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RESUMO

BARROS, J.R.A. Feijao-caupi: Parametros produtivos, biométricos, fisiolégicos,
bioquimicos e prospeccio de genes, frente ao aumento da temperatura e do deficit hidrico.
200p. Tese (Doutorado em Recursos Genéticos Vegetais) — Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS), Feira de Santana, BA, 2021.

A selecdo de cultivares de feijao-caupi (Vigna unguiculata L.) tolerantes torna-se de grande
importancia para garantir uma maior produtividade, frente as mudangas climaticas. Com isso,
objetivou-se avaliar como o aumento da temperatura e o deficit hidrico afetam os parametros
biométricos, produtivos, fisioldgicos, bioquimicos e moleculares de diferentes cultivares de
feijdo-caupi. Os experimentos foram realizados em camara de germinacdo, cdmaras de
crescimento e casa de vegetacao, utilizando diferentes cultivares de feijao-caupi, as quais foram
submetidas ao aumento de temperatura e diferentes disponibilidades hidricas. As cultivares
respondem de forma distinta a esses estresses, com alteracdes fisiologicas, bioquimicas,
moleculares e variagdo quanto a producao final. A porcentagem de germinacdo de sementes de
feijdo-caupi atinge valores acima de 90%, na faixa de 20-40°C. Entretanto, na temperatura de
40 °C nio ocorre a formagdo de plantulas normais. As cultivares diferem entre si frente ao
aumento de temperatura. Por meio da combinagdo das respostas biométricas, fisioldgicas e
produtivas a cultivar Itaim apresentou maior tolerancia ao aumento de 4,8 °C na temperatura
do ar. A fase da floragdo foi a mais sensivel ao aumento de temperatura e ao deficit hidrico,
com reducao significativa na producdo. A temperatura ¢ o elemento climatico determinante
para a escolha da época de plantio, pois mesmo com disponibilidade hidrica de 100%, o
aumento da temperatura reduz a producdo. Genes PSCR e TPS6, pertencentes a diferentes
classes de osmoprotetores, foram induzidos no feijao-caupi, cv. Carijo em resposta ao aumento
da temperatura e a seca severa.

Palavras-chave: enzimas antioxidantes, EROs, estresse abidtico, expressao génica, trocas
gasosas, Vigna unguiculata L.



ABSTRACT

The selection of tolerant cowpea (Vigna unguiculata L.) cultivars is of great importance to
ensure greater productivity in the face of climate change. Thus, the objective was to evaluate
how the increase in temperature and water deficit affect the biometric, productive,
physiological, biochemical, and molecular parameters of different cowpea cultivars. The
experiments were carried out in a germination chamber, growth chambers and greenhouse,
using different cowpea cultivars, which were subjected to increased temperatures and different
water availability. The cultivars respond differently to these stresses, with physiological,
biochemical, molecular changes and variation in the final production. The percentage of
germination of cowpea seeds reaches values above 90%, in the range of 20-40 ° C. However,
at a temperature of 40 ° C, normal seedlings do not occur. The cultivars differ from each other
in view of the increase in temperature. Through the combination of biometric, physiological,
and productive responses to cultivate Itaim showed greater tolerance to the increase of 4.8 © C
in air temperature. The flowering phase was the most sensitive to temperature increase and
water deficit, with a significant reduction in production. Temperature is the determining
climatic element for choosing the planting season, because even with 100% water availability,
the increase in temperature reduces production. PSCR and TPS6 genes, belonging to different
classes of osmoprotectors, were induced in cowpea, cv. Carijo6 in response to rising
temperatures and severe drought.

Keywords: antioxidant enzymes, ROS, abiotic stress, gene expression, gas exchange, Vigna
unguiculata L.
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INTRODUCAO GERAL

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), ¢ uma leguminosa com grande
importancia socioecondmica, sendo a principal fonte de proteinas e carboidratos na dieta de
grande parte da populagdo mundial, considera-se uma cultura chave na questao da seguranca
alimentar (CARVALHO et al., 2019). Os maiores produtores de feijao-caupi sdo a Nigéria, o
Niger e o Brasil, que ocupa o terceiro lugar como maior produtor, com 10% em média do total
mundial, e engloba na produgao os feijoes tipo preto, cores e caupi (DERAL, 2020).

No Brasil, de acordo com os dados da Companhia Nacional do Abastecimento -CONAB
(2020), a safra 2019/2020 ocupou uma area plantada de 1.307,8 mil hectares, com produgao de
712,6 mil toneladas, superior a safra anterior. Seu cultivo ¢ realizado principalmente nas regides
norte e nordeste do pais. Contudo, o cultivo do feijdo-caupi vem se expandindo para regido do
centro-oeste. Nos ultimos anos, o aumento da producao e a expansao do mercado contribuiram
para o cultivo deste grdo (VALE et al., 2017).

O Nordeste, apesar de se destacar pela produgdo de feijdo-caupi, ainda apresenta uma
baixa produtividade, uma vez que, nesta regido, predominam praticas tradicionais de cultivo,
com baixo uso de tecnologias (BASTOS, 2017). Além disso, o baixo rendimento também esta
associado as condigdes climaticas (SABOYA et al. 2013), selecdo de cultivares ndo tolerantes
as condicdes locais e época de cultivo inadequada (BARROS et al., 2021). No Nordeste, o
feijdo-caupi ¢ cultivado predominantemente no semiarido, onde prevalecem condi¢des
ambientais adversas, com temperaturas elevadas e baixa disponibilidade hidrica (MELO et al.,
2018), apresentando temperatura maxima média do ar de 33 °C e precipitacdo média anual de
464,8 mm (ANGELOTTI et al., 2020; LOPES et al., 2017).

Essas condigdes ambientais podem se tornar ainda mais adversas, pois projecoes
realizadas pelo Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC, 2013), apontam para um
aumento na temperatura média do planeta de 2,6 (cenario mais otimista) a 4,8 °C (cendrio mais
pessimista), at¢ 2100. Os especialistas afirmam que este aumento ndo sera uniforme, ocorrendo
variacdes interanuais e regionais, provocando a ocorréncia de eventos climaticos extremos,
como secas e chuvas intensas (IPCC, 2013). Para o Nordeste, os cendrios futuros apontam
aumento na estiagem, acarretando maior aridez na regido semidrida até final do Século XXI
(MARENGQO et al., 2011). Essa regido sera uma das mais afetadas pelas mudangas climaticas
globais (IPCC, 2007).

Dentro deste cenario, as plantas estressadas pela seca e calor revelam varias mudangas

morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares que afetam negativamente seu
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desenvolvimento, crescimento e produtividade (TOSCANO, et al., 2016), sendo esses 0s
estresses abidticos que mais limitam a produ¢do agricola (DJANAGUIRAMAN et al. 2018).
No contexto das mudangas climaticas, esses fatores abioticos se tornaram particularmente
importantes, devido ao aumento na frequéncia dos eventos extremos, como ondas de calor e
periodos de seca (IPCC, 2014).

Uma das primeiras respostas fisiologicas da planta ¢ uma redugao no indice de clorofila,
taxa fotossintética e transpiracdo (PERDOMO et al., 2015; TAIZ et al. 2017). Essa redugao
prejudica o ajuste osmético, fazendo com que a planta reduza sua capacidade de tolerar a seca,
causando prejuizos e, muitas vezes, o colapso da produgdo agricola (BLUM, 2017 ). Outra
resposta das plantas a esses estresses, inclui um aumento no acumulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que podem causar danos as células e, dependendo do tempo e da intensidade
de exposicdo, podem causar a morte das plantas (TOSCANO et al. 2016; YI et al. 2016).
Contudo, as plantas desenvolveram mecanismos fisioldgicos e bioquimicos de defesa, a fim de
eliminar o acimulo destas substancias.

Os mecanismos fisiologicos, se caracterizam como a primeira linha de defesa das
plantas, que se inicia a partir do fechamento estomatico, reduzindo a produ¢do de EROs, uma
vez que, os processos metabodlicos dependentes do oxigénio, aumentam a producdo de EROs
em mitocdndrias, cloroplastos e peroxissomos, respectivamente (BARBOSA et al., 2014).

Os mecanismos bioquimicos sdo a segunda linha de defesa, e destaca-se pela remocao
das espécies reativas de oxigénio, através das enzimas antioxidantes, como a superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), bem como o guaiacol
peroxidase (GPx) (DEUNER et al., 2008; BARBOSA et al., 2014). Outra ferramenta de
protegdo contra o estresse térmico e hidrico inclui o acimulo de osmoprotetores, como a prolina
e a trealose, comuns em plantas sob deficit hidrico e altas temperaturas, desempenhando papel
importante na manutencdo das organizagdes celulares, atividade fotossintética e desintoxicagao
de espécies reativas de oxigénio, agindo como sinais metabolicos nas condi¢des de estresse
(AHMAD et al., 2020).

Genotipos tolerantes a0 aumento da temperatura e ao deficit hidrico produzem maior
quantidade destas enzimas antioxidantes, como observado para o Phaseolus vulgaris L.
(BORELLA et al., 2017), Vigna radiata L. (MANSOOR; NAQVI, 2013). No Semiarido
brasileiro os estudos com o feijdo-caupi se restringem a parametros de crescimento e
desenvolvimento das plantas submetidas a estresses abidticos de forma isolada, ndo elucidando
a resposta de rotas metabdlicas e o desenvolvimento de estratégias moleculares envolvidas no

processo de tolerancia das cultivares, frente as alteragdes do clima. De maneira que, na


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.02068/full#B18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161719300999?casa_token=nnYza2DJ6G0AAAAA:Sb_WGEwdt4fklpunllmvMtTTkgHd_ZSOR4QtX87leJNFVnEUr7oXAOblukElIeT4xzPIWLqFfA#bib0210
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literatura, ndo existem trabalhos que relatem o efeito da interagdo do aumento de temperatura
x deficit hidrico em gendtipos de feijdo-caupi, avaliando respostas a nivel fisioldgico,
bioquimico e molecular. Desta forma, a busca por melhores gen6tipos, mais adaptados, se torna
crucial para enfrentar os desafios futuros.

Com isso, objetivou-se com esta pesquisa avaliar como o aumento da temperatura e do
deficit hidrico afetam os parametros biométricos, produtivos, fisiologicos, bioquimicos

e moleculares de diferentes cultivares de feijao-caupi.
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REVISAO DE LITERATURA

Feijao-Caupi

E uma planta Dicotyledonea, daordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia
Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género Vigna, subgénero Vigna, secgao
Catyang, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. A subespécie unguiculata ¢ subdividida em
quatro subgrupos unguiculata, sesquipedalis, biflora e textilis (MARECHAL et al., 1978;
PADULOSI e NG, 1997).

O Centro-Oeste do continente Africano ¢ tido como o centro de origem do feijao-caupi,
tendo na Nigéria a maior diversidade genética dessa espécie. O género Vigna ¢ amplamente
distribuido pelos tropicos, com mais de 80 espécies (NG e MARECHAL, 1985).

No Brasil sdo cultivados os subgrupos unguiculata, para produgao de grao seco e feijao-
verde, e o sesquipedalis, conhecido como feijado-de-metro, para produ¢do de vagem. No pais,
existem varias denominagdes para o feijdo-caupi, que muda de acordo com cada regido: feijao
macassar ou feijdo-de-corda no Nordeste; feijao-de-praia, feijado-da-colonia, feijao-de-estrada,
na regido Norte; feijdo-mitdo, na regido Sul; e feijao-fradinho nos estados da Bahia, Sergipe e
Rio de Janeiro (TEIXEIRA et al., 1988; FREIRE FILHO et al., 2011).

O feijao-caupi ¢ uma espécie autdgama, herbacea e anual (SINGH et al., 2002),
considerada rustica, com ampla capacidade de adaptacdo e de alto potencial produtivo,
caracteristicas que lhe tornam uma cultura de grande valor (VALE et al., 2017). A cultura
apresenta seu ciclo fenologico dividido em duas fases: fase vegetativa e fase reprodutiva
(OLIVEIRA et al., 2018) (Tabela 1) e (Figura 1).

Tabela 1: Descricdo do desenvolvimento fenologico de plantas de feijao-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp).

VO Germinagao

Vi Emergéncia Fase

V2 Folhas primarias

V3 Primeira folha composta aberta Vegetativa
V4 Terceira folha trifoliada aberta

R5 Pré-floragao

R6 Fl~ora(;ao Fase

R7 Formagao de vagens -

R8 Enchimento das vagens Reprodutiva
R9 Maturagao
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Foto: Barros, J.R.A
Figura 1: Ciclo fenoldgico do feijao-caupi: V0- Germinagao; V1 - Emergéncia; V2- Folhas
primarias; V3 - Primeira folha composta aberta; V4 - Terceira folha trifoliada aberta; RS - Pré-
floracdo; R6 - Floragdo; R7 - Formagdo de vagens; R8 - Enchimento das vagens; R9 —
Maturagio.

Cada fase tem um tempo de duracdo diferente, que ird depender da cultivar, uma vez
que cada gendtipo apresenta um ciclo de crescimento distinto (FREIRE FILHO et al., 2011)
(Tabela 2). Apesar do feijao-caupi se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura e pouca
disponibilidade hidrica, a intensidade e duracdo desses fatores abiodticos afetam o crescimento
e desenvolvimento nos diferentes estadios fenologicos da planta (BASTOS et al., 2017; VALE
et al., 2017; SEHGAL et al., 2018). De acordo com Vale et al. (2017), o feijdo-caupi se
desenvolve em uma faixa ampla de temperatura, entre 18 e 37°C, sendo que faixa ideal de
temperatura para a germinagao da cultura de 23 a 32,5°C (SANTOS, 2011). Temperaturas ao
redor de 35°C, provoca o abortamento de flores, diminuindo o rendimento final de sementes
(KUMAR et al., 2016). A quantidade de 4gua necessaria para o feijado-caupi pode variar de 300
a 450 mm, que deve ser adequadamente distribuido para atender aos requisitos de cada estadio
fenologico (FREIRE FILHO et al., 2011).

O ciclo do feijao-caupi, pode ser classificado em: ciclo curto (quando a maturidade ¢
atingida até 60 dias apos o plantio); ciclo médio (quando a maturidade € atingida entre 60 ¢ 90
dias ap6s o plantio); e ciclo tardio (quando a maturidade ¢ atingida apds 90 dias do plantio)
(PAIVA et al., 1972). Porém, Freire Filho et al. (2011) propuseram as seguintes alteragdes:
ciclo super precoce (quando a maturidade ¢ atingida até 60 dias apos o plantio); ciclo precoce

(quando a maturidade é atingida entre 61 e 70 dias apo6s o plantio); ciclo médio (quando a
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maturidade ¢ atingida entre 71 e 90 dias apds o plantio) e, por fim, ciclo tardio (quando a
maturidade ¢ atingida a partir de 91 dias ap6s o plantio) (Tabela 2).

A arquitetura do feijao-caupi € o resultado da interacdo de varios caracteres: habito de
crescimento (Tabela 2); comprimentos do hipocdtilo, epicotilo, entrends, ramo principal e
secundario e pedunculo; disposi¢ao dos ramos laterais em relagdo ao ramo principal, disposi¢ao
dos pedunculos em relagdo a copa da planta; e consisténcia dos ramos (VALE et al., 2017). O
numero de noés do ramo principal tem importancia na eficiéncia reprodutiva do feijao-caupi
(UMAHARAN et al., 1997). Os gendtipos eretos apresentam o crescimento determinado
(Tabela 2), sendo o comprimento do ramo principal menor e¢ a maturagdo uniforme,
promovendo apenas uma colheita, porém com maior rendimento por area. Os programas de
melhoramento genético que visam a obtencdo de cultivares com maior produtividade de graos
devem considerar o comprimento ¢ o nimero de noés do ramo principal como critérios de
selecdo, pois esses dois caracteres interagem na arquitetura da planta, proporcionando maior

produgdo de graos por planta ou maior produtividade (MATOS FILHO et al., 2009).



Tabela 2. Caracteristicas de diferentes cultivares de feijao-caupi.

Cultivares Caracteristicas Habito de Porte Dias do plantio a Ciclo total
crescimento floracgao
cultivar tipo “canapu”,
BRS Acaua recomendada para areas crescimento semi-ramandar | a floragdo se inicia ciclo médio em
irrigadas e de sequeiros indeterminado em média com 39 torno de 60-65
dias apds o plantio dias
cultivar do grupo a floragdo se inicia
BRS Carijo fraldinha, recomendada semi- ereto em média com 36 ciclo médio em
para areas irrigadas e de determinado dias apo6s o plantio torno de 60-65
sequeiros. dias
recomendada para o a floracao se inicia ciclo médio em
BRS Guariba cultivo em sequeiro, indeterminado ereto em média com 41 torno de 65-70
apresenta resisténcia ao dias apo6s o plantio dias
acamamento, facilitando
a colheita mecénica
recomendada para areas a floragdo se inicia ciclo médio em
BRS Gurguéia | irrigadas e de sequeiros indeterminado enramador em média com 43 torno de 75 dias
dias apds o plantio
graos fradinhos, bem a floracdo se inicia ciclo médio em
BRS Itaim formados e com determinado ereto em média com 35 torno de 60-65
excelente apelo visual dias apo6s o plantio dias
recomendada para areas
irrigadas e de sequeiros
recomendada para areas a floracdo se inicia ciclo médio em
BRS Jurua irrigadas e de sequeiros indeterminado | semi-prostrado em média com 43 torno de 75-80
dias apds o plantio dias
recomendada para areas
BRS Pajeu irrigadas e de sequeiros, | indeterminado | semi-prostrado a floracado se inicia ciclo médio em

padrao de preferéncia de
uma grande faixa de
consumidores

em média com 39
dias apds o plantio

torno de 70-75
dias
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BRS Potengi

recomendada para
cultivo em regime de
sequeiro e irrigado

indeterminado

semiereto

a floragao se inicia
em média com 39
dias apds o plantio

ciclo médio em
torno de 70-75
dias

BRS Pujante

recomendada para
cultivo em regime de
sequeiro e irrigado,
indicada para consorcio
com fruteiras irrigadas

indeterminado

semi-ramador

a floragao se inicia
em média com 48
dias apds o plantio

ciclo médio em
torno de 70 dias

BRS Rouxinol

recomendada para
cultivo em regime de
sequeiro e irrigado

indeterminado

semiereto

a floragao se inicia

em média com 45-55

dias ap6s o plantio

ciclo médio em
torno de 65-70
dias

BRS
Tapahium

recomendada para
cultivo em condig¢des
irrigadas e de sequeiro,
devido a sua precocidade
¢ altamente indicada para
consoércio com fruteiras

semi-
determinado

ereto

a floragdo se inicia
em média com 36
dias ap6s o plantio

ciclo médio em
torno de 54 dias

BRS
Tumucumaque

cultivar melhorada
recomendada para
cultivo em condi¢des
irrigadas e de sequeiro,
resistente ao
acamamento, facilitando
a colheita

indeterminado

semiereto

a floracao se inicia
em média com 43
dias ap6s o plantio

ciclo médio em
torno de 65-70
dias

* As cultivares presentes na tabela 2, foram as mesmas utilizadas nos experimentos deste projeto tese.
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As cultivares, apesar de serem da mesma espécie, possuem caracteristicas distintas que
devem ser levadas em consideragdo no memento da escolha, uma vez que, irdo refletir na

producdo final da cultura (BARROS et al., 2021).

Producao e Importancia socioecondomica

Os maiores produtores de feijao-caupi sdo a Nigéria e o Niger, as duas nagdes
respondem por 69% do total mundial do feijao caupi seco, ocupando o primeiro e segundo
lugar, respectivamente (DERAL, 2020). No Brasil, que ocupa a terceira posicdo como maior
produtor mundial, de acordo com dados da Companhia Nacional do Abastecimento CONAB
(2020), a safra 2019/2020 ocupou uma area de 1.307,8mil hectares, com producao estimada em
712,6 mil toneladas.

A producdo de feijdo-caupi concentra-se nas regides Nordeste e Norte e estd se
expandindo para a regido Centro-Oeste, principalmente para o estado de Mato Grosso. Apesar
de o Brasil ocupar a terceira posi¢ao mundial na producdo de feijdo-caupi, esta apresenta baixa
produtividade média, principalmente na Regido Nordeste. Segundo Matos Filho et al. (2009),
as causas da baixa produtividade no Nordeste estdo associadas a problemas climaticos como:
escassez e irregularidade das chuvas; a problemas de fertilidade do solo, condigdes de cultivo
ndo satisfatorias, ao baixo nivel tecnoldgico empregado em seu cultivo, uma vez que grande
parte da produgdo estd ligada a pequenos e médios produtores, que geralmente utilizam
cultivares tradicionais, sementes de baixa qualidade e limitado uso de tecnologia.

No Nordeste, a produgdo concentra-se no semiarido, que apresenta irregularidade das
chuvas e altas temperaturas. Nesta regido a producao foi de 180.436 t, a produtividade média
de 253 Kg/ha, com 714.183 ha de area plantada (IBGE, 2017).

Esta cultura possui grande importancia socioecondmica por ser a fonte de proteina mais
acessivel a parcela carente da populagdo. Além de ser um dos principais componentes da dieta
alimentar, contribui com a geragdo de emprego e renda, tanto na zona rural, quanto na zona
urbana (LIMA et al., 2007). A grande diversidade na utilizagcdo dessa espécie, aliada ao seu alto
potencial produtivo, tem proporcionado o aumento de pesquisas, nos ultimos anos, as quais tém
contribuido para melhorar a sua produtividade e rentabilidade, que, em conjunto com outros
fatores, vém despertando o interesse de médios e grandes produtores pela cultura (XAVIER et
al., 2005). O feijdo-caupi destaca-se por apresentar maior capacidade de adapta¢do quando
comparado a outras culturas, possui alto potencial produtivo e excelente valor nutritivo,

caracteristicas que o tornam atraente a programas de melhoramento (VALE et al., 2017; SINGH
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et al., 2002), e relevante para a seguranca alimentar, principalmente frente as mudangas

climéticas globais (CARVALHO et al., 2019).

Clima x Agricultura

Estudos sobre a interacao entre o clima e a produgao agricola sao de grande importancia
e, devido as mudangas climaticas, esta interagdo vem gerando preocupacao a nivel mundial.
Isso ocorre, pois, apesar dos avangos tecnoldgicos existentes, ainda ha impactos negativos do
clima sobre a produtividade, sendo bastante complexa a relag@o entre os elementos climaticos
e a producao agricola (SENTELHAS e MONTEIRO, 2009). A redu¢ao da produtividade e de
areas favoraveis a producdo agricola, além do aumento da incidéncia de pragas e doengas,
caracterizam algumas das consequéncias das alteracdes climaticas na agricultura
(CHALLINOR et al., 2014).

As mudancas climaticas referem-se a qualquer alteragdo do clima ao longo do tempo,
seja devido a variabilidade natural, ou como resultado da atividade humana. De acordo com o
relatorio do Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas (Intergovernmental Panel on
Climate Change - IPCC), houve um aumento na concentracdo dos gases do efeito estufa desde
1750, devido a queima excessiva de combustiveis fosseis, o mal uso da terra, por meio de
desmatamentos e queimadas, entre outros. O aquecimento causado por esses gases aumenta a
probabilidade de alteragdes nos padrdoes de precipitacio com impactos graves sobre a
biodiversidade, os recursos hidricos, os recursos da terra, a agricultura, entre outros aspectos
(IPCC, 2014).

Segundo o relatério do IPCC (2007), no Brasil, a regido semiarida serda uma das mais
afetadas pelas mudangas climaticas globais, devido ao menor indice de desenvolvimento social
e econdmico, com grande parte da populacdo desenvolvendo atividades agricolas, com baixo
grau de tecnificagdo e elevada dependéncia da disponibilidade de recursos naturais. Os cenarios
futuros apontam aumento na estiagem, acarretando maior aridez na regido semidrida até final
do Século XXI (MARENGO et al., 2011). A elevagdo na temperatura do ar tende a aumentar a
deficiéncia hidrica no semiarido, afetando consideravelmente o consumo humano e animal de

agua, bem como as atividades dependentes de chuva.

Impactos do aumento da temperatura e do deficit hidrico em plantas
Os elementos climaticos, como temperatura, pluviosidade, umidade e radiacdo solar,
sao fatores que influenciam na produtividade agricola, e podem afetar o desenvolvimento e o

crescimento das plantas em diversas fases do ciclo da cultura (ALVES et al., 2010). Assim, as
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mudangas no regime térmico e hidrico poderdo causar impacto no metabolismo das plantas,
resultando em variagcdes no padrdo de crescimento e desenvolvimento e consequente, na
producdo. Isto porque, o crescimento das plantas resulta de uma complexa cadeia de eventos,
que estdo relacionados a producdo fotossintética, consumo de fotoassimilados e eficiéncia de
utilizagdo da agua e nutrientes (BUENO et al., 2012; PRADO et al., 2007; RIBEIRO e
MACHADO, 2007).

A temperatura e deficit hidrico sdo fatores limitantes para a produgdo agricola, uma vez
que, exercem influéncia direta sobre as culturas, desde a germinag¢do das sementes até a
producdo final, pois estdo relacionados diretamente com os processos fisiologicos
(SINSAWAT et al., 2004; FLEXAS et al., 2004) que podem reduzir a fotossintese, fonte
primaria dos carboidratos utilizados no crescimento e na manuten¢do da planta (RIBEIRO e
MACHADO, 2007).

A reducdo na fotossintese se da pela diminui¢ao na condutancia estomatica, devido ao
fechamento dos estdmatos, que pode ser induzido pelo acido abscisico (ABA) considerado um
hormdnio do estresse. Quando a planta se encontra desidratada, ocorre um aumento nos niveis
do ABA, que por sua vez, induz a expressao de multiplos genes envolvidos na defesa contra os
efeitos dos estresses abidticos e apds ultrapassar certos niveis, o ABA provoca o fechamento
estomatico para evitar a perda de d4gua. (BARTELS e SOUER, 2003; HIRT, 2003).

Contudo, essa reducdo acarretard na diminui¢@o da transpiragdo e concentracdo interna
de COz limitando a quantidade de gas carbonico requerida para a fotossintese (OLIVEIRA et
al., 2005), causando prejuizos e, muitas vezes, o colapso da producdo agricola em caso de secas
severas (MENDES et al., 2007; SANTOS et al., 2009; PEIXOTO, 2011). Além disso, a redugao
da fotossintese também pode prejudicar o ajuste osmotico (BLUM, 2017).

Quando ha uma limita¢ao na concentracao de CO», fatores relacionados ao metabolismo
do carbono e a atividade bioquimica sdo afetados (DAMOUR et al., 2008), como a atividade
da enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco). Nas plantas C3, como o
feijdo-caupi, a Rubisco possui duas atividades enzimadticas, podendo atuar como carboxilase,
quando fixa CO; ou oxigenase quando fixa O,. Desta forma, o0 CO> e o O, competem pelo sitio
catalitico da enzima. Portanto, quando h4 uma redug¢ao nos niveis de [COz] e a concentragdo de
oxigénio aumenta, atividade oxigenativa da Rubisco ¢ favorecida, iniciando-se o processo de
fotorespiragao. Isso ocorre geralmente quando ha um aumento na temperatura e situagdes de
deficiéncia hidrica, pois os estomatos fecham limitando a entrada CO> (TAIZ et al., 2017).

Tolerar os efeitos negativos dos estresses abidticos no crescimento e na produtividade das
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plantas exigira, entre outros, a capacidade de avaliar a maneira como esses estresses afetam a
fotossintese e interpretar as respostas das plantas corretamente (URBAN et al., 2017).

Expor as plantas a estresses abidticos, além de alteragdes fisiologicas, o aumento de
temperatura e deficit hidrico, também podem causar alteragdes bioquimicas, como o aumento
da produgao das espécies reativas de oxigénio (EROs). Como defesa, as células das plantas e
suas organelas, como cloroplastos, mitocondrias, vacuolo, citosol, parede celular e
peroxissomos empregam um sistema de defesa antioxidante (BARBOSA et al., 2014).

Além disso, em decorréncia de seca severa, a planta perde a habilidade de manter o
equilibrio entre a captagdo e perda de agua, ja que os niveis de dgua tanto no solo quanto nas
células sdo baixos. Como mecanismo de tolerancia, as plantas devem evitar a dessecacgdo
celular, seja impedindo o efluxo ou promovendo o influxo de dgua. O primeiro caso ocorre
devido ao espessamento da parece celular e o segundo ¢ resultado do acumulo de solutos na
célula, que reduz o potencial osmotico ('s), no processo de ajustamento osmético (ZHANG et
al., 1999). Esses solutos sao denominados solutos compativeis, osmolitos compativeis ou
osmoprotetores ¢ podem ser acumulados em grandes quantidades, ndo interferindo no
metabolismo celular, além de apresentarem outras func¢des protetoras (YANCEY et al., 1982).

