo para permanecer existentes, por
cultivares melhoradas, ao menos 140 anos. Mesmo existindo esse cena-
rio, nem todas as espécies passaram pelo melhoramento genético através
das méos humanas, isso € exemplificado pelo cultivo de espécies criou-
las de P. vulgaris nos Paises Baixos durantes muitos anos (ZEVEN,
1978).

Zeven (1978) ainda exemplifica autores que definem o cultivares
crioulas de feijdio comum como uma mistura genotipica de espécies
predominantemente de endogamicas que sdo cultivadas por um agricul-
tor de subsisténcia em um local particular. Enquanto outros consideram
que a mistura (de cor e outros tipos) que caracterizam as landraces.

Sendo assim, Ogliari (2004), define de maneira completa e sinté-
tica que as variedades crioulas sdo frequentemente utilizadas e maneja-
das por pequenos agricultores, sendo produzidos por um foco de subsis-
téncia e transformando-se primordial em seus sistemas internos de culti-
Vo, por exigir manejo prético e facil. Esse tipo de material favorece a
implementacdo de uma agricultura mais sustentavel (TRINDADE, s/d),
além de servirem de material vivo em programas de melhoramento ge-
nético, sendo um rico recurso genético vegetal (WOOD & LENNE,
1997).

Os recursos genéticos, de acordo com a Convencdo da Diversida-
de Bioldgica (CDB), sdo a fracéo da biodiversidade que tem previséo de
uso atual ou potencial. Os recursos genéticos sdo portadores de genes de
grande significado para o melhoramento genético de espécies de plantas
e, além disso, sdo estudados em varias etapas como: coleta ou introdu-
¢do, multiplicacdo, preservagdo ou conservacao, avaliacdo ou caracteri-
zagdo e uso (HAWKES, 1982).

No Brasil, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, € a
nivel internacional o Bioversity International (antigo International Plant
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Genetic Resources Institute-IPGRI), vem realizando a sistematizagdo
dos estudos dos Recursos Genéticos, promovendo consciéncia para a
importancia dos mesmos, a fim de que seja conservada e estuda uma
grande quantidade de acessos de muitas espécies com uso potencial ou
real (IBPGR, 1987; EMBRAPA).

Sendo assim, variedades crioulas sdo amplamente cultivadas em
pequenas propriedades, e permanecendo viva através de pequenas trocas
entre as comunidades dos municipios interioranos, contudo é um impor-
tante um recurso vital para 0 melhoramento contemporanea de plantas e
a chave para solucbes de oscilacbes bidticas e abioticas causam nas
plantas. Apesar de sua importancia para agricultura, vem enfrentando
constantes ameagas desde a substitui¢do por cultivares melhorados ou
convencionais, originando uma abundante erosdo genética. Esse fato
vem destacando a necessidade de uma agdo de conservagdo urgente.

2. Agricultura Familiar e Producdo Agroecoldgica de Feijéo

A agricultura familiar no estado de Santa Catarina é dominante,
segundo a Lei n® 4.504 de 30/1964, define que “Propriedade Familiar”
como imovel rural que é explorado pelo agricultor e sua familia, concen-
tra toda forca de trabalho, afim de garantir sua subsisténcia e progresso
social e econdmico, com area maxima regulamentada para cada regido e
tipo de exploracéo.

Sistema de producdo de base agroecoldgica caracteriza-se pela
utilizacdo de técnicas que respeitam a natureza, a fim de alterar minimo
possivel as condicdes de equilibrio entre 0s organismos participantes da
producdo e o meio ambiente. Sendo assim, agroecologia e agricultura
organica ndo devem ser vista como sinbnimos, pois a agroecologia €
uma ciéncia que busca uma agricultura que respeite as condi¢des do
ambiente, vinculando o desenvolvimento sécio-econémico, ja agricultu-
ra organica é um sistema que segue as regras de certificacdo e mais fo-
cado no que o mercado exige (SOUZA, 2012).

Sendo assim, na agricultura organica, as demandas do consumir-
dor influenciam diretamente na tecnologia de producdo. Evidencia-se
assim que ha uma supervalorizacdo do produto em detrerimento da ma-
neira que é produzido (ASSIS & ROMERO, 2002).

A agricultura organica priorizar a nutricdo do solo e a manuten-
¢do dos microrganismos ali existentes, este sistema ndo deve basear-se
apenas na substituicdo dos insumos agricolas, porém sim em um conjun-
to de préticas, como por exemplo, a rotacdo de culturas, consorcios,
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eliminacdo da utilizacdo de defensivos agricolas, cultivo minimo, inte-
gracao lavoura-pecuéria, além de assegurar maior reciclagem de nutrien-
tes no sistema. Com esse tipo de manejo, as plantas sdo, consequente-
mente, menos estressadas por fungicidas, inseticidas, herbicidas e adu-
bos quimicos (ARAUJO, 2008).

As préticas agroecologicas se baseiam na pequena propriedade
rural, substancialmente com maos de obra familiar, em sistemas com-
plexos de producéo, adaptados as condi¢des edafoclimaticais do local de
producdo, e alinhado a redes regionais e distribuicdo de alimentos
(SOUZA, 2012).

Desta forma, pode-se considerar a agricultura agroecologico um
sistema de producdo agricola baseado principalmente na preservagao do
ambiente, no respeito a salde humana e na justica econdmica e social.
(CHABOUSSOU, 1980). Alimentos organicos pode ser agroecologico
ou organico, contudo esses nao fazem uso de produtos quimicos sintéti-
€os, ou geneticamente modificados.

Em sintese, a Agricultura Organica tem raizes na ciéncia do so-
lo, e a Agroecologia tem base na ecologia, privilegiando em primeiro
momento dimensdes agrondmicas e ecoldgicas (ABREU, 2012). Esse
trabalho segue o viés agroecoldgico de producédo de sementes de feijdo.

No Brasil, 0 nimero de trabalhos cientificos envolvendo sistema
organico se sobressai aos trabalhos agroecolégicos de produgéo, que por
sua vez ainda sdo relativamente inferiores aos nimeros de pesquisas do
sistema convencional. De maneira geral, os alimentos organicos sdo tao
produtivos quanto aos alimentos produzidos convencionalmente, evi-
denciado, por exemplo, pela pesquisa de Carvalho & Wanderley (2007),
que avaliaram dez cultivares de feijao em sistema organico de producéo,
e revelaram que o feijdo organico tem produtividade comparavel ao
feijdo plantando no sistema convencional.

3. Qualidade Fisiolégica das Sementes de Feijéo
3.1 Importéncia do Controle da Qualidade e Testes

A qualidade fisiolégica da semente significa sua capacidade para
desenvolver func@es vitais, abrangendo germinacéo, vigor e longevida-
de. Este estado de qualidade de um lote depende do quadripé constituido
pelos atributos: genético, fisioldgico, sanitério e fisico. A utilizacdo de
sementes de alta qualidade reflete no alto potencial de produzir plantas
vigorosas, uniformes em um curto espaco de tempo (POPINIGIS, 1985).
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Entre as metodologias disponiveis para avaliar a qualidade de um lote de
sementes, ressalta-se os testes de viabilidade (germinacdo) e testes de
vigor, no caso deste estudo, foram utilizados o teste de frio e compri-
mento de plantula.

Segundo Marcos Filho (1999) os testes de vigor conseguem ava-
liar ou detectar expressivas diferencas na qualidade de lotes com germi-
nacdo semelhante, complementando neste caso, o teste de germinacao.
Além disso, pode auxiliar a distinguir ou classificar com seguranca 0s
lotes em diferentes niveis de vigor e, ainda, separar lotes de diferentes
niveis de vigor quanto ao comportamento de emergéncia de plantulas,
resistente ao transporte e potencial de armazenamento (MARCOS FI-
LHO, 1999; KRZYZANOWSKI, 1999).

3.2 Testes para Avaliacdo do Potencial Fisiolégico

O teste de germinacdo € o parametro mais importante para base
de instalacdo de uma cultura. O objetivo geral é dar informacdes sobre o
potencial das sementes, comparando diferentes lotes e informar o grau
de padronizagdo (POPINIGIS, 1985).

O teste de frio se baseia na avaliacdo da qualidade de sementes
sob condigdes adversas de temperatura, sendo bastante utilizado em
diversas regibes de clima temperado, onde a época de semeadura pode
coincidir com periodos chuvosos e de baixa temperatura. E, portanto,
considerado um teste de resisténcia de uma determinada espécie a con-
digdes de estresse térmico, ou seja, o lote de sementes que melhor resis-
tir as condi¢des adversas é considerado mais vigoroso (CICERO & VI-
EIRA, 1994).

Teste de condutividade elétrica que tem o principio de estabelecer
sementes menos vigorosas, pelo principio de velocidade do restabeleci-
mento da integridade da membrana durante a embebicdo em agua desti-
lada, liberando solutos para 0 meio externo. Assim, o vigor é avaliado
indiretamente, pois fatores como tipo de tegumento inter e intra-
espécies, influenciam no resultado ( MARCOS FILHO, 2005).

Destaca-se ainda testes bioquimicos para avaliar o vigor das se-
mentes podem ser divididos em trés grupos segundo ROBERTS (1972):
sementes que apresentam areas com injurias e consequentemente defei-
tuosas; sementes que podem usar a resposta de uma enzima essencial
como um indice de vitalidade geral; e sementes que podem acompanhar
um processo vital mais complexo em estagios iniciais de germinacao. O
autor comenta de estudos realizados por Abdul-Baki que lista 4 catego-
rias de testes que mostram modificagbes bioquimicas: testes que de-
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monstram declinio de atividade e manifestacfes metabdlicas (reducéao da
respiracao, baixa e lenta germinacdo); teste que demonstram o aumento
ou atividade total de certas enzimas (fitases, proteases, fosfatases, etc);
reducdo de outras atividades, principalmente, respiracdo pela acdo de
enzimas (catalase, peroxidase, desidrogenase, descarboxilase, entre
outros); e aumento da permeabilidade da membrana apds um maior
vazamento de agucares, aminoacidos, acidos graxos livres e solutos
organicos.

4. Estresse Oxidativo e Mecanismos de Tolerancia

Efeitos de estresses se tornaram um dos principais fatores de pre-
ocupacao de cientistas de plantas, pois sdo limitantes para a produtivi-
dade agricola (HASANUZZAMAN, 2013). Como as plantas sdo orga-
nismos sésseis, estdo mais susceptiveis as oscilagcfes ambientais, nas
guais podem causar estresses gque alteram o seu metabolismo, cresci-
mento, produtividade e até mesmo levar a morte (NOGUEIRA, 2004;
BROWSE & XIN, 2001).

Para Larcher (2006), o estresse é uma irregularidade de boas con-
di¢bes de desenvolvimento, que pode ocasionar mudancas e respostas
em um vegetal. Ja Taiz & Zeiger (2006) afirmam que é um fator externo
gue exerce uma influéncia desvantajosa para a planta. Segundo Balasu-
bramanian (2002), essas alteracbes externas sdo denominadas como
fisico-quimicos, aonde interagem: a temperatura (alta e/ou baixa), a
agua (déficit e/ou excesso), a radiagdo (infravermelho, visivel, ultravio-
leta e ionizante); com fatores quimicos (sais ou ions, gases, herbicidas,
pesticidas), além da acédo do vento, da pressdo, magnético, elétrico, entre
outras.

A temperatura, é um dos fatores mais preocupantes para a produ-
cdo agricola, ja que alteracGes climaticas sdo frequentes em todo o globo
(HASANUZZAMAN, 2013). Estresses ocasionados por temperaturas
podem ter efeitos devastadores em plantas e sementes, contudo a fim de
tolerar o estresse oxidativo causado, as plantas tentam reajustar toda a
sua biologia celular (POLLOCK & TOOLE, 1966).

Em sementes os efeitos causados por oscilagfes de temperaturas,
ainda ndo sdo bem conhecidos. Os estudos de Kozlowski (1972) menci-
onam que baixas temperaturas tém no minimo dois efeitos em sementes:
primeiro pode retardar a germinacdo, favorecendo que a semente per-
maneca longos periodos no solo e conseqiientemente se torna um mate-
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rial de facil ataque e competi¢do por microorganismos; e segundo causar
lesBes no material.

Para algumas espécies, estudos para lidar economicamente com
essa situacdo de estresse ambiental ja foram propostos e estdo em cons-
tante avanco. A inclusdo de gen6tipos mais adaptados ja € recorrente, e
projetos de melhoramento genético incluindo novas variedades vém se
tornando realidade (WANG & FREI, 2011).

Baixas temperaturas ou estresse causado pelo frio podem causar
dois niveis de lesdo, dependendo da temperatura envolvida: chilling
stress (<20°C) podem produzir lesGes sem formar cristais de gelo extra-
celular; e freezing stress (<0°C), caso ocorra o congelamento (HA-
SANUZZAMAN, 2013; CHINNUSAMY, 2012). Por isso, considera-se
gue o dano de frio é distinto do dano por congelamento, pois néo apre-
sentante nucleacdo do gelo no meio celular (SESTARI, 2010).

O estresse pelo frio pode provocar um aumento na produgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS-[O,, H,0,, "OH]), que resulta na
perturbacdo dos processos metabolicos, pela reducdo do oxigénio (O,),
procedendo numa situagdo de estresse (ASHRAF, 2008). Em moderadas
concentracdes, os EROS podem ser benéficos para as células, estando
envolvidos em varios processos fisiolégicos de sinalizacdo e de regula-
¢do do metabolismo (FERREIRA & ABREU, 2007). Na germinacéo,
por exemplo, quantidades moderadas de EROS atuam como regulador
positivo promovendo o enfraquecimento do endosperma, ativando a
sinalizacdo cascata através da regulacéo redox (BAILLY, 2008). Contu-
do, o equilibrio entre a producdo de EROS e as defesas antioxidantes
pode ser destruido devido a uma producdo excessiva dessas espécies,
sinalizando uma situacao de estresse oxidativo.

Como estratégia de sobrevivéncia contra o estresse, as plantas
ativam mecanismos antioxidantes para remocdo do EROS. Apesar de
poucos estudos, o papel da defesa de antioxidantes de moléculas nao-
enzimaticas em sementes, como compostos fendlicos, diante de tensbes
ambientais, sdo de extrema importancia para a sobrevivéncia do futuro
individuo.

Um dos grupos mais abundantes de metabolitos secundérios, sao
0s compostos fendlicos que constituem uma classe extremamente diver-
sa, incluindo: &cidos fendlicos (&cidos hidroxibenzoicos e acidos hidro-
xicindmicos), flavonoides (flavondis, flavonas, flavandis, flavanonas,
antocianidinas e isoflavonoéides), estilbenos, cumarinas e taninos. Eles
possuem estruturas quimicas com hidroxilas e anéis aromaticos, que 0s
confere poder antioxidante, uma importante defesa priméria contra os
radicais livres gerados sob condigdes de estresse, tentando retardar e/ou
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prevenir reacdes oxidativas (BROINIZI, 2007; FERREIRA & ABREU,
2007; BROKHINA, 2003). Segundo Neves (2009), as propriedades
bioldgicas dos fendlicos podem estar relacionadas com a atividade anti-
oxidante que cada fenol exerce sobre o meio, possuindo alta probabili-
dade de ocorréncia de correlagéo entre eles (LOPEZ-AMOROQOS, 2006).

Segundo Lima & Abdalla (2001), o processo de peroxidacao lipi-
dica é uma cascata de eventos resultante a acdo de EROS, sobre lipideos
insaturados das membranas celulares. Bioquimicamente, a peroxidacdo
consiste na incorporacdo de oxigénio molecular a um &cido graxo poli-
insaturado para produzir um hidroperoxido lipidico como produto pri-
mario inicial. Um dos produtos secundarios ¢ malonaldeido (MDA), sua
determinacéo é utilizada em muitos trabalhos para medicdo do grau de
estresse oxidativo presente. Existem estudos que mostram a relacéo
entre as grandes quantidades de &cidos graxos insaturados nas sementes
e sua resisténcia ao frio (ROSKRUGE & SMITH, 1997), o que mostra
ser uma caracteristicas que pode ser modificada de gendtipo a genétipo.
O grau de danos resultante a refrigeracdo depende do poder de cada
genotipo sobre a reparacdo ao sistema de membrana (membrana plasma-
tica e de organelas das células). No caso das sementes, a pouca elastici-
dade da membrana e o baixo nivel metabdlico, resultam num bloqueio
de pardmetros que auxiliariam nessa reparacdo (ZHENG, 1991). Sendo
assim, peroxidagao dos acidos graxos poli-insaturados leva a diminuicdo
de fluidez das membranas, acarretando na perda do contedo celular e
danos secundarios as proteinas de membranas (HALLIWELL, 2006).

Existe uma gama de metabdlitos produzidos diante de uma situa-
cdo de estresse abidtico, sendo que os mesmos ainda estdo sendo estu-
dados pela engenharia genética. Dentre as alteragGes encontradas, foram
identificados grupos de aminoécidos em plantas, sendo os mais frequen-
tes: a prolina, glicina e poliaminas (VICONUR & ALTMAN, 2005).
Naidu e colaboradores (1991) estudaram em plantas de trigo, alteracdes
no perfil de amino&cidos durante o estresse de frio, sendo que o teor de
glutamina, prolina, alanina, acido aspartico, asparigina, glicina, valina,
treonina, isoleucina aumentaram e acido glutdmico diminuiu. Ja Rozan
(2001), realizou estudos em sementes secas de leguminosa, e encontrou
pequenas quantidades de aminoacidos livres, entre eles destacam-se:
asparigina, alanina, acido aspartico e glutamico (ROZAN, 2001). Esses
estudos para sementes de feijdo devem ser mais investigados, ja que
pesquisas ndo avangaram muito nesse sentido nos Ultimos anos.