Aminodcidos como prolina, compostos quaternarios, glicinabetaina e poliaminas, e uma
variedade de agtlicares e alcoois de agucar, como manitol, trealose, galactinol e rafinose, estao
entre os principais solutos compativeis acumulados durante o estresse (MAHAJAN e TUTEJA,
2005).

A avaliagdo das alteragdes morfologicas e fisioldgicas em fun¢do do deficit hidrico e
aumento de temperatura podem indicar mecanismos de tolerancia aos estresses. Por isso, os
programas de melhoramento genético para condi¢des de estresse tém seu foco direcionado para
caracteristicas como maior eficiéncia no uso da agua, maior atividade do sistema antioxidativo

e alta capacidade de ajustamento osmoético (CAVATTE et al., 2011).

Enzimas como mecanismo de defesa aos estresses abioticos

As plantas estdo expostas a uma variedade de estresses abidticos que alteram seu
metabolismo e desenvolvimento, com respostas a nivel molecular e celular (Flowers et al.,
2000; Zhu, 2002). Estas respostas compreendem tanto as variagdes nos parametros fisioldgicos
(condutancia estomatica, taxa de transpiracao e fotossintese) (FREIRE et al., 2014), biométricos
(altura, namero de folhas, diametro, area foliar) (AQUINO et al., 2007) e bioquimicos (solutos
osmorreguladores, enzimas antioxidantes) (BARBOSA et al., 2014; MONTEIRO et al., 2014),

quanto a nivel molecular (expressdo génica).
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Em situacdo de estresse as plantas aumentam a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) no metabolismo celular. As EROs sdo um produto comum do metabolismo
de plantas, porém, estas moléculas sdo produzidas de forma exagerada em situagdes adversas
(DEMIDCHIK, 2015). A atuacdo nociva se inicia apenas quando a producdo de espécies
reativas ultrapassa a capacidade de metabolizagdo do sistema antioxidativo presente nas células.
Assim, atualmente, as EROs foram consideradas como parte funcional do sistema de
sinalizagdo de plantas (MITTLER, 2011).

As EROs sdo formadas pela redugdo parcial do oxigénio molecular (O2), com dois
atomos de oxigénio, o Oz ¢ reduzido por quatro elétrons transportados ao longo da cadeia
respiratoria, gerando duas moléculas de 4gua. Todavia, uma pequena parcela dos elétrons
escapa da cadeia respiratoria, resultando em uma redugdo parcial do oxigénio molecular,
levando a produgao de espécies reativas de oxigénio (SOARES e MACHADO, 2007).

Entre as principais EROs que causam danos celulares, destacam-se o radical superoxido
(O2"), radical hidroxila (OH") e as formas nao-radicais (moleculares) per6xido de hidrogénio
(H202) e oxigénio singleto ('02) (BRAY et al., 2000, PASTORI ¢ FOYER, 2002, GILL e
TUTEIJA, 2010).

A acumulagdo de EROs pode ser altamente toxica a célula. Em condi¢des normais, a
producio de espécies reativas € pequena em células de plantas, cerca de 240 pM s ' O, ™, porém
em situacdes de estresse, como o deficit hidrico, a producao pode triplicar, chegando a 720 uM
s 102" (MITTLER, 2002). E essas espécies reativas de oxigénio podem reagir com a maioria
das moléculas organicas, resultando em estresse oxidativo.

Em situagdes de deficit hidrico a acumulacdo de EROs e o consequente estresse
oxidativo podem reduzir a capacidade de germinacao de sementes e desenvolvimento inicial de
plantulas (BAILLY, 2004). Portanto, a eficiéncia do sistema de metabolizagdo de espécies
reativas de oxigénio faz parte dos mecanismos de tolerdncia de sementes ao deficit hidrico
durante a germinagdo e desenvolvimento inicial.

Em resposta ao acimulo de EROs, as plantas acionam mecanismos de defesa, que
podem ser enzimaticos ou ndo-enzimaticos € juntos compde o sistema antioxidativo. A
capacidade de desempenhar o mecanismo de defesa antioxidativa é fundamental para as plantas
prevenirem os danos causados pelo estresse oxidativo extremo (SAHER et al., 2004; DEWIR
et al., 2006). Segundo Mittler (2002), o superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
peroxidase do ascorbato (APX) e a guaiacol peroxidase (GPx) sdo as enzimas presentes nas

principais rotas de metabolizacao de espécies reativas de oxigénio em plantas.
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As SODs sao consideradas enzimas chave dentro do sistema antioxidante de defesa
vegetal, pois regulam a concentracdo celular tanto do superoxido quanto do perdxido de
hidrogénio (VAN BREUSEGUEM et al., 2001). Estas proteinas pertencem ao grupo metalo-
enzimas que protegem a célula dos radicais superoxidos, catalizando a dismutacdo de dois
radicais Oye-, gerando H>O» e O». Essas enzimas participam da modulagao do nivel de H2O»
em cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos (MITTLER, 2002; BHATTACHARIJEE,
2010). Uma vez que dismutam o Oz°-, agem indiretamente na reduc¢do do risco de formagao do
OHe a partir do O2+- (DUBEY, 2011; DINAKAR et al., 2012). As SODs sdo classificadas de
acordo com seus cofatores metalicos: cobre e zinco (Cu/ZnSOD), manganés (Mn-SOD) e ferro
(Fe-SOD) (GILL e TUJETA, 2010). Em geral, as plantas contém uma Mn-SOD localizada na
matriz mitocondrial e uma Cu/Zn-SOD citosolica, com Fe-SOD e/ou Cu/ZnSOD, presentes no
estroma do cloroplasto. O nimero de isoenzimas de cada tipo de SOD varia muito de planta
para planta, assim como a abundancia relativa de cada enzima (BOWLER et al., 1992).

A CAT ¢ uma das principais enzimas responsaveis pela eliminacdo do H>O; gerado
durante a fotorrespiragdo e a B-oxidacao dos acidos graxos (BARBOSA et al., 2014), além de
converter duas moléculas de H2O, em H>O e oxigénio molecular e estd presente nos
peroxissomas e glioxissomas (HELDT e HELDT, 2005; DUBEY, 2011) As plantas possuem
varias isoformas de CAT, as quais podem converter diretamente o H2O2 ou oxidar substratos,
tais como metanol, etanol, formaldeido e acido formico (BREUSEGEM et al., 2001). A catalase
e o ciclo do ascorbato-glutationa sdo importantes na eliminagcdo do H>O» e, apesar de suas
propriedades e requisitos serem diferentes, podem funcionar efetivamente em paralelo. Como
a CAT opera sem agente redutor, ela fornece as plantas uma forma energeticamente eficiente
para remoc¢do do H>O, (SHARMA et al., 2012). A atividade da CAT nas mitocondrias e
peroxissomos ¢ efetiva, principalmente, em concentracdes relativamente altas de H>O> (mM),
por isso sdo consideradas indispensaveis para a desintoxicagdo de EROs, especialmente em
condi¢des de estresse severo, quando os niveis de H>O: estdo maiores (DUBEY, 2011).

A APX (enzima ascorbato peroxidase) ¢ uma enzima importante no processo de
elimina¢ao de H>O> no citosol e nos cloroplastos (CARVALHO et al., 2014) sendo considerada
a segunda linha de frente de detoxificagdo de EROs, em conjunto com a CAT (MITTLER et
al., 2004). Essa enzima utiliza ascorbato como seu doador de elétrons para reduzir H,O» a dgua,
fazendo parte do ciclo ascorbato-glutationa.

As isoenzimas de APX sao distribuidas em pelo menos quatro compartimentos celulares

distintos: mitocondria (miAPX), citosol (cAPX), peroxissomo/glioxissomo (mAPX) e nos
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cloroplastos (chlAPX). No entanto, nos cloroplastos, a APX ocorre em duas isoformas: a
forma da membrana tilacoide (tAPX) e a forma soluvel no estroma (sAPX). A APX da
membrana dos tilacdides e a estromal estdo envolvidas na elimina¢do do H>O; produzido pela
fotossintese ¢ a mAPX e a miAPX eliminam o H>O» pela fotorrespiracdo e pela respiragao,
respectivamente. A fungao fisioldgica da cAPX ¢ de protecao das plantas sob varias condigdes
de estresse (SHIGEOKA et al., 2002).

A APX e a CAT sdo enzimas importantes dentre os componentes de detoxficacdo do
H>0, (BHATT e TRIPATHI, 2011). A a¢do da CAT e das peroxidases destaca a diferenca
basica entre as duas principais rotas metabolicas do H2O» nas células. A remocao de H>O» por
peroxidases requer uma pequena molécula redutora (ou proteinas como o citocromo ¢ ou
tioredoxina) para agir como um co-fator de regeneracao e ndo leva a evolugao de O, porque a
agua ¢ o produto da reacdo (MHAMDI et al., 2012).

As peroxidases geralmente reagem com compostos contendo grupos hidroxila ligados a
anéis aromaticos e atuam na lignificacdo, suberiza¢do e em outros pontos do metabolismo da
parede celular vegetal. O guaiacol peroxidase (o-metoxi fenol) é comumente usado como
substrato para a medigao da atividade peroxidasica (HIRAGA et al., 2001).

A enzima guaiacol peroxidase (GPX) oxida uma molécula de guaiacol para cada
molécula de H>O; que ¢ reduzida. A reagdo global ocorre com a utilizagdo de quatro moléculas
de guaiacol que se tetramerizam, levando a reducdo de quatro moléculas de H>O», com
formacgao de dgua, oxigénio molecular e um composto formado pelas 4 moléculas de guaiacol.

A caracterizagdo do estresse abiotico tem se tornado um tema importante na sele¢ao de
materiais resistentes as condi¢cdes agroclimaticas adversas (BELKO et al., 2013). Para feijao-
caupi, um dos principais componentes da dieta alimentar nas regides Nordeste e Norte do Brasil,
a selecao de cultivares adaptadas ao aumento da temperatura e ao deficit hidrico podera
contribuir para mitigar os efeitos deletérios a planta, garantindo a sustentabilidade do cultivo.
Além disso, o estudo dos mecanismos associados a percepcao, resposta e adaptagdo a estresses
abidticos ¢ de importancia primordial para o melhoramento, engenharia genética e criacao de

cultivares elite (PANDEY, 2015).

Respostas moleculares a altas temperaturas e deficit hidrico

Os programas de melhoramento genético vém investindo na busca de genes capazes de
adicionar caracteristicas de tolerancia a estresses ambientais para que novas cultivares possam
ser desenvolvidas. Muitos estudos tém identificado uma complexa rede de respostas génicas

envolvidas, desde a percepcao e reconhecimento do sinal do estresse, até a ativacdo dos genes
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induzidos pelo estresse (MENEZES-BENAVENTE et al., 2004; CHEN et al., 2007; PENG et
al., 2007; TODAKA et al., 2012).

Os crescentes estudos de andlise de expressdo génica, em diversas espécies sob
condi¢cdes especificas, vém propiciando o acimulo de informagdes que permitem o melhor
entendimento de processos celulares e fisiologicos. Técnicas como a construcao de bibliotecas
de cDNA, micro ou macroarranjos de DNA, SAGE (Serial Analysis of Gene Expression)
(VELCULESCU et al.,1995) e o RNA-Seq (WANG et al., 2009), constituem fonte primaria
para andlises da regulagdo transcricional dos genomas.

Esses métodos, porém, requerem uma etapa adicional de refinamento e validagao para
a confirmagao dos resultados, e dentre os mais utilizados, a qPCR (Polymerase Chain Reaction
- quantitativa em tempo real) se destaca pela simplicidade, alta sensibilidade, praticidade e
exatiddo (UDVARDI et al., 2008).

As células vegetais sdo estimuladas pelo estresse e sinalizam respostas via hormonios
vegetais, mensageiros secundarios, transdutores de sinal e reguladores de transcri¢do, que irdo
coordenar o crescimento ¢ desenvolvimento das plantas em meio ao estresse (DANQUAH et
al., 2014). Esses estimulos ativam os genes que codificam proteinas e enzimas diretamente
envolvidas no metabolismo do estresse, contribuindo para resposta de aclimatagao a um dado
estimulo (CASARETTO et al., 2016).

Essas proteinas induzem uma cascata de sinalizacdo que se traduzem em respostas
bioquimicas e fisiologicas como o fechamento estomatico, redugdo do crescimento celular e da
atividade fotossintética e a respiracdo. Assim, quando uma planta ¢ submetida a estresse, tende
a promover, prioritariamente, a sintese de proteinas relacionadas as respostas ao estresse
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2007).

Os genes induzidos durante o deficit hidrico podem atuar na prote¢do das células contra
a deficiéncia de dgua, por meio da producdo de importantes proteinas metabolicas, do ajuste do
potencial osmotico, assegurando assim, a manutencao do turgor na célula e regulagdo de genes
alvos (TODAKA et al., 2012). Essas proteinas metabodlicas estdo relacionadas a sintese de
glutamina, que age no metabolismo do nitrogénio catalisando, por meio do uso de moléculas
de ATP, a condensacdo de amonio e glutamato em glutamina, além de possuir a fun¢do na
regulacdo das concentra¢des de prolina, um osmoprotetor, que possui fun¢do no ajuste da
pressdo osmotica celular, na detoxificagdo de EROs, preservagao da integridade de membranas

e estabilizacdo de enzimas e proteinas (DAR et al., 2016).
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A sintese da prolina ¢ controlada pelo gene P5CS2, quando a planta esta sob estresse, o
acumulo de prolina ¢ aumentada nos cloroplastos e ¢ controlada principalmente pelo gene
P5CS1 (SZEKELY et al., 2008). Além da prolina, a trealose também ¢ um osmoprotetor, que
protege as células expostas a temperaturas, capaz de estabilizar proteinas e membranas
biologicas, ainda que submetida a variadas condigdes de estresse (HASANUZZAMAN et a.,
2010). Esses osmoprotetores, sao substancias hidrofilicas organicas de baixo peso molecular,
que auxiliam na manuteng¢ao da turgidez celular e preserva a integridade de enzimas, proteinas,
macromoléculas e membranas (SILVA et al., 2009; MAJUNDER et al., 2010; ASHRAF et al.,
2011).

A identificagdo de genes especificos tem sido realizada principalmente por analises de
transcriptoma em diferentes espécies de plantas submetidas a tratamentos de estresse como
calor, frio e seca (MIR et al., 2012). Essas andlises revelam genes envolvidos na regulagdo e
aclimatacdo de plantas para os varios estresses abioticos, sugerindo potenciais alvos
relacionados a tolerancia ao estresse para o melhoramento (KUMAR et al., 2015; SUZUKI et
al., 2016). Essa identificagdo genética ¢ essencial a bioinformatica, um ramo multidisciplinar
das ciéncias, que une 4reas da informadtica, biologia, estatistica, quimica e fisica. Com a
bioinformatica ¢ possivel ‘desvendar’ os genomas de plantas de interesse socioecondmico,
como feijdo-caupi, a partir da analise de suas sequéncias com ferramentas e programas
especificos. Com esta ferramenta, € possivel comparar genes de organismos relacionados, tragar
perfis de expressdao de genes e vias de interesse, fazer predicdes da estrutura e fungdo de
proteinas. As informacdes conseguidas através da bioinformatica sdo essenciais na prospec¢ao
de culturas com caracteristicas especificas de resisténcia e/ou tolerancia aos estresses abidticos

(NOGUEIRA, 2012).

Osmoprotetores

As plantas, quando expostas a diferentes estresses ambientais, respondem através da
sintese e acumulo de solutos compativeis, que atuam como osmoprotetores, a fim de neutralizar
os efeitos deletérios, podendo conferir tolerancia a diversas espécies. Os osmoprotetores sao
compativeis com a fung¢do celular e servem para estabilizar as proteinas e estruturas celulares
e/ou manter a turgescéncia das células por meio de um equilibrio da pressdo osmdtica, sem
comprometer processos celulares (AHMAD et al., 2020).

Quanto a classificacdo, os osmoprotetores podem ser classificados em quatro principais
classes: os aglicares, os polidis, os aminoacidos e as aminas quaternarias (GALINSKI, 1995).

O actimulo desses solutos previne a perda de 4gua e mantém a pressao de turgor da célula em
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niveis essenciais para o crescimento. Dentre os solutos compativeis mais comuns em plantas,
destacam-se sacarose, prolina, glutamato, glutamina e trealose.

A prolina pode ser sintetizada no glutamato, a partir do 4cido glutdmico via pirrolina-5-
carboxilato intermediario (P5C) no citoplasma ou cloroplasto (TROVATO et al., 2008;
SHARMA, 2010). As principais enzimas nesta reacdo sao pirrolina-5-carboxilato sintetase
(P5CS) e pirrolina-5-carboxilato redutase (PSCR) (SEKHAR et al., 2007).

Trabalho realizado por Signorelli et al. (2014) mostraram que a prolina atua como um
detoxificador de EROs, mais especificamente de OH em plantas submetidas a estresse, onde
pelo menos 2 OH sdo consumidas por molécula de prolina, diminuindo os danos provocados
pela OH, uma vez que esse radical ¢ o mais reativo dentre as EROs. Intimeros estudos
demostram a prolina como molécula chave para a compreensdo das respostas a estresses
abidticos (DAR et al., 2016), pois ela ¢ sintetizada e acumulada em varias espécies submetidas
a estresses.

As células vegetais tém potencial para acumular prolina rapidamente e degradé-la
rapidamente quando necessario (TROVATO et al., 2008). Durante a biossintese de prolina, o
produto de conversdao P5C pode causar a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
indugdo de apoptose, quando quantidades indevidas sao acumuladas (HELLMANN et al., 2000;
SZEKELY et al., 2008). Portanto, as plantas precisam degrada-lo rapidamente assim que o
estresse for aliviado. O catabolismo da prolina ocorre na mitocondria por meio da agdo
incessante da prolina desidrogenase (PDH) ou prolina oxidase (POX), produzindo P5C a partir
da prolina e P5C desidrogenase (PSCDH), que converte P5C em glutamato (SZABADOS e
SAVOURE, 2009).

Segundo Manivannan et al. (2007) o acimulo de prolina ¢ considerado como um
importante parametro de sele¢do de plantas resistentes aos estresses. De fato, evidéncias do
envolvimento direto da prolina durante o estresse osmotico foram fornecidas por abordagens
sobre transgénicos, conforme relatam Meneses et al. (2006), na manipulacdo da biossintese de
prolina em tabaco, arroz e Arabidopsis. Maggio et al. (2002) defendem que, a prolina pode atuar
como molécula sinalizadora e reguladora, capaz de ativar respostas multiplas que sao
componentes do processo de aclimatacao.

Outro composto que desempenha funcdes protetoras em condi¢des de estresse € a
trealose. A mesma ocorre numa grande variedade de organismos, desde bactérias a animais

invertebrados, onde serve como uma fonte de energia ou “stress protetor”. Além destes, foi
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verificado que algumas plantas, principalmente as tolerantes a dessecag¢ao, também possuem a
capacidade de sintetizar trealose (MULLER et al., 1999; WINGLER, 2002).

A trealose ¢ um dissacarideo ndo redutor formado por dois residuos de D-glicose que
sdo ligados por atomos de carbono alfa reduzidos. Na primeira etapa de formacao da trealose
ocorre a condensacao da uridina 5’-a- D-glicopiranosil pirofosfato (UDP glicose) e glicose-6-
fosfato pela acdo da trealose-6- fosfato sintase (tpsl). Essa enzima transfere o residuo glicosil
do UDP para a glicose6-fosfato formando a trealose-6-fosfato. Na segunda etapa, a trealose-6-
fosfato ¢ defosforilada por uma fosfatase especifica (trealose-6-fosfato-fosfatase/tps2) para
produzir a trealose (SAMPEDRO e URIBE, 2004). Acredita-se que a principal fun¢do da
trealose pode ndo ser atuar como reserva de energia e carbono, mas proteger contra estresses
como desidratagdo (FRANCA et al., 2007), dessecacao (LIU, et al., 2005), congelamento,
estresse térmico (HOTTINGER et al.,, 1987), estresse osmoético (HOUSA, et al., 1998),
produtos quimicos como metanol e peroxido de hidrogénio (BENAROUDJ, et al., 2001), NaCl
(MAHMUD et al., 2009) e cobre (ATTFIELD, 1987). Também foi observado que a trealose
protege indiretamente a enzima superdxido dismutase (SOD) e/ou elimina diretamente as EROs
em plantas (LUO et al., 2008).

O papel protetor da trealose pode ser melhor entendido considerando o caso da
dessecagdo. Em geral, as membranas biologicas quando sdo desidratadas, perdem sua
integridade estrutural e funcional. Contudo, se a desidratacdo ¢ realizada em presenca de
trealose estes danos ndo ocorrem, provavelmente porque a trealose interage com fosfolipideos
formando pontes de hidrogénio com seus grupos OH e os grupos fosfatos (LIU, et al., 2005).
As moléculas de trealose possuem caracteristicas que as possibilitam substituir o reservatério
de dgua em torno de macromoléculas, prevenindo assim efeitos prejudiciais durante estresses
por altas temperaturas e/ou secagem. Uma das caracteristicas que conferem o papel “protetor”
deste composto a estresses abiodticos € a alta temperatura de transigdo vitrea, o que conduz a
formacdo de vidros estaveis durante a secagem. Assim, este estado vitreo pode segurar
biomoléculas de uma forma que lhes permite voltar a sua estrutura nativa e, por conseguinte,
ser totalmente funcional apds uma reidratagdo (FRANCA et al., 2007).

Considerando que a expressao de um gene estd condicionada a fatores transcricionais e
pos-transcricionais que dependem do grau de desenvolvimento e diferenciacdo celular, bem
como da resposta a estimulos externos (ALBERTS et al., 2010), uma abordagem adequada para
identificacdo desses genes candidatos seria a andlise da expressao génica diferencial. Nesse

contexto, genes cuja expressdo ¢ significativamente alterada durante periodos de estresses,
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presumivelmente desempenham uma agdo importante para a sobrevivéncia do organismo em
condigdes adversas. Nesse sentido, ha a necessidade de estudos voltados para expressao génica,

avaliando respostas das plantas de feijado-caupi submetidas a combinagdo de estresses abidticos.
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CAPITULO 1

Temperatura 6tima para germinacio e desenvolvimento
de plantulas de feijao-caupi

Juliane Rafaele Alves Barros', Francislene Angelotti?, Jéssica de Oliveira Santos?,
Bérbara Franca Dantas?, Natoniel Franklin de Melo?

RESUMO

A temperatura ¢ um dos elementos climaticos que mais afeta o processo germinativo € o
desenvolvimento de plantulas. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a germinagdo e o
desenvolvimento de plantulas de cultivares de feijao-caupi sob aumento da temperatura. Para
tanto, as sementes das cultivares Acaud, Carijo, Guariba, Gurguéia, Itaim, Jurud, Pajet, Potengi,
Pujante, Rouxinol, Tapahium e Tumucumaque foram mantidas em cdmara de germinac¢do nas
temperaturas de 20, 25, 30, 35 ¢ 40 °C, com fotoperiodo de 12 horas. No experimento adotou-
se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 12 x 5, sendo doze cultivares
de feijdo-caupi e cinco temperaturas. Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes por
tratamento e a germinacao foi avaliada durante 12 dias. As sementes de feijdo-caupi apresentam
otimo desempenho de germinagdo e desenvolvimento de plantulas a temperaturas na faixa de
30,49 a 35,48 °C. As cultivares apresentaram porcentagem de germinagdo acima de 91% a 40
° C, porém nao houve formacao de plantulas normais. A temperatura de 20 °C proporcionou
germinagdo acima de 96%, mas com um periodo maior para germinar. A faixa de temperatura
entre 30 - 35 °C favoreceu o indice de velocidade de germinacao, tempo médio e velocidade de
germinagdo das sementes, com temperaturas 6timas variando entre as cultivares. A maior taxa
de plantulas normais foi observada em temperaturas entre 25 e 35 °C.

Palavras-Chave: desenvolvimento de plantulas; estresse térmico; Vigna unguiculata.
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Optimal temperature for germination and seedling development in cowpea seeds

ABSTRACT

Temperature is one of the climatic elements that affect most the germination process and
seedling development. Thus, the objective of this study was to evaluate the germination and
seedling development of cowpea cultivars under increasing temperature. For this purpose, the
seeds of the cultivars Acaua, Carijo, Guariba, Gurguéia, Itaim, Jurud, Pajet, Potengi, Pujante,
Rouxinol, Tapahium and Tumucumaque were kept in germination chamber at temperatures of
20, 25, 30, 35 and 40 °C, with photoperiod of 12 hours. Cowpea seeds have optimal germination
performance and seedling development at temperatures in the range of 30.49 - 35.48 °C. The
cultivars presented germination percentage above 91% under 40 °C, however, no formation of
normal seedlings was observed. The temperature of 20°C provided germination above 96%,
but with a longer period to germinate. The temperature range between 30 - 35 °C favored the
germination speed index, average time and seed germination speed, with optimum temperatures
varying between cultivars. The highest rate of normal seedlings was observed at temperatures
between 25 and 35 °C.

Keywords: seedling development; thermal stress; Vigna unguiculata.
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INTRODUCAO

O feijao caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) ¢ uma leguminosa de grande importancia,
ndo apenas no Brasil, mas também para outros paises, principalmente no continente africano.
Nos ultimos anos, sua safra apresentou avangos no contexto nacional e internacional, com
aumento da producdao e expansdao do mercado (VALE et al.,, 2017). Segundo dados da
Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB (2019), na safra 2018/2019, o feijao caupi
ocupou uma area de 1.327,5 mil hectares no Brasil, com uma produg¢o estimada em 651,8 mil
toneladas.

Porém, mesmo com a importancia que o feijao-caupi apresenta sua produtividade ainda
¢ considerada baixa no Brasil. Esse baixo rendimento esta associado ao manejo inadequado da
cultura e as condi¢des climaticas (SABOYA et al., 2013). A temperatura, por exemplo, ¢ um
dos elementos climaticos que mais exerce influéncia sobre as culturas, uma vez que pode afetar
diretamente o crescimento e a produtividade das plantas, além de influenciar a germinacao de
sementes, podendo também, provocar redugao no crescimento das plantulas (MARTINEZ et
al. 2015).

Estudos realizados pelo Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC, 2013),
mostraram que a temperatura média da atmosfera aumentou em torno de 0,85 °C, no periodo
de 1880 a 2012. Adicionalmente, os cenarios de mudangas climaticas apontam ainda para um
aumento na temperatura média do planeta de 2,6 (cenario mais otimista) a 4,8 ° C (cendrio mais
pessimista), até¢ 2100. Os especialistas afirmam que este aumento nao serd uniforme, ocorrendo
variagdes interanuais e regionais, provocando a ocorréncia de eventos climaticos extremos,
como secas e chuvas intensas (IPCC, 2013). Segundo Vale et al. (2017) o desenvolvimento do
feijdo-caupi ocorre em uma ampla faixa de temperatura, variando entre 18 e 37 °C. No entanto,
a legislagdo brasileira para andlise de sementes indica uma temperatura de 25 °C como ideal
para a germinacdo de sementes (BRASIL, 2009). Assim, o aumento previsto da temperatura
pode causar problemas para a germinacao das sementes.

Djanaguiraman et al. (2018) relatam que as plantas ndo serdo expostas apenas a
temperaturas médias mais elevadas, mas também a episodios curtos mais frequentes de altas
temperaturas. Segundo os autores, as regides aridas e semidridas sdo mais vulneraveis a
mudangas no clima e eventos extremos de temperatura. Desta forma, A germinacao s vigorosa
das sementes e o estabelecimento uniforme de plantulas sdo altamente desejveis,

especialmente nessas regides (PARMOON et al., 2015).
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A fase inicial da vida das plantas ¢ considerada uma das mais importantes, pois o
estabelecimento das plantas dependerd da capacidade das sementes e mudas de resistir a
condi¢des ambientais adversas (MELO JUNIOR et al., 2018). Cada espécie possui uma
temperatura minima, méaxima e ideal para germinagdo, e essas temperaturas cardinais
caracterizam o limite sobre o qual a germinacao de uma espécie especifica pode ocorrer (;
MESGARAN etal., 2017; FELIX et al., 2018). A temperatura ideal para a germinagdo maxima
das sementes tende a diferir entre as culturas, e ¢ importante identificar a tolerancia das
sementes a altas temperaturas (MOTSA et al., 2015). Diante disso e do cendario futuro das
mudangas climaticas, a sele¢do de plantas tolerantes ao aumento da temperatura ¢ de grande
importancia, principalmente durante o processo de germinagdo, pois contribuira para o
estabelecimento de mudas e a uniformidade da cultura. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar a germinagdo e o desenvolvimento e plantulas de cultivares de feijao-caupi sob aumento

da temperatura.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no setor de mudangas climaticas da Embrapa Semiarido,
no periodo de abril a maio de 2018. Os testes de germinacdo foram realizados em camaras do
tipo B.O.D (Biochemical Oxigen Demand), equipadas com lampadas fluorescentes brancas,
Philips 20 W. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repetigdes
de 50 sementes, em um esquema fatorial de 12x5, sendo doze cultivares de feijao-caupi (Acaua,
Carijo, Guariba, Gurguéia, Itaim, Jurud, Pajet, Potengi, Pujante, Rouxinol, Tapahium e
Tumucumaque), os quais foram armazenados em camara fria, o que reduziu as alteracdes na
qualidade das sementes, como dorméncia, umidade e porcentagem de germinagdo (Brasil,
2009), e cinco temperaturas (20, 25, 30, 35 € 40 °C), com uma regime de luz de 12/12 h (escuro
/ claro).