Vale destacar, ainda, que as principais formas de alteracdes pas-
sadas pelas proteinas através dos radicais livres sdo: a oxidacdo de ami-
noécidos que possuem enxofre (cisteina e metionina) e carbonilagéo de
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proteinas nas quais as oxidacdes resultam em grupos carbonila livre:
arginina, histidina, lisina, prolina e tirosina (LEVINE, 1994);

A prolina é o metabolito considerado um osmorregulador e os-
moprotetor dentro das células (CUSHMAN, 2001). Este aminoacido €é
acumulado em grandes quantidades em resposta a pressdes ambientais,
atuando como um soluto compativel, e tampdes ditos redox, que séo
potenciais em células. Estudos indicam que indices de prolina estdo
interligados a diversos tipos de estresses como uma via alternativa para
minimizar os seus efeitos. Além disso, atua como osmoprotetor de mo-
léculas e membranas, formando paredes de hidratacdo sobre os fosfoli-
pidos, reduzindo a acdo dos radicais livres, produzinho moléculas qui-
micamente estaveis, tanto em sementes como em plantas (DELAUNEY,
1993; NETO, 2004). Estudos constataram que em sementes a sintese de
prolina pode ser uma estratégia de adaptacdo para evitar a germinagdo
em ambientes estressantes (THAKUR & SHARMA, 2005; BHAM-
BURDEKAR & CHAVAN, 2011).
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RESUMO: Cultivares crioulas sdo guardids de efeitos combinados, tanto
da selecdo natural como da humana, representando caracteristicas gene-
ticamente dindmicas e diversificadas que estdo interligadas ao meio
bidtico e abidtico. A magnitude dessas caracteristicas induz as sementes
crioulas a se sobressair ao estresse, visto que em sementes comerciais
esses atributos sdo mais restritos. O objetivo do trabalho foi avaliar 22
genotipos de sementes de feijdo crioulo e comercial, do BAF da
UDESC, ao estresse de baixas temperaturas. As sementes utilizadas
neste trabalho foram provenientes do cultivo organico de duas safras
consecutivas, 2011/12 e 2012/13, e em laboratério obteve-se amostra de
trabalho, composta de 4 repetices para avaliar a qualidade fisioldgica
guanto a germinacdo e vigor (comprimento de plantulas, condutividade
elétrica), das amostras submetidas ao estresse por frio, e na auséncia de
estresse (testemunha). Para o estudo detalhado de cada gendtipo, as
médias foram analisadas pelo teste de Scoot-Knott, e com o proposito de
ampliar os espectros dos resultados realizou-se testes de correlagdo pelo
método de Pearson. Observou-se que os BAF 81,75 e 110 se destacaram
diante dos demais, expondo alto vigor apos estresse por frio. Para a
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variavel comprimento de plantula destacaram-se os BAFs 81, 75, 84,
110, 55 e 03, apresentando os maiores percentuais. Por meio do teste de
condutividade elétrica, averiguou-se que os BAF 03, 04, 44 e 68 apre-
sentaram menor liberagdo de exsudatos para o0 meio aquoso. O estudo de
correlacdo confirmou associacao positiva entre porcentual germinativo e
comprimento de plantula, em contrapartida observou-se correlagdo ne-
gativa entre as variaveis de condutividade elétrica em relacdo a germi-
nacdo e comprimento de plantula, indicando que para a maioria dos
genotipos o maior porcentual de germinacdo indicou maior comprimen-
to de plantula, e consequentemente o maior vigor. Para as caracteristicas
analisadas, o teste de germinacdo, antes e ap0s o estresse, apresentou
maior contribuicdo na avaliagdo dos genotipos, seguido do comprimento
de plantula, em ambos os anos de cultivo. Com base nisso, os BAFs 81,
75 e 110 se mostraram potencialmente mais vigorosos, por isso mais
indicados para semeadura antecipada.

Palavras-chave: vigor, teste de frio, recursos genéticos, anos de cultivo.

1. INTRODUCAO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) é umas das leguminosas mais
consumidas no mundo (BROUGHTON, 2003; MIKLAS, 2006; PAPA-
THANASIOU, 2010). No Brasil, o grdo é considerado um componente
essencial ndo sé na dieta alimentar, mas também tem papel expressivo
na economia do pais (SEAB, 2012; SCHOONHOVEN & VOYSEST,
1991; BOREM & CARNEIRO, 1998), alcancando a producdo de 3
bilhGes de toneladas em 2013 (IBGE, 2013). Em Santa Catarina, a le-
guminosa é cultivada tradicionalmente em pequenas propriedades, pois
a producdo esta relacionada a condic¢do de subsisténcia (BLAIR, 2008;
ELIAS, 2006), contudo por ser uma producéo rentavel em termos mer-
cantis, apresenta um grande peso na renda anual dessas familias (SA-
VIAN, 2011),

A cultura do feijoeiro é muito sensivel diante das oscilagcbes am-
bientais, e com isso respostas na morfologia e em caracteres de rendi-
mento podem oscilar devido ao déficit hidrico, oscilagbes térmicas,
luminosidade e umidade (COELHO, 2010b), contudo variedades criou-
las possuem capacidade diferenciada, comparadas as convencionais de
tolerar estresses, tanto bidtico como abiético, possibilitando um diferen-
cial de estabilidade produtiva, até mesmo sob condic¢des de baixa tecno-
logia agricola (ZEVEN, 1998).
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Trabalhos realizados por COELHO (2010a) demonstraram que
sementes de feijdo crioulo evidenciam elevado potencial fisioldgico em
relacdo a cultivares comerciais, por apresentar diferenca no percentual
inicial de germinacdo, maior comprimento de raiz primaria, valores
baixos de liberacéo de solutos em agua e elevada emergéncia a campo.
Essas caracteristicas morfoagronémicas encontradas nestas sementes sao
explicadas pelos recursos oferecidos pela ampla base genética desses
genotipos.

A utilizagdo de sementes crioulas em monoculturas ndo é aconse-
Ihavel, pois pode ocorrer desequilibrio natural originado pela crescente
presenca de pragas e doengas (TRINDADE, 2006). Percebe-se que a
utilizacdo desse tipo de material, é mais interessante para a aplicagdo na
agricultura organica (MEIRELLES, 2006). Este sistema tem como base
minimizar os impactos ao meio-ambiente, pois preconiza a utilizacdo de
insumos organicos existentes na propriedade rural (ALVES, 2012) e
mdo de obra familiar, buscando manter conhecimento tradicionais asso-
ciado (TSUTSUMI, 2012); sustentabilidade econdmica, ambiental, éti-
ca, (FONSECA, 2009).

Santa Catarina detém de caracteristicas que contribuem para o
avancgo da agricultura organica, primeiramente por que sua agricultura
ser predominantemente familiar, além de dispor de uma grande diversi-
dade edafoclimética, territorial, social e cultural beneficiando a diversi-
ficacdo produtiva (ZOLDAN & MIOR, 2012). No caso do feijdo produ-
zido organicamente sua procura tem aumentado significativamente,
mesmo com precos cerca de 30 a 40% superiores ao do feijdo cultivado
de forma convencional, evidenciando o destaque ja que é um alimento
consumido diariamente pelos brasileiros (SANTOS, 2011).

Sabe-se que 0 Meio Oeste de Santa Catarina possui caracteristi-
cas edafoclimaticas especificas, contendo caracteristicas que restringe a
semeadura do cultivo do feijoeiro. Temperaturas mais amenas, por
exemplo, na época da semeadura da safra das aguas pode dificultar a
producdo da leguminosa. Os cultivares com ciclo tardio e com estatura
elevada, segundo dados da Epagri (2010), sdo os mais indicados para
regido. Contudo essa peculiaridade dificulta o inicio do periodo de se-
meadura, devido a ocorréncia de geadas tardias, fato que impulsiona os
agricultores a executar a semeadura tardia, mais precisamente em mea-
dos de outubro e até final de novembro.

Para avaliagdo fisioldgica de sementes, o teste de germinacéo € o
exigido e mais utilizado, contudo ndo demonstra o desempenho das
sementes a campo, sob amplas condigdes climaticas. Em contrapartida,
testes de vigor fornecem um conjunto de caracteristicas para uma deter-
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minada cultivar sobre condi¢fes adversas (COSTAS, 2010). Sendo as-
sim, é fundamental ter o conhecimento de qual teste utilizar conforme o
objetivo proposto. Para condi¢fes onde se deseja a resposta dos gendti-
pos a condicOes de clima com temperaturas mais amenas na semeadura,
indica-se o teste de frio. Este permite selecionar lotes e indicar gen6tipos
mais tolerantes a esse tipo de estresse.

Devido a variabilidade genética dos cultivares crioulos de feijéo e
dos desafios da pesquisa (ANTUNES, 2007) em busca do aumento da
eficiéncia dos genotipos crioulos no sistema de producéo organica, este
trabalho vem para caracterizar 0s gendtipos crioulos produzidos no sis-
tema orgénico quanto & tolerancia ao frio, além de indicar os mais pro-
missores para serem utilizados na condi¢do de semeadura antecipada
para viabilizar colheitas mais precoces na regido do planalto Catarinen-
se.

2. MATERIAIS E METODOS

As sementes foram provenientes do cultivo agroecol6gico de du-
as safras agricolas, dos anos de 200/12 e 2012/13. O trabalho foi reali-
zado em laborat6rio com 26 cultivares de feijdo, contendo 21 genétipos
crioulos (BAF 03, BAF 04, BAF 07, BAF 013, BAF 023, BAF 036,
BAF 042, BAF 044, BAF 046, BAF 047, BAF 050, BAF 055, BAF 057,
BAF 060, BAF 068, BAF 075, BAF 81, BAF 84, BAF 97, BAF 102,
BAF 108, BAF 120) e 4 geno6tipos comerciais: BAF 112 (IPR-88-
Uirapurt), BAF 115 (BRS-Valente), BAF 121 (lapar 81) e BAF 110
(Epagri) (Tabela 5), todos pertencentes do Banco Ativo de Germoplas-
ma de Feijdo (BAF), da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC), localizada em Lages, no Planalto Sul de Santa Catarina.

Tabela 5: Identificagdo, origem e nome comum dos gendétipos crioulos e comer-
ciais de feijdo do Banco Ativo de feijdo do CAV-UDESC, Santa Catarina, Bra-
sil.

*BAF Orlgem~da cole- Nome co- GruDO_CO- Sementes
cao mum mercial
102 Gmanz(a}é:)NPAF México 309 preto Crioulo
112 IAPAR (PR) IPR-88- preto Comercial
Uirapurd

115 EMBRAPA (GO) BRS-Valente preto Comercial
120 Lages (SC) Roxinho cores Crioulo
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Origem da cole- Nome co- Grupo co-

*

BAF cdo mum mercial Sementes
3 Palmitos (SC) Manchinha cores Crioulo
4 Lages (SC) Anlw_endmm cores Crioulo

ages
7 Lages (SC) Preto Lages preto Crioulo
Caxambdu do Sul .

13 (SC) Taquara preto Crioulo
23 Chapeco (SC) Pretocc(;)hape- preto Crioulo

108 Recife (PE) Branco cores Crioulo

Séo José do Cer- .

36 fito (SC) Rasga preto Crioulo

60 Lebon Regis (SC) Mouro preto Crioulo
x Feijdo Va- .

42 Capdo Alto (SC) gem Branca preto Crioulo
44 Capéo Alto (SC)  Vermelho cores Crioulo
46 Lages (SC) (no name) preto Crioulo
47 Piratuba (SC)  Preto precoce preto Crioulo

- Carioca Bri- . .

50 Lebon Régis (SC) Ihante carioca Crioulo
55 Cunha Poré (SC) Preto preto Crioulo
57 Cunha Pora (SC) Preto preto Crioulo
68 Lagoa(\R/g;melha Vermelho colors Crioulo
75 Formigueiro (RS) Serrano preto Crioulo
84 Pinheiro Machado Carioca rosa- cores Crioulo

(RS) do
97 Irai (RS) Charque preto Crioulo
110 Epagri (SC) Guara carioca Comercial

*BAF =numero da cole¢do no banco de germoplasma do CAV-UDESC, Santa
Catarina, Brasil.

BAFs: 110= Guara; 112= Uirapur(; 115= Valente; 121= lapar 81 (gendtipos
comerciais)

Através da producdo realizada na estacdo experimental da Em-
presa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
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(Epagri) obtiveram-se as sementes procedentes de duas safras
(2011/2012 e 2012/213). A estacdo se localiza no municipio de Campos
Novos, e toda a producdo foi seguida conforme as normas da Lei Orga-
nica n.° 10.831 de 2003, do Decreto n.° 6.323 de 2007 e das Instrucdes
Normativas n.° 64 de 2008 e 18 e 19 de 2009.

Apos a colheita, obtiveram-se amostra de trabalho através da reti-
rada de 2 kg de sementes das amostras representativas provenientes do
campo de producdo. Essa amostra foi homogeneizada e dividida em
quatro subamostras, para obter as quatro repetigdes.

O teste de germinacdo foi realizado conforme as Regras para
Andlises de Sementes (Brasil, 2009). Utilizou-se um total de 200 semen-
tes, com quatro repeticdes de 50 sementes. A distribuicdo foi realizada
em 3 folhas de papel germitest umedecidas com agua destilada, 2.5 ve-
zes 0 valor da massa seca do papel. Duas folhas foram utilizadas como
apoio para semente e outra para cobri-las. Em seguida, as folhas foram
enroladas e colocadas verticalmente no germinador a temperatura
(25°C) e umidade saturada e constante. As avaliagdes foram realizadas
no quinto e nono dia, calculando-se o nimero de plantulas normais,
seguindo as medic¢des do comprimento plantula, apenas das considera-
das normais. Os resultados foram expressos em porcentagem. Juntamen-
te com a primeira contagem de plantulas normais, averiguou-se o com-
primento das plantulas, com auxilio de régua, sendo os resultados ex-
pressos em centimetros.

As amostras de sementes foram submetidas & determinagdo do
teor de agua, utilizando-se o método da estufa a 105+3°C, durante 24
horas, de acordo com as Regras de Andlise de Sementes (BRASIL,
2009).

Para a determinacdo da condutividade elétrica seguiu a metodo-
logia adotada por Vieira & Krzyzanowski (1999), com adaptacdes. Uti-
lizou-se quatro repeticbes contendo 5 gramas de cada genétipo, pesadas
em balanca com precisdo de duas casas decimais. As sementes foram
alocadas em erlenmeyer de 125 mL contendo 75 mL de &gua destilada,
sendo mantidas em ambiente com a temperatura controlada a 25°C. As
leituras de condutividade elétrica foram realizadas em 8 (oito) tempos
distintos: 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16 e 24 horas e medidas com auxilio de con-
dutivimetro digital portatil modelo MB-11P-Marte. Os resultados foram
corrigidos pela massa de sementes para pS/cm™'/g™ de semente.

O teste de frio foi adaptado da metodologia de Miguel & Cicero
(1999). Para este teste utilizou-se 4 repeticdes de 50 sementes por trata-
mento, sendo que a semeadura foi realizada em papel-toalha umedecido
com &gua destilada na proporcéo de 2,5 vezes o valor da massa seca do
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papel. As folhas enroladas foram envolvidas por sacos plasticos, fecha-
dos com auxilio de fita adesiva e mantidos em camara de germinacao
(B.O.D) a 7°C por sete dias. Apds sete dias, os rolos foram retirados dos
sacos plasticos e mantidos em germinador a 25°C por nove dias, porém
computou-se 0 nimero de plantulas normais no quarto e nono dia. Apds
esse procedimento foi realizado trés testes: teste de germinacao, teste de
condutividade elétrica e comprimento de plantula. Para o teste de ger-
minacdo, os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas
normais, como forma de expressao a porcentagem de vigor.

Para as andlises estatisticas utilizaram-se modelos lineares de
analise de variancia univariada para todas as varidveis estudadas nas
duas safras de obtencdo das sementes. Utilizou-se o programa GENES
(CRUZ, 1997) e Linguagem R (Development Core Team, 2008) para
efetuar as analises dos dados. Através das médias de cada genoétipo foi
possivel obter a comparacdo de cada gendtipo pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade em cada ano de cultivo. Para associar as variaveis
testadas utilizou-se a correlacdo de Pearson.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de germinacdo, ndo apresentou diferencas significa-
tivas entre as duas safras avaliadas (2011/12 [S1] e 2012/13 [S2]), cujas
médias percentuais foram de 80 e 81%, respectivamente. Ja para as vari-
aveis respostas obtidas pelo comprimento de plantula (CP) e condutivi-
dade elétrica (CE) observaram-se diferengas significativas entre as sa-
fras, com excecdo do tratamento ap6s o estresse por frio (F), no teste de
CE.

O estresse por frio foi evidente, em ambas as safras, visto que o
percentual de germinacdo para tratamento testemunha (C) foi de 86% e
apos o estresse por frio (F) foi de 76%, ocorrendo um decréscimo de
10% no percentual dos genétipos (Tabela 6).