Inicialmente foi realizada uma desinfestacdo superficial das sementes, utilizando
fungicida do grupo quimico Alquilenobis (ditiocarbamato) em uma proporc¢ao de 4g (fungicida)
para 1000 g de sementes. Em seguida as sementes foram dispostas em rolo de papel umedecidos
com agua destilada, na propor¢do de 2,5 vezes o peso do papel seco. A contagem das sementes
germinadas foi realizada diariamente, por um periodo de 12 dias, tendo como pardmetro a
protrusdo da radicula igual ou superior a 2mm, ap6s esse periodo foi realizada a contagem de
plantulas normais e anormais (BRASIL, 2009).

Avaliou-se os pardmetros: a porcentagem de germinacdo (G), tempo médio de

germinagdo (TMG), velocidade de germina¢do (VG) e indice de velocidade de germinagdo



50

(IVG), pelas equacdes de 1 a 4, respectivamente. Para revisao e instrugdes sobre como aplicar
e calcular esses indices, utilizou-se Santana e Ranal (2000) e Ranal et al. (2009). A porcentagem
de germinagdo (G) foi obtida com a contagem didria das sementes germinadas (Eq. 1). O tempo
médio de germinacdo (TMG) se referiu a soma do numero de sementes germinadas
multiplicado pelo tempo de incubagdo em dias e dividido pela soma de sementes germinadas
por dia (Eq. 2). A velocidade de germinagao (VG) foi calculada com o inverso do tempo médio
de germinacdo com contagem diaria (Eq. 3). O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi
calculado a partir da soma do nimero de sementes germinadas por dia dividido pelo respectivo
nimero de dias decorridos da semeadura, correspondente ao nimero de sementes germinadas
ao longo do tempo, expresso em sementes / dia (Eq. 4)

ini

Equacdo 1 G = ZT* 100
N 3k niti
Equagdao 2 TMG = SE i
Equagio 3 VMG = -2t
quagao Toxk  niti

Equagdo 4 IVG = Z;‘zl%

Onde K foi o ultimo dia de observacao, A foi o nimero total de sementes colocadas para
germinar, ni foi o nimero nao acumulado de sementes germinadas, ti foi o nimero de dias e Ni
foi o nimero acumulado de sementes germinadas.

Foram consideradas plantulas normais aquelas que apresentaram potencial para
continuar seu desenvolvimento e dar origem a plantas normais, com sistema radicular e parte
aérea bem desenvolvida, ja as plantulas anormais, foram aquelas com qualquer uma de suas
estruturas essenciais (parte aérea e sistema radicular) ausentes ou danificadas, de acordo com
as regras para analise de sementes (BRASIL, 2009).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e as médias comparadas
pelo teste de Scott Knott, a 5% de significancia utilizando o programa SISVAR Versao 5.6
(FERREIRA, 2011). As médias obtidas para germina¢ao e indice de velocidade de germinagao

foram comparadas por analise de regressao.

RESULTADO E DISCUSSAO
Para todos os pardmetros avaliados: porcentagem de germinacdo (G%) indice de

velocidade de germinacdo (IVG), tempo médio de germinacdo (TMG), velocidade média de
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germinacgdo (VMG), plantulas normais (PN) e anormais (PA), a analise de variancia apresentou
valores de F significativos para cultivar, temperatura e para a interagdo cultivar X temperatura

(Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia, pelo quadrado médio, referentes aos valores de
Porcentagem de germinagdo (G), indice de velocidade de germinagdo (IVG), tempo médio de
germinagdo (TMG), velocidade média de germinagdo (VMG) e porcentagem de plantulas
normais (PN) e anormais (PA) de diferentes cultivares de feijdo-caupi, submetidas ao aumento

de temperatura.

Fonte de QM
variacao GL G% IVG TMG VMG PN PA
Temperatura(T) 4 76,93%* 5013,06** 9,.26%* 1,71%*  39581,67** 36690,60**
Cultivar (C) 11 12,34%* 122,65%* 0,32%%* 0,05%* 2602,84**  253727%*
TxC 44 5,55%* 50,314%* 0,12%** 0,02**  3199,53**  3210,55%**
Residuo 180 2,53 5,64 0,014 0,0023 90,83 97,18
CV% 1,61 7,2 6,84 7,70 19,30 19,96

GL = grau de liberdade; CV = coeficiente de variagdo; ns = ndo significativo, ** significativo ao nivel de 1% de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

O aumento da temperatura ndo afetou negativamente a germinac¢dao das sementes de
feijdo-caupi, sendo que as doze cultivares apresentaram porcentagem de germinagdo acima de
91% em todas as temperaturas. Diferenga significativa foi observada apenas entre as cultivares
Acaud, Carijo, Gurguéia, Pujante e Rouxinol mantidas a 40°C, onde a menor taxa de
germinagdo foi das sementes das cultivares Acaud e Gurguéia, com germinacao de 93 e 91%
respectivamente (Figura 1).

No presente trabalho, de acordo com os dados médios na andlise de regressdo, as
maiores taxas de germinacdo ocorreram em uma faixa de temperatura que variou de 25,55 a
27,50 °C, onde a porcentagem de germinagao foi entre 99,75 e 100%, para as cultivares Acaua,
Carij6, Gurguéia, Pujante e Rouxinol (Figura 1). Verifica-se que apesar da temperatura de 20°C
ter proporcionado porcentagem de germinagdo acima de 96%, as sementes levaram um periodo
maior para germinar, o que significou menor IVG, menor VMG e maior TMG. A porcentagem
de germinacdo das sementes das cultivares Guariba, Itaim, Jurua, Pajet, Potengi, Tapahium e
Tumucumaque nado apresentou influéncia do aumento na temperatura, todas apresentaram

germinagdo de 100%.
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Figura 1: Porcentagem de germinacdo de sementes de diferentes cultivares de feijao-caupi
submetidas ao aumento de temperatura. Coeficientes da regressao significativos com p<0,01

(**) e p<0,05 (*).

Temperaturas abaixo do ideal resultam em um atraso na germinacdo das sementes

devido a atividade enzimadtica relacionada a respira¢do reduzida e ao metabolismo celular
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(TAIZ etal., 2017). Cada espécie tem uma temperatura minima e uma temperatura limite abaixo
e acima da qual a germina¢do nao ocorre (MOTSA et al., 2015). Além disso, o aumento da
temperatura pode reduzir a porcentagem de germinacdo das sementes, causando estresse
térmico, levando a inibicdo da germinagdo e podendo também causar dorméncia térmica,
afetando a viabilidade das sementes (BEWLEY et al., 2013). Esse elemento climatico regula as
atividades enzimaticas promovendo ou inibindo a sintese de hormonios, como o 4cido abscisico
e o etileno, que afetam a germinacdo das sementes (GAO-TAKALI et al., 2019). Isso ocorre
porque temperaturas elevadas aumentam os niveis de 4acido abscisico e inibem genes
responsdveis pela sintese da giberelina, hormonio essencial para a ativagdo do processo
germinativo (MIRANSARI et al., 2014). Além disso, a alta temperatura pode inibir a sintese
de etileno, outro hormonio responsavel pela germinagdo das sementes. A Tabela 2 mostra que
os dados médios da analise de regressao indicaram que a faixa de temperatura entre 30-35 ° C
favoreceu o indice de velocidade de germinacdo, com temperaturas 6timas variando de acordo
com a cultivar. O maior IVG médio foi observado em sementes da cultivar Carijo, com valor

de 48,61 na temperatura 6tima de 30,40 ° C (Tabela. 2).

Tabela 2. Médias da andlise de regressao da temperatura 6tima para o indice de velocidade de

germinagdo (IVG).

Cultivares Temperatura Otima (°C) IVG
Acaud 31,37 36,37
Carijo 30,49 48,61

Guariba 30,73 46,01

Gurguéia 30,54 46,07
Itaim 35,48 36,09
Jurua 30,56 46,52
Pajet 31,64 39,66
Potengi 31,61 39,53
Pujante 31,75 36,40

Rouxinol 30,96 40,93

Tapahium 31,80 38,13

Tumucumaque 30,51 47,82

A cultivar Itaim apresentou temperatura de 35,48 °C como a melhor para o indice de

velocidade de germinacdo. Essa mesma faixa de temperatura favoreceu o tempo médio de
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germinagdo de germinagdo, pois quanto maior o indice de velocidade de germinagao, menor o

tempo de germinacao das sementes (Tabela 3).
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Tabela 3. Tempo médio de germinagdo (TMG) e Velocidade média de germinagao (VMG) de diferentes cultivares de feijao-caupi, submetidas ao aumento de

temperatura.
™G
Temperatura  Acaua Carij6  Guariba Gurguéia Itaim Jurua Pajeu Potengi  Pujante =~ Rouxinol  Tapahium Tumucumaque
20°C 223aC  2,12bC  1,13bD 2,08 bC 221aC 2,11 bC 2,06bC 221aD 2,32aD 2,27 aC 2,27 aD 2,17 bC
25°C 2,05bC 1,57eB  1,72dC 1,83cB 192cB 148e¢B 2,12bC 1,97c¢cC 2,29 aD 1,86 cB 2,15bD 1,49 eB
30°C 1,78bB  1,10cA 1,22¢cB  1,13cA 223aC 1,33cB 1,57bB 1,60bB 1,67 bB 1,70 bB 1,66 bB 1,20 cA
35°C 1,18aA 1,03aA 1,03Aa 1,11aA 1,11aA 1,02aA 1,02aA 1,06aA 122aA 1,06 aA 1,10 aA 1,09 aA
40°C 2,14aC 2,08aC 2,04aD 2,01aC 1,75bB 2,00aC 2,00aC 2,00aC 2,09 aC 2,17 aC 2,00 aC 2,00 aC
VMG
Temperatura  Acaua Carij6  Guariba Gurguéia Itaim Jurua Pajeu Potengi  Pujante =~ Rouxinol  Tapahium Tumucumaque
20°C 045aB 047aB 047aB 048aB 045aB 047aB 048aB 045aB 0,43 aB 0,44 aB 0,44 aB 0,46 aB
25°C 049dB 0,64aC 0,58bC 0,55cB 0,52¢C 0,68aC 047dB 0,51cB 0,44 dB 0,54 cC 0,47 dB 0,68 aC
30°C 0,56dC 091aD 0,82bD 0,89aC 046eB 0,75¢cD 0,64dC 0,62dC  0,60dC 0,59 dC 0,60 dC 0, 84 bD
35°C 0,85¢cD 097aD 097aE 090bC 090bE 098aE 097aD 094aD 0,82cD 0,94 aD 0,90 bD 0,91 aE
40°C 0,45bB 048bB 0,49bB 0,50bB 0,62aD 0,50bB 0,50bB 0,50bB 0,48 bB 0,46 bB 0,50 bB 0,50 bB

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Durante o processo de germinagdo, a temperatura interfere no tempo de
embebicdo de agua e nas reacdes quimicas, alterando assim a velocidade germinagdo.
Para o feijao comum, a temperatura 6tima para o IVG foi de 25-30 °C (ZABOT et al.,
2008). Outros géneros de plantas da familia Fabaceae, como feijao-fava e a ervilha
apresentam as temperaturas de 28,5 e 28,1 °C como Otimas para a germinagdo das
sementes (TRIBOUILLOIS et al., 2016). Desta forma, o feijdo comum e estas outras
leguminosas podem ser mais sensiveis ao aumento de temperatura, quando comparadas
com o feijao-caupi. Isto porque, os resultados deste trabalho mostraram que as cultivares
tiveram um desempenho 6timo das sementes em temperaturas de 30,49 a 35,48 °C
(Tabela 2).

O Nordeste brasileiro obteve uma producao total anual de feijao-caupi de 417,9
mil toneladas na safra de 2018/2019 (CONAB, 2019), superior a outras regides
produtoras. No semiarido brasileiro, este ¢ o principal cultivo de subsisténcia, sendo
plantado praticamente durante todo o ano, tanto em sistema de monocultivo ou consorcio
com outras culturas, no sequeiro ou irrigado (VALE et al.,, 2017). Esta regido ¢
caracterizada por temperaturas médias de 26-28°C. Assim, em um cenario de aumento de
temperatura de 4,8°C, como previsto pelo IPCC, ndo prejudicard a germinacdo e o
estabelecimentos das plantulas de feijao-caupi. Além disso, os resultados desta pesquisa
atualizam a temperatura 6tima utilizada pelas Regras de Analise de Sementes (RAS), 25
°C (Brasil, 2009).

Em temperaturas sub e supra 6timas, de 20 e 40°C, as sementes levaram mais
tempo para germinar, havendo uma redugdo na VMG (Tabela 3).

A velocidade de germinacdo ¢ um bom indice para avaliar a ocupacao de uma
espécie em um determinado ambiente, pois a germinacdo rapida € caracteristica de
espécies cuja estratégia ¢ se instalar no ambiente o mais rapido possivel, aproveitando as
condi¢des ambientais favoraveis (MELO JUNIOR et al., 2018). Assim, através do indice
de velocidade de germinagdo, a temperatura 6tima para germinacgao do feijado-caupi esta
entre 30,49 e 35,48 ° C, variando de acordo com a cultivar (Tabela.3). Orzari et al. (2013)
confirmaram que a temperatura otima ¢ aquela em que a maior porcentagem de
germinacgao foi obtida no menor tempo. A temperatura interfere no tempo de embebigao
da agua e nas reacdes quimicas, alterando a velocidade de germinacao (GORDIN et al.,
2012). Essa velocidade pode estar relacionada a qualidade fisioldgica das sementes, pois

quanto maior o vigor, maior a velocidade e a taxa de germinacio (PADUA et al., 2010).
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Mesmo sob estresse térmico de 40 °C, todas as cultivares alcangaram porcentagem
de germinagdo de 91 a 100%. No entanto, esse nao foi um bom resultado, visto que nessa
condi¢do ndo houve formacao de plantulas normais nas cultivares avaliadas (Figura 2).
Assim, ambientes com temperaturas ndo Otimas para cada espécie podem atrasar a
emergéncia das plantulas e reduzir o estande devido a formagao de pequenas plantulas,
confirmando que as condi¢gdes ambientais sao decisivas no processo de estabelecimento
da cultura (SANTOS e ZONETTI, 2009). Em relacdo a porcentagem de plantulas normais
e anormais, as cultivares também responderam de forma diferente as diferentes
temperaturas. Temperaturas entre 25 e 35 °C favoreceram a formagdao de plantulas
normais. Esta caracteristica refor¢a a capacidade adaptativa do desenvolvimento inicial
do feijao-caupi em condi¢des de aumento de temperatura. Outras lavouras, como a
melancia, por exemplo, apresentam a temperatura 6tima para o desenvolvimento das
mudas com temperatura média de 25 °C (SILVA et al., 2018). As plantulas bem
desenvolvidas expressam o vigor das sementes que lhes deram origem, indicando que
podem emergir mais rapida e uniformemente, e se estabelecer em condi¢des adversas de

campo, permitindo assim que o estande esperado seja mantido (SILVA et al., 2017).
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Figura 2: Porcentagem de plantulas normais (PN) e plantulas anormais (PA) de cultivares

de feijdo-caupi, submetidas ao aumento de temperaturas.

A germinagdo das sementes ¢ uma fase critica para o estabelecimento das
plantulas no meio de cultivo, uma vez que estas ndo possuem habilidade para suportar as
condig¢des adversas do ambiente, como as altas temperaturas. No caso do feijao-caupi, as
cultivares Acaud, Carijo, Guariba, Gurguéia, Itaim, Jurud, Pajet, Potengi, Pujante,
Rouxinol, Tapahium e Tumucumaque apresentaram um desempenho satisfatorio para o
estabelecimento das plantas, sendo necessarios estudos que avaliem o efeito do aumento

de temperaturas nos demais estadios fenologicos da planta.

CONCLUSAO

O aumento da temperatura do ar entre 30-35 °C impactou positivamente no
processo de germinagdo do feijdo-caupi, apresentando maior porcentagem de germinacao
no menor tempo e favorecendo a formagao de plantulas normais.
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CAPITULO 2

Selecio de cultivares de feijao-caupi tolerantes a altas temperaturas:
aspectos fisiologicos, bioquimicos e producio
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RESUMO

O estresse por alta temperatura pode dificultar o desenvolvimento do feijdo-caupi,
resultando em diversos danos, incluindo as fases vegetativa e reprodutiva da cultura.
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi selecionar cultivares de feijao-caupi
tolerantes ao estresse por altas temperaturas, utilizando diversos parametros relacionados
a aspectos fisioldgicos, bioquimicos e de producdo. Para isso, foram utilizadas as
cultivares Carijo, Itaim, Pujante, Rouxinol e Tapahium, mantidas em dois regimes de
temperatura: 20-26-33 °C ¢ 24,8-30,8-37,8 °C. O experimento foi conduzido em camaras
de crescimento, em esquema fatorial 5x2 (cultivares x regimes de temperatura). Respostas
diferenciadas entre as cultivares com o aumento de 4,8 °C na temperatura do ar. A alta
temperatura promoveu uma maior quantidade de flores abortadas, levando a uma redugao
no rendimento da cultivares Carijd, Pujante, Rouxinol e Tapahium. A fotossintese,
condutincia estomadtica, transpiragdo foliar e atividades enzimdticas foram
significativamente influenciadas pela alta temperatura. A partir da combinagdo das
respostas das variaveis biométricas, fisioldgicas e produtivas, o cultivar Itaim pode ser
considerado tolerante a um aumento de 4,8 °C na temperatura do ar.

Palavras - chave: rendimento de grdo, estresse térmico, estresse oxidativo, atividade
fisiologica, Vigna unguiculata.
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Selection of cowpea cultivars for high temperature tolerance:
physiological, biochemical and yield aspects

ABSTRACT

High temperature stress can hinder the development of cowpea resulting in several
damages including vegetative and reproductive phases of the crop. In this
context, the objective of this study was to select cowpea cultivars tolerant to high
temperature stress using various parameters related to physiological, biochemical, and
yield aspects. For this, the cultivars Carijo, Itaim, Pujante, Rouxinol and Tapahium were
used, maintained in two temperature regimes: 20-26-33 °C and 24.8-30.8-37.8 °C. The
experiment was carried out in growth chambers, in a 5x2 factorial arrangement (cultivars
x temperature regimes). Responses differentiated among the cultivars with the increase
of 4.8 °C in air temperature. The high temperature promoted a greater quantity of aborted
flowers, leading to a reduction in the yield of the cultivars Carijo, Pujante, Rouxinol and
Tapahium. The photosynthesis, stomatal conductance, leaf transpiration and enzymatic
activities were significantly influenced by high temperature. From the combination of the
responses of biometric, physiological and productive variables, the cultivar Itaim can be
considered as tolerant to an increase of 4.8 °C in air temperature.

Keywords: grain yield, heat stress, oxidative stress, physiological activity, Vigna
unguiculata.
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INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) ¢ uma leguminosa originaria do
continente africano, amplamente utilizada como fonte de alimento, gerando emprego e
renda para a agricultura familiar (Rocha et al. 2016). No Brasil, de acordo com dados da
Companhia Nacional do Abastecimento CONAB (2019), na safra 2018/2019 o feijao-
caupi ocupou uma area de 1.327,5 mil hectares, com produ¢do estimada em 651,8 mil
toneladas. Esta producdo se concentra no Norte e Nordeste. Entretanto, nos ultimos anos,
devido ao aumento de tecnologias e de sua ampla adaptagdo as condi¢des edafoclimaticas,
o feijdo-caupi passou a ser cultivado ndo s6 por pequenos produtores, mas também por
médios e grandes, ganhando areas de cultivo na regiao Centro-Oeste do Brasil (FREIRE
FILHO et al., 2017), principalmente no estado de Mato Grosso, com produ¢do de 229,6
mil toneladas, ocupando uma 4rea superior a 200 mil hectares (CONAB, 2018).

Por ser uma leguminosa rastica, possui boas condigdes para adaptagdo em locais
com altas temperaturas e baixa disponibilidade hidrica (ARAUJO et al., 2018). Porém
mesmo com essas caracteristicas, o rendimento do feijao-caupi ainda € baixo no Nordeste,
pois nesta regido, a temperatura pode ultrapassar a 6tima para cultura, o que contribui
para o aumento do deficit hidrico, afetando o rendimento final das culturas, pois segundo
Djanaguiraman et al. (2018), o aumento da temperatura e o deficit hidrico sao os estresses
abioticos que mais limitam a produtividade agricola.

Estudos realizados por Hatfield e Prueger (2015), mostraram que o crescimento e
o desenvolvimento das plantas dependem da temperatura e que cada espécie possui uma
faixa especifica representada por um minimo, um maximo e um 6timo. De acordo com
Vale et al. (2017), o feijao-caupi se desenvolve em uma faixa ampla de temperatura, entre
18 e 37°C. Entretanto, o ponto 6timo da temperatura varia com o estadio fenoldgico da
planta (BASTOS, et al. 2017). Assim, temperaturas fora do ponto 6timo podem causar
impacto desde a germinagdo das sementes até a producdo final (SEHGAL et al., 2018),
sendo que a fase reprodutiva ¢ a mais afetada. Estudos realizados mostraram que
temperatura a cima de 35°C, provocam o abortamento de flores, estimulam a senescéncia
das folhas, diminuindo a capacidade fotossintética, afetando assim a produtividade das
vagens ¢ de sementes de feijdo-caupi, pois esse aumento interfere em aspectos

fisiologicos e bioquimicos das plantas (ZANDALINAS et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/social-sciences/plant-physiology
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6277783/#B202

66

Como resposta, as plantas diminuem o teor de clorofila, taxa de fotossintese e
transpiracdo (TAIZ et al.,, 2017) evitando perda de agua. Além disso, as plantas
desenvolveram mecanismos de defesa através de atividades enzimaticas eliminadoras de
espécies reativas de oxigénio (EROs), como a Superdxido Dismutase (SOD), Catalase
(CAT), Glutationa Peroxidase (GPx) e ascorbato peroxidase (APX), para se adaptar e
sobreviver aos estresses abioticos (MERWAD et al., 2018). De acordo com o Painel
Intergovernamental sobre Mudancgas Climaticas (IPCC, 2013), as previsdes climaticas
apontam para um aumento de até 4,8 °C na temperatura do ar até o final do século. Onde
a regido semidrida do Nordeste do Brasil serd uma das mais afetadas, pois sdo as regides
mais vulneraveis (DJANAGUIRAMAN et al., 2018). Este aumento de temperatura pode
afetar as plantas em nivel molecular, fisioldgico e bioquimico (GRAY e BRADY 2016),
comprometendo seu crescimento, metabolismo e desenvolvimento (EFTEKHARI et al.
2017).

Portanto, um melhor entendimento das respostas das plantas as altas temperaturas
¢ essencial para melhorar a produtividade ¢ a qualidade das lavouras, além de permitir
que os produtores selecionem genotipos termotolerantes com alto potencial de produgao.
Além de gerar empregos e renda para a agricultura familiar, o feijdo-caupi ¢ considerado
uma cultura fundamental no contexto das mudangas climaticas globais e da seguranca
alimentar (ROCHA et al., 2016, GOMES et al., 2019). Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi selecionar cultivares de feijdo-caupi tolerantes ao estresse por altas
temperaturas, utilizando diversos parametros relacionados a aspectos fisioldgicos,

bioquimicos e de produtividade.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em camaras de crescimento do tipo Fitotron com
controles de temperatura, umidade e fotoperiodo. O delineamento foi em esquema fatorial
5x2 (cultivares x temperatura), com quatro repeticdes. As sementes comerciais, cultivares
BRS Carijo, BRS Itaim, BRS Pujante, BRS Rouxinol e BRS Tapahium, fornecidos pela
Embrapa Semiarido, foram utilizadas. Os regimes de temperaturas foram: T°1:20-26-
33°C (20°C: no horario de 20h as 6h; 26°C: no horario de 6h as 10h; 33°C: no horario de
10h as 15h; 26°C: no horario de 15h as 20h) na camara 1 e o regime T°2: 24,8-30,8-
37,8°C (24,8°C: no horario de 20h as 6h; 30,8°C: no horario de 6h as 10h; 37,8°C: no
horéario de 10h as 15h; 30,8°C: no horario de 15h as 20h) na camara 2. Os valores de

temperatura foram determinados a partir das temperaturas minimas, média e maxima
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variam de 18-22, 25-27 e 32-34°C, respectivamente, no Submédio do Vale do Sao
Francisco, dos ultimos 30 anos. Neste trabalho foi empregado um aumento de 4,8°C,
baseado no cendrio de aumento de temperatura do IPCC (2013).

As sementes foram semeadas dez sementes por vaso com capacidade de 7 L e
apo6s 15 dias da semeadura foi realizado o desbaste deixando apenas uma planta por vaso.
A fertirrigagdo foi realizada 2 dias antes do plantio com base nos resultados da analise
quimica do solo e conforme recomendado para a cultura (CAVALCANTI, 2008). Para

esse processo, os adubos foram diluidos em agua e aplicados no momento da irrigacao.

Determinacio do ciclo fenologico

As plantas foram avaliadas diariamente para a determinagdo do ciclo fenologico
todos os dias apds a semeadura (DAS’s). Para avaliagdo, utilizou-se a escala de Oliveira
et al. (2018). Onde a fase vegetativa contemplou os estadios: VO — Germinagdo; V1 —
Emergéncia; V2 — Folhas primarias; V3 Primeira folha composta aberta; V4 — Terceira
folha trifoliada aberta. Ja a fase reprodutiva foi dividida em: R5 — Pré-floragao; R6 —

Floragao; R7 — Formacgao de vagens; R8 — Enchimento das vagens; e R9 — Maturagao.

Parametros produtivos e biométricos

A avaliacdo da massa seca da parte aérea (MSPA) e das raizes (MSR) foi realizada
apos a colheita, por meio do corte do caule rente ao solo para a separagdo da parte aérea
e das raizes. Os materiais foram acondicionados em sacos de papel e mantidos em estufa
a 65°C até atingir peso constante (£72h), para se proceder.

Para avaliagdao do abortamento de flores (com inicio no estadio R6), diariamente
foram contadas as flores de cada planta para obter o nimero de flores abortadas, por cada
cultivar. O rendimento das sementes e os componentes primarios avaliados foram: peso
médio de vagem (PMV), comprimento da vagem (CV), didmetro da vagem (DV), nimero
de vagem por planta (NVP), nimero de sementes por planta (NSP), producao de sementes
(PS). Estas avaliagdes foram realizadas quando as plantas atingiram o estadio de

maturagdo das vagens, variando de acordo com o ciclo de cada cultivar.

Analise de parametros fisiologicos

As avaliagOes fisiologicas foram realizadas 30 dias apds o plantio, quando as
plantas se encontravam na fase V4, as 09:00 da manha. Na ocasido foram avaliadas as
trocas gasosas a partir do Analisador Portatil de Gas Infravermelho (IRGA), modelo Li-

6400, utilizando luz artificial fixada em 2500 pmol m-2 s-1. As variaveis analisadas
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foram: taxa de fotossintese (4), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E) e
temperatura foliar (Tf). Para avalia¢@o do teor de clorofila das folhas, foi determinado o
indice relativo de clorofila com auxilio do clorofilémetro portatil, modelo CFL 1030
FALKER). Para realizagdo das leituras, foi escolhido uma folha localizada no ter¢o média

da planta, sem injurias, com coloragdo verde e totalmente expandida.

Atividades de enzimas eliminadoras de EROs

Folhas saudaveis, verdes e totalmente expandidas localizadas no ter¢o médio da
planta, foram coletadas apos 30 dias do plantio para analises bioquimicas. As amostras
foram imediatamente armazenadas em envelopes de papel aluminio e imersas em
nitrogénio (N2) liquido. Os extratos vegetais foram preparados usando 1 g de material
vegetal macerado em nitrogénio liquido com adi¢ao de 0,01 g de polivinilpolipirrolidona
e 3 ml de tampao de extragdo (pH 7,5) na concentracao de 100mM de fosfato de potéssio.
Em seguida, o extrato foi centrifugado a 15.000 g durante 15 minutos, a 4 °C, e o
sobrenadante obtido foi utilizado como extrato enzimatico bruto.

O teor de proteina soluvel total foi determinado de acordo com o método de
Bradford (1976) a 595 nm. A atividade da catalase (CAT) foi determinada seguindo a
decomposicao do H>O> por 60 segundos, através das leituras espectrofotométricas a 240
nm, a temperatura de 25 °C, conforme método descrito por Havir et al., (1987). A
atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada conforme descrito por Nakano
e Asada (1981), através do monitoramento da taxa de oxidagdo do ascorbato utilizando
espectrofotometro com comprimento de onda a 290 nm, a 25 °C, durante 60 segundos. A
determinag¢do da atividade da enzima guaiacol peroxidase (GPX) foi baseada em estudos
desenvolvidos por Cakmak e Horst (1991) por meio do monitoramento da redugdao do
guaiacol peroxidase utilizando espectrofotdmetro com comprimento de onda a 470 nm, a
25 °C, durante 60 segundos. Ja a atividade da superoxido dismutase (SOD) foi
determinada de acordo coma metodologia de Giannopolitis e Ries (1977), com leituras
em espectrofotometro em comprimento de onda a 560 nm, e definindo a unidade de SOD

como a quantidade da enzima necessaria para inibir em 50% a fotorredug¢do do NBT.

Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) para comparagdao dos
tratamentos seguida do teste de Tukey a 5% de probabilidade por meio do software

estatistico Sisvar versao 5.6
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RESULTADOS

Ciclo Fenolégico

Os resultados da caracterizacao fenologica das cinco cultivares avaliadas podem
ser observados na Tabela 1. De maneira geral, as cultivares apresentaram um
comportamento semelhante nas fases VO e V1, com duracdo de 1 a 2 dias, nos dois

regimes de temperatura.

Tabela 1. Numero de dias para cada estadio fenoldgico e duragdo do ciclo de cinco cultivares de

feijdo-caupi, mantidas em dois regimes de temperatura (20-26-33°C e 24,8-30,8-37,8°C).

Estadio Fenologico (dias)

Cultivar Temperatura VO VI V2 V3 V4 R5 R6 R7 R8 R9 Ciclo
Carijo 20-26-33°C 2 2 7 9 13 2 2 15 4 5 61
24,8-30,8-37,8°C 2 2 6 6 16 1 4 10 2 6 35
Itaim 20-26-33°C 1 2 8 6 15 2 1 16 3 7 61
24,8-30,8-37,8°C 2 1 5 6 17 1 2 9 5 4 50
Pujante 20-26-33°C 1 2 7 7 27 1 2 18 3 5 73
24,8-30,8-37,8°C 3 5 9 42 2 35 10 3 4 114
Rouxinol 20-26-33°C 1 2 8 6 37 1 1 2 5 12 85
24,8-30,8-37,8°C o 3 6 8 44 2 29 5 14 113
Tapahium 20-26-33°C 11 9 9 12 1 6 19 3 4 65
24,8-30,8-37.8°C ) 8 8 14 2 16 16 2 17 87

Verificou-se que o ciclo fenologico das cultivares Carijo e Itaim foi menor para
as plantas expostas a alta temperatura, com redugdo de 6 e 9 dias respectivamente, quando
comparadas as plantas expostas a temperatura de 20-26-33 °C. Porém, observou-se que
para as cultivares Pujante, Rouxinol e Tapahium, a alta temperatura prolongou o ciclo
fenoldgico em 41, 28 e 22 dias, respectivamente.

Durante a fase reprodutiva, a cultivar Pujante manteve a fase de floracdo (R6) por
mais 33 dias em regime de alta temperatura. O prolongamento desta fase também foi
observado para cultivar Tapahium. O aumento na temperatura afetou a indugdo do
florescimento. Sob o regime de temperatura de 24,8-30,8-37,8 °C, uma alta porcentagem
de flores abortadas (AF) foi observada (Figura 1a), e um maior tempo para atingir o

estadio R7 (formagdo de vagens).
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O incremento de 4,8 °C na temperatura promoveu um aumento significativo na
porcentagem de flores abortadas (FA) para as cultivares Carijo, Pujante, Rouxinol e
Tapahium (Figura la). A cultivar Itaim destacou-se por ndo apresentar aumento

significativo no abortamento das flores em temperatura elevada.
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Figura 1. Porcentagem de flores abortadas (FA) (a) e producdo média de sementes (g)
(b) de cultivares de feijdo-caupi mantidas sob dois regimes de temperatura. *Letras

minuscula para temperatura e maitiscula para cultivares.

Parametros produtivos e biométricos

A interacdo cultivar x temperatura foi significativa para o rendimento das
sementes e seus componentes primarios: massa seca da parte aérea (MSPA), peso médio
de vagem (PMV), comprimento da vagem (CV), didmetro da vagem (DV), nimero de
vagem por planta (NVP), numero de sementes por planta (NSP) (Tabela 2).

As cultivares Pujante e Rouxinol apresentaram maiores médias para massa seca
da parte aérea (MSPA) quando mantidas no regime de temperatura de 24,8-30,8-37,8°C,
com 28,35 e 29,75 g, respectivamente. Para as demais cultivares a temperatura nao
interferiu nesta varidvel. Isso pode ser explicado pelo fato de que as plantas mantidas em

temperaturas mais elevadas, levaram mais tempo no estadio vegetativo (Tabela 1).
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Tabela 2. Massa seca da parte aérea (MSPA), peso médio de vagem (PMV),
comprimento da vagem (CV), didmetro da vagem (DV), nimero de vagem por planta
(NVP), numero de sementes por planta (NSP) de plantas de feijao-caupi, mantidas em

dois regimes de temperatura (20-26-33°C e 24,8-30,8-37,8°C).

MSPA
Temperatura Carij6 Itaim Pujante =~ Rouxinol  Tapahium
20-26-33°C 16,7 aA 11,77aA  164bA 1791 bA 9,47 aA
24,8-30,8-37,8°C 16,95 aB 9,12aB  28,35aA 29,75aA 15,47 aB
PMV (g)
Temperatura Carijo Itaim Pujante ~ Rouxinol  Tapahium
20-26-33°C 2,00 aA 1,96 aA 3,41 aA 3,37 aA 2,67 aA
24,8-30,8-37,8°C 2,01 aA 1,26 aA 0,48 bA 1,55 bA 1,64 aA
CV (cm)
Temperatura Carijo Itaim Pujante ~ Rouxinol  Tapahium
20-26-33°C 16,03 aA  13,17aA 19,19aA 20,31 aA 16,87 aA
24,8-30,8-37,8°C 14,87aA  11,32aA  3,40bB 8,02 bB 13,58 aA
DV (mm)
Temperatura Carijo Itaim Pujante ~ Rouxinol  Tapahium
20-26-33°C 7,82 aA 8,56aA  11,34aA 10,56 aA 9,17 aA
24,8-30,8-37,8°C 8,07 aA 8,61 aA 2,62 bB 5,31 bB 9,32 aA
NVP
Temperatura Carijo [taim Pujante Rouxinol = Tapahium
20-26-33°C 15,25aA  14,50aA 9,50 aB 5,25 aC 8,25 aB
24,8-30,8-37,8°C 4,25 bB 14,00 aA  0,25bB 1,50 bB 3,25bB
NSP
Temperatura Carijo Itaim Pujante ~ Rouxinol  Tapahium
20-26-33°C 107,0 aA 83,0 aA 85,0 aA 53,0 aB 77,0 aA
24,8-30,8-37,8°C 54,0 bA 61,0 aA 2,0 bB 10,0 bB 29,0 bB

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha nio diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o peso médio da vagem (PMV), ndao houve diferenca entre as cultivares
mantidas no regime de temperatura de 20-26-33°C. Contudo, o aumento da temperatura
causou reducdo significativa no PMV para as cultivares Pujante e Rouxinol. Tal
comportamento ¢ resultado da reducdo do comprimento das vagens (CV) destas

cultivares, como observado na Tabela 2.
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De acordo com os resultados, o nimero de vagens por planta (NVP) e o nimero
de sementes por planta (NSP) também apresentaram influéncia do aumento da
temperatura para as cultivares Carijo, Pujante, Rouxinol e Tapahium. A cultivar Itaim
apresentou destaque em relagdo as demais cultivares pois nao teve redu¢ao do NVP e do
NSP frente ao aumento da temperatura (Tabela 2). Esse resultado se deve ao maior
numero de flores abortadas para as cultivares Carijo, Pujante, Rouxinol e Tapahium, o
que nao foi observado para a cultivar Itaim (Figura 1a).

As cultivares avaliadas apresentaram diferengas significativas na producao de
sementes quando submetidas a diferentes regimes de temperatura. No regime de 20-26-
33 °C todas as cultivares apresentaram maio producao de sementes. Destaca-se, mais uma
vez, a cultivar Itaim que ndo apresentou reducdo na producdo de sementes frente ao
aumento de 4,8 °C. O aumento da temperatura reduziu 96%, 81%, 55% e 40% a produgao
de sementes das cultivares Pujante, Rouxinol, Tapahium e Carijo, respectivamente

(Figura 1b).

Analise de parametros fisiologicos

A interagdo cultivares x temperatura também interferiu na fotossintese (A4),
condutdncia estomatica (gs) e transpiracdo foliar (£) (Figura 2a). A atividade
fotossintética das cultivares Carij6, Itaim e Tapahium ndo foi afetada pela alta
temperatura. No entanto, o cultivar Pujante apresentou maior atividade fotossintética em
plantas mantidas sob o regime de 24,8-30,8-37,8 °C, devido ao aumento da condutincia
estomatica (gs), e a maior transpiragdo (£). Resultados contrastantes foram observados
na cultivar Rouxinol mantida no mesmo regime de temperatura.

Uma maior taxa de transpiracdo (£) e alta condutincia estomatica (Figura 2b, 2c)
foram observadas para cv. Itaim e Tapahium quando submetidos a uma temperatura de

20-26-33 °C.
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Figura 2. Parametros fotossintéticos de cultivares de feijao-caupi submetido a dois
regimes de temperatura. (A) Taxa Fotossintética; (B) Taxa de Transpiragdo; (C)
Condutancia estomatica; (D) Clorofila total; (E) e (F) Temperatura foliar. *letra

minuscula para temperatura e maitscula para cultivares.
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Um aumento significativo foi observado para o teor de clorofila e temperatura
foliar, com as maiores taxas observadas na camara de temperatura mais baixa (Figura 2d).
As variedades Itaim, Tapahium e Cario apresentaram maiores teores de clorofila total,
com indice de 59,95 para a cv. Carijo, 63,72 para cv. Itaim e 62,66 para a cv. Tapahium.

A temperatura foliar (Tf) ndo teve influéncia da interacdo cultivar x temperatura.
Porém, pode-se observar o efeito isolado da temperatura, verificando-se que a alta
temperatura do ar proporcionou um maior Tf (Figura 2e). A tf também foi afetada de
acordo com a cultivar (Fig. 2f). As cultivares Carijé e Rouxinol apresentaram menor
abertura estomatica nos dois regimes de temperatura aplicados, resultando em menores
valores de taxas de troca gasosa (4 e E) quando comparadas as demais cultivares. Esse

comportamento se refletiu na Tf dessas variedades, que registrou os maiores valores.

Atividades de enzimas eliminadoras de EROs

Para as enzimas CAT, APX, GPX E SOD, houve interacdo significativa entre as
cultivares x temperatura. A atividade das enzimas diferiu entre as cultivares em ambos os
regimes de temperatura (Figura 3).

As cultivares Rouxinol e Tapahium apresentaram elevada atividade da enzima
CAT nos dois regimes de temperatura submetidas (Figura 3a). A cultivar Pujante,
apresentou maior atividade enzimatica quando submetida ao regime de maior
temperatura, com um aumento de 133% na atividade da CAT. As demais cultivares
apresentaram baixos valores dessa enzima, ndo havendo diferenga significativa com o
aumento de temperatura.

Redugdes significativas de 58,53%, 63,72% e 49,72% na atividade especifica de
APX foram observadas apenas nas cultivares Itaim, Pujante e Rouxinol, respectivamente,
para plantas expostas a alta temperatura (Figura 3b).

Quanto a enzima GPX, observou-se diferenca significativa de acordo com os
regimes de temperatura a que as cultivares Pujante e Rouxinol foram submetidas, com
aumento de 105% e reducao de 64,42%, respectivamente, com aumento de 4,8 °C na
temperatura (Figura 3c).

A atividade especifica da SOD foi afetada de forma diferenciada nas cultivares
avaliadas. As cultivares Carijo e Itaim apresentaram aumento significativo na atividade
especifica em temperatura de 24,8-30,8-37,8°C. Para as cultivares Pujante e Tapahium,

ndo houve alteragdo na atividade enzimatica com o aumento de temperatura. Ja a cultivar



75

Rouxinol apresentou redugdo significativa na atividade desta enzima, com o aumento da

temperatura (Figura 3d).
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Figura 4. Atividade especifica da Catalase (CAT) (a); Ascorbato Peroxidase (APX) (b);
Guaiacol Peroxidase (GPX) (¢) e superoxido dismutase (SOD) (d) em cultivares de feijao-
caupi submetidas a diferentes regimes de temperatura. *Letra minuscula para

temperaturas e maidscula para cultivares.

DISCUSSAO

A redugdo do ciclo fenoldgico das cultivares Carijo e Itaim pode ser explicada
pelo fato de que altas temperaturas causam alteragdes na fenologia e encurtam o ciclo das
plantas, devido ao maior acimulo de graus-dia (BERGAMASHI e BERGONCI 2017).
Uma fase de floragdo atrasada (R6) nas cultivares Pujante e Tapahium em alta
temperatura, resultou no aumento do niamero de flores de aborto (Fig. 1a). Da mesma

forma com cv. Rouxinol na fase (R7), o aumento de 4,8 °C na temperatura do ar fez com
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que as vagens em formagdo caissem, resultando no prolongamento desta fase. O
desenvolvimento vegetativo aumenta com o aumento da temperatura do ar, uma vez que
a temperatura 6tima para o desenvolvimento vegetativo € superior a temperatura 6tima
para o desenvolvimento reprodutivo (HATFIELD e PRUEGER, 2015).

A resposta dos diferentes genotipos pode variar devido a alta temperatura. Estudos
realizados em condigdes controladas confirmam a sensibilidade das cultivares BRS
Pujante e BRS Tapahium a alta temperatura, com um percentual de flores abortadas de
33% e 66%, respectivamente (ANGELOTTI et al. 2020). Para o feijdo-caupi, a fase
reprodutiva ¢ mais sensivel ao aumento da temperatura, resultando na perda de botdes
florais, vagens e producdo de sementes (SINGH et al., 2010). Assim, a selecdo de uma
cultivar tolerante neste caso sera extremamente importante para reduzir as perdas devido
as mudancas climaticas.

A exposicdo de plantas a altas temperaturas durante a fase de enchimento de graos,
mesmo por um curto periodo, pode acelerar a senescéncia das folhas, diminuir o nimero
e peso de sementes e reduzindo o rendimento da colheita. As plantas tendem a desviar
recursos para tolerar o estresse térmico, limitando a fotossintese, que € essencial para o
desenvolvimento reprodutivo (HOFFMANN JUNIOR et al., 2007; SITA et al., 2018). A
reducdo na produgao de sementes também esta relacionada ao impacto da alta temperatura
durante o periodo de floracdo. No feijdo-caupi, plantas submetidas a temperaturas
noturnas de 30 °C apresentaram baixa viabilidade de graos de polen e anteras indeiscentes
(FREIRE FILHO et al. 2005), o que tem efeito direto na estrutura e reten¢do final da
vagem, afetando ainda mais o nimero de sementes por vagem.

O estresse térmico pode ter um impacto negativo nos parametros fisiologicos,
reduzindo drasticamente a taxa de crescimento e o rendimento. Isso se deve a
sensibilidade das folhas as altas temperaturas. A fotossintese pode ser inibida como
resultado da perda de clorofila e redugao da fixacao e assimilagdo de carbono (YUAN et
al., 2017). Consequentemente, essa reducao dificulta a formacdo de componentes florais
e o desenvolvimento de novas flores, resultando em menos vagens e sementes (SHARMA
et al., 2016). Os resultados obtidos neste estudo demonstram que as altas temperaturas
tém um impacto no metabolismo das plantas de feijao-caupi, provocando alteracdes no
padrao de crescimento. No entanto, as cultivares apresentaram respostas fisiologicas
diferentes devido as diferentes exigéncias térmicas de cada genotipo.

A cv. Pujante foi pouco sensivel ao estresse na fase vegetativa sem nenhuma

diminui¢do da condutancia estomatica, resultando em alta taxa de atividade fotossintética,
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0 que nao foi observado na cv Rouxinol. Embora a fotossintese seja afetada em altas
temperaturas, causando alteragdes no desenvolvimento e crescimento das plantas, essas
cultivares apresentaram crescimento ndo reduzido. Este fato se explica, pois, quando o
feijdo-caupi atinge a fase de maturagao (R9), as plantas entram em senescéncia. Porém,
como pode ser visto na Figura la, as cultivares Pujante e Rouxinol apresentaram alta
porcentagem de aborto de flores, o que prolongou a desenvolvimento vegetativo,
diminuindo a senescéncia das folhas e, consequentemente, resultando no aumento da
massa seca da parte aérea (SDM).

O aumento da temperatura do ar resultou em maior temperatura foliar. Sabe-se
que cerca de 90% da agua que as plantas absorvem ¢ utilizada para regular a temperatura
através da transpiragao (TAIZ et al., 2017), portanto, com a diminui¢ao da gs, ocorre uma
diminui¢do da transpiracdo e, consequentemente, um aumento em Tf.

As alteragdes nas atividades das enzimas sequestrantes de EROs em condigdes de
alta temperatura, conforme observado neste estudo, podem estar associadas a
adaptabilidade dos materiais genéticos avaliados quando submetidos ao estresse térmico.
Assim, ¢ reconhecido que altas temperaturas causam alteragdes no metabolismo de uma
ampla gama de enzimas (MANSOOR e NAQVI, 2013). Dantas et al. (2015) observaram
mudangas significativas nas atividades das enzimas sequestrantes de EROs, a CAT e APX
em mudas de melancia submetidas ao estresse térmico, e concluiram que essas mudancas
proporcionaram um melhor ajuste das fung¢des celulares durante o estresse aplicado.
Associada a manutencdo das atividades das enzimas sequestrantes de EROs, a sincronia
do padrdao de comportamento das enzimas SOD, APX, CAT e GPX ¢ fundamental na
regulagio do nivel de EROs produzido na célula vegetal. A medida que o O* é gerado,
ele ¢ dismutado em H20: pela SOD e entdo a H>O> ¢ eliminada pela agdo de APX, CAT
e GPX, que o converte em agua e oxigénio (BARBOSA et al., 2014).

Assim, a eficiéncia deste processo reduz o nivel de estresse oxidativo, sendo
considerado crucial para o equilibrio entre os niveis de 02" e HoO (GUIMARAES et al.,
2018). As cultivares Pujante, Rouxinol e Tapahium podem ser classificados como
sensiveis ao estresse térmico aplicado, pois apresentaram reducdes significativas na
producdo de sementes, associadas a falta de sincronia nas atividades das enzimas
avaliadas. A cv. Carijo pode ser considerado semi-tolerante por ndo apresentar, em geral,
alteragoes significativas na atividade da enzima sequestrante de EROs, porém, apresentou

reducdo na produgdo de sementes com o aumento da temperatura. A cultivar Itaim, por
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outro lado, ¢ tolerante ao estresse térmico aplicado, sem alteragdes significativas nas
atividades das enzimas sequestrantes de EROs e na produ¢ao de sementes (Figura 1 e 3).

Os cultivares de feijao-caupi podem responder de forma diferente ao aumento da
temperatura do ar. Esta primeira fase de selecdo de cultivares tolerantes a altas
temperaturas ¢ uma etapa importante. No entanto, o impacto da temperatura juntamente
com o deficit hidrico pode ser mais prejudicial, por isso € necessario entender a interagao
da temperatura e da agua em diferentes cultivares de feijdo-caupi para desenvolver

estratégias de adaptacao eficazes.

CONCLUSOES

Os resultados revelaram respostas diferenciadas entre as cultivares Carijo, Itaim,
Pujante, Rouxinol e Tapahium com o aumento de 4,8 °C na temperatura do ar. A alta
temperatura promove maior quantidade de flores abortadas, levando a redugdo do
rendimento das cultivares Carijo, Pujante, Rouxinol e Tapahium. A fotossintese,
condutidncia estomadtica, transpiragdo foliar e atividades enzimdticas foram
significativamente alteradas pela alta temperatura. Pela combinacdo das respostas das
variaveis biométricas, fisioldgicas e produtivas, a cultivar Itaim pode ser considerada
tolerante a um aumento de 4,8 °C na temperatura do ar. A indicagdo da cultivar
termotolerante de feijdo-caupi serd de extrema importancia para areas de cultivo em

regides mais quentes devido a alta demanda dessa leguminosa para consumo humano.
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CAPITULO 3

Restricao hidrica em diferentes fases fenoldgicas e o aumento da temperatura afetam a
producio de feijao-caupi

Juliane Rafaele Alves Barros'?, Miguel Julio Machado Guimaraes?, Welson Lima
Simdes?, Natoniel Franklin de Melo®, Francislene Angelotti?

RESUMO

O deficit hidrico e as altas temperaturas sdo os fatores abioticos que mais restringem o
crescimento e desenvolvimento das plantas. Entretanto, seus efeitos dependem da fase de
desenvolvimento da cultura, da duragdo e da intensidade do estresse. Com isso, objetivou-
se com esse trabalho, avaliar o desenvolvimento do feijao-caupi submetido a restrigao
hidrica em diferentes fases fenoldgicas e ao aumento da temperatura do ar. O experimento
foi conduzido com a cultivar Carijo, em camaras de crescimento, em arranjo fatorial de
4x3x2, sendo as disponibilidades hidricas (25, 50, 75 e 100%,) as fases fenoldgicas
(vegetativa, floracdo e enchimento das vagens) e os regimes de temperatura (T°1: 20-26-
33 °C e T°2: 24.8-30.8-37.8 °C), respectivamente. A reducao da disponibilidade hidrica
nas fases vegetativa e na floragdo ocasionou em queda na produg¢do de sementes. A
porcentagem de flores abortadas foi maior para as plantas mantidas no regime
de temperatura com um aumento de 4.8 °C, com consequente reducdo na producdo de
sementes. O aumento da disponibilidade hidrica, favoreceu a produg¢ao de massa seca da
parte aérea e da raiz. O aumento de 4,8 °C ndo afetou o peso da massa seca da parte
aérea e das raizes, porém, reduziu cerca de 83% da eficiéncia de uso da agua pela planta.
Verificou-se as maiores atividades enzimaticas da CAT GPX e SOD nas plantas
submetidas ao regime de temperatura com um aumento de 4.8 °C. Apenas a APX
apresentou menor atividade enzimatica com o aumento da temperatura. A cv. Carijo
apresenta maior sensibilidade ao aumento de 4,8 °C na temperatura do ar do que aos
deficits hidricos.

Termos para indexacio: Estresse abiotico; estresse oxidativo; fenologia; Vigna
unguiculata.

! Doutoranda em Recursos genéticos vegetais, UEFS, Feira de Santana-BA; 2 Professor do Instituto Federal
de Educagio, Ciéncia e Tecnologia do Maranhao, Sdo Raimundo das Mangabeiras, IFMA, Maranhdo-MA;
3 Pesquisador(a) Embrapa Semiarido, Petrolina-PE.

Artigo publicado pela Revista Ciéncia e Agrotecnologia, 45(1), p. 1-12, 2020.

DOI: https://doi.org/10.1590/1413-7054202145022120



https://doi.org/10.1590/1413-7054202145022120

84

Water restriction in different phenological stages and
increased temperature affect cowpea production

ABSTRACT

Water deficit and high temperatures are abiotic factors that most limit plant growth and
development. However, its effects depend on crop development stage and on stress
duration and intensity. Thus, the objective of was to evaluate the development of cowpea
subjected to water restriction in different phenological stages and to increase in air
temperature. The experiment was conducted with the cultivar ‘Carijo’, in growth
chambers, in a 4 x 3 x 2 factorial arrangement, corresponding to levels of water
availability (25, 50, 75, and 100%,), phenological stages (vegetative, flowering and pod
filling) and temperature regimes (T°l: 20-26-33 °C e T°2: 24.8-30.8-37.8 °C),
respectively. Reduction of water availability in the vegetative and flowering stages caused
decrease in grain production. The percentage of aborted flowers was higher in plants
maintained under an increased temperature of +4.8 °C, with consequent reduction in grain
production. Higher water availability values favored shoot and root dry mass production.
Increase of 4.8 °C did not affect shoot and root dry mass but reduced water use efficiency
by about 83%. The highest enzymatic activities of CAT, GPX and SOD were found in
plants subjected to the temperature of +4.8 °C. Only APX showed lower enzymatic
activity with increasing temperature. The cv. ‘Carij6’ is more sensitive to the 4.8 °C
increase in air temperature than to water deficits.

Index terms: Abiotic stress; oxidative stress; phenology; Vigna unguiculata.
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INTRODUCAO

As mudangas climaticas vém se tornando um desafio para a seguranga alimentar
(GOMES et al., 2019), uma vez que, o aumento da temperatura, e as alteragdes no padrao
da precipitagdo afetam negativamente a producao agricola. Além disso, os cendrios
futuros apontam que o deficit hidrico pode afetar drasticamente o crescimento e
desenvolvimento das plantas em mais de 50% das terras agricultaveis até 2050,
diminuindo a produtividade das culturas em todo o mundo (HASANUZZAMAN et al.,
2019). Mesmo que o deficit hidrico seja o principal fator abiotico que afeta o estado
hidrico das plantas, a severidade deste efeito também depende da temperatura do ar
(JUMRANI e BHATIA, 2018).

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L) se destaca por ser uma planta rica em
proteinas e com importancia socioecondmica para as regioes semiaridas (MELO et al.,
2018). Alguns autores consideram esta leguminosa como uma espécie com maior
tolerancia ao estresse hidrico, em comparag¢do com outras culturas (NDISO et al. 2016;
MERWAD et al., 2018). Essas caracteristicas tornam o cultivo do feijado-caupi relevante
para a seguran¢a alimentar, principalmente frente as mudancas climdticas globais
(CARVALHO et al.,, 2019). Embora esta cultura seja adaptada as condig¢des semidridas,
o deficit hidrico e temperaturas elevadas durante seu ciclo de desenvolvimento, podem
ter um impacto negativo na producdo (NDISO et al., 2016). Segundo Karim et al., (2018),
este impacto dependera do estadio fenoldgico das culturas durante o qual esse estresse
abiotico ocorrera.

Neste contexto, entender como as plantas de feijao-caupi irdo responder frente aos
futuros aumentos de restricao hidrica e da temperatura do ar podera contribuir para uma
alteracdo na forma de manejo pelos produtores, no intuito de manter a sustentabilidade
da produgdo. Algumas fases fenologicas como a floragao e o enchimento das vagens sao
altamente dependentes da disponibilidade de agua no solo (OLIVEIRA et al., 2018).
Segundo Bergamaschi e Bergonci (2017), o aumento da temperatura tende a elevar a
demanda hidrica da atmosfera, promovendo maiores perdas por evapotranspiracdo no
sistema agricola, o que pode reduzir a disponibilidade de adgua para as plantas. Assim,
uma estratégia importante para o manejo das plantas sera a compreensao da fase
fenologica mais sensivel ao deficit hidrico, para que, este recurso seja utilizado de

maneira racional e efetiva.
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Diante do exposto, os estudos que simulam a interacdo dos estresses abioticos
citados acima serdo determinantes para a adocdo de estratégias de manejo, permitindo
determinar a quantidade de dgua necessaria para planta no momento certo, otimizando
assim, o uso deste recurso (SILVA et al., 2019). Assim, esta pesquisa tem como objetivo
avaliar o desenvolvimento do feijao-caupi submetido a restricdo hidrica em diferentes

fases fenoldgicas e ao aumento da temperatura do ar.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em camaras de crescimento, do tipo Fitotron, com
controle de temperatura, umidade e fotoperiodo, em 2019. O delineamento experimental
conduzido com a cultivar Carijo, de grande importincia econdmica para a regido e
semeadas em vasos com capacidade de 7L, em arranjo fatorial de 4x3x2, correspondendo
aos niveis de disponibilidade hidrica do solo, estadios fenologicos e regimes de
temperatura, respectivamente. Os niveis de disponibilidade de dgua no solo foram 25; 50;
75; e 100%, aplicados nas fases fenologicas vegetativa, floragdo e enchimento das vagens.
Os regimes de temperatura foram: T°1: 20-26-33 °C (20°C: no horéario de 20 as 6h; 26
°C: no horario de 6 as 10h e 33 °C: no horario das 10 as 15h; 26°C: no horario de 15 as
20h); T°2:24,8-30,8-37,8 °C (24,8 °C: no horéario de 20 as 6h; 30,8 °C: no horario de 6
as 10h; 37,8 °C: no horario de 10 as 15h; 30,8 °C: no horario de 15 as 20h), com quatro
repeti¢des. A umidade relativa foi fixada em um valor de 60% +5% e a intensidade da luz
em 1.500 pmol m? s, Esses valores de temperatura foram determinados a partir das
temperaturas minimas, média e madxima do Submédio do Vale do Sdo Francisco, que
variam de 18-22,25-27 e 32-34 °C, respectivamente. O aumento de 4,8 °C em cima desses
valores, foi baseado no cenario futuro para o aumento de temperatura registrado pelo
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC, 2013).