Tabela 6: Percentual germinativo no tratamento testemunha (C) e apés o estres-
se com frio (F), nos dois anos de cultivo (2011/2012 e 2012/2013).

Germinacgéo (G%)

Tratamento 2011/12 2012/13 Média

Testemunha 85 87 86
Estresse com frio 75 77 76
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A analise de variancia realizada nos genétipos demonstrou dife-
renga significativa para todas as variaveis estudadas: germinacéo, teste
de condutividade elétrica e comprimento de plantula, entre os tratamen-
tos realizados antes (C) e ap6s o estresse por frio (F), por isso fez-se
necessario o desmembramento das médias (Tabela 7)

Tabela 7: Andlise de varidncia dos caracteres analisados em laboratério dos 26
genatipos crioulos do BAF/ CAV-UDESC, Lages — SC, nos dois anos de culti-
vo (2011/2012 e 2012/2013).

Cuadrado Medio
FV GL G(%e) CP (cm) CE (uS/cm/g)
TG Vigor CP Vigor CE Vigor
Genotipos 610, 42%*437 T7** 26,00%% 0 Q3** 020 ST*G20 T4+
Safras 1 13,04 040™ 6,60%* 80,36%*0202,99* 3§ 36"
Gendtipo
X Safra

=
L]

[
L) }

136, 21%%264, 34%* 12 44%* 11 37#* 358 25%*§00 00**

* = Significativo no nivel de 5 % de probabilidade; ** = Significativo no nivel
de 1 % de probabilidade. GL= graus de liberdade; FV= fontes de variaveis;
%G= porcentagem de plantulas germinadas; CP= comprimento de plantula;
CE= condutividade elétrica.

Para as amostras do tratamento testemunha se enquadrarem den-
tro dos parametros de comercializagdo de sementes de feijdo do Estado
de Santa Catarina, o percentual germinativo deve ser no minimo de
80%. Através do teste de germinacéo, este trabalho aponta 19 genétipos
gue se enquadram dentro desse padrdo: BAFs 81, 13,55, 110, 75, 112
,84,115,36,42,121, 108, 50, 23,97, 120, 44, 60 e 102 (Tabela 8).
Contudo, pelo teste de Scott-Knoot, visualizaram-se 4 (quatro) classes
distintas de médias, sendo que na primeira classe encontrou-se 13 geno-
tipos, sendo eles: os BAFs 112 , 115, 13, 55, 75 ,81, 84 e 110, 108 ,
36, 121, 42,50 com percentual de 90 a 100%. O destaque foram para
0s BAF 81, 75, 84, 110, 55, 13, 112 e 115 classificados na primeira
classe de gendtipos. Esse resultado corrobora com o resultado encontra-
do em 2010(a) por Coelho e Prezzi (2013), sendo que 5 dos 8 genotipos
destacados (BAFs 81, 75, 84, 13 e 55), permaneceram em destaque,
reforcando o conceito do alto potencial fisioldgico desses cultivares
crioulas de feijao crioulo.
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Estudos com outras espécies crioulas como de milho e sorgo evi-
denciados por ROCHA et al (2009), mostraram também a qualidade
fisiolégica de algumas cultivares que se sobressairam as variagdes am-
bientais e ataque de organismos que podem prejudicar o crescimento e
desenvolvimento de futuras plantas.

Segundo VANZOLIN (2007), o teste comprimento de plantula,
determina a qualidade fisioldgica especifica de cada genétipo, pois sua
manifestacdo depende do vigor, além disso é considerado o teste mais
sensiveis desta categoria por demonstrar diferencas sutis entre lotes,
constituindo um fator fortemente influenciado pela genética e pelo am-
biente de produgdo da planta (COPELAND, 1976). A especificidade do
teste corrobora com resultados avaliados neste trabalho, pois observou-
se diferenca significativas entre as safras avaliadas (2011/12 e 2012/13),
fato ndo evidenciado no teste de germinagdo para sementes do tratamen-
toC eF.

Verificou-se pele teste de Scott-Knoot, 5 classes distintas, para o
comprimento de plantula, sendo que o BAF 84 , com 17 cm, apresentou
a maior média e significativamente diferente dos demais genétipos. Na
sequéncia vieram em evidéncia os BAFs 55 e 112, ambos com médias
16 cm (Tabela 8).

Para o teste de condutividade elétrica, os gendtipos também fo-
ram varidveis e apresentaram 4 classes distintas. Sabe-se que o principio
deste teste é de verificar o procedimento fisico da passagem de lixivia-
dos organicos e inorganicos para uma determinada solucdo, que nor-
malmente é a 4gua (KRZYZANOWSKI, 1999), possibilitando assim,
classificar o vigor das sementes como uma indicacdo da integridade da
membrana plasmaética (SILVA, 2009). Por isso, quanto menor o grau de
deterioragdo das sementes, menor sera a quantidade de lixiviados libera-
dos para o meio. Neste estudo, os BAFs 04 (33uS/cm’/g”), 44
(25uS/em™/g™) e 68 (23uSlem’'/g), apresentaram o maior vigor para
essa variavel (Tabela 8).

Ressalta-se que apenas 0 BAF 68, diante dos citados acima, per-
maneceu estavel comparando as safras, pois ndo se observou diferenca
significativa. Em contrapartida, os BAFs 44 e 04, ambos obtiveram
valores menores de liberagdo de solutos na S2 do que em S1, decaindo
em média 19 uS/cm/g, de uma safra para outra.

Além dos valores de liberagdo de solutos em meio aquoso, deve-
se observar o tempo de estabilizagéo da liberacdo desses exsudatos, pois
é sabido que cultivares mais vigorosos possuem elevada capacidade de
reparacdo de danos, e consequentemente, menor tempo para estabiliza-
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¢do da liberagdo dos solutos. Na S1 o tempo de estabilizacdo foi de 8
horas, ja na S2 o tempo de estabilizagéo foi de 6 horas (Figura 3).

A diferenca no tempo de estabilizagdo da liberagdo dos solutos
pode ter sido influenciada pelas variagfes nas condi¢Ges climaticas du-
rante a maturacdo e dessecacdo das sementes, de uma safra para outra.
Observaram-se diferencas nos indices pluviométricos em S1 (327 mm)
em relagdo a S2 (105 mm) durante o periodo de floracdo até maturagédo
da semente, confirmando uma maior precipitacdo em S1. Avaliando a
influéncia da chuva durante a maturacdo, estudos evidenciam que o
excesso de umidade durante esse periodo é prejudicial a qualidade fisio-
I6gica da semente do feijaio (NUNES, 2007; AMARO, 2012) (Gréfico

1).

Além disso, a alta umidade nas sementes podem atrasar a colhei-
ta, e consequentemente as praticas de dessecacao, ja que as sementes sdo
altamente higroscopicas, e absorvem facilmente a umidade do meio
(DALTRO, 2010). O atraso da colheita pode ocasionar varios prejuizos
as sementes, como 0 aumento das porcentagens de rachadura e enruga-
mento do tegumento, aumentando o processo de deterioracdo (BULOW,
2012). Esse fator pode originar lesbes devido as dilatacdes e contracfes
do tegumento, influenciando diretamente na organizacdo das membra-
nas, no padrdo de embebi¢do no periodo pés-colheita, e consequente-
mente na qualidade fisioldgica dessas sementes (COELHO, 2012).

Tabela 8: Percentual de germinagdo (TG%), comprimento de plantula (CP) e
condutividade elétrica (CE) dos 26 genttipos de sementes de feijdo analisados
do BAF, pertencentes a UDESC, nos anos de cultivo 2011/12 e 2012/13.

BAFs G (%)" CP (cm) CE (uS/cm/g)
102 81 c 14 c 58,41 a
112 93 a 16 b 62,66 a
115 93 a 12 d 63,84 a
120 86 b 10 e 54,48 b
121 91 b 13 c 64,86 a

3 74 d 14 c 31,19 d

75 d 12 d 32,57 d

7 76 d 11 e 47,41 b

13 95 a 14 c 52,72 b
23 89 b 12 d 50,15 b
108 91 b 10 e 50,64 b
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BAFs G (%) CP (cm) CE (uS/cm/g)
36 91 b 11 e 59,36 a
60 82 c 14 C 53,29 b
42 91 b 15 C 53,87 b
44 83 c 13 d 24,65 d
46 74 d 14 c 42,93 c
47 74 d 11 e 46,55 b
50 91 b 13 d 37,6 o
55 95 a 16 b 59,09 a
57 79 C 12 d 41,23 o
68 80 C 11 e 23,06 d
75 94 a 14 c 44,61 b
81 96 a 14 C 52,98 b
84 93 a 17 a 48,74 b
97 89 b 13 d 40,24 C
110 95 a 13 C 49,34 b

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minUs-
cula na coluna e maiuscula na linha, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabi-

lidade.

' Dados originais, contudo foram transformados em arco-seno da raiz da pro-
porcdo para analise estatistica univariada.

Figura 3: Graficos demonstrativos da estabilizacdo dos 26 gendtipos em horas
em S1 e S2, no tratamento testemunha (C).
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Gréfico 1: Temperaturas (°C) méaxima, média e minima diérias e precipitacéo
pluviométrica (mm) registradas pelo Instituto Nacional de Meteorologia - IN-
MET, em Campos Novos-SC, no periodo da semeadura até a maturidade fisiold-

ica, na safra 2011/2012 (A) e (B) na safra 2012/2013.
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* A semeadura do experimento na safra 2011/2012 realizada no dia 1° de no-
vembro de 2011, e na safra 2012/2013 a semeadura foi realizada no dia 09 de
novembro de 2012, de acordo com 0 zoneamento agroclimatico para a regiao.

Apo0s o estresse de frio observou-se diferencas negativas no per-
centual germinativo, comprimento de plantula e até mesmo na lixiviacdo
de solutos das sementes. Segundo estudos de Mahajan & Tuteja (2005),
baixas temperaturas induzem uma conjunto de alteracfes dos compo-
nentes do meio intra-celular, incluindo a dos &cidos insaturados, a com-
posicdo do glicerolipidios, mutagfes protéicas, composicdo de carboi-
dratos, a ativacdo de canais de ions, entre outros eventos que comprome-
tem desenvolvimento do eixo embrionario da semente (POLLOCK &
TOOLE, 1965), e consequentemente expressam anomalias em plantulas.
Sendo assim, elucida-se por que de maneira geral, as caracteristicas
fisioldgicas ap0s o teste de frio, se modificaram.

Nove gendtipos dos 26 avaliados se encontraram entre a faixa de
80 a 92% de percentual germinativo, sendo eles os BAFs: 112 (85%),
115(83%), 42(83%), 50(83%), 57(80%), 75(88%), 81(92%), 84(81%) e
110(86%). Contudo, apenas 0os BAF 81(Preto 70 dias) e 75(Serrano)
permaneceram na primeira classe, contemplando os maiores percentuais
germinativos ap0s o estresse, apresentando elevado vigor (Tabela 8).
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Figura 4: Gréaficos demonstrativos da estabilizagdo dos 26 gendtipos em horas
em S1 e S2, no tratamento testemunha (C).
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Alguns trabalhos como de Mertz e colaboradores (2007), obser-
varam que o percentual de germinacdo de sementes de feijdo apods o
estresse por frio (vigor), entre 25 a 76 %, ja Zabot (2007) encontrou
cultivares com 60 a 70% seu percentual de germinacdo. Para outras
leguminosas, como a soja, por exemplo, Vanzolini e colaboradores
(2007) encontraram percentuais germinativos similares ao do feijao,
porém com valores um pouco mais baixos, como, de 50 a 60 %.
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Sendo assim, os valores encontrados nesse trabalho, demonstram
gue as cultivares crioulas, possuem mecanismos genéticos mais amplos
para superar o estresse por baixas temperaturas.

O comprimento de plantula e a quantidade de solutos liberados
pela semente apresentaram decréscimo, apés o teste de frio, para a maio-
ria dos gendtipos. O BAF 81, com média de 13 cm, foi o destaque para a
variavel comprimento de plantula, contudo o0 mesmo nao diferiu estatis-
ticamente dos BAFs 112, 115, 03, 108, 55, 75, 81, 84 e 110, pois todos
estdona primeira classe de classificacdo (Tabela 8).

Ja para o indice de lixiviacdo de solutos, observaram-se 4 classes,
sendo que as menores médias foram para os BAFs 121, 03, 04 e 68,
porém o destaque foi para o Gltimo genétipo que apresentou média de
23 uS/cm/g (Tabela 8).

Observou-se que o tempo de estabilizacdo de lixiviacdo de solu-
tos das sementes, obtidas das duas diferentes safras diferiram significa-
tivamente ,quando submetidas o estresse por frio, na 2011/12 a estabili-
zacdo ocorreu 8 horas ap6s a imersdo das sementes em meio aquoso, e
no ano de 2012/13 observou-se o tempo de 10 horas (Figura 5). O maior
tempo de estabilizacdo foi devido a desorganizagdo das membranas
induzida pelo frio, e supostamente, pode ter ocorrido uma associagdo
com as condigBes climaticas durante a producéo a campo, como j& dis-
cutido anteriormente, sem a condi¢do de estresse induzida pelo frio a
nivel de laboratério.
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Figura 5: Graficos demonstrativos da estabilizagdo dos 26 gendtipos em horas
em S1 e S2, no tratamento ap6s o estresse por frio (F).
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Tabela 9: Percentual de germinagdo (TG%), comprimento de plantula (CP) e
condutividade elétrica (CE) de 26 gendtipos de semente crioula de feijdo, pro-
duzidas nos anos de cultivo 2011/12 e 2012/13, ap6s o teste de frio.

BAFs G (%) CP (cm) CE (uS/cm/g)

102 79 d 12 b 33,17 c
112 85 b 14 a 38,29 c
115 83 c 11 b 41,74 b
120 68 f 10 c 32,16 c
121 78 d 12 b 30,94 d
3 78 e 13 a 24,52 d
70 f 10 c 28,66 d

7 61 g 10 C 52,23 a
13 73 e 12 b 53,67 a
23 76 e 12 b 34,12 c
108 70 f 14 a 35,34 c
36 76 e 12 b 37,19 c
60 77 e 12 b 35,3 c
42 83 c 12 b 45,38 b
44 63 g 12 b 37,62 c
46 72 e 12 b 46,44 b
47 66 g 10 C 57,15 a
50 83 c 11 b 39,5 c
55 75 e 13 a 42,83 b
57 80 d 12 b 45,07 b
68 69 f 11 b 23,67 d
75 88 a 13 a 44,93 b
81 92 a 14 a 48,94 a
84 81 c 13 a 48,78 a
97 74 e 12 b 50,05 a
110 86 b 13 a 37,12 c
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*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minus-
cula na coluna e maiuscula na linha, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabi-
lidade.

'~ Dados originais, contudo foram transformados em arco-seno da raiz da pro-
porcdo para analise estatistica univariada.

O coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para averi-
guar o grau de associacao entre as variaveis fisioldgicas das sementes. O
intervalo de confianca adotado foi de 95 %. Notou-se que significativas
diferencas entre os tratamentos (controle e apds estresse por frio), por
isso fez-se a avaliacdo separadamente.

Para o tratamento C, a maior correlagéo foi observada entre as va-
ridveis: germinacdo e comprimento de plantula, indicando que quanto
maior o percentual de germinacgao, maior serd o comprimento da plantu-
la, em ao menos 43 % dos genotipos (r=43- correlagdo moderada-figura
A). Analisando o tratamento ap0s o estresse (F), essa correlacdo perma-
neceu moderada, com r= 38. Analisando-se a correlacdo entre a germi-
nacdo com a condutividade elétrica, em ambos 0s tratamentos ocorreu a
correlacdo fraca, praticamente nula. Por fim, a correlacéo entre a condu-
tividade elétrica e comprimento de plantula, também foi fraca a nula, no
tratamento C, diferindo do tratamento F, que teve correlagdo negativa,
porém fraca, mantendo a mesmo comportamento. Este fato sugere que
conforme aumentano percentual de germinacdo e comprimento da plan-
tula, maior sera a qualidade fisioldgica da semente a nivel de organiza-
¢do de suas membranas celulares. Esses resultados condizem com o
resultado encontrado em 2010(a) por Coelho, pois houve correlagcdo
positiva (moderada-forte), entre germinacéo e comprimento de raiz pri-
maria, contudo teve-se correlagdo negativa entre condutividade elétrica
e comprimento de raiz primaria.

Esses resultados auxiliam a reafirmar estudos que determinam o
vigor das sementes quando utilizam-se os testes de condutividade elétri-
ca e comprimento de plantulas, uma vez que a integridade da membrana
tem reflexos diretos na eficiéncia metabdlica durante a embebicdo da
semente, reducdo da germinacdo, e consequentemente na formacdo de
um plantula saudavel (BARBIERI, 2013). Quanto maior a capacidade
de reorganizacdo das membranas e reparacdo do dano durante a embebi-
¢do, menor seré a quantidade de lixiviados organicos e inorganicos libe-
rados, menor grau de deterioragdo, maior o potencial de germinacéo e
consequentemente, maior sera vigor da semente.