O manejo da irrigacgao, foi realizado com auxilio de uma TDR (Reflectometria no
Dominio do Tempo), modelo TDR100 da Campbell. Para este experimento foram
utilizadas sondas de cabo coaxial com trés hastes. Inicialmente foi realizada a calibragao
da TDR para o solo utilizado no experimento, um argissolo vermelho-amarelo eutréfico,
conforme Batista (2016). A adubacdo foi realizada trés dias antes do plantio, conforme
os resultados das analises quimicas do solo e das indicagdes para a cultura (Cavalcanti,
2008). As irrigagdes foram realizadas a cada dois dias a partir dos dados gerados pela
TDR, com a reposi¢do do volume de agua evapotranspirada, mantendo a disponibilidade

de 4gua no solo referente a cada tratamento.
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Antes do plantio, todos os vasos foram irrigados até a sua capacidade de retengao
maxima de agua. O manejo da irrigacdo envolvendo os tratamentos experimentais foi
iniciado quinze dias apo6s o plantio. A disponibilidade de 4gua no solo foi aplicada nas
diferentes fases fenologicas, dividida em trés etapas.

As plantas da primeira etapa receberam o deficit hidrico apenas na fase vegetativa
(ap6s a abertura da primeira folha composta), encerrando a partir da emissdo dos
primeiros botdes florais. Na segunda etapa, as plantas foram submetidas as diferentes
disponibilidades de agua na fase de floragao até o inicio do enchimento das vagens. As
plantas da terceira etapa receberam o deficit hidrico apenas quando iniciou o enchimento
das vagens, encerrando com a colheita. Ao final de cada etapa foram quantificados os

dias que as plantas foram submetidas as diferentes disponibilidades hidricas.

Parametros biométricos e produtivos

Na fase de florescimento, as flores de cada planta foram contadas diariamente para
posterior obtengdo do niumero de flores abortadas. O rendimento dos graos foi obtido por
meio do peso das sementes aos 60 dias apos o plantio. Esta avaliagdo foi realizada a partir
do estadio de maturagdo das vagens, segundo Oliveira et al. (2018).

A massa seca da parte aérea (MSPA) e das raizes (MSR) foram realizadas apos a
colheita, por meio do corte do caule rente ao solo para a separagdo da parte aérea e das
raizes. Os materiais foram acondicionados em sacos de papel e mantidos em estufa a 65°C
até atingir peso constante (+72h). Apos este periodo foi realizada a pesagem em balanga
para obtencdo do peso seco. Realizou-se também a avalia¢do da razdo parte aérea:raiz.

A eficiéncia de uso da 4gua (g L) foi calculada por meio da relagdo da produgio

de graos (g), com a quantidade de agua utilizada na irrigagcao durante todo o ciclo.

Determinacao da atividade enzimatica

Para analises bioquimicas, folhas verdes totalmente expandidas e sem lesdes
foram coletadas do terco médio da planta nos diferentes estagios fenoldgicos. As amostras
foram imediatamente armazenadas em envelopes de folha de aluminio e imersas em
nitrogénio liquido (NL>). Os extratos vegetais foram preparados usando 1 g de material
vegetal macerado em nitrogénio liquido com adicao de 0,01 g de polivinilpolipirrolidona
e 3 ml de tampao de extragdo (pH 7,5) na concentracao de 100mM de fosfato de potéssio.
Em seguida, o extrato foi centrifugado a 15.000 g durante 15 minutos, a 4 °C, e o

sobrenadante obtido foi utilizado como extrato enzimatico bruto.
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A atividade da catalase (CAT) foi determinada seguindo a decomposi¢ao do H,O»
por 60 segundos, através das leituras espectrofotométricas a 240 nm, a temperatura de 25
°C, conforme método descrito por Havir e Mchale (1987). A atividade da ascorbato
peroxidase (APX) foi determinada conforme descrito por Nakano e Asada (1981), através
do monitoramento da taxa de oxidacao do ascorbato utilizando espectrofotdmetro com
comprimento de onda a 290 nm, a 25 °C, durante 60 segundos. A determinacdo da
atividade da enzima guaiacol peroxidase (GPX) foi baseada em estudos desenvolvidos
por Cakmak e Horst (1991) por meio do monitoramento da redugdo do guaiacol utilizando
espectrofotometro com comprimento de onda a 470 nm, a 25 °C, durante 60 segundos. J&
a atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo coma metodologia
de Giannopolitis e Ries (1977), com leituras em espectrofotometro em comprimento de
onda a 560 nm, e definindo a unidade de SOD como a quantidade da enzima necessaria

para inibir em 50% a fotorredug¢do do NBT.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia com aplicagdo do teste T
(p<0,05), na qual foram testados os efeitos significativos isolados e as interacdes entre as
fontes de variagdo. Na presencga de significancia foi realizada a andlise de regressdo para
avaliar as disponibilidades hidricas testadas e teste de médias de Tukey para comparar as
fases e regimes de temperatura, utilizando o software SISVAR Versao 5.6.
RESULTADO E DISCUSSAO

A interacdo tripla da disponibilidade hidrica x fases fenologicas x temperatura nao
foi significativa para as variaveis produ¢do, massa seca da parte aérea e raiz, relagao parte:
raiz e eficiéncia do uso da agua pelo feijao-caupi. No entanto, a producao de graos foi
influenciada pela interacdo disponibilidade de dgua x estadios fenologicos e pelo simples
efeito da temperatura. A massa seca da parte aérea e a massa seca da raiz foram
influenciadas pelos efeitos simples da disponibilidade de 4gua e da temperatura. A
disponibilidade de 4gua e a temperatura influenciaram de forma isolada a relagdo parte
aérea: raiz. A eficiéncia do uso da dgua foi influenciada apenas pela temperatura do ar

(Tabela 1).
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Tabela 1. Resumo da andlise de variancia, pelo quadrado médio, para as variaveis:
producdo de graos (P), massa seca da parte aérea (MSP), massa seca da raiz (MSR),
relacdo parte aérea: raiz (A:R), eficiéncia do uso da agua (EUA), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX) e superdxido dismutase (SOD)

em feijao-caupi.

Fonte de variacao oM
GL P MSP MSR A/R EUA CAT APX GPX SOD
Disponibilidade Hidrica (DH) 3 18.69* 110.00** 41.67** 9.17* 0.036ns 63.99** 605.40%* 2004.53** 84, 71*%*
Fase Fenologica (FF) 2 45.00** 17.83ns 7.77ns 6.85ns  0.09*% 24.83** 55481.47**% 6460.43** 2138.50%*
Temperatura (T) 1 2288.13** 1095.55%* 15.75% 23.01*%* 16.09** 79.57**% 5988.35%* 194(0.22** 2030.71**
DH x FF 6 22.89%* 7.84ns 7.11ns  5.30ns 0.04ns  2.60%* 857.60%* 96.47ns 315.40**
DHxT 3 0.27ns 2.70ns 0.57ns  0.30ns 0.06ns 19.71** 1221.86** 39.49ns 14.74ns
FFxT 2 12.21ns 19.87ns  4.05ns 0.44ns 0.04ns 43.27**% 1873.59** 175.10ns 973.91**
DHxFFxT 6 8.79ns 26.35ns  2.60ns 1.45ns 0.004ns 4.76**  718.47**  495.84** 47 33**
Residuo 72 491 14.17 3.84 2.90 0.02 0.97 107.71 66.24 13.04
CV% 28.87 21.37 30.82  54.04 27.82 15.84 19.533 13.63 14.95

GL = grau de liberdade; CV = coeficiente de variagdo; ns = ndo significativo, * significativo ao nivel de

5% de probabilidade, ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Em relacdo a producdo de graos, os maiores valores foram observados nas plantas
mantidas com disponibilidade hidrica de 50, 75 e 100%, nao havendo diferenga em
relacdo a aplicacdo de 4gua nos diferentes estddios fenoldgicos. A redugdo da lamina
d'agua, com aplicacao de apenas 25% nas fases vegetativa e floragdo, reduziu a produgdo
de graos em 63,33 e 50,76%, respectivamente, quando comparada a 100% da

disponibilidade hidrica. (Figura 1).
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Figura 1. Producao de sementes (g) de plantas de feijao-caupi, cultivar Carijé, em funcao

da disponibilidade hidrica nas fases fenoldgicas (Fase 1: vegetativa, Fase 2: floracao e
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Fase 3: enchimento das vagens). *Letras maitscula para fase fenolégica e mintscula para

disponibilidade hidrica.

De acordo com Silva et al. (2019), a floracdo ¢ considerada a fase mais sensivel
ao deficit hidrico, para cultura do feijao-caupi, provocando queda de flores e redugdo no
numero de vagens por planta, reduzindo assim a produ¢@o. Entretanto, verificou-se que a
fase vegetativa foi tao sensivel ao deficit hidrico, quanto a fase de floracao. Isso ocorreu
porque um dos fatores que devem ser analisados quanto a suscetibilidade das plantas ao
estresse abiotico € o tempo de duragao em que a planta foi exposta ao deficit hidrico
(NEMESKERI e HELYES, 2019; NDISO et al., 2016).

Como pode ser observado na figura 2, a fase vegetativa foi exporta por mais tempo
ao estresse hidrico. Assim, para a lamina de 25%, a maior duracdo da fase vegetativa pode
ter o mesmo impacto negativo na producao de sementes que o estresse simulado na fase
da floracao (Figura 1). Ressalta-se que a reducdo da dgua durante a floragdo, causou uma
reducdo significativa na producdo de sementes, cerca de 50,76% (Figura 1). Resultados
semelhantes foram encontrados por Karim et al. (2018), com reducdo na produgdo de
sementes das plantas submetidas ao deficit hidrico na fase de floragao.

A reducdo na disponibilidade hidrica (disponibilidade de 25%) durante a fase de
enchimento das vagens, ndo ocasionou queda na produgdo das plantas (Figura 1). Isto
pode ser explicado pela menor demanda de agua neste periodo fase (MURGA-ORRILLO
et al., 2016), e, pelo menor nimero de dias que as plantas foram expostas nesta fase

(NDISO et al., 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Dias de exposi¢do ao estresse hidrico de plantas de feijao-caupi, cultivar Carijo,

em funcdo do regime de temperatura e fases fenoldgicas (Fase 1: vegetativa, Fase 2:
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floragdo e Fase 3: enchimento das vagens). *Letras mintscula para temperatura e maitiscula para

fase fenologica.

Pode-se observar que os dias de exposi¢do das plantas ao estresse hidrico diferiu
com o aumento da temperatura nas diferentes fases fenologicas (Figura 2). A fase
vegetativa foi a fase mais longa, com duragdo média de 30 dias. Assim, as plantas foram
expostas a reducao da disponibilidade hidrica por maior tempo. Observa-se também, que
o incremento de 4,8 °C na temperatura do ar reduziu o nimero de dias desta fase, com
redugdo no tempo de exposi¢cdo ao estresse hidrico e o ciclo de desenvolvimento das
plantas.

Segundo Bergamaschi e Bergonci (2017), o aumento da temperatura esta
associado a aceleracdo do crescimento e da fenologia, para que, quando submetidas a
condicdes de estresse, as plantas alterem o metabolismo, de maneira que nao prejudique
seu desenvolvimento normal. A aceleragdo do ciclo ocorre em funcdo da resposta da
planta a condicdo de estresse, elevando a sua respiracdo (SCHMIDT et al., 2017).

Observa-se que o aumento de 4.8 °C na temperatura do ar, prolongou o tempo de
exposicao da fase 3 do feijdo-caupi ao estresse hidrico, devido a queda de vagens. De
acordo com Hoffmann Junior et al. (2007), temperaturas elevadas sdo um dos fatores
ambientais que mais exerce influéncia sobre a abscisdo de flores e de vagens, o ndo-
enchimento adequado de graos e a reten¢ado final de vagens no feijao.

O incremento de 4,8°C na temperatura do ar ocasionou um aumento de 79,35%
na porcentagem de flores abortadas, com consequente reducao de 77,78% na produgdo

de sementes de feijao-caupi (Figura 3A e 3B).
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Figura 3. A) Porcentagem de flores abortadas, B) Producdo de sementes (g) e C)
Eficiéncia do uso da 4gua (gL!) de plantas de feijdo-caupi, cultivar Carijo, em fung¢io

dos regimes de temperatura.

O estresse térmico durante a reprodugdo das leguminosas causam perda
significativa no rendimento das sementes (HATFIELD e PRUEGER, 2015). Um dos
danos ¢ a reducdo no nimero de ramos florais e, no nimero de flores por planta
(HARSANT et al., 2013). Outro impacto, esta relacionado com a baixa viabilidade e
germinacdo do polen, pois o aumento da temperatura pode afetar os gametofitos
masculinos e femininos, aumentando o abortamento de flores, com consequente reducao
no numero de graos (SILVA et al., 2020).

Além disso, temperaturas elevadas, reduzem o tamanho das sementes devido ao
acumulo insuficiente de fotossintatos durante a fase de enchimento das vagens (KUMAR
et al., 2016). Segundo esses autores, alguns dias de estresse térmico nessa fase, com

temperaturas entre 30 - 35 °C, aceleram a senescéncia, diminuem o nimero € o peso das


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6684746/#ref50
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.01658/full#B122
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.01658/full#B184
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sementes, reduzindo o rendimento das leguminosas, corroborando assim com o0s
resultados encontrados.

As plantas de feijdo-caupi, da cultivar Carijd, apresentaram maior eficiéncia de
uso da agua (EUA) quando desenvolvidas em regime de temperatura de 20-26-33 °C. O
aumento de 4,8 °C na temperatura do ar reduziu em 83% a EUA (Figura 3C). Esse
comportamento ¢ consequéncia da reducdo da producdo de sementes observada nas
plantas submetidas ao regime de maior temperatura (Figura 3B), uma vez que este
parametro representa uma relacao direta entre a quantidade de sementes produzidas e
consumo hidrico da planta.

O incremento de 4,8°C na temperatura do ar, resultou no aumento do peso da
massa seca da parte aérea e das raizes das plantas de feijao-caupi (Figura 4). Isto pode ser
explicado por que o aumento na temperatura resulta no incremento do desenvolvimento
vegetativo (HATFIELD e PRUEGER, 2015). De acordo com Sehgal et al. (2018), as
folhas se adaptam as temperaturas elevadas, devido aos mecanismos eficazes de
termotolerancia, que permite a regulacdo da temperatura foliar pela transpiracdo durante
o periodo com alta temperatura (KOEVOSTS et al., 2016). Além disso, as raizes sdo mais
sensiveis ao estresse por altas temperaturas do que a da parte aérea das plantas, conforme
indicado pelo aumento na propor¢do parte aérea: raiz (Figura 4C). Os resultados sao
semelhantes aos encontrados por Giri et al. (2017), que associaram este efeito a maiores

danos causados por temperaturas nas membranas radiculares das plantas.
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aérea: raiz (A:R) (C) de plantas de feijdo-caupi, cultivar Carijo, submetida a diferentes

regimes de temperatura.

O aumento da disponibilidade hidrica também apresentou um efeito positivo no
peso da massa seca da parte aérea e da raiz (Figura 5). No entanto, esse efeito foi maior
na massa seca da raiz, conforme evidenciado pela reducao significativa na parte aérea:

raiz na Figura 5C.
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Figura 5. Massa seca da parte aérea (g) (A), massa seca da raiz (g) (b) e relacdo parte
aérea: raiz (A:R) (C) de plantas de feijao-caupi, cultivar Carijo, em funcdo da

disponibilidade hidrica. Coeficiente da regressao significativo com p<0,01 (**).

Trabalhos indicam que a biomassa de leguminosas pode ser prejudicada pelo
deficit hidrico moderado e grave (FAROOQ et al., 2017). As plantas sob deficit hidrico
apresentam alteracdes morfologicas, fisiologicas e bioquimicas que afetam seu
crescimento, pois a reducao na disponibilidade hidrica, diminui o teor de d4gua nos tecidos
das plantas, aumentando a temperatura do dossel, com reducao no teor de clorofila e
consequentemente uma menor atividade fotossintética (KUMAR et al., 2016; KARIM et
al., 2018).

Para atividade especifica das enzimas avaliadas, pode-se observar
comportamentos distintos nos regimes de temperatura e disponibilidades hidricas

avaliadas em cada fase fenoldgica da planta (Figura 6). Em termos gerais, verificou-se
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que com o aumento da temperatura (24,8-30,8-37,8 °C) as maiores atividades enzimaticas
foram para CAT, GPX e SOD e a APX apresentou comportamento inverso das demais.

As alteragdes no metabolismo enzimatico registradas neste estudo demonstram
que as fases de desenvolvimento vegetativo e a floragdo apresentam comportamento
enzimatico semelhantes. Quanto a influéncia da disponibilidade hidrica, houve redugao
na atividade da CAT com o aumento da disponibilidade hidrica, nas trés fases fenoldgicas
avaliadas, independentemente do regime de temperatura, com exce¢do das plantas
submetidas a baixa disponibilidade hidrica na fase de enchimento das vagens (Fase 3), no
regime de temperatura de 20-26-33 °C, as quais nao apresentaram ajuste de regressao
significativa (Figura 6).

O aumento da atividade da CAT pode estar associado ao aumento da quantidade
de H>O> devido ao estresse térmico aplicado nas plantas, como observado para trigo
(KUMAR et al., 2012) e feijao-mungo (Vigna radiata L) (MANSOOR e NAQVI, 2013).
Entretanto, as alteragcdes no metabolismo enzimatico provocadas pelo estresse térmico
em plantas irdo variar em funcao da tolerancia do material genético avaliado.

A atividade da enzima APX apresentou comportamento distinto nas diferentes
fases de desenvolvimento do feijdo-caupi. Na fase vegetativa, a atividade enzimatica
apresentou comportamentos opostos entre os regimes de temperatura com o aumento da
disponibilidade hidrica (Figura 6). Enquanto que, as plantas submetidas ao regime de
temperatura 20-26-33 °C apresentaram redugdo na atividade da APX com o aumento da
disponibilidade hidrica, o regime de temperatura de 24,8-30,8-37,8 °C, associado a maior

disponibilidade hidrica, provocou um aumento na atividade enzimatica da APX.
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Figura 6. Atividade das enzimas: A) Catalase (CAT) (umol min! mg™! proteina); B)

1

Ascorbato Peroxidase (APX) (umol min™' mg ' proteina); C - Guaiacol Peroxidase
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(GPX) (umol min! mg™! proteina) e D - Superoxido dismutase (SOD) (U SOD mg!
proteina) em cultivares de feijdo-caupi, cultivar Carijd, submetidas a diferentes
disponibilidades hidricas e regimes de temperatura em trés fases fenologicas (Fase 1:
vegetativa, Fase 2: floragdo e Fase 3: enchimento das vagens). Coeficiente da regressao

significativo com p<0,05 (*) e p<0,01 (**).

Esses resultados destacam o efeito da interagdo entre os estresses aplicadas a
atividade APX. Em temperaturas amenas o efeito do estresse causado pela
disponibilidade de a4gua ¢ evidenciado com maior atividade enzimdatica em baixa
disponibilidade. Em plantas submetidas a um aumento de temperatura de 4,8 °C, a
combinagdo de baixa disponibilidade hidrica e altas temperaturas levou a redugdes
significativas na atividade de APX, demonstrando assim um forte estresse com a
combinagdo dos tratamentos aplicados. Isso pode estar relacionado a afinidade dessa
enzima com o H202, que estd na ordem micromolar. Quando a quantidade de H>O»
ultrapassa essa ordem, atingindo a ordem milimolar, o que configura alto estresse
oxidativo, outras enzimas atuam na regulagdo do H202, como CAT e GPX
(HASANUZZAMAN et al., 2012).).

O aumento da disponibilidade hidrica provocou redu¢@o na atividade da enzima
GPX em todas as fases avaliadas, com exce¢do das plantas submetidas ao regime de
temperatura 20-26-33 °C na fase de enchimento das vagens (Figura 6). Nesta fase houve
uma manuten¢do da atividade, independente da disponibilidade hidrica aplicada.
Paralelamente as redugdes registradas, pode-se observar que as plantas que sofreram
estresse hidrico na fase de enchimento das vagens apresentaram maior atividade
enzimatica da GPX. O padrdo enzimatico da GPX nas plantas avaliadas sugere que esta
enzima desempenha um papel importante na regulacdo de H.O> em plantas submetidas
ao deficit hidrico, independentemente da temperatura as quais estdo expostas. Resultados
semelhantes foram registrados por Borella et al. (2017), os quais verificaram aumentos
significativos da atividade da GPX em cultivares de feijao (Phaseolus vulgaris L.) quando
submetidos ao deficit hidrico.

A enzima SOD apresentou reducdo da atividade com o aumento da
disponibilidade hidrica nas fases vegetativa e de floragao (Figura 6). Ja as plantas
submetidas a diferentes disponibilidades hidricas na fase de enchimento das vagens
apresentaram um aumento da atividade desta enzima com o aumento da oferta de agua.

Os maiores valores de atividade enzimatica da SOD foram observados ao se aplicar uma
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disponibilidade hidrica de 76,5% com 24,1(U SOD mg ' proteina) no regime de
temperatura 24,8-30,8-37,8 °C, e 97,2% com 47,6 (U SOD mg ! proteina) nas plantas
submetidas ao aumento de 4,8 °C na temperatura do ar.

As alteragdes nas atividades enzimaticas em condig¢des de estresse multiplo, como
deficit hidrico e elevadas temperatura, como observadas neste trabalho, podem estar
associadas a ativacdo dos mecanismos de defesa oxidativo das plantas (MANSOOR e
NAQVI 2013). A maior atividade de enzimas antioxidantes pode contribuir para uma
melhor tolerancia ao deficit hidrico, justificando-se assim maiores atividades enzimaticas
nas plantas submetidas ao estresse hidrico, como a atividade de enzimas responsaveis
pela manutencao da homeostase oxidativa em feijao-caupi (CARVALHO et al., 2019).

Ao observar as plantas que foram submetidas a reduc¢ao da disponibilidade hidrica
nas fases vegetativa e fase de floragdo, nota-se que, em geral, quanto menor a
disponibilidade hidrica, maior foi a atividade especifica da SOD (primeira linha de
defesa), bem como as enzimas que atuam na segunda linha de defesa do estresse oxidativo
(CAT, APX e GPX). A maior atividade de enzimas antioxidantes pode aumentar a
capacidade de protecao celular contra danos oxidativos, contribuindo assim para uma
melhor tolerancia ao deficit hidrico e temperaturas elevadas (ZANDALIAS et al., 2018).

J& as plantas submetidas ao deficit hidrico na fase de enchimento das vagens
apresentaram falta de sincronia entre as enzimas que atuam nas linhas de defesa oxidativa.
Com o aumento significativo da atividade da SOD, ha um maior acimulo de H2O: gerado
na dismutac¢ao do O;™ e, com a reducdo da atividade das enzimas que atuam na eliminag¢ao
do H>O» (como observado nas enzimas CAT, APX e GPX) h4a um possivel acimulo desta
espécie reativa de oxigénio (BARBOSA et al., 2014; YOU e CHAN, 2015). A falta de
sincronia entre a atividade das enzimas avaliadas na fase de enchimento de vagens pode
estar associada a idade fenoldgica das plantas avaliadas, pois as mesmas ja estavam
entrando na ultima fase do seu ciclo, ativando assim o estado de senescéncia, € morte
celular.

As alteragdes no metabolismo enzimatico registradas neste estudo demonstram
que a as fases de desenvolvimento vegetativo e floracdo apresentam comportamento
enzimatico semelhantes. Este resultado pode estar relacionado com o tempo de duragdo
mais prolongado destas fases (Figura 2), pois um dos principais fatores que ira determinar
o grau de severidade do estresse abidtico € o tempo de exposi¢ao ao estresse (NDISO et
al., 2016). O maior tempo de exposi¢cdo nas fases vegetativa e floracdo, associado a alta

intensidade do estresse, como observado nas plantas submetidas a lamina de 25% de
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disponibilidade hidrica, pode provocar danos irreversiveis as plantas, como a reducao
significativa na producdo de sementes observadas na Figura 3A.

As mudangas climaticas expdem as plantas de feijdo-caupi ao deficit hidrico e ao
aumento de temperatura, alterando sua fenologia, causando reducdo em seu crescimento
e produtividade. Mesmo com esses impactos, pouco se sabe do efeito da interacao desses
estresses abioticos nas diferentes fases fenoldgicas do feijao-caupi. Estudos como este
indicam que a ado¢do de um manejo de irrigagdo nas fases em que o feijao-caupi ¢ mais
sensivel ao estresse, serao necessarios, uma vez que as plantas nao suportardo o efeito
negativo do deficit hidrico. Com o aumento da temperatura sera indispensavel conhecer
a fenologia da cultura, para que desta forma possa-se escolher uma época de plantio
adequada, visando periodos com temperaturas mais baixas, principalmente durante a fase
reprodutiva, minimizando os danos causados pela temperatura e aumentando a eficiéncia

do uso da 4gua.

CONCLUSAO

A baixa disponibilidade hidrica e o aumento da temperatura reduzem a produgao
de grdos do feijao-caupi, cv. Carijo. Contudo, as plantas se mostraram mais sensivel ao
incremento de 4,8 °C na temperatura do ar do que ao deficit hidrico, uma vez que a
aplicagao de deficit hidrico severo s6 ira reduzir a producao de sementes quando aplicado
nas fases vegetativa, devido a duragdo do estresse e a fase de floracdo. A agdo combinada
dos estresses por baixa disponibilidade hidrica e altas temperatura, provocou um aumento
da atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidante, evidenciando que as plantas

estavam sob estresse, o que refletiu diretamente na producao do feijao-caupi.
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CAPITULO 4

Temperatura: elemento determinante para a época de cultivo do feijao-caupi
(Temperatura determina o rendimento do feijao-caupi)

Juliane Rafaele Alves Barros'¥, Miguel Julio Machado Guimaraes?, Welson Lima
Simdes®, Natoniel Franklin de Melo®, Francislene Angelotti?

RESUMO

A ¢época de plantio do feijado-caupi ¢ crucial para um alto rendimento e deve compreender
o periodo do ano que garante as melhores condi¢des climéaticas para o cultivo do feijao-
caupi. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da disponibilidade hidrica e
da temperatura durante o periodo de crescimento sobre o desempenho do feijao-caupi.
Um experimento em casa de vegetacao foi conduzido em esquema fatorial 4 X 2 x 5, com
quatro repeti¢des. Os fatores incluiram quatro niveis de umidade do solo (25%, 50%, 75%
e 100% da capacidade de retencdo de agua), duas épocas de cultivo (amena e quente) e
cinco cultivares de feijao-caupi (Carijo, Itaim, Pujante, Rouxinol e Tapahium). Foram
avaliados o numero de vagens e sementes por planta, producao de sementes, eficiéncia
no uso de 4gua, massa seca da parte aérea, massa seca da raiz e parametros fisiologicos.
A producdo de sementes foi maior durante a estagdo amena do que durante a estacao
quente e aumentou linearmente com o aumento da disponibilidade de dgua no solo. A
atividade fotossintética e a transpiracdo foram maiores durante a estagdo quente do que
durante a estacdo amena, com sua reducdo sob uma disponibilidade de agua de 25%,
independentemente da estagdo de crescimento. O contetido total de clorofila diminuiu
com o excesso de agua. Independentemente da disponibilidade de dgua, a temperatura foi
o fator climatico mais limitante para o desempenho do feijdo-caupi. As cultivares Carijo,
Itaim e Tapahium apresentaram menor redu¢do de produtividade quando cultivadas na
estacao quente.

Palavras-chave: deficit hidrico; estresse térmico; rendimento de sementes; trocas

gasosas; Vigna unguiculata (L).
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3 Pesquisador(a) Embrapa Semiarido, Petrolina-PE.
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Temperature: determining element for cowpea growing season

(Temperature determines the yield of cowpea)

ABSTRACT

Cowpea planting season is crucial for high yield and should comprise the period of the

year that warrants the best climatic conditions for cowpea cultivation. Thus, the objective
of this study was to evaluate the influence of water availability and temperature during
the growing season on cowpea performance. A greenhouse experiment was conducted
using a4 x 2 x 5 factorial arrangement, with four replications. Factors included four levels
of soil moisture (25%, 50%, 75%, and 100% of water holding capacity), two growing
seasons (mild and hot), and five cowpea cultivars (Carijo, Itaim, Pujante, Rouxinol, and
Tapahium). The number of pods and seeds per plant, seed production, water use
efficiency, shoot dry mass, root dry mass, and physiological parameters were evaluated.
Seed production was higher during the mild season than during the hot season and
increased linearly with increasing soil water availability. Photosynthetic activity and
transpiration were higher during the hot season than during the mild season, with their
reduction under a water availability of 25% regardless of the growing season. Total
chlorophyll content decreased with excess water. Regardless of water availability,
temperature was the most limiting climatic factor for cowpea performance. Cultivars
Carijo, Itaim, and Tapahium exhibited a lower reduction in productivity when grown in
the hot season.

Key words: water deficit; thermal stress; seed yield; gas exchange; Vigna unguiculata

(L).
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INTRODUCAO

As plantas estdo expostas a diversos estresses ambientais, entre eles o deficit
hidrico e as altas temperaturas, causando impactos negativos e impedindo que as mesmas
atinjam o seu potencial de crescimento e producdao (JUMRANI e BHATIA, 2018). No
contexto das mudancas climaticas, estes elementos se tornaram particularmente
importantes, devido ao aumento na frequéncia dos eventos extremos, como ondas de calor
e periodos de seca (IPCC, 2014).

Este cenario podera reduzir a eficiéncia do uso da agua para os cultivos (NORTON
et al.,, 2016), com efeito direto nos processos fisioldgicos, reduzindo a atividade
fotossintética, e aumentando a temperatura foliar, ocasionando a queda na produtividade
das plantas (PERDOMO et al., 2015). Além disso, o aumento da temperatura do ar podera
alterar a demanda hidrica dos cultivos, uma vez que, havera uma elevacao na evaporagao
a partir do solo, fazendo com que ocorra um aumento na transpiracdo das plantas e
consequentemente um maior consumo de agua (TAIZ et al., 2017).

O feijdo-caupi (Vigna wunguiculata L.) ¢ uma cultura de importancia
socioeconOmica, que gera emprego e renda para a agricultura familiar, com ampla
utilizagdo como fonte de alimento (ROCHA et al., 2016), apresentando baixo custo de
produgdo em comparacdo com outros cultivos agricolas. No Brasil, a produ¢ao do feijao-
caupi se concentra no Norte e Nordeste, sendo que no segundo caso, a producao ¢ maior
no Semidrido (MELO et al., 2018), uma das regides mais vulneraveis as mudancas no
clima (DJANAGUIRAMAN et al., 2018), apresentando uma precipitacdo média anual de
464,8 mm e temperatura média do ar de 26 °C (LOPES et al., 2017; ANGELOTTI et al.,
2020).

Compreender as respostas do feijdo-caupi ao aumento da temperatura sob
diferentes condigdes de disponibilidade de dgua e a interacdo entre esses dois fatores
ambientais ¢ um desafio para a pesquisa € contribuird para o desenvolvimento de
estratégias de manejo sustentdvel adequadas. No entanto, estudos sobre as necessidades
de 4gua do feijao-caupi (por exemplo, AHMED e SULIMAN, 2010; HAYATU et al.,
2014; SOUZA et al., 2017, KARIM et al., 2018) ndo abordaram a interagdo com a
temperatura para diferentes cultivares. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia da disponibilidade de 4gua e da temperatura no desempenho de diversas

cultivares de feijao-caupi.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, em duas épocas de cultivo,
sendo um periodo de maio a julho de 2018 (ameno) e outro de outubro de 2019 a janeiro
de 2020 (quente), cujas varidveis meteorologicas, foram obtidas através da estagdo
meteoroldgica automatica instaladas no local. Os valores das temperaturas maxima,
média e minima e da umidade relativa do ar, das duas épocas de cultivo, estdo

apresentados na Figura 1.
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Figura 1. A: Temperatura maxima (T 'Max °C), B: Temperatura minima (T°Min °C), C:
Temperatura média (T°Med °C) e D: Umidade relativa média (URMed %), nos periodos

quente e ameno para o cultivo do feijdo-caupi.

O experimento seguiu o arranjo fatorial de 4x2x5, sendo quatro niveis de umidade
no solo (25; 50; 75 e 100% da capacidade maxima de retencao de agua pelo solo), duas
épocas de cultivo (periodo ameno e quente) e cinco cultivares de feijao-caupi (Carijo,
Itaim, Pujante, Rouxinol e Tapahium), com quatro repeti¢des, totalizando 80 plantas por
época de cultivo. A semeadura foi realizada em vasos com capacidade de sete litros, cujo
solo utilizado foi coletado na camada de 0-30 cm, de um argissolo vermelho-amarelo

eutrofico, com capacidade maxima de retencao de agua de 19,5%. A adubagdo de
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fundacao foi realizada 3 dias antes do plantio, conforme os resultados das analises
quimicas do solo e das recomendagdes para a cultura (CAVALCANTI, 2008).

O manejo da irrigacdo, foi realizado com auxilio da TDR (Time Domain
Reflectometry ou Reflectometria no Dominio do Tempo), modelo TDR100 da Campbell.
Para este experimento foram utilizadas sondas de cabo coaxial com trés hastes.
Inicialmente foi realizada a calibragdo da TDR para o solo utilizado no experimento,
conforme Batista (2016). As irrigagdes foram realizadas a cada dois dias por meio da
reposicao do volume de agua evapotranspirada para manter a disponibilidade de agua no
solo referente a cada tratamento, baseado nos dados gerados pela TDR.

As avaliagdes de rendimento das sementes e os componentes primarios se deu
com aproximadamente sessenta dias apds o plantio, variando em fung¢ao das cultivares e
a ¢época de cultivo. No periodo ameno e quente, o ciclo foi de 83 e 90 dias,
respectivamente. A produgdo de sementes € os componentes primarios avaliados foram:
numero de vagens por planta, nimero de sementes por planta, produgdo de sementes. A
eficiéncia do uso da agua (EUA) foi calculada como a propor¢ao da producao de sementes
pela quantidade de 4gua usada na irrigag¢do ao longo do ciclo.

A avaliacao da massa seca da parte aérea e das raizes foi realizada ap6s a colheita,
utilizando todas as plantas contidas no experimento, por meio do corte do caule rente ao
solo, separando a parte aérea e as raizes. Os materiais foram acondicionados em sacos de
papel e mantidos em estufa a 65°C até atingir peso constante (+72h).

As avaliagdes fisiologicas foram realizadas 30 dias apds o plantio, nos horarios
entre 09:00 e 11:00 da manha, para as duas épocas de cultivo, quando a terceira folha
trifoliolada encontrava-se completamente aberta. Na ocasido foram avaliadas as trocas
gasosas a partir do Analisador Portétil de Gas Infravermelho (IRGA), modelo Li-6400,
utilizando luz artificial fixada em 2500 pmol m s, As varidveis analisadas foram: taxa
de fotossintese (4), condutancia estomatica (gs), transpiragdao (E) e temperatura foliar
(7). Para avaliacao do teor de clorofila das folhas, foi determinado o indice relativo de
clorofila com auxilio do clorofilometro portatil, modelo CFL 1030 FALKER). Para a
realizacdo das leituras foi selecionada a folha localizada no ter¢o médio da planta, sem
injurias, com coloracdo verde e totalmente expandida.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia com aplicacdo do teste T
(p<0,05), na qual foram testados os efeitos significativos isolados e as interagdes entre as
fontes de variagdo. Na presenca de significancia foi realizada a analise de regressdo para

avaliar as disponibilidades hidricas testadas e teste de médias de Tukey para comparar as
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épocas de plantio e as cultivares, utilizando o software SISVAR Versao 5.6.

RESULTADO E DISCUSSAO

A producao das cultivares de feijao-caupi foi afetada pelas condigdes ambientais
das safras avaliadas. O niimero de vagens e o numero de sementes por planta foram
maiores no periodo ameno (Figura 2), no qual a temperatura maxima variou de 25 a 33 ©

C e a umidade relativa permaneceu na faixa de 70 a 90% (Figuras 1A e 1D).
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Figura 2. Numero de vagens (A) e nimero de sementes (B) por planta de cinco cultivares
de feijao-caupi, em duas épocas de cultivo. *Letras mintscula para a época de cultivo e

maiuscula para cultivares.

No periodo quente, a temperatura méxima variou de 35 a 37 © C, coincidindo com
as fases de floracdo e formagao de vagens, o que explica a redu¢do do nimero de vagens
e sementes por planta (Figura 2A e 2B). Na estacdo de crescimento com temperaturas
amenas, a temperatura maxima variou de 29 a 32 ° C durante essas fases. As altas
temperaturas afetam negativamente a formacdo dos botdes florais, a germinacdo e o
crescimento do tubo polinico, reduzindo o nimero de graos de pdlen liberados para
fertilizagdo, aumentando o niimero de flores abortadas (SITA et al., 2017; BARROS et
al., 2021). Além disso, temperaturas entre 30 e 35 ° C durante a fase de enchimento das
sementes aceleram a senescéncia, reduzem o numero € o peso das sementes e,
consequentemente, o rendimento das leguminosas (KUMAR et al., 2016).

O estresse térmico também causa alteragoes metabolicas, limitando a sintese de
sacarose e amido, reduzindo o acimulo de carboidratos nas sementes (KAUSHAL et al.,

2013; SITA et al., 2017). No Semiarido brasileiro, temperaturas maximas médias diarias
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de 37 °C e temperaturas noturnas de 24,8 °C podem afetar significativamente a
produtividade do feijao-caupi, resultando no aborto de flores e frutos (BARROS et al.,
2021). Conforme observado neste estudo, isso resulta em redugdo significativa do
rendimento. Por outro lado, durante o periodo ameno, foram registrados dias com
temperaturas minimas de 15 °C (Figura 1B). No entanto, essa temperatura coincidiu com
o tempo de maturacdo da vagem, quando a temperatura ndo causa perdas na producdo
final das sementes (NDISO et al., 2016). O feijao-caupi pode crescer em uma ampla faixa
de temperatura (18 e 37 °C), mas a temperatura 6tima varia para as diferentes fases
fenologicas (VALE et al., 2017).

As cinco cultivares apresentaram reducdo na produgdo de vagens e sementes no
periodo quente. No entanto, as cultivares Pujante ¢ Rouxinol apresentaram os menores
nimeros de vagens e sementes quando plantadas no periodo mais quente, com
temperaturas maximas entre 26 °C e 38,60 °C e umidade relativa variando de 48,8% a
99,8% (Figura 1A e 1D). Para a cultivar Pujante, houve redu¢des de 66,13% no niimero
de vagens e 69,48% no niimero de sementes no periodo quente, enquanto para a cultivar
Rouxinol as reducdes foram de 79% no nimero de vagens e 83,68% no numero de
sementes (Figura 2). As diferentes cultivares, apesar de serem da mesma espécie, podem
apresentar respostas distintas quanto a sua adaptabilidade ao ambiente e, portanto, podem
ter um desempenho diferente quanto as épocas de plantio (MATOSO et al., 2018).

Os maiores numeros de vagens, sementes e produgdo de sementes foram
verificados com o aumento da disponibilidade de agua no solo no periodo vegetativo com
temperaturas amenas (Figura 3). No entanto, nenhum modelo de regressdo ajustado para
a estacdo de crescimento com temperaturas quentes, que foi, portanto, representado
apenas pela média (Figura 3C). Esse resultado refor¢a a relagdo positiva entre a
quantidade de agua aplicada e a producdo de frutos e sementes por planta. O feijdo-caupi
¢ sensivel ao deficit hidrico, sendo que esse estresse abidtico também pode causar o
abortamento das flores, queda das vagens e reducdo no enchimento das sementes
(MWALE et al., 2017), conforme observado no presente estudo. Na fase de floragdo, um
longo periodo de deficit hidrico pode causar reducdo de 63 a 98% na produtividade do
feijao-caupi (NDISO et al., 2016).

Durante as fases de floragdo e enchimento de graos ocorre o aborto de flores
jovens e vagens por competi¢do fonte-dreno, formando flores anormais e falha na
fertilizagdo, ou vagens mais jovens, que abortam por deficiéncia de compostos

fotoassimilados (SILVA et al., 2019). Essa deficiéncia est4 associada a uma redugdo da
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taxa fotossintética devido a inibigdo de processos metabodlicos, causando menor eficiéncia

no uso de energia pelo aparato fotoquimico da planta (FAROOQ et al., 2017).
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Figura 3. Numero de vagens (A), nimero de sementes por planta (B) e producdo de
sementes (C) em fungdo da disponibilidade hidrica do solo e duas épocas de cultivo.

Coeficiente da regressao significativo com p<0,01 (**) e p<0,05 (*).

Houve uma redugdo de 54 e 60% no numero de vagens e de sementes,
respectivamente, do periodo quente, em relacdo ao periodo com temperaturas amenas,
mesmo com disponibilidade hidrica de 100% (Figuras 3A e 3B). Observa-se que na época
de cultivo mais quente, houve uma queda de cerca de 90% na produgdo da cultura, em

comparacao a época mais amena (Figura 3C). Isto indica que mesmo com a irrigacao, a
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temperatura foi o elemento determinante para a producao do feijao-caupi. No periodo
mais quente foram registrados 42 dias com temperaturas acima de 35 °C, dos quais 31
dias ocorreram na fase reprodutiva, com inicio a partir do trigésimo dia apds o plantio. A
interacdo entre deficit hidrico e alta temperatura pode retardar ou inibir o
desenvolvimento dos botdes florais, resultando em poucas flores, levando a uma redugao
substancial na produg¢do do feijdo-caupi (NDISO et al., 2016), uma vez que esta
combinagdo pode resultar em alteragdes morfoldgicas, fisiologicas, alteracdes
bioquimicas e moleculares nas plantas (ZANDALINAS et al., 2017).

No periodo mais ameno, a disponibilidade de 4gua no solo de 61% promoveu a
maior eficiéncia do uso da dgua (EUA), 1,28 g L! (Figura 4B). Assim, pode-se afirmar
que o melhor ponto de conversdo dgua / grao ocorre quando as plantas estdo sujeitas a
disponibilidade hidrica de 61%. A partir desse valor, hd uma redu¢do na EUA, indicando
que essa eficiéncia diminui quando o abastecimento de dgua estd proximo de 100% da
disponibilidade hidrica (SILVA et al., 2019). A redug¢do da EUA com o aumento da
disponibilidade hidrica esta associada ao fato de o feijao-caupi ser uma espécie capaz de
extrair agua em potenciais menores do que aqueles usados para determinar o ponto de
murcha permanente do solo (COELHO et al., 2014) o que contribui para aumentar a
amplitude de disponibilidade de dgua no solo para a cultura, de forma que valores
proximos ou acima de 100% da disponibilidade hidrica nao apresentem aumentos
significativos na EUA, conforme observado neste trabalho.

Resultados como estes dao suporte ao produtor quanto a tomada de decisdo para
0 manejo da irrigagdo sustentavel, indicando que nao ha necessidade do uso de 100% da
disponibilidade hidrica, visto que, a irrigagcdo que promova uma disponibilidade de 61%
da capacidade méaxima de reteng@o de dgua ja € o suficiente para garantir uma maior EUA,
resultando assim, na economia de 4gua e energia com a bomba ligada. Esse resultado ¢é
de grande importancia, principalmente para o Semiarido, devido a escassez de dgua nessa

regido.
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Figura 4. Eficiéncia do uso da 4gua (EUA) (g L) em fun¢io da disponibilidade hidrica
em duas épocas de cultivo. Coeficiente da regressdo significativo com p<0,01 (**) e

p<0,05 (*).

Para o periodo quente, nota-se que a EUA ¢ menor que a do periodo mais ameno
(Figura 4). Essa eficiéncia diminui a medida que aumenta a disponibilidade de agua. Esse
comportamento esta relacionado a redugdo da produgdo de sementes registrada no
periodo mais quente, uma vez que EUA ¢ a relagdo direta entre a producdo obtida e o
consumo total de 4gua da planta. Souza et al. (2011), avaliando EUA em feijao-caupi no
semiarido em dezembro de 2007, verificaram maior eficiéncia de uso da agua com
irrigacdo de apenas 75% ETo.

Em relacdo a massa seca da parte aérea e massa seca da raiz, constatou-se que o
periodo mais quente favoreceu o aumento desta varidvel para as cultivares Pujante e
Rouxinol (Figura 5). Para essas duas cultivares, o aumento da temperatura afetou
diretamente a fase reprodutiva, reduzindo a produgdo de vagens e sementes, o que
prolongou a fase vegetativa, resultando em maior massa seca. De acordo com Sehgal et
al. (2018), as folhas se adaptam a temperaturas elevadas, regulando a temperatura foliar
através da transpiracdo. As raizes, por sua vez, quando submetidas a estresse por altas
temperaturas, produzem mais ramificagdes secunddrias, além de apresentarem maior

diametro (KOEVOETS et al., 2016).
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maitscula para cultivares.

Nas duas safras, houve aumento da massa seca da parte aé¢rea e da massa seca da
raiz com maior disponibilidade de agua (Figura 6). Pois o aumento da disponibilidade
hidrica no solo, melhora a absor¢do de agua e nutrientes pelas raizes, favorecendo as
atividades fisiologicas, principalmente a capacidade fotossintética, essencial para o
crescimento e a matéria seca pelas plantas (CHEN et al., 2017). Na condi¢do de baixa
disponibilidade de 4gua no solo, as plantas tendem a realocar recursos da parte aérea as
raizes, interrompendo seu crescimento. Essa resposta morfofisioldgica ¢ uma estratégia
das plantas para reduzir a perda de agua por transpira¢ao (GRAY e BRADY, 2016). Além
disso, o deficit hidrico prolongado causa diminuicdo do potencial hidrico da folha e da
abertura estomatica, reduzindo o tamanho da folha e o crescimento da raiz (XU et al.,
2016). Isso ocorre devido a alteracdes morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas,
resultando em aumento da temperatura do dossel, reduzindo o contetido de clorofila e
consequentemente levando a menor atividade fotossintética (TOSCANO et al., 2016;

KARIM et al., 2018).
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Figura 6. Massa seca da parte aérea (A) e da raiz (B) em func¢ao da disponibilidade hidrica

e da época de cultivo. Coeficiente da regressao significativo com p<0,01 (**).

A época de cultivo e a disponibilidade de 4gua afetaram a fotossintese (Figuras
7A e 7B) e a transpiragdo (Figuras 7C e 7D). A atividade fotossintética foi maior no
periodo mais quente devido ao aumento da condutincia estomatica e da transpiracdo
(Figuras 7A, 7E e 7C).

Observa-se que a menor disponibilidade hidrica reduziu a atividade fotossintética
e a transpiracdo (Figuras 7B e 7D). A disponibilidade hidrica de 84% promoveu maior
atividade fotossintética, igual a 19,10 pmol de CO> m™ s™!, e a disponibilidade de agua
no solo de 92% proporcionou maior transpirac¢io, igual a 6,36 mmol H,O m™ s™!. Durante
o estresse hidrico, ocorre redu¢do do teor de agua nos tecidos, levando a inibi¢do da

fotossintese e reducdo da transpiracio (MATHOBO et al., 2017).
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Figura 7. Parametros fotossintéticos de cultivares de feijdo-caupi em fungdo da
disponibilidade hidrica e duas épocas de cultivo. Fotossintética (A e B); Taxa de
Transpiragio (C e D); Condutancia estomatica (E); Temperatura foliar (°C) (F) e indice
de clorofila total (G). Coeficiente da regressao significativo com p<0,01 (**) e p<0,05

(*).

Houve aumento linear da condutdncia estomatica, sem ajuste de modelo de
regressao para temperatura foliar, em funcao do aumento da disponibilidade hidrica no
periodo ameno (Figuras 7E e 7F). Para o periodo quente, a maior condutancia estomatica
(0,33 mol H20 m™ s™!) foi observada na disponibilidade hidrica de 81% (Figura 7E). A
agua é o elemento essencial na regulagdo estomatica, portanto, sob estresse hidrico, as
plantas diminuem a abertura estomatica para manter o potencial hidrico na folha,
reduzindo a assimila¢ao de CO; e, portanto, fotoassimilados, diminuindo a massa seca e
aprodugdo (RIVAS etal., 2016). A redugdo da condutancia estomatica indica a existéncia
de mecanismos de adaptagdo, reduzindo as perdas de dgua quando a planta estd sob
estresse hidrico. Como consequéncia do fechamento estomatico, ocorre uma redug¢do na
transpiracdo foliar, causando alta temperatura foliar (Figura 7F). De acordo com Buckley
(2019) e Taiz et al. (2017) 97% da agua absorvida pelas plantas ¢ utilizada para regular a
temperatura da folha por meio da transpiragao.

Sob condic¢des de restricdo de agua, as plantas de feijdo-caupi diminuiram a
condutancia estomatica (Figura 7E). A reducdo da condutancia estoméatica durante o
deficit hidrico ocorre para reduzir a perda de agua pelas plantas (NEMESKERI e
HELYES, 2019). Além disso, isso promoveu uma reducao na fotossintese (Figura 7B) e
transpiragdo (Figura 7D). A reducdo da atividade fotossintética resultou na diminui¢ao da
producdo de sementes e da massa seca observada (Figuras 4A e 6A), uma vez que a
fotossintese ¢ o principal processo fisiologico que impulsiona o crescimento da planta
(SINGH et al., 2014).

No periodo quente, o indice maximo de clorofila foi para plantas expostas a
disponibilidade de &4gua de 54,72% (Figura 7G). Observou-se que valores de
disponibilidade hidrica superiores aos citados anteriormente levaram a uma reducio
significativa neste indice. Tal comportamento pode ter sido causado pelo excesso de agua
no solo, resultando em falta de oxigénio para as raizes, o que acarreta a morte dos tecidos
radiculares, e as plantas podem responder a isso com limitagcdo na sintese de clorofila

(TAIZ etal., 2017). Essa redu¢do no indice de clorofila pode ser responsavel pela reducao
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da fotossintese para a disponibilidade de agua de 100% (Figura 7B), uma vez que a
eficiéncia fotossintética estd ligada ao teor de clorofila das plantas (TAIZ et al., 2017).

No periodo ameno, ndo houve ajuste da regressao para o indice de clorofila total,
sendo representado pela média (Figura 7G). Essa pesquisa possibilitou simular o efeito
do aumento da temperatura e do deficit hidrico, e a partir dos dados obtidos, pode-se
afirmar que independentemente da disponibilidade hidrica, a temperatura ¢ o elemento
climatico que mais restringe a producao do feijao-caupi.

Desta forma, além de conhecer a época ideal para o plantio do feijao-caupi afim de
obter maior rendimento da cultura, sera necessario a ado¢ao de medidas de adaptacao que
contribuam para modificar o microclima nas épocas quentes. Entre estas medidas
destacam-se o uso de cobertura morta, de coquetéis vegetais e de policultivos (Angelotti
et al., 2019). Essas praticas além de reduzir os impactos causados pelas temperaturas
elevadas poderdo contribuir para otimizar o uso da agua. Além disso, ha a necessidade de
estudos com outras cultivares de feijao-caupi, com o objetivo de identificar materiais com

tolerancias temperaturas elevadas.

CONCLUSAO

Independentemente da disponibilidade de agua, a temperatura ¢ o elemento
climatico que mais restringe o desempenho do feijao-caupi. As cultivares Carijo, Itaim e
Tapahium apresentaram menor redug¢do do potencial produtivo no plantio no periodo

quente.
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CAPITULO 5

Expressao diferencial dos genes P5CR (prolina) e aTPS6 (trealose)
em plantas de feijao-caupi sob deficit hidrico e altas temperaturas

RESUMO

Plantas expostas a condi¢des ambientais adversas desenvolvem mecanismos moleculares
de adaptagdo e/ou defesa que contribuem para tolerancia via sistemas de prevengdo e
protecdo contra os danos celulares causados por esses estresses abidticos. Com isso,
objetivou-se avaliar a expressao génica de osmoprotetores (prolina e trealose) em plantas
de feijao-caupi cv. Carijo, sob condi¢des controladas de deficit hidrico e altas
temperaturas. Os ensaios experimentais foram realizados em camaras de crescimento sob
condi¢des controladas, em esquema fatorial de 4x3x2, que corresponde a niveis de
disponibilidade hidrica do solo (25, 50, 75 e 100 %-controle), estddios fenoldgicos
(vegetativa, floragdo e enchimento da vagem) e regimes de temperatura (20-26-33 °C e
24,8-30,8-37,8 °C), respectivamente. A coleta do material vegetal foi realizada em trés
fases fenoldgicas distintas, sendo utilizados tecidos foliares para a extragdo do RNA total
e sintese de DNA complementar (cDNA). Os genes P5CR (prolina) e aTPS6 (trealose)
apresentaram expressdo diferencial sendo induzidos positivamente com aumento da
temperatura (24,8-30,8-37,8 °C) e menor disponibilidade hidrica (25%) na fase vegetativa
do feijao-caupi. Além disso, PSCR também apresentou aumento de expressdo com
disponibilidade hidrica de 50% em temperaturas elevadas. Na fase de enchimento de
vagens, os genes PSCR e aTPS6 apresentaram expressdo diferencial reprimida com
disponibilidade hidrica de 75%, enquanto apenas o gene P5CR foi induzido quando a
disponibilidade hidrica foi reduzida para 25%, em ambiente sob condigdes de estresse
térmico. Mesmo em condig¢des de seca severa (25 e 50%), os genes P5CR e aTPS6 nao
foram induzidos em ambiente com temperatura amena (20-26-33 °C). Genes P5CR e
TPS6 foram induzidos no feijdo-caupi cv. Carijo, em resposta a estresses abidticos
associados (deficit hidrico e altas temperaturas), o que indica a sua participacdo nos
mecanismos de adaptagdo da espécie em condigdes de estresse.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, estresse abioticos, osmoprotetores, RT-qPCR.
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INTRODUCAO

Virios fatores ambientais afetam negativamente as plantas, acarretando alteragdes
morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares, causando impacto no
desenvolvimento, crescimento e produtividade vegetal (TOSCANO, et al., 2016). O
deficit hidrico e temperaturas extremas estao entre as principais restricoes ambientais a
produtividade agricola no mundo. No entanto, as plantas desenvolveram diversos
mecanismos de resposta para se aclimatarem e sobreviverem a condi¢des ambientais
adversas (CARVALHO et al., 2017).

Quando estressadas, as células vegetais sdao estimuladas e sinalizam respostas via
hormdnios vegetais, mensageiros secundarios, transdutores de sinal e reguladores de
transcri¢do, que irdo coordenar o crescimento e desenvolvimento das plantas em meio ao
estresse (DANQUAH et al., 2014). Esses estimulos ativam genes que codificam proteinas
e enzimas diretamente envolvidas no metabolismo do estresse, contribuindo para a
resposta de aclimatag¢do a um dado estimulo (CASARETTO et al., 2016). Em condigdes
de deficit hidrico e altas temperaturas, esses genes podem atuar na prote¢ao da célula por
meio da producdo de importantes proteinas metabolicas, assegurando assim, a
manutencdo do turgor na célula e regulagao de genes alvos (TODAKA et al., 2012).

Essas proteinas t€ém a funcdo de regular a concentracdo de substancias
osmoprotetoras, pequenas moléculas que auxiliam na resposta vegetal a estresses
extremos, atuando no ajuste da pressdo osmotica celular, na detoxificacdo de espécies
reativas de oxigénio, preserva¢do da integridade de membranas e estabilizagdo de
enzimas e proteinas (DAR et al., 2016). Entre os osmoprotetores, encontram-se a prolina,
que pode atuar como molécula sinalizadora e reguladora, capaz de ativar respostas
multiplas que sdo componentes do processo de aclimatacdo, assim como a trealose, capaz
de estabilizar proteinas e membranas bioldgicas, ainda que submetida a variadas
condig¢des de estresse (HASANUZZAMAN et a., 2010).

Com as alteragdes no clima, os estresses abidticos serdo intensificados devido a
frequéncia de eventos extremos, como ondas de calor e periodos de seca prolongados
(IPCC, 2014), havendo assim a necessidade de estratégias de adaptagdo com culturas-
alvo. O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) é considerado uma cultura chave para a
seguranca alimentar, por ser uma espécie rica em proteinas € com importancia
socioecondmica para as regioes semidridas (MELO et al., 2018), apresentando baixo
custo de produgdo, e por ser mais tolerante a seca e ao calor, em comparagdo com outros

cultivos agricolas (CARVALHO et al., 2019).
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Diversos mecanismos adaptativos a seca foram descritos no feijao-caupi,
(GOUFO et al., 2017) e varios genes relacionados ao deficit hidrico foram identificados,
alguns dos quais envolvidos no metabolismo antioxidante (CARVALHO et al., 2017).
Barros et al. (2020), por sua vez, avaliaram como as plantas de feijao-caupi respondem a
estresses combinados (temperatura x deficit hidrico), o que torna essa cultura um modelo
interessante para investigar as bases da adaptacdo aos estresses abidticos, uma vez que,
ocorrem de forma simultanea na natureza.