Realizou-se a analise de componentes principais, para melhor vi-
sualizar a linearidade entre as varidveis e observar as variagfes entre os
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agrupamentos. O componente principal 1(PC1) e o componente 2 (PC2)
explicam 79% das variacdes observadas apds o estresse por frio. As
variaveis, comprimento de plantula e germinacdo, permaneceram pro-
ximas, se enquadrando em PC1(-) e PC2(+), corroborando com resulta-
dos apresentados na correlagdo. Ja a varidvel CE permaneceu em PC1(-)
e PC2(-). A partir dessas variaveis formaram-se 6 grupos através da
similaridade calculada pela distancia euclidiana sobre as médias aritmé-
ticas (Figura 6). O grupo 1 formado pelos BAFs 81 e 75, permaneceram
no terceiro quadrante, proximos a varidvel germinacdo, pois apresenta-
ram 0s maiores percentuais germinativos; ja o grupo 2, no segundo qua-
drante, abrangendo os BAFs 112, 108, 110, 36, 60, 102, 121 se encon-
tram mais proximos ao comprimento de plantula, percentual germinati-
vo de 75 a 85%, , e com indices baixos de condutividade elétrica, per-
dendo apenas para 0 grupe 3, com os gendtipos 03 e 68. Grupo 4 apre-
sentou valores medianos para as trés variaveis estudadas, com genotipos
com baixo vigor. O grupo 5 e 6 apresentam valores de CE mais altos do
gue os demais, com valores que oscilam de 60 a 80 % no percentual de
germinacdo. Dessa forma esse teste confirmou os resultados acima des-
crito, possibilitando uma melhor visualizagdo no plano cartesiano (Figu-
ra 6).

Fatores genéticos intrinsecos nos BAFs 75 e 81 possibilitaram
uma melhor adaptagdo ao estresse de baixas temperaturas, possibilitando
sua classificacdo de alto vigor. O efeito do ambiente é um dos elemen-
tos de maior importancia sobre o vigor das sementes (PREZZI, 2013),
tanto durante sua formagdo quanto no desenvolvimento de uma nova
plantula. Plantas de alto vigor, obtiveram indices altos de comprimento
de plantula, correspondendo a um crescimento saudavel, e baixos indi-
ces de lixiviacdo de solutos, ja que essa caracteristica esta ligada ao grau
de deterioracdo (BARBIERI, 2012). Os testes de vigor utilizados pro-
porcionaram informacdes mais detalhadas quanto ao potencial fisiologi-
co das sementes trabalhadas, em conjunto com teste de germinacéo cor-
roborando com diversos trabalhos realizados, inclusive de outras legu-
minosas, (BATISTA 2012; MIRANDA, 2001). Por conseguinte, permi-
te-se salientar a importancia de considerar os testes de vigor na indica-
¢do de gendtipos com melhores potenciais de estabelecimento inicial do
estande a campo.

Com auxilio do método de Singh (1981), avaliou-se a importan-
cia relativa das variaveis estudadas, na conformidade genética dos resul-
tados apds o estresse de frio. A varidvel germinacdo apresentou uma
contribuicdo de 56%, seguida de comprimento de plantula (28) e condu-
tividade elétrica (16%). Reafirmando que os testes de vigor sdo com-
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plementares ao teste de viabilidade, oferecendo um espectro maior na
andlise da qualidade fisioldgica das sementes (Figura 7).



83

Figura 6: Dispersdo grafica dos gen6tipos de feijdo em relagdo aos componentes
principais (PC1 e PC2), correspondendo as trés varidveis fisioldgicas estudadas.
Os numeros correspondentes aos BAFs estdo mais detalhados na Tabela 1.
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Figura 7: Contribuic&o relativas das varidveis estudadas através da metodolo-
gia de Singh (1981), baseada na distancia euclidiana. CP= comprimento de
plantulas; CE= Condutividade Elétrica.
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4. CONCLUSAO

O percentual de germinacdo foi a variavel fisiologica das semen-
tes mais estavel entre os genotipos crioulos avaliados, e menos depen-
dente do ambiente. Os genétipos crioulos, produzidos sob cultivo orga-
nico, BAFs: 81 (Preto 70 dias), 75 (Serrano), 42(Vagem Branca),
50(Carioca Brilhante), 57(Preto), 84(Carioca Rosado); e comercial
110(Guard) apresentaram potencial fisioldgico elevado quanto ao vigor,
em funcdo do estresse por frio, permitindo indica-los como mais pro-
missores a semeadura antecipada na regido do planalto Catarinense.
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RESUMO: O estresse oxidativo, ocasionado por estresse bidtico e abio-
tico, é o resultado do desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio e
defesas antioxidantes, conduzindo a danos em proteinas carboidratos,
lipideos e DNA. Estresse abidtico ocasionado por baixas temperaturas
pode afetar o desenvolvimento da semente do feijoeiro, por gerar altera-
¢Oes fisiologicas, bioquimicas e moleculares em seu metabolismo. As
sementes podem suportar flutuacfes temporarias de temperatura ajus-
tando sua biologia para aumentar a tolerancia ao estresse oxidativo cau-
sado. O objetivo do trabalho foi observar as oscilagdes na producéo de
metabdlitos ndo-enzimaticos de 16 gendtipos de feijoeiro, classificados
COMO Vigorosos e pouco vigorosos (contrastantes) pelo teste padrdo de
germinacdo em sementes, antes e apds estresse por frio. As sementes
utilizadas neste trabalho foram provenientes do cultivo orgéanico de duas
safras consecutivas, 2011/12(S1) e 2012/13(S2). O perfil bioquimico
dos gendtipos em estudo foi determinado considerando a quantificacdo
de compostos fendlicos, acdo antioxidantes (DPPH), teor de prolina
livre e peroxidacdo de lipideos (TBARs), das amostras controle (C) e
apos estresse por frio (F). O contetdo de fendlicos e a atividade antioxi-
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dante (DPPH) foram superiores na S2 se comparadas a S1, ja o teor de
prolina e de TBARs apresentaram valores maiores em S1 do que em S2,
em ambos os tratamentos (C e F). indices pluviométricos altos em S1
(327 mm) em relacdo a S2 (105 mm) durante o periodo de floracdo até
maturacdo da semente podem ter causado essas diferencas. Além disso,
analisando os tratamentos C e F, os valores de todas as varidveis anali-
sadas também aumentaram em F, indicando que o estresse por baixas
temperaturas causou aumento do conteddo de metabolitos ndo-
enzimaticos na semente, afim de proteger os danos da oxidagdo. As
técnicas multivariadas possibilitaram discriminar os gendtipos, diante do
estresse oxidativo, corroborando com resultados fisiolégicos, demons-
trando que em ambas as safras, o genotipo denominado como Preto 70
dias (BAF 81) apresentou um desempenho diferenciado diante ao estres-
se, sendo considerado o mais tolerante, e apresentando valores medianos
de todas as varidveis analisadas.

Palavras-chaves: sementes, estresse oxidativo, baixas temperaturas,
safras.

1. INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.), um dos alimentos mais antigos
do mundo (ALMEIDA, 1995; FREITAS, 2006), é considerado uma das
principais fontes de nutrientes para a dieta humana, pois fornece protei-
nas, fibras, carboidratos complexos e vitaminas (GRAHAM & RA-
NALLI, 1997; CARNEIRO, 2005; AFONSO, 2010). O Brasil é respon-
savel por 15% da producdo mundial de feijdo, classificado como o se-
gundo maior produtor do globo (ICEPA, 2011; CONAB, 2013), fator
que leva a inquestionavel importancia socioeconémica da leguminosa
no pais (KASCHUK, 2006).

Em Santa Catarina, sul do Brasil, a cultura do feijéo é tradicional
fonte de renda, principalmente para pequenos produtores rurais (ZILIO,
2010), o estado é o quinto maior produtor de feijdo a nivel nacional
(DERAL, 2013), produzindo na ultima safra (2012/13), aproximada-
mente, 120 mil toneladas do grdo (CONAB, 2012). As microrregides do
oeste e 0 planalto sul catarinense possuem a producdo mais expressiva
da leguminosa, destacando-se 0 municipio de Curitibanos, produzindo
28,8% do total no Estado (EPAGRI/CEPA, 2010).

Essas microrregides sdo caracterizadas por condi¢des de baixas
temperaturas, fator abiotico que influéncia o processo de germinacgdo e
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vigor das sementes (LOPEZ-AMOROS, 2006), podendo restringindo a
producdo da leguminosa, levando os agricultores catarinenses a optarem
por realizar praticas de semeadura tardia (BISOGNIN, 1997). Pelo fato
das sementes de feijdo serem muito sensiveis a esse tipo de estresse, a
porcentagem de germinacdo pode decair em até 50% (KLAN, 1995),
pois afeta diretamente o desenvolvimento embrionério, e consequente-
mente 0 crescimento e o vigor da plantula (POLLOCK & TOOLE,
1966, POLLOCK, 1969).

Sendo assim, as baixas temperaturas levam a redugdo dos rendi-
mentos médios da cultura do feijoeiro, alongando seu ciclo, e podendo
aumentar os custos de producdo. Porém, existem variedades que expres-
sam mecanismos de resisténcia ao frio, através de mudangas na expres-
sdo génica (OTUBO, 1996; HUGHES & DUNN, 1995). Os genes que
ativam esses mecanismos estdo associados as funcbes de protecdo e
estabilizacdo da integridade das membranas celulares, ao incremento da
expressdo de mecanismos antioxidantes, ao aumento intracelular dos
niveis de agucar, bem como ao acumulo de compostos fenélicos e na
composicdo dos aminoacidos, com destaque a prolina. Em seu conjunto,
estas alteracdes bioquimicas conferem um fenétipo de maior resisténcias
as baixas temperaturas, contribuindo a superacgéo da desidratacdo celular
associada ao estresse causado pelo frio (MAHAJAN & TUTEJA, 2005).

O efeito do estresse por frio em sementes de cultivares de feijao,
bem como algumas modificacdes bioquimicas foram estudadas por al-
guns autores, por exemplo, em 1970, Kooistra, que observou a germina-
¢do de espécies do 280 variedades de Phaseolus, combinadas com bai-
xas temperaturas em diferentes horas de exposicdo ao estresse, desta-
cando-se P. vulgaris viz Comtesse de Chambord em temperaturas abai-
x0 de 15°C. J4, Chinnusamy (2007) e Ishitan (1997), averiguou a fungédo
da familia CBFs (C-repeat binding fator) em cultivares no controle do
estresse de baixas temperaturas, em alguns casos codifica a sequencia
LUC sobre o controle do gene RD29A. Otubo e colaboradores (1996)
selecionaram alguns genétipos tolerantes ao frio, como SMALL WHI-
TE, RIO VERMELHO E A-488, e realizaram cruzamentos cujos efeitos
genéticos aditivos predominaram em F1. Outros pesquisadores observa-
ram a acdo antioxidante de algumas enzimas em sementes diante ao
estresse salino e de temperaturas extremas, além de ressaltar as poucas
pesquisas relacionadas ao estresse oxidativo em sementes (LEI, 2005);
Badea em 2009 enfatizou as modificagfes na integridade lipidicas das
membranas apos estresse de baixas temperaturas, e outros autores que
demonstraram a acumulagdo de prolina e outros aminoacidos em fungéo
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do estresse (NETO, 2004; RAI, 2002; HAIKO ENOK SAWAZAKI,
1981).

Devido aos problemas ocasionados pelas baixas temperaturas,
tem-se buscado variedades crioulas com caracteristicas resistentes ao
frio que possam ser utilizadas em Santa Catarina para preconizar a co-
Iheita antecipada. Ao longo dos anos, estes genotipos tém sido cultiva-
dos por populagdes indigenas e produtores catarinenses, permitindo a
formacédo de um banco de germoplasma de variedades crioulas, as quais
acumularam modificagcBes genéticas que contribuiram para adaptacéo
aos microclimas e as regides geograficas variadas (GUERRA, 1998).

Tendo em vista 0 exposto, 0 objetivo deste trabalho foi investigar,
em sementes de feijdo crioulo e comercial, algumas oscilagbes na pro-
ducdo de metabdlitos ndo-enzimaticos, perante ao estresse oxidativo
causado pelas condi¢des de baixas temperaturas, bem como a correlacdo
de genotipos caracterizados como mais e menos tolerantes ao estresse
por frio, de duas safras consecutivas.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencdes das sementes de feijdo

Amostras de sementes de feijdo oriundas do cultivo organico das
safras agricolas 2011/12 e 2012/13 foram gentilmente cedidas pela Em-
presa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(Epagri). Os genétipos progenitores foram cultivados no municipio de
Campos Novos, seguindo as normas da Lei Orgéanica n.° 10.831 de
2003, do Decreto n.° 6.323 de 2007 e das InstrucGes Normativas n.° 64
de 2008 e 18 e 19 de 2009.

Vinte e dois gendtipos crioulos (BAF 03, BAF 04, BAF 07, BAF
013, BAF 023, BAF 036, BAF 042, BAF 044, BAF 046, BAF 047, BAF
050, BAF 055, BAF 057, BAF 060, BAF 068, BAF 075, BAF 81, BAF
84, BAF 97, BAF 102, BAF 108, BAF 120) e 4 gen6tipos comerciais
(BAF 112 [IPR-88-Uirapurd], BAF 115 [BRS-Valente], BAF 121 [lapar
81] e BAF 110 [Epagri]) (Tabela 10), foram estudados. Esses genétipos
pertencem ao Banco Ativo de Germoplasma de Feijdo (BAF), localizada
no Centro de Ciéncia Agroveterinarias (CAV), Universidade do Estado
de Santa Catarina (UDESC- Lages, Planalto Sul de Santa Catarina).
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Tabela 10: Identificacdo, origem e nome comum dos genétipos crioulos e co-
merciais de feijdo do Banco Ativo de feijdo do CAV-UDESC, Santa Catarina,

Brasil.
*BAE Orlgem~da cole- Nome co- Grupo.co- Sementes
céo mum mercial
Goiania CNPAF (o .
102 (GO) México 309 preto Crioulo
IPR-88- .
112 IAPAR (PR) Uirapurd preto Comercial
115 EMBRAPA (GO) BRS-Valente preto Comercial
120 Lages (SC) Roxinho cores Crioulo
121 IAPAR (PR) lapar 81 carioca Comercial
3 Palmitos (SC) Manchinha cores Crioulo
Amendoim .
4 Lages (SC) Lages cores Crioulo
7 Lages (SC) Preto Lages preto Crioulo
Caxambu do Sul .
13 (SC) Taquara preto Crioulo
23 Chapec6 (SC) PretoC%hape— preto Crioulo
108 Recife (PE) Branco cores Crioulo
Séo Jose do Cer- .
36 fito (SC) Rasga preto Crioulo
60 Lebon Regis (SC) Mouro preto Crioulo
42 Capéo Alto (SC) Feljao Va- preto Crioulo
gem Branca
44 Capédo Alto (SC)  Vermelho cores Crioulo
46 Lages (SC) (no name) preto Crioulo
47 Piratuba (SC)  Preto precoce preto Crioulo
- Carioca Bri- . .
50 Lebon Régis (SC) lhante carioca Crioulo
55 Cunha Poré (SC) Preto preto Crioulo
57 Cunha Poré (SC) Preto preto Crioulo
68 Lagoa(\R/g;melha Vermelho colors Crioulo
75 Formigueiro (RS) Serrano preto Crioulo
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*BAF Orlgergé%a cole NonqLe n;:o Gr;ueegig:) Sementes
84 Pinheiro Machado Carioca rosa- cores Crioulo
(RS) do
97 Irai (RS) Charque preto Crioulo
110 Epagri (SC) Guara carioca Comercial

*BAF =ndmero da cole¢do no banco de germoplasma do CAV-UDESC, Santa
Catarina, Brasil.

BAFs: 110= Guara; 112= Uirapurd; 115= Valente; 121= lapar 81 (gen6tipos
comerciais)

2.1.1 Triagem do material analisado

A fim de avaliar o vigor apds o estresse por baixas temperaturas,
realizou-se o teste de frio para os 26 cultivares de feijdo, conforme Mi-
guel & Cicero (1999), com adaptacdes. Foram utilizadas 200 sementes,
sendo estas distribuidas em quatro repeti¢des de 50 sementes, as quais
foram dispostas em papel-toalha umedecido com agua destilada na pro-
porcdo de 2,5 vezes o valor da massa seca do papel. As folhas enroladas
foram envolvidas por sacos plasticos, fechados com auxilio de fita ade-
siva e mantidos em camara de germinacgdo (B O D) a 7°C por sete dias.
Apos este periodo, realizou-se a avaliacdo da germinacdo (Brasil,
2009), sendo o material amostral retirado dos sacos plasticos e mantido
em germinador a 25°C por nove dias, computando-se somente 0 nimero
de plantulas consideradas normais no quarto e nono dia, conforme Brasil
(2009). Por fim, apds a andlise do percentual de germinacao apos teste
de frio, selecionaram-se 16 gendétipos contrastantes, ou seja, 8 gendtipos
mais vigorosos (maiores percentuais de germinacdo) e 8 gendtipos me-
Nnos vigorosos (0s menores percentuais de germinagdo) para as safras em
estudo (Tabela 2), as quais foram utilizados nas analises bioquimicas
detalhadas a seguir.
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Tabela 11: Identificagdo, grupo comercial e percentual de germinago dos geno-
tipos contrastantes de feijdo, ap6s o teste de frio.

SAFRA 2011/12 SAFRA 2012/13
BAF G (%) Grupo Comercial [BAF G (%) Grupo Comercial
Mais Vigorosos Apds o Teste de Frio
75 98 preto 81 38 preto
81 95 preto 50 85 carioca
84 91 cores 97 84 preto
102 86 preto 42 83 preto
121 84 carioca 55 81 preto
42 83 preto 75 77 preto
36 83 preto 4 74 cores
50 81 carioca 102 74 preto
Menos Vigorosos Apos o Teste de Frio
55 69 preto 108 73 cores
47 69 preto 121 72 carioca
108 66 cores 84 71 cores
4 66 cores 120 70 cores
120 65 cores 7 69 preto
97 64 preto 36 69 preto
44 62 cores 44 64 cores
7 55 preto 47 62 preto

2.1.2 Preparacdo do Material

Previamente as analises bioguimicas e espectrofotométricas, o0s
grdos foram triturados em moinho de café (Cadence MDR 301), com
auxilio de nitrogénio liquido, padronizando-se a granulometria da fari-
nha em 60 mesh. Na sequencia o material foi transferido a estufa com
circulacdo de ar a 40°C/4h. As amostras das farinhas secas foram acon-
dicionadas em tubos Falcon (15 ml) em temperatura ambiente, até poste-
rior analise.

2.2 Analises bioquimicas
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As andlises subsequentes utilizaram amostras controle(C) e sub-
metidas ao estresse térmico(F), conforme previamente descrito.

2.2.1 Espectrofotometria de varredura UV-visivel

A andlise espectrofotométrica de varredura foi utilizada para a
obtencdo de um perfil metabdlico preliminar. Para tal, amostras de fari-
nha (1: 3, m/v) foram adicionadas de 10 ml de solucdo cloroférmio:
etanol (50: 50, v/v) e incubadas (30 min), seguido de centrifugacdo
(4000 rpm, 10 min) e recuperacdo do extrato organosolvente. O perfil
espectral de absorbancias do extrato organosolvente (3ml) das amostras
foi determinado em espectrofotémetro (Bel, SPECTRO LGS53), no
intervalo de 200 a 800 nm, no ndmero de 3 espectros/amostra.

2.2.2 Determinacéo do teor de compostos fenolicos totais

Os extratos foram obtidos utilizando-se 1g (peso seco) de amostra
(farinha), adicionada de 10 ml de metanol (80%) e incubada em banho-
maria, a 55°C, por 30 minutos. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas (4000 rpm, 10 min), recuperando-se 0 sobrenadante para
as analises posteriores. O teor de compostos fendlicos totais foi deter-
minado por meio do reagente Folin Ciocaulteau, utilizando-se uma cur-
va padrdo de acido galico, nas concentragdes de 0, 50, 100, 250, 500,
750, 1000 e 1250 pl/ml (R? = 0,9969) (RUMBAOA, 2009). Para tal, 200
pL do extrato metandlico foram adicionados a 1,4 mL de &gua destilada,
100 pL do reativo de Folin-Ciocaulteau, 30 pL de carbonato de sédio
(20%, m/v). A mistura permaneceu em repouso por uma hora, seguido
da determinagdo da absorbancia em leitor de microplaca (TP-Reader, TP
READER NM Thermo Plate) (A= 765 nm, HUANG. 2004).

2.1.3 Determinacdo da atividade antioxidante — inibicdo do radi-
cal DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

O potencial antioxidante dos extratos metandlicos foi determina-
do seguindo a metodologia de Kim et al., (2002). 10 uL do extrato foi
adicionado 290 pL da solugdo metanodlica do radical DPPH a 80 ppm
(Sigma, 0,1 mM em metanol 80%). A absorbancia do radical DPPH foi
determinada através da leitura da absorbancia (A = 530 nm) em leitor de
microplacas, apds 30 minutos de incubacéo.
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2.2.4 Determinacéo de prolina livre

O teor de prolina livre nas amostras foi determinado segundo me-
todologia de Bates et al. (1973). Amostras de farinhas (0,5 g) foram
adicionadas ao &cido sulfossalicilico (3%, m/v). O extrato foi centrifu-
gado (4000 rpm, 5 min) recuperando-se o sobrenadante (2 ml) ao qual
foram adicionados 2 mL de ninhidrina &cida e 2 mL de &cido acético
glacial. O meio de reacdo foi incubado em banho-maria (100°C/1h),
sendo a reacdo paralisada por imersdo em banho de gelo. Apds este
procedimento, foram acrescentados 4 mL de tolueno, seguido de agita-
¢do vigorosa(20 s) e recuperacdo do sobrenadante aspirado da fase
aquosa, para determinacéo da absorbancia leitor de placa (' | = 520 nm).
A concentragdo de prolina foi determinada usando-se a curva padro,
preparada com concentragbes de: 25, 50, 100 e 300 mg L-1(R? =
0,9863).

2.2.5 Quantificacdo de lipoperoxidagdo

A quantificacdo foi realizada por meio da determinacéo de espé-
cies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), conforme descrito por
Heath & Packer (1968), com adaptagdes. As amostras de farinhas (0,2 g)
foram acrescido a 600uL de PvPP(20%) e homogeneizado em &cido
tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v). O homogeneizado foi sonicado (10
min), adicionado a 25 pL hidroxitolueno butilado (BHT - 10mM) e
centrifugado (5 000 rpm , 10 min). Houve novamente a recuperacao do
extrato sobrenadante (350 uL), ao qual foi acrescido700 uL do meio de
reacdo (0,25% (p/v) de acido tiobarbitdrico [TBA] em HCL [0,25M] e
TWEEN 20 [2%]), a mistura foi incubada em banho-maria (100°C/15
min) e levou-se ao banho de gelo por 5 minutos para a paralizacdo da
reacdo. O homogeneizado foi centrifugado (5000rpm, 5 min), recupe-
rando-se o0 sobrenadante, seguido da leitura da absorbancia (A = 530
nm). A concentracdo do complexo entre aldeido malénico/acido tiobar-
bitdrico (MDA/TBA) foi calculada usando o coeficiente de extin¢éo
molar de 1,55 mM™ cm™ (DEUNER et al, 2011).

2.3 Analises Estatisticas

Os dados foram, inicialmente, submetidos a analise de variancia
univariada, para avaliacdo da existéncia de variabilidade dos dados de
cada variavel bioquimica em relagdo aos gendtipos estudados. A anélise
multivariada foi utilizada para analisar as relacGes entre os genoétipos
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caracterizados pelas quatro varidveis bioquimicas estudadas, a fim de
avaliar e interpretar a variabilidade global existente, através dos métodos
de componentes principais (PCAs) e analise hierarquica (clusters). Essas
analises foram processadas implementando-se scripts em linguagem
computacional R (Development Core Team, 2008) também com o auxi-
lio do programa PAST (HAMMER et al. 2001). Os valores médios dos
tratamentos foram comparados pelo teste de agrupamento de Scott &
Knott (1974), a 5% de probabilidade. Além disso, realizou-se a associa-
¢do as varidveis testadas através do célculo da correlagéo de Pearson.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Espectrofotometria de varredura Uv-visivel e quimiometria.

A andlise espectrofotométrica de varredura UV-vis possibilitou
detectar sinais tipicos de compostos pigmentares nas amostras de fari-
nhas de sementes dos gendtipos em estudo. Os perfis demonstraram
forte absorcdo na janela espectral de 280 a 480 nm, correspondendo a
regido de compostos fendlicos, com bandas de absorcdo de ultravioleta
(280-340mm) e UV-visivel (340-480nm). Para melhor detalhamento, os
dados foram divididos conforme as absorbéncias descritas e, submetidos
a determinacdo dos componentes principais para visualizagdo da consti-
tuicdo metabolica aos compostos que absorvem ou nao absorvem a luz
UV. A regido que demonstrou o resultado mais consistente abrangeu a
faixa espectral 280 a 340 nm, em ambas as safras, por ser possivel iden-
tificar picos frequentes a absor¢do de ultravioleta pelos compostos fené-
licos, tendo uma descricdo caracteristica de cada gen6tipo antes e ap6s o
estresse por frio. O conjunto de dados referentes a banda de UV-visivel
permaneceram muito proximos a origem (regido centrdide), ndo de-
monstrando dados consistente, e por isso ndo relatados neste estudo.

Na S1, os componentes PC1 e PC2 contribuiram para explicar em
96 % a variancia presente na matriz de dados referentes aos compostos
fendlicos obtidos a partir a faixa espectral 280 a 340 nm. Através da
distribuicdo fatorial verificou-se que 0s gendtipos se agruparam em
cinco grupos distintos (Figura 4-B). De maneira geral, os genoétipos
classificados como menos vigorosos se encontravam em PCL(+) e
PC2(+), abrangendo os grupos 1 e 2, PC1(-) e PC2 (+), onde se encontra
0 grupo 3. Em contrapartida os gen6tipos mais vigorosos cuja distribui-
¢do se condensou PC1(-) e PC2 (-), abrangeu 0s grupos 4 e 5 .
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Na segunda safra (S2), notou-se diferenca na distribui¢do, compa-
rada com a safra anterior, pois se formaram grupos conforme o trata-
mento estudado (C e F) e ndo pela classificagdo de vigor. Os componen-
tes PC1 e PC2 contribuiram para explicar em 98% da variancia dos
dados da matriz. No, primeiro e no segundo quadrante observaram-se
trés grupos, todos contendo a maioria dos genétipos do tratamento ap6s
0 estresse (F), ja no terceiro e quarto quadrante, agruparam-se genotipos
do tratamento controle (C), com excecdo dos BAFs 112(F) e 81(F).

A espectrofotometria de varredura em UV-vis foi um instrumento
eficaz para identificacdo de metabdlitos secundarios de interesse para o
presente estudo, auxiliando para direcionamento das analises quantitati-
vas dos compostos fendlicos e averiguacdo da a¢do oxidante das semen-
tes dos genotipos classificados como contrastantes quanto ao vigor.

3.2 Compostos fenolicos totais e atividade antioxidante

Através das andlises de variancia dos extratos, constataram-se di-
ferencas significativas no conteldo de compostos fendlicos, porcenta-
gem de inibicdo-DPPH (p< 0,05) entre as safras (2011/12 e 2012/13) e
entre os tratamentos (C e F) (Tabela 12).

Percebe-se que a safra 2012/13 (S1) apresenta teores maiores de
compostos fenolicos e DPPH comparadas com a safra 2011/12 (S2).
Essa distingdo pode ter sido influenciada por oscilagBes pluviométricas,
de temperatura e umidade ocorridas entres os anos de cultivo, ja que
existe uma resposta direta entre planta-semente e sua interacdo com
meio ambiente diversificando assim, a concentra¢cdo dos compostos
fotoquimicos produzidos (ZOBAYED, 2005). Sendo assim determina-
das circunstancias climéticas podem causar uma pequena disfuncéo de
energia na planta, comprometendo o contelido de compostos fenoélicos
que seriam transmitidos para as sementes durante sua formacdo. Ressal-
ta-se que durante a época de maturacao das sementes de feijoeiro na S1
se comparadas a S2, houve um aumento no indice pluviométrico de
aproximadamente 70%, evidenciando que alta disponibilidade de agua
durante essa fase de producdo pode ter comprometido a quantidade de
compostos transferidos para as sementes.

Os compostos fenolicos abrangem varias substancias organicas,
contemplando diferentes graus de polimerizagéo, fato que contribui pela
coloragdo das sementes, além de apresentarem atividades que seques-
tram radicais livres protegendo contra estresse oxidativo (YOUDIM,
2000). Sendo assim, por esses compostos formarem um grupo extenso
(&cidos fendlicos: acidos hidroxibenzdicos e acidos hidroxicinamicos;
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flavonoides: flavonois, flavonas, flavandis, flavanonas, antocianidinas e
isoflavondides), cada genotipo apresenta um perfil (FERREIRA &
ABREU, 2007), que ainda pode se diferenciar diante de algum estresse
bidtico e/ou abidtico (LLORACH, 2008). Este fator pode ser mais um
dos indicios que o perfil dos compostos fendlicos apresentou-se distinto
de uma safra para outra.

Observando as médias dos tratamentos (C e F) tanto o contetdo
de compostos fendlicos como acdo antioxidante, em ambas as safras,
aumentaram apds o estresse de baixas temperaturas(F). Segundo Neves
(2009), as propriedades biolégicas dos fenolicos podem estar relaciona-
das com a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre o meio,
possuindo alta probabilidade de ocorréncia de correlacdo entre eles
(LOPEZ-AMOROS, 2006), e assim caracterizar 0 elevado potencial
antioxidante dos fendlicos (BROINIZ, 2007) (Figura 8).

Todo o processo de formacdo da semente é complexo, e cada
composto cedido da planta-mae exerce fungfes distintas e acopladas
entre si durante o crescimento da plantula, por isso condi¢des 6timas de
temperatura e umidade durante esse periodo é elementar. Estudos evi-
denciaram que durante a germinacdo, fase de intensa respiragdo, existe
um aumento na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, sendo que
grande parte pode ser neutralizada pelos compostos fenélicos (LOPEZ-
AMOROS, 2006, MITTLER, 2002) j4 existentes nas sementes, caracte-
ristica que explica a producdo desses compostos no tratamento controle

©).

O estresse por baixas temperaturas pode promover o aumento da
producdo excessiva de espécie reativas de oxigénio (O,, H,0,, OH),
representando o estresse oxidativo (GILL&TUTEJA, 2010), corrobo-
rando com os dados observados no tratamento apos o estresse (F). So-
bretudo, essas espécies reativas nem sempre sdo nocivas, se produzidas
em concentra¢cbes moderadas induzem mecanismos de tolerancia ao
desequilibrio causado (PRASAD et al., 1994; RHOADS et al., 2006;
PASTORE et al., 2007; RUELLAND & ZACHOWSKI, 2010). Esse
panorama de estresse na semente reflete na germinacdo e desenvolvi-
mento das plantas, aumentando valor do papel da atividade antioxidante
dos agentes ndo enzimaticos diante a tolerancia ao estresse.
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Figura 8: Compostos fenolicos nos grédos de variedades crioulas de feijdo (A) e
percentagem de inibicdo do radical DPPH (B) nas safras de 2011/12 e 2012/13,
para sementes controle (C) e ap0s o estresse térmico (F). Os valores sdo expres-
sos em pg/g de matéria de seca para compostos fendlicos e em porcentagem de
inibicdo para DPPH e sdo referentes as médias + desvio padrao.
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Observando os teores de fendlicos nos genoétipos estudados per-
cebeu-se grande oscilacdo, revelando valores de 0,11 a 0,89 mg/g na
primeira safra (S1) e valores de 0,14 a 1,28 mg/g na ultima safra (S2).
Piedade e colaboradores em suas pesquisas encontraram valores de até
2,59 mg/g de fendlicos em cultivares de feijoeiro utilizando a catequina
como padréo, contudo Afonso (2010) e Silva (2009) encontraram valo-
res mais proximos ao deste estudo, oscilando de 0,04 a 0, 78 mg/qg,
mesmo utilizando como padrdo acido cafeico e catequina, respectiva-
mente.

Os gendtipos com os maiores teores na primeira safra foi BAF
102 e 0 4, em contrapartida na S2 o destaque foi para os BAFs 84, 44 e
55. Para a atividade antioxidante notou-se oscilacdo de percentuais, de
35 a 81% na S1, destacando-se 0 BAFs 36 e 47; e de 59 a 89% na S2
destacando-se os BAFs 68 e 07, com maiores porcentagens (Tabela 12).
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Tabela 12: Concentracdo média de compostos fendlicos e atividade antioxidante
dos gendtipos contrastantes, nos dois anos de cultivo (2011/2012 e 2012/2013).

2011/12 crop 2012/13 crop
BAFs *;PCTQ?I BAFs **Phenolic
*DPPH(%) pounds *DPPH (%) | compounds
75 68 c 0.46b | 110 85¢ 0.62¢
81 59 d 057b | 112 69 f 0.49 ¢
o | 84 55d 0.35¢ | 115 59 f 1.28a
S| 102 71b 087a | 81 84c 1.08 b
S| 121| e0d 0.22¢ | 50 88 b 0.37d
= | 42 68 c 022c | 97 82¢ 0.63c
S| 36 77a 058b | 57 88 b 1.03b
50 69 ¢ 0.53b | 42 86 c 0.35d
47 8la 0.11d | 84 88 ¢ 0.14e
55 58 d 0.46b | 120 84c 1.26 a
L | 108 72b 0.32¢c | 36 86 ¢c 0.48 ¢
2| 4 58 d 079a | 7 87 a 042c
S| 120 72b 0.64b | 13 74e 0.44c
2 97 35¢ 053b | 68 89a 0.50 ¢
S| 44 16 f 0.03d | 44 85¢ 1.17a
=2 5 66 C 0.32¢c | 47 87b 0.33d

*= Dados originais, contudo foram transformados em arco-seno da raiz da pro-
porcéo para andlise estatistica univariada; ** =Valor determinado pela curva de
calibracdo com acido galico (r2= 0,99);***= Significativo no nivel de 5 % de
probabilidade.

3.3 Prolina livre e lipoperoxidacéo

Por meio das anélises de variancia dos extratos das sementes, di-
ferencas significativas no contetdo do teor de prolina livre e grau de
lipoperoxidacdo (TBARS) (p< 0,05) entre as safras (2011/12 e 2012/13)
e entre os tratamentos (C e F) foram observadas.
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Analisando primeiramente as safras, percebe-se que o teor de pro-
lina livre e o grau de peroxidacao lipidica foram maiores em S1 do que
em S2 (Figura 9). Como ja explanado anteriormente, condicfes climati-
cas influenciam na composi¢do de compostos da semente e toda sua
organizacdo celular.