Essas caracteristicas do feijdo-caupi enfatizam a importancia de estudos
moleculares que visem entender os mecanismos adaptativos de respostas a estresses.
Além disso, compreender a natureza das cascatas de sinalizagdo, bem como genes
especificos diferencialmente expressos em resposta a altas temperatura e deficit hidrico
sera de grande importancia para o desenvolvimento de plantas tolerantes frente as
mudangas climaticas. Com isso, objetivou-se com essa pesquisa, avaliar a expressao
génica diferencial de osmoprotetores (prolina e trealose) em plantas de feijao-caupi cv.

Carij6 sob deficit hidrico e altas temperaturas.

MATERIAL E METODO

Material vegetal e condicdes de crescimento

O experimento foi conduzido em camaras de crescimento, do tipo Fitotron, com
controle de temperatura, umidade e fotoperiodo, em 2019. O delineamento experimental
conduzido com a cultivar Carijo, de grande importancia econdmica para a regiao e
semeadas em vasos com capacidade de 7L, foi em arranjo fatorial de 4x3x2,
correspondendo aos niveis de disponibilidade hidrica do solo, estddios fenologicos e
regimes de temperatura, respectivamente. Os niveis de disponibilidade de dgua no solo
foram 25; 50; 75; e 100%, aplicados nas fases fenoldgicas vegetativa, floragdo e
enchimento das vagens. Os regimes de temperatura foram: T°1: 20-26-33 °C (20°C: no
horario de 20 as 6h; 26 °C: no horario de 6 as 10h e 33 °C: no horario das 10 as 15h; 26°C:
no horério de 15 as 20h); T°2: 24,8-30,8-37,8 °C (24,8 °C: no horario de 20 as 6h; 30,8
°C: no horario de 6 as 10h; 37,8 °C: no horario de 10 as 15h; 30,8 °C: no horario de 15
as 20h), com quatro repeticdes. A umidade relativa foi fixada em um valor de 60% +5%
e a intensidade da luz em 1.500 umol m™ s!. Esses valores de temperatura foram
determinados a partir das temperaturas minimas, média e maxima do Submédio do Vale

do Sdo Francisco, que variam de 18-22, 25-27 e 32-34 °C, respectivamente. O aumento
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de 4,8 °C em cima desses valores, foi baseado no cenario futuro para o aumento de
temperatura registrado pelo Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC, 2013).

O manejo da irrigagdo, foi realizado com auxilio de uma TDR (Reflectometria no
Dominio do Tempo), modelo TDR100 da Campbell. Para este experimento foram
utilizadas sondas de cabo coaxial com trés hastes. Inicialmente foi realizada a calibragao
da TDR para o solo utilizado no experimento, um argissolo vermelho-amarelo eutroéfico,
conforme Batista (2016). A adubagdo foi realizada trés dias antes do plantio, conforme
os resultados das analises quimicas do solo e das indicagdes para a cultura
(CAVALCANTI, 2008). As irrigacdes foram realizadas a cada dois dias a partir dos dados
gerados pela TDR, com a reposi¢do do volume de agua evapotranspirada, mantendo a
disponibilidade de 4gua no solo referente a cada tratamento.

Antes do plantio, todos os vasos foram irrigados até a sua capacidade de retencao
maxima de agua. O manejo da irrigacdo envolvendo os tratamentos experimentais foi
iniciado quinze dias apds o plantio. A disponibilidade de 4gua no solo foi aplicada nas
diferentes fases fenologicas, dividida em trés etapas.

As plantas da primeira etapa receberam o deficit hidrico apenas na fase vegetativa
(apos a abertura da primeira folha composta), encerrando a partir da emissao dos
primeiros botdes florais. Na segunda etapa, as plantas foram submetidas as diferentes
disponibilidades de agua na fase de floragao até o inicio do enchimento das vagens. As
plantas da terceira etapa receberam o deficit hidrico apenas quando iniciou o enchimento
das vagens, encerrando com a colheita. Ao final de cada etapa foram quantificados os
dias que as plantas foram submetidas as diferentes disponibilidades hidricas.

A coleta do material vegetal para extracdo do RNA, foi realizada nas fases

mencionadas acima.

Extracao de RNA

O RNA total foi extraido utilizando o Kit Reliaprep RNA Tissue Miniprep System
(Promega) utilizando aproximadamente 200 mg de tecido foliar, e posteriormente tratado
com DNAse (visando remover contaminacdo genomica). A integridade do RNA foi
verificada em gel de agarose 1 % corado com Brometo de etidio em corrida a 70V, 120
A, por 90 minutos. As amostras foram quantificadas em fluorémetro Qubit (Life

Technologies) e imediatamente armazenadas a - 80 °C.

Sintese de cDNA
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A sintese de cDNA foi realizada utilizando 500 ng de RNA total e empregando-
se 0 GoScrip Reverse Transcription System Kit (Promega), seguindo as recomendagdes
do fabricante. Inicialmente, as amostras de RNA foram adicionadas aos primers Oligo
(dT), incubadas em termobloco a 70 °C por 5 minutos € em gelo por 5 minutos. A reagao
foi adicionada ao mix da reagdo de transcricao reversa (4 uL. do GoScript™ 5X Reaction
Buffer, 2.6 pL do MgClz (4 mM), 1 uL. do PCR Nucleotide Mix (0,5 mM), 1 puL do
Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor, 1 uL. da GoScrip Reverse Transcriptase e
5,4 puL de agua ultrapura) e incubada em termociclador a 25 °C por 5 minutos
(anelamento), 42 °C por 60 minutos (extensdo), 70 “C por 15 minutos (inativacao da RT)

e armazenadas a - 20 °C.

Desenho dos primers

Os genes-alvo foram desenhados utilizando os softwares Primer-BLAST (YE et
al., 2012) e Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2007), seguindo os seguintes critérios:
tamanho do amplicon (70-200 pb), contetido GC (40—60%), tamanho do primer (18-22
bases). Os genes de referéncia foram obtidos na literatura (AMORIM et al., 2018) (Tabela
1).

Tabela 1. Primers para RT-qPCR de genes de referéncia e alvo em tecido foliar de plantas de feijao-
caupi cv. carijo sob estresse abiotico.

Gene Descri¢ao Primer (frente/reverso) Amplicon Referéncia
(numero
de acesso)
Gene Alvo
P5SCR Delta (1)-pyrroline- (F) GCTTTGGCTGATGGAGGAGT 92 pb Este estudo
(XM_0146 Scarboxylate reductase (R) ACCATTGATGCTGCTCCCAA
34245.1)
aTPS Trehalose 6-phosphate (F) AGACTGCACTTGTATGGTGCT 161 pb Este estudo
(XM_0146 synthase (R) CTTGCTCACACCCTGTGGTT
65298.1)
Genes de
Referéncia
BTUB Beta-tubulin (F) CCGTTGTGGAGCCTTACAAT 117 pb Amorim et al.,
(XM_0071 (R) GCTTGAGGGTCCTGAAACAA 2018
47394.1)
UED21D Ubiquitin conjugating (F) AGAAAAGCCCCCAAGTGTTC 161 pb Amorim et al.,
enzyme E2 variant 1D (R) CTGCCATCTCCTTCTTCAGC 2018
UNK Phaseolus vulgaris (F) ATTCCCATCATGCAGCAAAG 192 pb Amorim et al.,
(XM_0071 unknown gene 2018
31494.1)

(R) AGATCCCTCCAGGTCAATCC
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Analise da expressao diferencial por RT-qPCR

As validagdes por RT-qPCR foram realizadas de acordo com as orientagdes do
MIQE (The Minimum Information for Publication of Quantitative RealTime PCR
Experiments) (BUSTIN et al., 2009) visando aumentar a transparéncia e a confiabilidade
dos resultados obtidos. As reacdes foram realizadas em equipamento QuantStudio 5 Real-
Time (ThermoFisher Scientific), utilizando sistema de detec¢do SYBR Green. Em todas
as reagoes foram utilizadas triplicatas bioldgicas e técnicas, além de controles negativos
(NTC) para cada par de primer. Os valores de eficiéncia de amplificacio (E = 10"!/slope),
coeficiente de correlagdo (R), interception (y) e slope foram calculados pelo método da
curva padrio utilizando dilui¢des seriadas (1, 107, 102, 102 e 10%).

O mix de reagdo compreendeu 1 uL. de de cDNA, 5 uL. de Go-Taq SYBR Green
gPCR Master Mix 2x (Promega), 3,4 uL de agua ultrapura e 0,3 uL. de cada primer (5
UM), em um volume final de 10 uL. As reagdes foram submetidas a uma etapa inicial de
desnaturagdo de 95 °C por 2 minutos, seguido por 40 ciclos a 95 °C por 15 s e 60 °C por
60 s, utilizando placas de 96 pogos. As curvas de dissociagdo foram analisadas a 65-95
°C por 20 minutos. Para as andlises de expressado relativa, foram utilizados trés genes de
referéncia para a normalizacdo dos resultados. Os niveis de expressdo génica foram

avaliados no software REST (versdo 2.0.13) (PFAFFL et al., 2002).

RESULTADOS

Dois pares de primers foram desenhados (P5CR e aTPS) em V. unguiculata para
avaliacdo da expressao génica por RT-qPCR em tecidos foliares de plantas de feijao-caupi
(cultivar Carijo) submetidas a estresses abioticos (temperatura x deficit hidrico). A fase
de floragao foi descartada da andlise, pois as amostras do grupo controle (disponibilidade
hidrica de 100%) apresentaram quantificacdo de RNA inferior a 50 ng/uL, ndo sendo
verificadas as duas bandas correspondentes ao RNA ribossomal apos eletroforese em gel
de agarose (Figura 1). Dessa forma, foram utilizadas apenas a fase vegetativa (Fase 1) e

a fase de enchimento das vagens (Fase 3) para sintese de cDNA e rea¢des de RT-qPCR.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose das amostras de RNA total de tecidos foliares

de feijao-caupi, cv. Carijo sob deficit hidrico e altas temperaturas.

Os primers desenhados para genes alvos, bem como para os genes de referéncia

obtidos na literatura, apresentaram eficiéncia variando de 90,74 % a 106,93 % (Tabela 2;

Figura 2), com coeficientes de correlagdo (R?) variando de 0,97 a 0,99 e slope entre -3,16 ¢ -

3,56 (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros obtidos nas reacdes de eficiéncia para os genes alvos e de

referéncia.
Genes  Slope Eficiéncia (%) R?
P5CR -3,566 104,29 0,99
TPS6 -3,566 90,74 0,99
BTUB -3,166 106,92 0,97
UEDIO -3,449 94,96 0,99
UNK -3,37 98,03 0,99
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Figura 2. Curva de eficiéncia dos genes PSCR (A); TPS6 (B); BTUB (C); UEDI10 (D) e
UNK (E) em amostras de cDNA de tecidos foliares de feijdo-caupi, cv. Carijé sob

estresses abioticos.

Além disso, as curvas de amplificagdo se mostraram consistentes nos pontos de

dilui¢do e réplicas técnicas utilizadas (Figura 3).



133

Amplification Plot Amplification Plot

b1

T ’// :/,'f/ ,/f 7

A==}
A PN 1 =7
] e fﬂyl ) ",'\‘Y\'."’f- \I‘|‘(J .‘Ir/ /

5 1 15 p 5 0 % i0
Cycle Cycle
PR

® FicR
Amplification Plot

C Amplification Plot
100l : m.o: :

k]

Cycle
@ UED10

Amplification Plot

Figura 3. Curva de amplificagcdo dos genes P5CR (A); TPS6 (B); BTUB (C); UED10 (D)
e UNK (E) em amostras de cDNA de tecidos foliares de feijado-caupi, cv. Carijé sob

estresses abioticos.
Nas curvas de melting foram obtidos picos Unicos para todos os genes avaliados,

confirmando a especificidade dos primers (Figuras 4).
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Figura 4. Curva de Melting dos genes P5CR (A); TPS6 (B); BTUB (C); UEDI10 (D) e
UNK (E) em amostras de cDNA de tecidos foliares de feijdo-caupi, cv. Carijoé sob
estresses abioticos.

Foi observado que na temperatura mais baixa (20-26-33 °C) ndo houve expressao
dos genes alvos, mesmo em condi¢des de baixa disponibilidade hidrica (25 e 50%), em
ambas as fases fenologicas (Tabela 3). J& nas plantas expostas a0 aumento de temperatura
(24,8-30,8-37,8 °C) e menor disponibilidade hidrica (25%), os genes P5SCR e aTPS6
foram induzidos 2,913 e 3,258 vezes, respectivamente, quando comparados ao controle
(100%), na fase vegetativa (Fase I). Para a lamina de 50%, apenas o gene P5CR foi
diferencialmente expresso, apresentando inducdo de 1,722 vezes em relagdo ao controle,

na mesma fase fenologica (Tabela 3).
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Tabela 3. Expressao relativa na fase vegetativa via RT-qPCR do P5CR e aTPS6 em cDNAs de
plantas de feijdo-caupi cv. Carijo sob estresse abidtico.

F1C1 25% x F1C1 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 1.200 (NS) 0.628 —2.344 0.413 —3.554 0.402

aTPS6 0.847 (NS) 0.348 — 1.883 0.239 —4.685 0.559
F1C1 50% x F1C1 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 1.088 (NS) 0.557 —2.343 0.258 —2.942 0.714

aTPS6 1.029(NS) 0.423 —2.317 0.220 - 5.057 0.939
F1C1 75% x F1C1 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 0.793 (NS) 0.427 —1.635 0.249 —2.401 0.320

aTPS6 0.668 (NS) 0,204 —2.396 0.092 —7.249 0.344
F1C2 25% x F1C2 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 2913 (UR) 1.743 — 4.825 1.324-6.737 0.000

aTPS6 3.258 (UR) 1.302 — 6.661 0.685 —10.501 0.002
F1C2 50% x F1C2 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 1.722(UR) 1.029 —2.952 0.610 —4.444 0.012

aTPS6 1.382 (NS) 0.558 —3.813 0.326 — 8.325 0.328
F1C2 75% x F1C2 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 0.865 (NS) 0.467 — 1.580 0.312 -2.425 0.462

aTPS6 1.329 (NS) 0.832 -2.383 0.345-3.229 0.185

F1=Fase vegetativa; C1= Camara 1 (20-26-33 °C); C2= Camara 2 (24,8-30,8-37,8 °C); NS=ndo significativo;
UR= up-regulated (induzido); SE= erro padrao; CI= intervalo de confianca.

Na fase de enchimento das vagens (Fase 3), os genes alvo ndo apresentaram

diferencas de expressdo significativas entre os grupos avaliados em temperaturas mais

baixas (20-26-33 °C), mesmo sob deficit hidrico extremo.
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plantas de feijdo-caupi cv. Carijo sob estresse abidtico.
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F3C1 25% x F3C1 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 1.301 (NS) 0.836 —1.938 0.726 —2.369 0.052

aTPS6 1.227 (NS) 0.654 —2.390 0.406 —4.173 0.368
F3C150% x F3C1 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 0.827 (NS) 0.593 - 1.071 0.485-1.178 0.054

aTPS6 1.529 (NS) 0.917-3.116 0.617 —4.477 0.064
F3C1 75% x F3C1 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 0.837 (NS) 0.569 — 1.140 0.489 — 1.654 0.163

aTPS6 1.019 (NS) 0.519-2.083 0.372 -3.244 0.931
F3C2 25% x F3C2 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 1.267 (UR) 0,952 - 1,672 0.751 - 1.953 0.031

aTPS6 1.110 (NS) 0.632 -2.417 0.234-2910 0.679
F3C250% x F3C2 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 0.939 (NS) 0.608 — 1.376 0.496 — 1.624 0.647

aTPS6 0.606 (NS) 0.245-1.638 0.203 — 1.963 0.058
F3C2 75% x F3C2 100%

Gene Expressao relativa SE 95% CI P(H1)

P5CR 0.812 (DR) 0.660 — 0.977 0.518 - 1.115 0.004

aTPS6 0.330 (DR) 0.169 — 0.681 0.075-0.825 0.000

F3= Fase de enchimento da vagem; C1= Camara 1 (20-26-33 °C); C2= Camara 2 (24,8-30,8-37,8 °C); NS=
ndo significativo, UR= up-regulated (induzido); DR = down-regulated (reprimido); SE= erro padrdo; CI=

intervalo de confianca.

Por outro lado, com o aumento de 4,8 °C na temperatura, o gene P5CR foi induzido

1,267 vezes quando comparado aos seus controles em disponibilidade hidrica de 25%

(Tabela 4). Além disso, os genes P5CR e TPS6 foram reprimidos 0,812 e 0,330 vezes,
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respectivamente, em condi¢des de estresse hidrico moderado (75%), sugerindo que as
atividades fisioldgicas e enzimdticas podem ter sido suficientes para proteger as plantas

contra os estresses aplicados.

DISCUSSAO

Quando o feijao-caupi esta sob estresse hidrico e/ou aumento de temperatura, os
estomatos se fecham rapidamente e a transpiragao das folhas ¢ reduzida, ocasionando o
aumento da temperatura foliar, como observado por Barros et al. (2021). Como resposta,
as plantas acionam mecanismos de defesa, que estdo correlacionadas a tolerancia ao
deficit hidrico e a alta temperatura no feijdo-caupi (BARROS et al., 2020; BARROS et
al., 2021). Além de respostas fisiologicas e bioquimicas, as plantas também geram
respostas a niveis moleculares, através da expressao de genes.

O gene P5CS (pirrolina-5-carboxilato redutase), ¢ induzido especialmente em
condi¢des de deficit hidrico (SADHUKHAN et al., 2014), e esta envolvido na sintese da
prolina, um osmoprotetor que permite que as células vegetais desidratadas tolerem a
desidratacdo mantendo o turgor. Essa enzima também protege as plantas contra espécies
reativas ao oxigénio (EROs) e mantém a homeostase, a partir do ajuste da pressdo
osmotica celular (DAR et al., 2016). O aumento de EROs, também induz a sintese da
prolina, podendo modular a expressdo do gene P5CS para gerar uma resposta fisiologica
(BEN REJEB et al., 2015).

Os genes da sintese da prolina sdo regulados por diversos estresses para permitir
o acumulo de prolina, contribuindo para resposta de aclimatacdo a um dado estimulo
(CASARETTO et al., 2016). Zegaoui et al. (2017), observaram que P5CS foi altamente
induzido em resposta ao estresse hidrico em plantas de feijao-caupi, assim como
observado neste estudo (Tabela 3 e 4). Carvalho et al. (2019) também verificaram o
aumento no acimulo de prolina em plantas de feijao-caupi submetidas ao estresse hidrico,
e que esse acumulo variou entre as cultivares analisadas, o que sugere diferengas
genotipo-especificas, uma vez que um maior acimulo de prolina foi correlacionado com
plantas tolerantes ao estresse (TOSCANO et al., 2016).

Além disso, vale ressaltar que a prolina pode atuar ndo apenas em resposta ao
estresse, mas também como fonte de energia, pois sua oxidagdo produz 30 ATPs
(KISHOR e SREENIVASULU, 2014). Essa atua¢do que pode explicar a expressdo do
P5CS na fase 3 (Tabela 4), uma vez que nessa fase a demanda de 4gua ¢ menor na espécie

(MURGA-ORRILLO et al., 2016).



138

Neste estudo, além da expressao do gene P5CR, ocorreu também a expressao do
aTPS6 nas plantas de feijdo-caupi cultivadas em ambiente com alta temperatura e
diferentes disponibilidades hidricas. Esse gene esta ligado a sintese da trealose, um dos
principais osmoprotetores compativeis acumulados durante o estresse (MAHAJAN e
TUTEJA, 2005). A trealose ¢ ficiente sob condi¢des de deficit hidrico, pois estabiliza as
proteinas e estruturas celulares e/ou mantem a turgescéncia das células por meio de um
equilibrio da pressao osmdtica, sem comprometer processos celulares (ALI e ASHRAF,
2011). Além disso, foi observado que a trealose proporciona tolerancia contra o estresse
hidrico através do aumento da estabilidade da membrana celular em Arabidopsis
(STOLKER, 2010). E importante mencionar que a trealose estd presente em nodulos
radiculares de leguminosas, € que essa concentragdo se correlaciona com a tolerancia da
planta a seca (KHATER et al., 2018).

Ibrahim e Abdellatif (2016) afirmaram que o tratamento com trealose (10 mM)
induziu tolerancia ao estresse hidrico em plantas de trigo por meio do aumento do aguicar
soluvel total, prolina e aminoacidos livres. Em feijao-caupi, Khater et al. (2018) relataram
que o acumulo de trealose contribuiu para a melhoria dos parametros de crescimento e
proporcionou aumento nos pigmentos fotossintéticos em tecidos foliares frescos de
plantas de feijdo-caupi sob condic¢des de seca.

Barros et al. (2021) observaram que o aumento 4,8 °C na temperatura do ar ndo
reduziu a atividade fotossintética, transpiragdo e abertura estomdatica em plantas de feijao-
caupi cv. Carijé quando comparado as plantas mantidas em temperatura de 20-26-33 °C.
Observou-se também que o incremento da temperatura ocasionou maiores atividades da
SOD. O aumento na atividade enzimatica da CAT, APX e SOD, também foi observado
para essa mesma cultivar, quando exposta a alta temperatura e diferentes disponibilidades
hidricas (BARROS et al., 2020).

Os resultados mencionados anteriormente podem estar relacionados com a
expressao de PSCR e TPS6 em feijao-caupi sob estresse hidrico e térmico, uma vez que
a prolina esta relacionada ao ajuste osmotico, mantendo as atividades fisiologicas das
plantas, podendo também atuar como molécula sinalizadora e reguladora, capaz de ativar
respostas multiplas que sdo componentes do processo de aclimatagao (MAGGIO et al.,
2002), além de modular a funcao mitocondrial e influenciar a proliferacdo celular ao
ativar genes especificos essenciais para planta se recuperar do estresse (SZABADOS e

SAVOURE, 2009).
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A trealose protege indiretamente a enzima superoxido dismutase (SOD) e/ou
elimina diretamente as EROs em plantas (LUO et al., 2008), podendo explicar o aumento
dessa enzima nas plantas sob estresses abidticos (BARROS et al., 2020; ALDESUQUY
e GHANEM, 2015). Em plantas de trigo, a trealose neutralizou os efeitos negativos do
estresse hidrico, atuando como eliminador direto e indireto de EROs (STOLKER, 2010).
Fernandez et al., (2010) propuseram que a trealose pode ser uma molécula sinalizadora
de estresses abioticos que induz as plantas a acelerar sua taxa de producdo de EROs,
enviando um sinal para ativar antioxidantes enzimaticos para sua eliminagao, a fim de
neutralizar o estresse oxidativo associado ao estresse.

A resposta das plantas a estresses abioticos ¢ de grande interesse para a pesquisa,
e a procura por genotipos com melhor desempenho em ambientes adversos vem sendo
foco de diversos estudos (MONTEIRO et al. 2014, BARROS et al., 2021). Quando
cultivadas sob estresse, as plantas sdo afetadas por danos metabolicos e fisioldgicos que
prejudicam seu crescimento ¢ desenvolvimento. Dessa forma, estudos que visem um
melhor entendimento dos mecanismos de adaptagdo das plantas a ambientes
desfavoraveis de cultivo sdo necessarios, especialmente com as mudangas climaticas

constantes, que sdo cada vez mais comuns (FARIDUDDIN et al. 2013).

CONCLUSAO

Genes P5CR e TPS6, pertencentes a diferentes classes de osmoprotetores, foram
induzidos no feijdo-caupi cv. Carijé em resposta ao aumento de temperatura e deficit
hidrico, o que indica a sua participacdo nos mecanismos de protecao e/ou adaptagdo da

espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

O aumento da temperatura do ar e o deficit hidrico afetou negativamente as plantas
de feijdo-caupi, causando danos a produgdo, uma vez que, ocasionou alteracdes nos
parametros fisioldgicos, bioquimicos e moleculares das plantas. O impacto desses
estresses ¢ uma preocupagao crescente devido os cenarios de mudangas climaticas o que
gera preocupacao quanto a seguranga alimentar. O feijao-caupi vem tomando destaque
em comparagdo a outras culturas, sendo considerada uma cultura chave para seguranca
alimentar. Desta forma, a busca por genoétipos tolerantes se torna crucial para enfrentar
os desafios futuros. A selecao de cultivares superiores de feijao-caupi, combinando alto
potencial produtivo, boa adaptabilidade e estabilidade, em diferentes condig¢des
ambientais, terd um enorme impacto positivo para as populagdes de regides semidridas,
onde parte da populagdo ndo tem recursos financeiros para aquisi¢ao de alimentos.

O programa de melhoramento genético de feijao-caupi da Embrapa Semiarido tem
lancado cultivares adaptadas as condi¢cdes ambientais do semiarido, e os resultados
encontrados nesta pesquisa dardo suporte para a recomendagdo de mais uma nova
cultivar, associado a alta producdo em condi¢des de alta temperatura, a cv. Itaim.

Diferentes mecanismos de defesa tém sido usados como respostas das plantas aos
estresses abioticos e os resultados aqui encontrados, irdo contribuir a melhorar e redefinir
estratégias para o manejo da cultura do feijao-caupi, de modo a ndo comprometer a
sustentabilidade do sistema produtivo. A pesquisa aqui realizada mostra medidas de
adaptacdo como a indicagdo de genétipos mais adaptadas aos cenarios de mudancas
climaticas, épocas de plantio mais adequadas a cultura, fase fenoldgica mais tolerante ao
deficit hidrico e o manejo de irrigacdo com a indicacdo do consumo minimo e eficiente
de agua para a producdo de feijdo-caupi, visando contribuir principalmente com os
pequenos produtores.

Compreender os mecanismos bioquimicos, fisiologicos e a base genética da
tolerancia do feijdo-caupi ao aumento de temperatura e deficit hidrico ¢ a base para o
desenvolvimento de gendtipos tolerantes a esses estresses, contribuindo assim com a
seguranca alimentar. Os resultados aqui encontrados poderao ser utilizados em trabalhos
futuros, em campo, buscando sempre melhorar a qualidade e o rendimento dos graos de

feijdo-caupi.
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Anexo 1. Optimal temperature for germination and seedling development in cowpea
seeds.

Anexo 2. Initial growth of cowpea cultivars with an increase of 4.8 © C in air temperature.
Anexo 3. Maternal environment on seed germination and viability in cowpea.
Anexo 4. Selection of cowpea cultivars for high temperature tolerance: physiological,
biochemical and yield aspects.

Anexo 5. Water restriction in different phenological stages and increased temperature
affects cowpea production.

Anexo 6 (comprovante). Production and biochemical responses of cowpea under
thermal and water stress. *Artigo aceito pela Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias
Temperature: determining element for cowpea growing season. * Artigo aceito pela
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ABSTRACT

Temperature is one of the climatic elements that affect germination and seedling development. Thus, the
objective of this study was to evaluate germination and seedling development in cowpea cultivars under in-
creasing temperatures. Seeds from the cultivars Acaua, Carij6, Guariba, Gurguéia, Itaim, Jurud, Pajed, Potengi,
Pujante, Rouxinol, Tapahium, and Tumucumaque were kept in a germination chamber at temperatures of 20,
25, 30, 35 and 40°C, with a photoperiod of 12 h. Cowpea seeds have optimal germination performance and
seedling development at temperatures in the range of 30.49 - 35.48°C. The cultivars presented a germination
percentage above 91% under 40°C; however, the seedlings were abnormal. The temperature 20°C provided
germination above 96% but required a longer period to germinate. The temperature range between 30 - 35°C
favored the germination speed index, an average time, and seed germination speed, with optimum tempera-
tures varying between the cultivars. The highest normal seedling rate was observed at temperatures between
25 and 35°C.

Additional keywords: germination; seedling development; thermal stress; Vigna unguiculata.
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RESUMEN

La temperatura es uno de los elementos climéticos que afectan la mayorfa del proceso de germinacién y el desarrollo
de las plantulas. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la germinacién y el desarrollo de plantulas de
los cultivares de frijol caupi a temperatura creciente. Para este propésito, las semillas de los cultivares Acaua, Carijo,
Guariba, Gurguéia, Itaim, Jurud, Pajet, Potengi, Pujante, Nightingale, Tapahium y Tumucumaque se mantuvieron
en la cdmara de germinacién a temperaturas de 20, 25, 30, 35 y 40°C, con fotoperiodo de 12 horas. Las semillas de
frijol caupi tienen un rendimiento éptimo de germinacién y desarrollo de plantulas a temperaturas en el rango de
30.49 - 35.48°C. Los cultivares presentaron un porcentaje de germinacioén superior al 91% por debajo de 40°C, sin
embargo, no se observé formacién de plantulas normales. La temperatura de 20°C proporcioné una germinacién
superior al 96%, pero con un perfodo mds largo para germinar. El rango de temperatura entre 30 y 35°C favorecié el
indice de velocidad de germinacién, el tiempo promedio y la velocidad de germinacién de la semilla, con temperatu-
ras 6ptimas que varfan entre los cultivares. La tasa mds alta de plantulas normales se observé a temperaturas entre

25y 35°C.