Durante o periodo de producgdo da S2 ocorreram condi¢des mais
adequadas ao cultivo do feijdo, evidenciando um equilibrio maior da
planta e consequentemente da semente formada. Provavelmente o alto
indice pluviométrico em S1 estimulou maior acimulo de prolina livre
(osmélito), a fim de manter o equilibrio osmotico e protecdo das mem-
branas (SOUZA, 2013) diante de um crescente estado de estresse hidri-
co. Alguns autores como Lazcano-Ferrat & Lovatt (1999) relataram o
acumulo de prolina por influéncia do estresse hidrico, corroborando com
resultados do presente estudo. Esse osmdlito auxilia na retencdo de agua
no citosol, protegendo assim as membranas, complexos protéicos e es-
truturas celulares (ALI, 2013; MAHAJAN & TUTEJ, 2005), por isso
qualquer situacdo que impeca a acdo estavel da agua dentro da célula,
pode ativar o acimulo desse composto, situacdo que engloba, de manei-
ra geral, qualquer tipo de estresse abidtico.

O grau de peroxidacdo lipidica também foi maior na S1. A lipo-
peroxidacdo evidencia o nivel de estresse oxidativo nas sementes, pro-
cesso advindo da oxidacéo de &cidos graxos (poli-insaturados), caracte-
rizando a formacdo de malonaldeido (MDA) (Lima & Abdalla 2001).
Entre outros reflexos dessas alteragBes nas membranas, destacam-se 0s
transtornos referentes a permeabilidade, alterando o fluxo i6nico e de
outras substancias, o que resulta na perda da seletividade para entrada e
saida de nutrientes, além de substancias toxicas nas células (MITTLER,
2002).

Diferente do comportamento dos compostos fendlicos e percen-
tagem de inibicdo do radical DPPH, os valores de prolina e lipoperoxi-
dacdo seguiram um comportamento conforme a classificagdo dos gené-
tipos, sendo que os classificados fisiologicamente mais vigorosos apre-
sentaram, de maneira geral, teores maiores do que 0S menos Vigorosos.
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Figura 9: Teor de prolina livre (A) e peroxidagédo de lipideos (B) dos gréos de
variedades crioulas de feijdo das safras de 2011/12 e 2012/13, para sementes
controle (C) e ap6s o estresse térmico (F). Os valores sdo expressos em pumol/g
de para prolina (determinada por curva padrdo) e em mM para lipoperoxidagao
(Valor Corrigido Lei de Lambert-beer) e sdo referentes as médias + desvio
padréo.
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Através do teste de Scoot-Knoot, observaram-se 7 classes distin-
tas na S1 e S2 para prolina. Os valores encontrados oscilam de 12, 36 a
32, 46 pmol/g em S1 e de 6,68 a 35, 08 em S2. Destaca-se em S1, com
maior indice de prolina livre 0 BAF 36 com 32, 46 umol/g, contudo na
S2, 0 BAF 110 que se destacou com 35, 08 umol/g (Tabela 13). Estudos
em folhas de feijoeiro por Sawazaki e colaboradores (1981), mostraram
valores de até 11 umol/g de prolina livre em 15 dias de estresse por frio,
ja em sementes foram encontrados por Neto (2004) valores medianos
equivalentes a 38 pmol/g apos 48 horas de choque térmico a 8°C. Em
outras espécies esse intervalo de valores é coincidente, em sementes de
trigo, por exemplo, encontram-se 48 umol/g de prolina livre ap6s 10
dias de exposi¢do ao frio (NAIDU, 1991).

Para lipoperoxidacéo observaram-se 6 classes variadas em ambas
as safras, observando-se o maior nivel no BAF 81 (782,76 mM) na S1 e
BAF 115 (450,94 mM) na S2. Deuner e colaboradores (2011) encontra-
ram valores em torno de 200 mM em genétipos de feijdo-middo, consi-
derando essa taxa elevada e podendo causar danos irreversiveis, contudo
sabe-se que cada espécie tem um comportamento, sobretudo gendtipos
crioulos que possuem comportamento diferenciado diante de condicfes
de estresse, caracteristica resultante de sua ampla base genética.

A fim de observar a distribuicdo espacial dos genétipos diante
dos caracteres bioquimicos analisados realizou-se técnica multivariada
dos componentes principais (PCA) em cada safra. Para a S1, os resulta-
dos evidenciaram que os teores de prolina, TBARs, compostos fenélicos
e porcentagem de inibicdo de inibicdo de DPPH se alteram conforme o
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grau do estresse oxidativo da semente, sendo que os dois primeiros
componentes explicam 82% da variacdo desses componentes (PC1l=

49,50% e PC2= 32, 49%).

Tabela 13: Teor médio de prolina livre (umol/g) e lipoperoxidagdo (mM) gené-
tipos crioulos contrastantes de feijoeiros (P.vulgaris), nas safras 2011/2012 e

2012/2013.
Safra 2011/12 Safra 2012/13
BAFs | Pprolina TBARs | BAFs| prolina TBARs
(umol/g) (mM) (umol/g) (mM)
75 | 28.98b  352.15e 110 | 35.08a  284.95d
w| 81 |[2575¢  782.76a 112 | 24.44c  404.40b
é 84 | 26.95c  405.41d | 115 | 25.41¢c  450.94a
3| 102 | 26.28¢c  439.18d 81 |31.20b  337.54c
Z 121 | 2866b  47026d 50 | 13.17e  231.35e
S| 42 | 28790 645.66b | 97 |10.53F 219.76e
36 | 3246a  471.27d 57 | 17.58d  238.41e
50 | 27.34c  322.41e 42 [30.40b  289.48d
47 | 2488d  271.19f 84 | 9.52f  260.25d
2| 55 | 12369 276.04f | 120 | 7.50g  178.60f
é 108 | 18.72f  334.0le 36 | 10.99f  415.49b
-§’ 4 | 19.37f 246.14 f 7 | 13.12e  319.39d
8| 120 | 13.60g  447.25d 13 |12.47e  273.86d
S| 97 |2412d  258.24f 68 | 8.91f  286.46d
44 | 21.18e  542.17c 44 | 6.68g  358.53¢
7 |21.17e 315.70e 47 | 9.58f  298.38d

3.4 Grau de relagdo entre as variaveis

Conforme os dados revelados pela PCA elaborada em S1, as va-
ridveis teor de prolina e TBARs estdo correlacionadas positivamente em
PC1+, e as outras estdo em PC2+. Esses resultados complementam com
os resultados de correlagdo, uma vez que as varidveis DPPH e compos-
tos fendlicos apresentaram forte correlagdo positiva (R=0,91, corrobo-
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rando com a hipétese de que os compostos fendlicos possuem alto po-
tencial antioxidante). Para prolina e TBARs encontrou-se uma correla-
¢do moderada (R=0,37), fato que reafirma estudos iniciados em 1991
por Saradhi & Mohanty, demonstrando que prolina livre pode reduzir o
aumento de MDA e consequentemente a peroxidacao lipidica (Figura 3-
B). Além disso, para essas duas variaveis os gendtipos classificados
COMO mais vigorosos, apresentam maiores valores, logo menor nivel de
estresse oxidativo.

Na S2, os dois primeiros componentes explicaram 78%
(PC1=57,98% e PC2= 20%) das varia¢des causadas pelo estresse oxida-
tivo gerado pelo frio. O comportamento das variaveis modificou em
nivel de quadrante, visto que as variaveis que representam os compostos
fendlicos e DPPH (R= 0,78) se encontraram em PC1(+) e PC2(-) e teor
de prolina e TBARs (R=0,32) em PC1(+) e PC2(+). Vale ressaltar que
0s genodtipos mais vigorosos apresentaram respostas similares, ao teor de
prolina e TBARs, ao da S1, mesmo ndo sendo todos os gendtipos coin-
cidentes.

A clusterizagdo por hierarquia permitiu ainda, a separagdo dos
genotipos de feijdo diante dos tratamentos trabalhados, recém-colhidas
(C) e apobs o estresse por baixas temperaturas (F). Os grupos foram for-
mados através da similaridade calculada pela distancia euclidiana sobre
as medias aritméticas (UPGMA\). Na S1 formaram-se 4 grupos por simi-
laridade, destacando-se 0 BAF 81 ap6s o estresse (F), localizado no
primeiro grupo e sozinho, o segundo grupo abrange os genotipos, em
maioria, mais vigorosos e ap0s o estresse, 0 terceiro abrange os gendti-
pos no tratamento controle (C) e, por fim, o ultimo grupo com gendti-
pos menos vigorosos de ambos os tratamentos (C e F). Para S2, o cluster
demonstrou 6 grupos, sendo que o destaque, novamente foi para BAF
81(F), no primeiro grupo e sozinho, 0s outros grupos se comportaram
com similaridade a S1, sendo que 0s mais vigorosos se apresentaram
nos primeiros grupos. Sobretudo a similaridade entre os tratamentos (C
e F) aparecem mais préximas do que na safra anterior, ou seja, no mes-
Mo grupo aparece 0 mesmo gen6tipo com ambos os tratamentos.
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Figure 10: (A) Analise hierarquica de cluster realizado através das variaveis:
compostos fendlicos, atividade antioxidante (DPPH), prolina e lipoperoxidagéo
(TBARs) da safra 2011/12(S1), antes (S) e apds o estresse de baixas temperatu-
ras (F) para 0s 16 gendtipos de feijdo. Formagao de quatro grupos cujas colora-
¢Oes distintas. Analise hierarquica foi obtida pela distancia euclidiana (UPG-
MA). (B) Distribuicdo fatorial, PC1 e PC2, para todas variveis analisadas em
virtude do estresse oxidativo dos 16 genotipos de feijdo.
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Figure 11: (A) Correlagdo de Pearson para variaveis avaliadas na S1 em virtu-
de do estresse oxidativo. (B) Distribuicdo fatorial dos compostos fendlicos
(janela espectral de 280 a 340nm) de amostras dos 16 gendtipos contrastantes
trabalhados na S1, antes (S) e apds o estresse de baixas temperaturas (F).
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4. CONCLUSAO

Exposicéo de sementes ao estresse abidtico, como o frio, reflete
na modulagem de operagdes bioquimicas das mesmas em defesa de sua
sobrevivéncia. Contudo essas operacfes, cujo objetivo principal seria
superar tais estresses, sdo complexas e acabam prejudicando o desen-
volvimento, crescimento e o vigor das sementes e futuras plantulas.
Evidencia-se por isso investigar a indugdo de cada composto participan-
te da defesa contra processos relacionados ao estresse oxidativo. Radi-
cais toxicos sdo produzias em altas concentracdes, as chamadas espécies
reativas de oxigénio (EROS), diante de situacOes de estresse, e agem
diretamente com DNA, proteinas e lipideos, alterando sua estrutura e
consequentemente todo o metabolismo da semente. O nivel e o tipo de
EROS que determinara a resposta da planta e consequentemente a taxa
dos compostos produzidos.

Compostos ndo enzimaticos estudados neste trabalho, sdo antio-
xidantes que conseguem diminuir o efeito danoso das EROS, de forma a
degrada-las sem que sejam formadas outras. Portanto, dependendo da
espécie e do tipo de quantidade de EROS produzido nas células, influ-
enciara na quantidade de compostos formados. Esse fato foi observado
neste estudo, pois cada gendtipo produziu uma determinada quantidade
de compostos ndo enzimaticos em defesa do estresse oxidativo.

De maneira geral, as sementes classificadas como mais vigorosas
produziram um teor maior de compostos fenélicos e prolina do que as
menos vigorosas, com excegdes de alguns gendtipos. Ja a a¢do antioxi-
dante, percebeu-se maior nas sementes menos vigorosas, por isso pre-
sume-se que outros compostos, como por exemplos enzimaticos, estari-
am agindo talvez de forma menos atuante ja que o grau de deterioracéo
era mais intenso nessas sementes. O grau de peroxidacdo lipidica ndo
corroborou com o de alguns estudos (QUEZADA & CHERIAN, 2012),
pois esperava-se que quanto maior conteldo de compostos fendlicos,
menor grau de peroxidacdo e ndo foi esse 0 observado. Dessa forma
novos testes devem ser realizados para melhor entender essa acdo em
sementes.

Através da anélise de componentes principais e clusters, percebeu
que o gendtipo Preto 70 dias (BAF 81), apds o estresse, conseguiu se
sobressair apesar do nivel alto de peroxidacdo lipidica, acredita-se que
pelo fato da producdo mediana de todos compostos estudados possibili-
tou a acdo de defesa mais equilibrada. Notou-se também a diferenca de
resposta entre safras, sendo que na S1 ficou visivel a maior producdo de
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compostos ndo enzimaticos diante do estresse, contrapondo o resultado
observado na S2, pois essa caracteristica ndo ficou tdo evidente, sendo
particular de genotipo por genétipo. Na S2, por exemplo, o gendtipo
roxinho (BAF 120), foi mais sensivel o frio, por isso supbe-se que seu
grau de oxidacdo foi rapido e a semente ndo conseguiu produzir quanti-
dade efetiva de compostos para sua defesa. Diferente do resultado da S1,
0 mesmo genoétipo, diante do estresse, produziu grandes conteldos de
compostos antioxidantes, porém ndo favoreceu que a semente crescesse
com alto vigor.

Diante desses resultados, percebeu-se que a condicdo climatica
durante a maturagdo das sementes afetou seu comportamento apo6s sua
maturidade fisioldgica. Durante esse periodo é elementar que as condi-
¢des sejam equilibradas em funcéo da espécie trabalhada, pois acorre a
deposicdo de reservas e compostos responsavel pela sua sobrevivéncia.
Alguns genotipos coincidiram desempenhar a mesma classificagdo de
vigor em S1 e em S2, fator que representou melhor visualizacdo do efei-
to de safra sobre o0 desempenho das sementes. Percebe-se assim, resulta-
dos distintos ap06s o estresse de frio diante das intempéries climaticas
ocorridas durante da formacdo da semente.
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CAPITULO IV: Changes in amino acid profile under cold stress in
landraces seed beans (Phaseolus vulgaris L.) using thin layer chro-
matograph (TLC) and Fourier Transform infrared spectroscopy
(FT-IR).
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(Artigo a ser submetido & revista Amino Acid)

ABSTRACT: Believed that quantitative and qualitative changes in ami-
no acid profile can be associated with difference tolerance to low tem-
perature. The amino acids can play role in seed and plants incluiding
acting as regulatory and signalling molecules, like enzymes, gene ex-
pression and redox-homeostasis. Thus, the objective of this study was to
observe the oscillation of the free amino acids, carbohydrates and lipids
profile in landraces bean seeds on cold stress. This study aimed to exam-
ine the variations in profile of amino acids and primary/secondary meta-
bolic compounds in common bean genotypes, rated as vigorous and less
vigorous (contrasting) by standard testing of seeds germination before
(C) and after cold stress (F). The seeds used in this work were collected
from organic culture in two consecutive crops years, 2011/12 (S1) and
2012/13 (S2). The biochemical profile of the genotypes under study was
determined by techniques of Thin Layer Chromatographic (TLC) and
Fourier Transform mid infrared spectroscopy (FT-IR). In synthesis,
amino acids appear non-uniform nor for S1,S2 or after cold stress, in
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accordance to characteristics of each genotype and their ability to toler-
ate low temperatures stress. Therefore, each amino acid behaves differ-
ently according environmental conditions and the profile of lipids and
carbohydrates were also modified after cold stress.

1. INTRODUCTION

The genus Phaseolus has around 200 species, which P. vulgaris
(Fabaceae) is one of the four more cultivated species. Beans are one of
the most consumed foods in the world, since they are composed of a
range of proteins, vitamins and minerals beneficial to human health
(VENORA, 2009). The annual production of beans exceeds 21 million
tonnes, accounting for half of the world’s production of legumes (MI-
KLAS, 2006). The production of beans is mainly characterized by small
farmers in developing countries (BIROL, 2007, MIKLAS, 2006). The
seeds used by farmers usually come from local varieties known as land-
races. Landraces have characteristics that adapt to local conditions in the
face of climatic oscillations, such as the occurrence of phenotypic adap-
tation via human selection leading to a broad base of these varieties
(VIGOUROUX, 2011; BELLON, 2011; CAMACHO, 2005).

The cold stress is a major cause of decline in productivity and
quality of many crops in the temperate zone. Crops of socio-economic
importance, such as beans (P. vulgaris), are sensitive to this type of
cooling and unable to survive in very cold temperatures (THAKUR,
2010). This environmental phenomenon may affect growth and devel-
opment of the crop negatively compromising seed germination, vigor
and quality of quality of the bean (WANG, 2012; MARINI, 2012). Low
temperatures cause alteration in physical and biochemical restructuring
of the cell, and induction of non-enzymatic proteins alter the freezing
point of water. This mechanism adds the extracellular solutes to try to
prevent the formation of ice. Accumulation of sugars reflects the desta-
bilization of the membrane and the entire biochemical and physical
organization of the seed (MAHAJAN & TUTEJA, 2005).

Water is an essential element for seed respiration, whose function
favors biochemical and physiological processes. These processes are
influenced by the structure and function of proteins, amino acids, and
other cellular components that are essential for seedling development
(TAIZ ZEIGER, 2004). Low non-freezing temperatures affect the distri-
bution of water in seeds, resulting in its redistribution, since the extra
cellular components suffer changes and cells lose water through osmo-
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sis. These represents numerous changes in gene expression, an increase
in the concentration of abscisic acid, changes in lipid membrane compo-
sition, changes in free amino acid and soluble sugars concentrations
(DANQUAH, 2014; GRIMAUD, 2013; BROWSE, 2001; GUY, 1990).

Amino acids (AA) are defined as organic substances containing
both amino and acid groups (WU, 2009). The AA are essential for cell
survival, in addition to protein synthesis, they are active in primary and
secondary metabolic processes in plant development and response to
stress (TEGEDER, 2012; HUANG, 2012; GALILI, 2008). Some amino
acids, such as methionine, proline, tryptophan, and arginine contribute
to the tolerance against stresses acting in the formation of secondary
products and hormones. Others amino acids like glutamine, asparigine,
and glutamate support by balancing the carbon/nitrogen ratio (GALILI,
2008). However, the function and the quantity of amino acids produced
during stress varies according to the species, genotype (ROZAN, 2001),
duration, and intensity of stress.

In this study, thin-layer chromatography (TLC) was used for
analysis and observation of free amino acids found in the seed extracts.
The TLC technique has numerous applications, in agriculture it can be
used to detect classes of amino acids, lipids, sugars, vitamins, and con-
taminants from various sources, for example, microorganisms or pesti-
cides (SHERMA, 2000). There are many advantages when using the
technique of TLC, for example, amino acids can be easily visualized
through staining with dyes that bind specifically to characteristic func-
tional groups, besides being a simple and inexpensive technique
(FUCHS, 2011).

Studies in seeds can be improved by using more sensitive and
rapid techniques for the metabolite detection, such as mid-infrared vi-
brational spectroscopy with Fourier transform (FTIR). This technique
generates results that allow the qualitative/quantitative understanding of
metabolite dynamics in maintaining the viability and longevity of seeds
(GARCIA, 2012; KUHNEN ET AL. 2010).

The aim of the present study was investigate the oscillation of
free amino acids and characterize the presence of primary and secondary
metabolic compounds (starch, proteins, lipids and phenols) found in
different genotypes of beans seeds when subjected to low non-freezing
temperatures.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Collection of dry common bean seeds

Samples of common bean seeds from 2011/12 and 2012/13 or-
ganic crops were produced in agree with Empresa de Pesquisa Ag-
ropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri). The genotypes
were cultivated in Campos Novos, SC, as specified in law n°
10.831/2003, decree n° 6.323 of 2007 and Normative Instructions n°.
64/2008 and 18 and 19/2009 to organic cultivate.

Twenty-two landrace or common genotypes (BAF 03, BAF 04,
BAF 07, BAF 013, BAF 023, BAF 036, BAF 042, BAF 044, BAF 046,
BAF 047, BAF 050, BAF 055, BAF 057, BAF 060, BAF 068, BAF 075,
BAF 81, BAF 84, BAF 97, BAF 102, BAF 108, BAF 120) and four
commercial genotypes (BAF 112 [IPR-88-Uirapurl], BAF 115 [BRS-
Valente], BAF 121 [lapar 81] and BAF 110 [Epagri]) (Table' 1: Identifi-
cation, origin and common name of landrace and commercial bean gen-
otypes from the Active Germplasm Bank of Beans, CAV-UDESC, San-
ta Catarina, Brazil.) were studied. Such genotypes belong to the Banco
Ativo de Germoplasma de Feijdo (BAF) (Active Germplasm Bank of
Beans), located at the Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) (Cen-
ter of Agricultural and Veterinary Sciences) of the State University of
Santa Catarina (UDESC- Lages, Planalto Sul de Santa Catarina).

Table' 1: Identification, origin and common name of landrace and commercial
bean genotypes from the Active Germplasm Bank of Beans, CAV-UDESC,
Santa Catarina, Brazil.

*BAF Origin of sam- Common name Commercial Seed
ples group
102 Goiania CNPAF Meéxico 309 black Landrace
(GO)
IPR-88- .
112 IAPAR (PR) Uirapurd black Commecial
115 EM(%%A)‘PA BRS-Valente black Commecial
120 Lages (SC) Roxinho colors Landrace
121 IAPAR (PR) lapar 81 carioca  Commecial
3 Palmitos (SC) Manchinha colors Landrace
4 Lages (SC) Amendoim colors Landrace

Lages
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Origin of sam-

Commercial

*

BAF oles Common name group Seed

13 Caxan(wgé)do sul Taquara black Landrace

23 Chapec6 (SC)  Preto Chapeco black Landrace

108 Recife (PE) Branco colors Landrace

Séo José do Cer-

36 fito (SC) Rasga black Landrace
Lebon Regis

60 (SC) Mouro black Landrace

x Feijdo Vagem

42 Capdo Alto (SC) Branca black Landrace

44 Capdo Alto (SC) Vermelho colors Landrace

46 Lages (SC) (no name) black Landrace

47 Piratuba (SC) Preto precoce black Landrace
Lebon Régis Carioca Bri- .

50 (SC) Ihante carioca Landrace

55 Cunha Poré (SC) Preto black Landrace

57 Cunha Pora (SC) Preto black Landrace

68 Lagoa(\R/g;melha Vermelho colors Landrace
Formigueiro

75 (RS) Serrano black Landrace

81 Lebc()chiegls Preto 70 dias black Landrace

Pinheiro Macha- .

84 do (RS) Carioca rosado colors Landrace

97 Irai (RS) Charque black Landrace

110 Epagri (SC) Guara carioca  Commecial

*BAF =number of the sample at the germplasm bank of CAV-UDESC, Santa
Catarina, Brazil.
BAFs: 110= Guara; 112= Uirapur(; 115= Valente; 121= lapar 81 (commercial

genotypes)

2.2 Selection of the analyzed material

In order to assess vigor after cold stress, a cold test was per-

formed with 26 beans cultivars, according to Miguel & Cicero (1999),
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with adaptations. Two hundred seeds were used, distributed in four
replicates of 50 seeds, which were spread on paper towel moistened
with distilled water at a ratio of 2.5 times the value of the dried weight
of the paper. The rolled sheets were enclosed in plastic bags sealed with
adhesive tape and kept in a germination chamber (B.O.D type) at 7°C
for seven days. After this period, germination was assessed (Brasil,
2009). The material was removed from the plastic bags and maintained
in the germinator for nine days at 25°C. Only normal seedlings were
counted at the fourth and ninth day, according to Brasil (2009). Finally,
after analysis of the rate of germination after the cold test, 16 contrasting
genotypes were selected, i.e., the 8 most vigorous genotypes (the highest
rate of germination) and the eight least vigorous genotypes (the lowest
rate of germination) for the crops under study (

Table' 2), which were used in the following biochemical analysis.

Table' 2: Identification, commercial group and germination rate of contrasting
bean genotypes after cold test.

2011/12 CROP 2012/13 CROP
BAF G (%) Commercial group |[BAF G (%) Commercial group
Most vigorous seeds after cold test
75 98 black 110 95 carioca
81 95 black 112 92 black
84 91 colors 115 88 black
102 86 black 81 88 black
121 84 carioca 50 85 carioca
42 83 black 97 84 black
36 83 black 57 83 black
50 81 carioca 42 83 black

Least vigorous seeds after cold test

55 69 black 84 71 colors
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47 69 black 120 70 colors
108 66 colors 36 69 black

4 66 colors 7 69 black
120 65 colors 13 68 black
97 64 black 68 64 colors
44 62 colors 44 64 colors

7 55 black 47 62 black

2.3 Seeds Extratcts

The seeds were ground in a coffee mil (Cadence MDR 301), with
the help of liquid nitrogen, and the particle size of the ground matter
was standardized as 60 mesh. Subsequently, the material was transferred
to an air circulation oven at 40°C for four hours.

2.4 Thin-layer Chromatography (TLC)

The seeds were ground in a coffee mil (Cadence MDR 301), with
the help of liquid nitrogen, and the particle size of the ground matter
was standardized as 60 mesh. Subsequently, the material was transferred
to an air circulation oven at 40°C for four hours.

2.4.1 Standard

Standard stock solution was prepared in 0,1% HCL mixed 0,01g
of amiino acids standard (Sigma) (10000 ppm). Working solution (100
ppm) was prepared by diluting stock solution in 0,1 % HCL, and all
amino acid standards were stored at - 80 ° C. All the amino acids were
pipetted in concentration of 20 ul in silica plate. The ratio of the dis-
tance moved by the amino acids to the distance moved by the solvente
front the original spot on the paper was defined as the retention fator
(Rf), on characteristic value for each amino acid (Table' 3).

Table' 3: Twenty standard amino acids worked, abbreviation, type, density,
retention factor (Rf) and staining observed silica plate.

Amino acid Abb Color Type Rf

Density (2
pl)
Alanine Ala  pink Essencial 0,57 5,47 107
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Amino acid Abb Color Type* Rf Dens:;y 2
Asparigine  Asp yellow Nonessencial 0,44 1,27 10°
Aspartic acid Asp purple  Nos essencial 0,53 1,14 10°
Cysteine Cys pink  Nonessencial 0,28 1,26 10°
Glutamic acid Glu  pink Non essencial 0,59 1,48 10°
Glutamine Glu pink  Nonessencial 0,45 1,24 10°
Glycine Gly orange Nonessencial 0,5 8,78 107
Histidina ~ Hist orange Essencial 0,24 1,26 10°°
Isoleucine lle pink Essencial 0,77 1,56 10°
Leucine  Leu orange Essencial 0,79 1,38 10°°
Lysine Lys orange Nonessencial 0,43 1,50 10”
Methionine Met  wine Essencial 0,7 1,49 10°
Phenylalanine Phe yellow Essencial 0,76 1,49 10°
Proline Pro yellow Nonessencial 0,41 9,43 107
Serine Ser orange Nonessencial 0,53 8,29 107
Threonine  Thr orange Essencial 0,57 8,34 107
Tryptophan  Trp yellow Essencial 0,61 1,46 10°
Tyrosine  Tyr orange Nonessencial 0,76 1,58 10
Valine Val lilac Essencial 0,69 637107

* Classification according for humans requirements.
2.4.1 Sample
Brushan’s (2008) methodology was followed, with some altera-

tions. The seed extracts were macerated in a solution of 0.1N HCL in
95% ethanol, and were left for 30 minutes to rest under lights. The su-
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pernatant was recovered and concentrated in a 63°C (80 rpm) water
bath.

2.4.2 Preparation of plates and composition imersion reagente

The plates (Silica gel G, Merck) were cut into segments of 10 cm
X 10 cm. They were placed in an incubator drying at 110°C for 20
minutes for activation. The plates were placed into glass bowls and ad-
sorbed solvent at a distance of 1 cm from the top of the plate.

To perform one-dimensional TLC, plates were eluted in a solvent
of butanol, glacial acetic acid and water (4:3:1). After eluent adsorption,
the plate was removed and placed in an oven at 45° C for 5 minutes in
order to develop in ninhydrin acid (0.3 g ninhydrin in n-butanol [100ml]
acetic acid containing [3 ml]). The ninhydrin acid reacts with the amino
acids to form colored products. To perform two-dimensional TLC,
plates were eluted in a solvent of chloroform, glacial acetic acid and
benzoic acid (1:1:1) (Brushan, 2008; Baron, 1963) (Figure' 1).

The bi-dimensional analyzes in this study were performed in or-
der to visualize the existence of overlapping amino acids (Figure 1-B).
However, some samples were tested and there was no overlap of these
compounds, thus these results are not explained

Figure' 1: Signs patterns of amino acids obtained through the one-dimensional
(A) and two-dimensional analysis (B).

2.4.3 Statistical Analysis

The quantitative analysis of the amino acids is by treatment of the
image obtained from the photograph of the TLC plate using the Image J
software (ImageJ 1.46r/ Java 1.6.0_20[64 bits], Rasband, W.). The
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software converts the initial colorimetric color photograph of a gray
scale according to the intensity. By means of this scale yielded values of
optical density measured in each section and values of the lines where
the data was obtained graph for multivariate analysis of principal com-
ponents (PCA).

2.5 Fourier Transform mid infrared spectroscopy (FTIR)

Samples (dry weight) were analyzed by infrared spectrometer,
Bruker IFS 55 model, equipped with a single reflection ATR (Golden
Gate) system in potassium bromide matrix. 128 scans/sample were col-
lected in the spectral window of 4000-500 cm™, with resolution of 4
waves cm’'. The spectra were normalized and optimized of signal / noise
(smoothing) and baseline corrected in the region of interest (3000 to 600
cm™), and processed with the aid of the OPUS software (Bruker Bio-
spin, version 5.0). Analyses were performed in triplicate. The data set
was processed spectra subjected to multivariate statistical analysis, by
applying the methods of principal components (PCAS).

3. Results and Discution
3.1 Thin ayer cromathography (TLC)
3.1.1 Quantitavive and Qualitative Analysis

Using thin layer chromatography the free amino acid profile of
bean seed samples was analyzed, both qualitatively and quantitatively.
Observing the data from the crop 2011/12 (S1) and crop 2012/13 (S2),
there was no regular occurrence of amino acids between analyzed sam-
ples, nor for the control treatment (C) or stress treatment (F) (Table' 4 e
5). It is important to high light that some amino acids were not observed,
however it does not mean they were not present in the seed, since the
concentration may have been a limiting factor in the identification of
these amino acids. This characteristic is associated with genotype, its
relationship to the environment, and with the cultivation form (RIBEI-
RO, 2007). Some scientists claim that amino acids are regulators and
molecular signals, and may modify their profile at cultivation and other
various types of stress (RAI, 2002). However, the profiles organization
is still not clear when faced with stress, one known genetic adaptation
occurs when stressed with cold temperatures, resulting in the sequence
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regulation of amino acids in protein formation, as well as active en-
zymes (GRAHAM & PATTERSON, 1982).

When observing the most vigorous genotypes compared with less
vigorous genotypes in S1, note that just in BAFs 75 and 81 leucine was
identified. The band densitometry where this amino acid occurs was
3.42 to0 5.01 107 pixels (Table' 4). Studies show that leucine is one of
the brassinosteroid receptors, whose primary function in the seed is to
transduct the signal into plant growth (MACHADO, 2006; RAO, 2002).
This factor corroborates with obtained results, since both genotypes
were distinguished physiologically, with higher percentages of germina-
tion after a cold test. In addition, half of the genotypes classified as vig-
orous after the cold test were identified the isoleucine, another amino
acid identified as a precursor for growth. Presumably the fact that these
genotypes present these amino acids before stress, may indicate that
they play a role in the high vigor percentage, since one of its functions is
the induction of cell division, through the production of nitric oxide
aiming at plant growth (AARESTRUP, 2008).

Histidine is also highlighted, since it was identified in most of the
vigorous genotypes in S1, however some genotypes classified as non-
vigorous also exhibited this amino acid. Densitometric occurrence of
histidine ranged from 1.25 to 4.10 10~ pixels. Aspartic acid was ob-
served in both genotypes in all studied treatments (C and F), with a den-
sitometric range from 1.04 to 6.39 10~ pixels (Table' 4). It is known that
these amino acids together are present in the structure of phenolic com-
pounds, which are part of a complex class of compounds found mainly
in the maturation of seeds (SILVA & SILVA, 1999). Phenolic com-
pounds in cereals and grains usually cause effects in color, flavor and
nutritional quality (SILVA & SILVA, 1999), moreover, they are power-
ful antioxidants that help in the balance of reactive oxygen species
(ROS), and are produced in large quantities during germination and in
stressful situations. On the other hand, Aspartic acid is a precursor of
polyamines and the enzyme glutathione (GSH). These molecules are
directly involved in the protection against low temperature stress
(KOCSY, 2011). Polyamines participate in cellular processes including
gene expression, modulation of signals, stabilization of membranes,
organogenesis, embryogenesis, and stress tolerance (GROPPA, 2008).

Tryptophan was identified in some S1 samples, however not in
homogeneous form, occurring more often in the control samples, of the
detected genotypes, the density ranged from 2.03 to 7.77 10~ pixels.
This aromatic amino acid acts in conjunction with the hormone 1AA,
whose function is to stimulate the elongation of the radicle (TAIZ &
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ZEIGER, 2004; DUTRA, 2002). Another aromatic amino acid, tyrosine,
was identified more frequently in the control treatment, where the densi-
ty ranged from 2.85 to 5.15 10 pixels, and appeared more frequently in
samples where tryptophan was not identified (Table' 4). This is due to
the similarity of functions since these amino acids produce and/or act
together with numerous secondary metabolites, such as anthocyanin,
alkaloids, 1AA hormones, and phytoalexins. When the radicle is elon-
gated, the embryo becomes more exposed to the external environment,
requiring production of compounds that assist in the protection of poten-
tial stresses (injuries, pathogens, climate, etc.) (KOVALEVA, 2013).

Methionine was seen more frequently in less vigorous genotypes
in both treatments in S1, and had a densitometric range of 1.82 to 8.83
107 pixels (Table' 4). It is believed that oxidative stress caused this,
since the hydrophobic amino acid serves as the primary precursor of
polyamines and ethylene (HANAFY, 2013). Ethylene, during germina-
tion can act as growth regulator together with abscisic acid, for example,
optimizing the synthesis of hydrolytic enzymes (amylases), responsible
for the degradation of starch chains, providing power to the embryo
during germination process (POMPELLI 2006 , TAIZ & ZEIGER,
2004; NASCIMENTO, 2000).

Alanine was identified only in the most vigorous genotypes in S1,
and mostly in the control treatment, and had a density ranging from 2.35
to 32 10 pixels (Table' 4). Alanine in some species is a sign that the
environment is favorable for seed germination, releasing a signal that
peptidoglycan can be degraded and thus water uptake is facilitated to
give sequence to the germination process (BROOKS, 2005). Proline was
identified in most genotypes, in particular in the less vigorous, and had a
densitometric range from 1.98 to 8.06 10 pixels. The function of this
amino acid is already widely divulged and well studied, especially in
regards to biotic and abiotic stress, and participates especially in the
stabilization of proteins, membranes and subcellular structures, and the
removal reactive oxygen species (GORDIN. 2012).

Valine was identified in a few samples in S1 with a densitometric
range of 2.72 to 8.18 107 pixels. Some authors believe that their func-
tion is similar and adds to methionine, principally in regards to the ac-
tion of the enzyme aspartate kinase (AK) in regulating calcium and cal-
modulin, depending on the species (LUGLI, 2000). Serine was also
identified irregularly in a few genotypes with a range of 2.20 to 2.85 10-
5 pixels (Table' 4 ). Its function in the seeds is mobilization of reserves
during germination (PRAXEDES-GARCIA, 2012).
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According to Ribeiro (2007), the levels of leucine, as well as iso-
leucine, histidine, valine, glycine and alanine are actually affected by the
environment that the seed is implanted.

In S2, leucine was identified only in some of the most vigorous
genotypes in both treatments (C and F), with a density range from 1.55
to 2.14 107 pixels. Whereas isoleucine was identified only in some less
vigorous genotypes, however irregularly, with a density range from 1.61
to 1.95 10 pixels. As in S1, in S2 alanine was identified only in some
more vigorous genotypes with a density range from 1.59 to 2.00. Gly-
cine, a hydrophobic amino acid, was identified in S2, different from S1,
however just in a few more vigorous genotypes and after cold stress
treatment, with a density range from 1.71 to 2.00 10 pixels. Research-
ers say that the expression of this amino acid is controlled by biotic and
abiotic factors, such as stress caused by pathogenic organisms infection
(ZOTTICH 2013). Arginine was identified only in the most vigorous
genotypes in S2, with a spectral range of 1.36 to 2 10 pixels (Table 5).

Proline was identified in samples irregularlly, however the fre-
guency was higher in less vigorous genotypes, and the density range
was from 1.04 to 1.87 10 pixels. Whereas aspartic acid was identified
in all genotypes and both treatments (C and F), with a density range
from 1.04 to 1.80 pixels 10~ .

In short, in S1, the free amino acids were not identified: arginine,
phenylalanine, lysine, glutamic acid, alanine, glycine, asparagine, cyste-
ine (Table' 4). In S2, the following amino acids were not identified:
phenylalanine, tyrosine, valine, tryptophan, lysine, histidine, cysteine,
glutamine and asparigine (Table 5). In general, amino acids appear non-
homogeneous, in accordance to characteristics of each genotype and
their ability to tolerate low temperatures stress.

3.1.2 Analysis of Principal Components and Clusters

The principal component analysis applied to the data matrix ob-
tained by gray scale according to amino acid intensity showed that the
first two components explain approximately 90% of the data variation in
S1 (PC1=81.34% and PC2= 8.64%), forming six groups. The corre-
sponding genotypes for BAFs 04F, 07C and O7F are positively correlat-
ed with PC1 (+) and PC2 (+) forming the first group. In the second
group are the BAFs 121F, 121C, 36F, 36C, 42F, 42C, which correlated
to PC1 (-) and PC2 (+). In contrast the BAFs 44F, 44C are found in the
third group, which correlated to PC1 (-) and PC2 (-). The fourth group
was grouped corresponding to the BAF 47F, 47C, 84F, 84C, 102F, 81F,
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81C, 97F, 97C, BAFs 04C, 55F, 120C, 120F, 50F, and are positively
correlated with PC1 (+) and negatively correlated with PC2 (-) , and the
last group which included the BAFs 50C and 102F, correlated with PC1
(+) and PC2 (-). In general, the genotypes that were found grouped to-
gether are of the same level of vigor, i.e., the most vigorous genotypes
were grouped and less vigorous were grouped together, with some ex-
ceptions. Moreover, it was observed that the amino acid profiles were
modified, but not to the extent that they are not linked within the same
group, with the exception of the BAFs 04, 55, 102 and 50, which were
the most changed profiles after stress (Figure 2).

In S2, there is considerably less uniformity of amino acids when
compared to S1. The first two components explain approximately 70%
of the data variation (PC1l= 54.13% and PC2= 14.85%). Five groups
were formed, of which the first is positively correlated to PC1 (+) and
PC2 (+), with the BAFs 115F, 36F, 36C, 13C and 120F. The second
group correlates with PC1 (-) and PC2 (+), with the BAFs 112F, 112C,
07F, 07C, 97C, 13F. Group three, presents the BAFs 44F, 44C, 42C,
57F, 57C, 97F, 110F, 68C, 50C, 47F and are correlated negatively with
the two components. Group four presents the BAFs 68F, 47C,81F, 50F
and is positively and negatively correlated to PC1 and PC2. Lastly
group five includes BAFs 84F, 81C, 84C and 120C, which are correlat-
ed with PC1 (+) and PC2 (-). Within S2 a large number of genotypes
changed their profile more significantly after exposed to cold stress, and
they were the BAFs 115, 120, 97, 13, 42, 68, 50, 47 and 81.

The modification of crops from one to another can be explained
by climatic variations. Differences were observed in rainfall when com-
paring S1 (327 mm) to S2 (105 mm) during the period of flowering until
seed maturation, with greater rainfall occurring in S1. This characteristic
may have led to alterations in genotypes amino acid profile during this
period, and when they stressed with low temperatures, the seed was
already characterized to overcome other stress. Whereas in S2, since
there was no stress during the ripening season and harvest, the seeds did
not change their amino acid profile before the low temperature stress.

The principal components analysis data using the matrices of
amino acids, allowed for an acceptable separation of amino acid bean
genotype profiles. Similarities were defined based on the correlation
coefficient between samples using a clustering method to nearest neigh-
bor. Genotypes with the highest similarity in amino acid profiles are
represented by hierarchical cluster analysis. The cophenetic correlation
(similarity between genotypes members of the same cluster) in S1 was
98% (Figure 3 -A), and S2 was 70% (Figure 3-B).
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3.2 Fourier Transform mid infrared spectroscopy (FT-IR)

After the physiological observation of 26 bean seed genotypes af-
ter cold stress in both seasons (S1 and S2), the BAFs 81, 50 and 42
showed high percantage of germination being classified with high level
of vigor. In contrast, the BAFs 120, 07, 44 and 47 had a low germina-
tion percentage in both seasons after stress, therefore being ranked as the
least vigorous. Thus, these coincidental genotypes in both crops, were
selected for further evaluation by FT-IR technique. Using the analysis of
vibrational mid-infrared spectroscopy (FT-IR), we obtained the spectral
profile of each sample, a fact that makes it possible to analyze the pres-
ence of certain metabolic classes, as well as a range of information on
the samples’ chemical composition.

An average of 13 peaks were observed in the region between
4000 to 6000 waves cm-1, with a low signal intensity in the region 3000
to 2885 waves cm-1 for the spectra obtained using the whole grain flour.
These peaks demonstrate the biochemical response of each sample after
low temperature stress ( Figure' 4).

The protein constituents are identified in the range of 1650 to
1550 waves cm-1 (LAMBERT, 2001; SCHULZ; BARANSKA, 2007).
The presence of these protein constituents were observed in bean seed
samples at the band 1541 cm-1. Lipids can be detected in the bands
3000 to 2800 waves cm-1 (KUHNEN et al., 2010; BARANSKA, 2007).
The prescence of fatty acids were observed in the studied samples in the
bands 3000 and 2949 cm-1 ( Figure' 4).

Absorbances relating to carbohydrates can be observed in the re-
gion between 1200 — 800 waves cm-1 and is named the fingerprint re-
gion of the primary metabolites (Cernd et al., 2003; Kuhnen et al.,
2010). Absorption bands between 1076 — 800 waves cm-1 appeared in
all spectra featuring the polymers amylose and amylopectin.

The phenolic compounds can be visualized in bands between 900
— 690 waves cm-1 (LAMBERT et al., 2001). These compounds were
visualized in samples at bands 939 and 906 cm-1.

As discussed, the results of the samples spectral profiles demon-
strate similarities in structures and arrays of high complexity. Thus, in
order to maximize the information given by the FT-IR technique, the
multivariate statistical tool principal component analysis (PCA) was
used.
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Using the PCA the 4000-600 waves cm’™ profile, it was observed
that the variation of cold stress can be explained 90% by PC1 (79%) and
PC2 (11%). There was a breakdown of samples into five groups. The
first group is in the first quadrant (PC1[+] and PC2[+]), which included
mostly samples after cold stress (BAF 47, BAF 50 and BAF 07). The
second and third quadrant is groups together group two which included
control samples of BAFs 47, 07, 50 and 42. The third group ordered
genotypes after stress treatment, including the BAFs 81, 42, 120, and
44. Lastly, the fourth group ordered genotypes of the control treatment
containing the BAFs 44, 50, 81 and 120 (Figure 5).

The chemometric analysis demonstrated that after cold stress dif-
ferent chemical constitutions occurred, changing the metabolic profile of
the genotypes. This emphasizes differences not only in the amino acid
profile shown in FT-IR by proteins (signals at 1541 cm™), but also in
spectral profiles for the classes: carbohydrates represented by starch
(signals at 1076 cm™), and lipids (signals at 2949 cm™).

4. CONCLUSION

The amino acid composition of the beans can be affected by envi-
ronmental factors during the period of seed maturation, so it is consid-
ered that climate variables are explanatory variables for the amino acid
profile on the stress of low temperature.

There were differences in the amino acids of a crop to another
profile, caused by climatic oscillations.

Each amino acid behaves differently according environmental
conditions.

In addition to the amino acid profile, the profile of lipids and car-
bohydrates was modified after cold stress.
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Table' 4: Content ( density in pixels) of profile total amino acids identified in sample of the crop 2011/12, in both treatments stud-
ied (treatment after cold stress = F, C = control treatment).

Sample (2011/12 CROP )
Density of Free Amino Acids (pixels. 10-5, 2ul sample)

Amine acid Most vigorous seeds

75C 73F 81C S1F 84C 84F 102C 102F 121C 121F 42C 42F 36C 36F 30C S0F

Leucine 5,01 4,76 3.65 342 ni il ni il ni il ni n ni il il m
Isoleucine ni ni ni ni ni ni ni ni 2,96 3.02 3.82 2,62 2,96 3.02 ni ni
Tyrosine ni ni 5,15 3,59 ni ni 2,86 3.43 ni ni ni ni ni ni 2,85 318
Methionine 2.4 ni ni ni ni 253 nd ni ni ni 22 2.69 ni n ni m
Valine ni ni i ni ni ni nd ni ni ni ni ni ni n 272 331
Tryptophan  ni ni ni 332 3.15 ni 21 21 ni il 2,03 2,74 ni n il i
Threonine 1,81 ni ni ni ni ni nd ni 2,77 ni ni ni 2,77 ni ni ni
Alanine ni ni 2,59 ni 732 ni nd ni ni ni ni ni ni n 2,35 334
Aspartic acic 3,48 5.64 1.28 1.96 1.62 2,19 1.04 2,06 3.26 2,79 1.43 2,16 3.26 379 1.71 2,59
Serine ni ni ni ni ni ni 22 2,85 ni il ni n ni n il i
Proline ni 4 ni 2 3.64 ni ni 3.43 ni ni ni ni ni ni 2,39 331
Histidine 2,14 3.81 349 4,03 4.1 ni 1,61 2,97 ni ni 2,22 ni ni ni 2,32 346

Least vigorous seeds

iC TF HC HF 97C 97F 120C 120F 4C 4F 108C 108F 55C 35F 47C 47F

Tyrosine ni ni ni ni 3.77 3.54 ni ni ni ni 3.5 437 ni ni ni ni
Methionine 8,11 7.68 339 1.82 ni ni 6,80 8.03 4 883 ni ni 6.72 6.42 3,77 3.08
Valine ni ni i ni ni ni 7,79 8,18 ni ni ni ni ni n ni m
Tryptophan  7.77 ni ni ni 473 3.55 ni ni ni il 3.76 n 7.61 n il i
Threonine ni ni ni ni ni ni ni ni ni ni ni ni ni ni 3.58 3.85
Aspartic acic 6,39 7.36 323 3,05 2,07 297 4 4,57 4.9 4,03 37 439 3.67 4.7 3.4 231
Serine ni 542 ni ni ni ni 3 6.89 ni 171 ni ni ni n ni m
Glycine ni ni ni ni ni ni ni ni ni il ni n 1.76 n il i
Glutamine ni ni ni ni 3.04 ni ni ni ni ni ni ni ni ni ni ni
Proline 7,68 7,88 2,68 2,77 3,38 347 7,75 827 7.6 85 3,57 5,54 7,53 8,06 3,58 1,98
Histidine 1,25 ni nm_ m 3.94 3.55 ni ni ni ni 3.14 3.6 ni ni 2,58 3,59
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Table' 5: Content (density in pixels) of profile total amino acids identified in sample of the crop 2012/13, in both treatments stud-
ied (treatment after cold stress = F, C = control treatment).

Sample (2012/13 CROP )
Density of Free Amino Acids (pixels. 10-5, 2yl sample)

Amino acid Most vigorous seeds
110C  110F  112C  112F  115C  115F §1C 81F 50C S0F 97C 97F 57C 57F 42C 42F
Leucine i ni 2.08 2,14 1.8 1,73 1,55 1,61 i i i 1.87 i ni i i
Isoleucine ni ni i ni ni ni ni ni i i ni ni ni ni i i
Methionine ~— ni 1,71 15 2 1,75 1,75 ni 1,78 i i ni 1,77 ni 1,56 i i
Threonine ol ni 19 1.92 ni ni ol ni i i ni ni ol ni i i
Alanine 1,68 ni i ni 1.59 1,63 1,83 ni i i 2 1,69 1,83 1.83 i 1.76
Aspartic acid 1,48 1,59 1,59 1,63 1,18 1,27 1,76 133 1.39 1,55 1,55 12 1,68 1,28 1,74 1,78
Glycine ol ni i ni ni 2 ol 1,71 i i ni ni ol ni i i
Arginine 2 1,36 1,99 19 ni ni ni ni i i ni ni ni ni i i
Proline i ni i i i ni 1,78 1,87 1.54 1,61 i 1,63 i 1,66 i 1.6
Histidine ol ni o ni ni ni ol ni o ni ni ni ol ni o ni
Least vigorous seeds
84F 84C 120C  120F 36C 36F 07C 07F 13C 13F 68C 68F 44C 44F 47C 47F
Leucine i ni i i i ni i ni i ni i ni i ni i ni
Isoleucine ol ni 1.61 1.74 1.83 1.63 1,95 ni 1.86 1.93 ni ni ol ni i i
Methionine — n ni i ni ni ni ni ni 1,67 181 ni ni ni ni i i
Glutamic acic 1.5 1,59 1,48 1,61 i ni i ni i i i ni i ni i i
Threonine ni ni i ni ni ni ni 1,94 143 1.6 ni ni ni ni i i
Alanine ni ni i ni ni ni ni ni i i ni ni ni ni i i
Aspartic acid 1.5 1,69 1.51 1.09 1,28 1,32 1,69 1,58 1.04 1,27 1.8 1,79 1,66 1,77 1.73 1.73
Serine ni ni i ni ni ni ni ni i i 1,74 18 ni ni i i
Proline ni ni 1,09 1,08 136 142 1,69 1,58 1,09 127 ni ni 1,67 1,77 1,73 1,73
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Figure' 2: Factorial distribution of principal components, PC1 and PC2 for the profiles of amino acids analyzed in seeds of P.
vulgaris during crop 2011/12 (S1).
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Figure' 3: Clusters obtained based on the amino acid profile data matrix using measures of similarity (correlation coefficient) by
hierarchical clustering method single linkage separating the respective groups. (A) Cluster on the Crop 2011/12, whose cophenet-
ic correlation was r = 0.92 and (B) on the Cluster Crop 2012/13, whose cophenetic correlation was r = 0.71.
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Figure' 4: Spectra FT-IR (3000 - 600 cm-1) 8 genotypes P. vulgaris before (C) and after stress for low temperatures.
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Figure' 5:Principal component analysis scores scatter plot of the FTIR dataset (3000 — 600 cm-1) of seeds P. vulgaris samples

before (C) and after stress for low temperatures (F).
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Figure' 6: Temperatures (° C) maximum, mean and minimum daily and rainfall (mm) recorded at the National Institute of Mete-
orology - IN-MET, in Campos Novos, SC, in the period from sowing to physiological maturity in 2011/2012 season (The ) and
(B) in the 2012/2013 harvest. * A sowing in the 2011/2012 harvest held on November 1, 2011, and 2012/2013 crop sowing was
held on November 9, 2012, according to agroclimatic zoning for the area.
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