Palabras clave adicionales: germinacion; desarrollo de plantulas; estrés térmico; Vigna unguiculata.
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The cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) is a le-
gume of great importance, not only in Brazil but also
in other countries, especially on the African conti-
nent. In recent years, this crop has advanced in the
domestic and international context, with increased
production and market expansion (Vale et al., 2017).
According to data from the Brazilian National Supply
Company - CONAB (2019), in the 2018/2019 crop
year, cowpea occupied an area of 1,327.5 thousand
hectares in Brazil, with an estimated production of
651.8 thousand tons.

However, its yield is still considered low in Brazil.
This low yield is associated with inadequate crop
management and climatic conditions (Saboya er al.,
2013). Temperature, for example, is one of the more
influential climatic elements in crops because it can
directly affect plant growth, yield, and seed germina-
tion and can also reduce seedling growth (Martinez
et al., 2015).

Studies conducted by the Intergovernmental Panel on
Climate Change (IPCC, 2013) showed that the aver-
age atmosphere temperature increased around 0.85°C
from 1880 to 2012. Additionally, climate change
scenarios also point to an increase in average tem-
perature for the planet from 2.6 (most optimistic sce-
nario) to 4.8°C (most pessimistic scenario) by 2100.
Experts say that this increase will not be uniform,
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INTRODUCTION

with inter-annual and regional variations, and will
lead to extreme climatic events, such as droughts and
heavy rainfall (IPCC, 2013). According to Vale et al.
(2017), cowpea development occurs in a wide tem-
perature range, between 18 and 37°C. However, the
Brazilian Legislation indicates a seed analysis temper-
ature of 25°C as optimal for seed germination (Brazil,
2009). Thus, the predicted increase in temperature
may cause problems for seed germination.

Djanaguiraman ez al. (2018) reported that plants will
not only be exposed to higher average temperatures
but also to more frequent short episodes of high tem-
peratures. According to the authors, arid and semi-
arid regions are more vulnerable to climate change
and extreme temperature events. Thus, vigorous seed
germination and uniform seedling establishment are
highly desirable, especially in these regions (Parmoon
etal.,2015).

The early phase of plant life is one of the more im-
portant since plant establishment will depend on the
ability of seeds and seedlings to overcome adverse
environmental conditions (Melo Junior et al., 2018).
Each species has a minimum, maximum, and opti-
mal temperature for germination, and these cardinal
temperatures indicate the limit in which germina-
tion of a particular species can occur (Mesgaran ez al.,
2017; Felix et al., 2018). The optimal temperature for
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maximum seed germination tends to differ among
crops, and seed tolerance to high temperatures must
be identified (Motsa et al., 2015). The selection of
plants that are tolerant to temperature increases is
of great importance, especially during the germina-
tion process, in order to facilitate the establishment
of seedlings and uniformity in crops. Thus, the objec-
tive of this study was to evaluate the germination
and seedling development of cowpea cultivars under
increasing temperatures.

MATERIALS AND METHODS

This experiment was carried from April to May of
2018. Germination tests were performed in BOD
(Biochemical Oxigen Demand) chambers, manufac-
tured by Eletrolab Equipamentos para Laboratério,
located in Brazil, equipped with white-fluorescent
lamps, Philips 20 W. This experiment was carried out
in a completely randomized design, with four repli-
cates of 50 seeds, in a 12x5 factorial scheme, with
twelve cowpea cultivars (Acaud, Carij6, Guariba,
Gurguéia, Itaim, Jurud, Pajed, Potengi, Pujante, Roux-
inol, Tapahium, and Tumucumaque), which were
stored in air-conditioning, which reduced changes
in seed quality, such as dormancy, moisture content
and germination percentage (Brazil, 2009), and five
temperatures (20, 25, 30, 35, and 40°C), with a light
regimen of 12/12 h (dark/light).

Initially, superficial disinfection of the seeds was done
using a fungicide with the Alkylenobis (dithiocarba-
mate) chemical group at a ratio of 4 g (fungicide) to
1000 g of seeds. The seeds were arranged on a paper
roll moistened with distilled water, at a ratio 2.5
times the dry paper weight. Germinated seeds were
counted daily for a period of 12 d, with the root pro-
trusion equal to or greater than 2 mm as a parameter.
After this period, normal and abnormal seedlings
were counted, according to the rules for seed analysis
(Brazil, 2009).

Germination percentage and kinetics indexes were
estimated. The following parameters were evaluated:
germination percentage (G), germination speed (VG),
germination speed index (GSI) and average germina-
tion time (AGT) using equations 1 to 4, respectively.
For review and instructions on how to apply and cal-
culate these indexes, see Santana and Ranal (2000);
Santana and Ranal (2004) and Ranal et al. (2009).
The germination percentage (G) was obtained with
the daily counting of germinated seeds (Eq. 1). The

average germination time (AGT) referred to the sum
of the number of germinated seeds multiplied by the
incubation time in days and divided by the sum of
germinated seeds per day (Eq. 2). The germination
speed (GS) was calculated with the inverse of the av-
erage germination time with daily counting (Eq. 3).
The germination speed index (GSI) was calculated
from the sum of the number of germinated seeds per
day divided by the respective number of days elapsed
from sowing, corresponding to the number of germi-
nated seeds over time, expressed in seed / day (Eq. 4).

k "
G = Z=1 4 100 (1)
A
TMG = Yk niti )
- Zf‘=1ni
_ Zg‘ni
VMG = i ®)
.
VG = Y, 4)

where K was the last day of observation, A was to-
tal number of seeds placed to germinate, #n/ was non-
accumulated number of germinated seeds, 1 was
number of days, and Ni was accumulated number of
germinated seeds.

Normal seedlings had the potential to continue
development and generate normal plants, with de-
veloped shoot and root system, while abnormal seed-
lings had essential structures that were damaged or
absent (shoot and root system), according to the Bra-
zilian Legislation for seed analysis (Brazil, 2009).

The data were submitted to variance analysis (ANO-
VA), and the means were compared with Scott
Knott“s test at 5% of significance using Sisvar v. 5.6
(Ferreira, 2011). The averages obtained for germina-
tion and germination speed index were compared
with regression analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

For all evaluated parameters: germination percent-
age (G%) germination speed index (GSI), average
germination time (AGT), average germination speed
(AGS), normal (NS) and abnormal (AS) seedlings, the
variance analysis presented significant F values for
cultivar and temperature and for the interaction cul-
tivar X temperature (Tab. 1).
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Table 1. Summary of variance analysis with mean square for germination percentage (G), germination speed index (GSI), aver-
age germination time (AGT), average germination speed (AGS), and percentage values of normal (NS) and abnormal
(AS) seedlings of different cowpea (Vigna unguiculate) cultivars, submitted to temperature increases.

. Mean square
Variation source

DF G% GSI AGT AGS NS AS
Temperature (T) 4 76.93** 5013.06** 9.26** 1.71%* 39581.67** | 36690.60**
Cultivar (C) " 12.34%* 122.65** 0.32%* 0.05** 2602.84** 2537.27**
TxC 44 5.55%* 50.314** 0.12%* 0.02** 3199.53** 3210.55**
Residue 180 2.53 5.64 0.014 0.0023 90.83 97.18
CV% 1.61 1.2 6.84 1.1 19.3 19.96
DF = degree of freedom; CV = coefficient of variation; ns = not significant, ** significant at 1% of probability according to Scott-Knott s test.
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105 N 105
§=-0.03x* + 1.68x + 78.97 y=-0.02¢ + 1.1x + 85.3
R2=0.88*" R?=0.88"
B T IR S L2
2 1002 ... [ L f 2 00§ AT ® {
S %5 5 %
£ £
] ]
90 90
85 ! . ! : 85 4 . . . :
20 25 30 35 40 20 25 30 35 40
c Gurguéia D Pujante
105 NP 105 )
y=-0.04x* + 2.65x + 63.51 y=-0.022¢ + 1.19x + 84.27
R2=0.81** R2=0.85"
i 1; — 3 g 10§ ‘} ............................... s
g o oy {
€ E
S ]
90 90
85 85
20 25 30 35 40 20 25 30 35 40
Temperature (C°)
Rouxinol
105 = -0.03¢ + 1.70x + 77.58
R2=087*"
e 100G L .
S %5
E
]
90
85 + : . : :
20 25 30 35 40
Temperature (C°)
Figure 1. Percentage of seed germination of different cowpea (Vigna unguiculate L.) cultivars submitted to temperature in-
creases. Significant regression coefficients with P<0.01 (**) and P<0.05 (*).
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The increase in temperature did not affect the ger-
mination of cowpea seeds, and the twelve cultivars
presented germination percentages above 91% for all
temperatures. A significant difference was observed
only between the cultivars Acaua, Carijé, Gurguéia,
Pujante and Rouxinol at 40°C, where the lowest ger-
mination rate was observed in the seeds of the culti-
vars Acaud and Gurguéia, with a germination of 93
and 91%, respectively (Fig. 1).

In the present study, according to the average data
in the regression analysis, the higher germination
rates occurred in a temperature ranging from 25.55
to 27.50°C, where the germination percentage was
between 99.75 to 100% for the cultivars Acaua,
Carijé, Gurguéia, Pujante and Rouxinol (Fig. 1). Al-
though the temperature 20°C provided germination
percentages above 96%, the seeds took longer to ger-
minate, which meant a lower GSI, lower AGS and
higher AGT. The seed germination percentages of
Guariba, Itaim, Jurud, Pajed, Potengi, Tapahium, and
Tumucumaque cultivars were not influenced by the
temperature increases.

Temperatures below the optimum result in a delay of
seed germination because of reduced respiration-re-
lated enzyme activity and cellular metabolism (Taiz
et al., 2017). Each species has a minimum tempera-
ture and a limit temperature, below and above which
germination does not occur (Motsa et al., 2015). In
addition, increasing temperature may reduce the
percentage of seed germination by causing thermal
stress, leading to inhibition of germination, and may
also cause thermal dormancy, affecting seed viability
(Bewley et al., 2013). This climatic element regulates
enzymatic activities by promoting or inhibiting the
synthesis of hormones, such as abscisic acid and eth-
ylene, which affect seed germination (Gao-Takai et
al., 2019). This occurs because elevated temperatures
increase levels of abscisic acid and inhibit genes re-
sponsible for the synthesis of gibberellin, an essential
hormone for activating the germinative process (Mi-
ransari et al., 2014). In addition, a high temperature
can inhibit the synthesis of ethylene, another hor-
mone responsible for seed germination.

Table 2 shows that the average data of the regres-
sion analysis indicated that the temperature range
between 30-35°C favored the germination speed in-
dex, with optimum temperatures varying according
to the cultivar. The highest average GSI was observed
in seeds of cultivar Carij6, with a value of 48.61 at the
optimal temperature of 30.40°C (Tab. 2).

Table 2. Means of regression analysis of the optimum tem-
perature for the germination speed index of differ-
ent cowpea (Vigna unguiculate L.) cultivars (GSI).

Cultivars Optimum temperature (°C) GSI

Acaua 31.37 36.37

Carijé 30.49 48.61

Guariba 30.73 46.01

Gurguéia 30.54 46.07

[taim 35.48 36.09

Jurud 30.56 46.52

Pajed 31.64 39.66

Potengi 31.61 39.53

Pujante 31.75 36.40

Rouxinol 30.96 40.93

Tapahium 31.80 38.13

Tumucumagque 30.51 47.82

The cultivar Itaim had a temperature of 35.48 as the
best for the GSI. This same temperature range favored
AGT since the higher the germination speed index,
the shorter the time for seed germination (Tab. 3).

During the germination process, temperature inter-
feres with the water soak time and chemical reac-
tions, thereby changing the germination speed. For
common beans, the optimal temperature for GSI was
25-30°C (Zabot et al., 2008). Other genera of Fabaceae
plants, such as fava beans and peas, present tempera-
tures of 28.5 and 28.1°C as optimal for seed germi-
nation (Tribouillois et al., 2016). Common beans and
these other legumes may be more sensitive to a tem-
perature increase than cowpea because the present
study had optimal seed performance at temperatures
from 30.49 to 35.48°C (Tab. 2).

The Brazilian Northeast had a total annual cowpea
production of 417.9 thousand tons in the 2018/2019
crop year (CONAB, 2019), higher than in other pro-
ducing regions. In the Brazilian semiarid region, it
is the main subsistence crop, planted practically
throughout the year, either in a monoculture or in-
tercrop system and in dry or irrigated areas (Vale et
al., 2017). This region is has average temperatures of
26-28°C. Thus, a scenario of a 4.8°C temperature in-
crease, as predicted by the IPCC, will not affect the
germination and establishment of cowpea seedlings.
In addition, the results of this research update the op-
timal temperature used by the Seed Analysis Rules
(SAR), 25°C (Brazil, 2009).
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At sub and supra optimum temperatures of 20 and
40°C, the seeds took longer to germinate, with a re-
duction in AGS (Tab. 3). This reduction indicated a
physiological decline of the seed, which can occur
either by reducing or stalling seed metabolism at
suboptimal temperatures, or protein denaturation,
causing a loss of enzymatic activity at elevated tem-
peratures (Orzari et al., 2013).

The germination speed is a good index to evaluate
the occupation of a species in a given environment,
because rapid germination is characteristic of spe-
cies whose strategy is to settle in the environment
as quickly as possible, taking advantage of favorable
environmental conditions (Melo Junior et al., 2018).
Thus, through the germination speed index, the opti-
mal temperature for cowpea germination is between
30.49-35.48°C, varying according to the cultivar (Tab.
3). Orzari et al. (2013) confirmed that the optimal
temperature is that in which the highest germination
percentage was obtained within the shortest time.
Temperature interferes with water soaking time and
chemical reactions, changing the speed of germina-
tion (Gordin et al., 2012). This speed may be related
to the physiological quality of the seeds, because the
greater the vigor, the greater the speed and the germi-
nation rate (Pddua et al., 2010).

Even under thermal stress of 40°C, all cultivars reached
germination percentage from 91 to 100%. However,
this was not a good result, since under this condition
there was no formation of normal seedlings in the
evaluated cultivars (Fig. 2). Thus, environments with
temperatures that are not optimal for each species can
delay seedling emergence and reduce the stand due to
the formation of small seedlings, confirming that en-
vironmental conditions are decisive in the process of
crop establishment (Santos and Zonetti, 2009).

Regarding the percentage of normal and abnormal
seedlings, the cultivars also responded differently to
different temperatures. Temperatures between 25
and 35°C favored the formation of normal seedlings.
This feature reinforces the adaptive capacity of the
early development of cowpea under conditions of
temperature increase. Other crops such as watermel-
on, for example, have the optimal temperature for
seedling development at an average temperature of
25°C (Silvaer al., 2018). The well-developed seedlings
express the vigor of the seeds that gave rise to them,
indicating that they can emerge faster and more
uniformly, and establish themselves in adverse field
conditions, thus allowing the expected stand to be
obtained (Silva et al., 2017).
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‘ Table 3. Average germination time and average germination speed of different cowpea (Vigna unguiculate L) cultivars submitted to temperature increases.
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Figure 2. Percentage of normal seedlings (NS) and abnormal seedlings (AS) of cowpea (Vigna unguiculate L.) cultivars submit-
ted to increased temperatures. * Lower case letters for temperatures and upper case for cultivars.
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Seed germination is a critical phase for seedling es-
tablishment in the culture medium, as they do not
have the ability to withstand adverse environmental
conditions, such as high temperatures. In the case of
cowpea, the cultivars Acaua, Carijé, Guariba, Gur-
guéia, Itaim, Jurud, Pajed, Potengi, Pujante, Rouxinol,
Tapahium and Tumucumaque presented a satisfac-
tory performance for the establishment of the plants,
being necessary studies regarding the effect of tem-
perature increase in the other phenological stages of
the plant.

CONCLUSION

The increase in air temperature between 30-35°C
have a positive impact on germination process of
cowpea, showing higher percentage of germination
within the shortest time and favored the formation
of normal seedlings.
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ABSTRACT

Vigorous germination and uniform seedling establishment are determinant and dependent
on the performance of cultivars in the face of rising air temperatures. Thus, the objective
was to evaluate the initial development of different cultivars of cowpea against the
increase of 4.8 © C in the daily temperature regime. The experiment was carried out in
growth chambers, in a 5x2 factorial scheme (cultivars x temperature regimes). It was
evaluated: germination percentage, germination speed index, average germination time,
average germination speed, average germination speed, the initial seedling length and the
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initial seedling dry weight. The increase of 4.8 °© C in the temperature did not affect the
germination percentage of the seeds, being above 90%. The germination speed index and
the average germination speed were higher at temperatures of 24.8-30.8-37.8 © C. For the
germination percentage, the cultivars Pujante, Rouxinol and Tapahium presented the
highest indexes, above 90%. The germination speed index and the average germination
speed were higher for cv. For Rouxinol, consequently, the average germination time was
shorter. The initial seedling length did not differ between cultivars, with an average value
of 17.73 cm. The cv. Pujante differed among the other cultivars in terms of seedling dry
mass. The initial growth and dry mass of seedlings were higher in the environment with
a temperature of 24.8-30.8-37.8 © C The 4.8 ° C increase in air temperature does not affect
the initial phase of cowpea. The germinative parameters of this legume vary according to
the cultivars.

Keywords: vigna unguiculata; heat stress; climate changes; cultivars

RESUMO

A germinacdo vigorosa e o estabelecimento uniforme de plantulas sdo processos
determinantes e dependentes do desempenho das cultivares frente ao aumento da
temperatura do ar. Assim, objetivou-se avaliar desenvolvimento inicial de plantulas de
diferentes cultivares de feijdo-caupi frente ao aumento de 4.8 ° C no regime diario de
temperatura. O experimento foi conduzido em camaras de crescimento, em esquema
fatorial 5x2 (cultivares x regimes de temperatura). Avaliou-se: porcentagem de
germinagdo, indice de velocidade de germinacdo, tempo médio de germinagdo,
velocidade média de germinagdo, comprimento de plantula e peso seco de plantila. O
aumento de 4,8 °C na temperatura nao afetou a porcentagem de germinagao das sementes,
ficando acima de 90%. O indice de velocidade de germinagdo e a velocidade média de
germinagdo foram maiores nas temperaturas de 24,8-30,8-37,8 °C. Para a porcentagem
de germinagdo, as cultivares Pujante, Rouxinol e Tapahium apresentaram os maiores
indices, superiores a 90%. O indice de velocidade de germinagdo e a velocidade média
de germinagdo, foram maiores para a cv. Para o Rouxinol, consequentemente, o tempo
médio de germinagdo foi menor. O comprimento inicial das plantulas ndo diferiu entre as
cultivares, com um valor médio de 17,73 cm. A cv. Pujante diferiu entre as outras
cultivares quanto a massa seca das plantulas. O crescimento inicial e a massa seca das
plantulas, foram maiores no ambiente com temperatura de 24,8-30,8-37,8 °C. O aumento
de 4,8 °C na temperatura do ar ndo afeta a fase inicial do feijdo-caupi. Os pardmetros
germinativos dessa leguminosa variam de acordo com as cultivares.

Palavras-chave: Vigna unguiculata; estresse por calor; mudancas climaticas; cultivares

1 INTRODUCTION

The germination of seeds and the initial development of seedlings depend on
climatic conditions and are fundamental processes for the establishment of the plant in
the field (Tribouillois et al., 2016). Among the various factors that influence germination,
temperature is one of the most relevant because it directly influences plant growth and

development (Motsa et al., 2015). Temperatures higher than the optimum reduce or
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paralyze the metabolism of seeds, caused by protein denaturation and loss of enzymatic
activity (Orzari et al. 2013). As a consequence, a retardation in the emergence of seedlings
or the formation of small seedlings may occur (Santos and Zonetti, 2009).

As aresult of global climate changes, the air temperature will alter, causing more
frequent, intense and longer lasting temperature variations. (Cunha et al., 2019).
According to the Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), in the pessimistic
scenario, the increase in air temperature could reach between 3.7 and 4.8 °C by 2100
(IPCC, 2014). This represents a danger to food security, as this increase in temperature
will cause losses in the productivity of several crops. Thus, the use of cultivars with more
vigorous germination and uniform establishment of seedlings will be an important
strategy in the face of temperature increase (Skoufogianni et al., 2017).

Cowpea (Vigna unguiculata L.) is considered a key crop in the context of global
climate change and food security (Carvalho et al., 2019).Because in addition to
representing an accessible nutritional source, with a fundamental role in the balance of
diets, due to its low fat content and high carbohydrate content (Gomes et al., 2019), it
generates employment and income for family agriculture (Merwad et al., 2018; Rocha et
al., 2016), especially in the Brazilian semi-arid region (Melo et al., 2018).

Semi-arid regions are the more vulnerable to climate change and extreme
temperature events (Djanaguiraman et al., 2018). The Brazilian semi-arid region has an
average temperature of approximately 26 °C (Angelotti et al., 2020) and according to the
data described by the Rules for Seed Analysis (Regras para Andlise de Sementes - RAS)
the ideal temperature for the germination of the cowpea is 25 °C (BRAZIL, 2009), so the
increase in temperature predicted by the IPCC (2014) may affect the viability of the seeds.
In addition, there is no literature on the impact of the 4.8 °C increase on seed germination
and establishment of seedlings of cowpea cultivars.

The existing works report only the effect of fixed temperatures or with day and
night variations (Covell et al., 1986; Craufurd et al., 1996; Islam et al., 2006; Butler et al.,
2014; Motsa et al., 2015; Chagas et al., 2018). These results help to explain the initial
process, but do not simulate the performance of the cowpea in the face of daily
temperature variations, as in the environment. Studies simulating daily temperature
variations contribute to understanding how seeds of different cultivars will respond
during the germination process and the establishment of seedlings in higher temperature
environments, allowing the selection of tolerant materials that germinate and establish

successfully, even in adverse conditions (Motsa et al., 2015).
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Therefore, the objective of this study was to evaluate the initial development of
different cultivars of cowpea against the increase of 4.8 ° C in the daily temperature

regime.

2 MATERIAL AND METHODS

The experiment was carried out in growth chambers, of the Fitotron type, with
temperature, humidity and photoperiod control. Seeds of five cowpea cultivars were used:
BRS Carijo, BRS Itaim, BRS Pujante, BRS Rouxinol and BRS Tapahium. The sowing
took place in pots, with a capacity of 7 L. Fertilization was carried out two days before
planting, according to the results of the soil chemical analysis and the crop
reccomendation (Cavalcanti, 2008).

The experiment was carried out in a 5x2 factorial arrangement (cultivars x
temperature), using four replications. The temperature regimes were: T © 1: 20-26-33 ° C
(20 °C: between 8 pm and 6 am; 26 °C: between 6 am and 10 am; 33 °C: between 10 am
and 3 pm; 26 °C: from 3 pm to 8 pm) for the chamber 1. For the chamber 2 the regime T
©2:24.8-30.8-37.8 °C (24.8 °C: from 8 pm to 6 am; 30.8 °C: from 6 am to 10 am; 37.8
°C: from 10 am to 3 pm; 30.8 °C: from 3 pm to 8 pm) was adopted. Temperature values
were determined from minimum, average and maximum temperatures, ranging from 18-
22, 25-27 and 32-34°C, respectively, in the Sdo Francisco Sub-Middle Valley, Brazil. In
this study, an increase of 4.8 °C was used, based on the temperature increase scenario
IPCC (2014).

For germination evaluation, four replications of ten seeds were used. The
germinated seed count was daily performed. The parameters evaluated were: germination
percentage (G), germination speed index (GSI), average germination time (AGT) and
average germination speed (AGS). Germination percentage (G) was obtained by the daily
counting of germinated seeds (Equation 1: Labouriau, 1970). The germination speed
index (GSI) was calculated from the sum of the number of germinated seeds per day,
divided by the respective number of days elapsed from sowing, corresponding to the
number of germinated seeds over time, expressed in seed / day (Equation 2: Maguire,
1962; Santana and Ranal, 2000). The average germination time (AGT) refers to the sum
of the number of germinated seeds multiplied by the incubation time in days divided by
the sum of germinated seeds per day (Equation 3: Labouriau, 1983; Santana and Ranal,

2000). Average germination speed (AGS) was calculated by the inverse of the average
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germination time by daily counting (Equation 4: Kotowski, 1926; Santana and Ranal,

2000).

k i
Equation 1 G = 221" 4 100

Equation 2 GSR = Y,
. 3k niti

Equation 3 AGT = 3wt
. _ Zé‘ ni

Equation 4 AGS = Sk niti

On what:

K = last day of observation;

A = Total number of seeds placed to germinate;

ni = non accumulated number of germinated seeds;
ti = number of days;

Ni = accumulated number of germinated seeds

To evaluate the initial growth, 15 days after planting proceding a cut in the bottom
part of the stem. For seedling length evaluation a ruler was used. Seedlings were placed
in paper bags and stored in an oven at 65 °C for £ 72 hours, to obtain the dry mass (g).

Variance analysis (ANAVA) was performed, being the means compared by

Tukey's test at 5% of probability using the SISVAR Version 5.6 software.

3 RESULTS AND DISCUSSION

The interaction of cultivars x temperature was not significant for the germination
of cowpea seeds and did not interfere in the initial seedlings growth (Table 1). However,
the isolated effect of cultivars was observed both in seed germination and in the initial
development of plants. The increase in temperature interfered in the germination speed
index (GSI), average germination time (AGT), average germination speed (AGS), in the

initial seedling length (SL) and in the initial seedling dry weight (DSW) (Table 1).
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Table 1. Summary of the variance analysis, by the mean square, of parameters evaluated in different cowpea
cultivars submitted to two temperature regimes.

. MS
Variation source G% GSI AGT AGS SL DSW
Cultivar (cv) 4 316.25%* 2.60%* 0.41** 0.01** 8.82ns 0.32%*
Temperature (T) 1 202.5ns 20.49%* 3.04** 0.08** 477.61%%* 1.19%*
Cultivar x T 4 8.75ns 0.27ns 0.06ns 0.001ns 1.65ns 0.19ns
Residue 30 52.5 0.28 0.06 0.0023 6.9 0.09
CV% 7.77 12.69 9.77 10.37 14.81 15.81

DF = degree of freedom; CV = coefficient of variation; ns = not significant, ** significant at 1% of
probability, * significant at 5% of probability compared by Tukey's test. Germination percentage (G),
germination speed index (GSI), average germination time (AGT), average germination speed (AGS), initial
seedling length (SL), the initial seedling dry weight (DSW).

The result showed that the germinative parameters may vary depending on the
cultivar analyzed (Table 2). For the germination percentage, the cultivars Pujante,
Rouxinol and Tapahium presented the highest indexes with a value greater than 90%. The
germination speed index (GSI) and the average germination speed (AGS), were higher
for cv. Rouxinol, consequently, the average germination time (AGT) for this cultivar was
smaller. During the germination process, the temperature interferes with the water
soaking time and chemical reactions, changing the germination speed (Gordin, 2012).
This high percentage and germination speed may be related to the physiological quality
of the seeds, since the greater the vigor, the greater the speed and germination rate (Padua
et al.,, 2010). According to Melo Junior et al. (2018), rapid germination favors the
establishment of species, since the seeds are exposed to adverse environmental conditions
for a long time.

The initial seedling length not differ between cultivars (SL), obtaining an average
value of 17.73 cm. Similar results were found in a study by Nunes et al. (2019) when
evaluating the effect of temperature on cowpea genotypes, which found that there was no
significant difference in the initial seedling length of the evaluated genotypes, regardless
the temperature regime. The initial dry weight of the seedling was higher for cv.
Therefore, different cultivars, even if they are of the same species, may present different

responses to each other (Matoso et al., 2018) (Table 2).
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Table 2. Germinative parameters of cowpea cultivars submitted to two temperature regimes.

Cultivar G% GSI AGT AGS SL DSW
Carijo 90.0 ab 4.29 ab 2.38 be 0.43 ab 18.01 1.97 ab
Itaim 83.7b 3.44¢ 2.61 ab 0.39 be 18.88 1.66 b

Pujante 96.2a 3.92 be 2.18¢ 0.36 ¢ 17.32 220a

Rouxinol 97.5a 5.00a 2.77 a 0.47 a 18.31 2.07 ab

Tapahium 98.7 a 4.17 be 2.58 ab 0.39 be 16.15 1.95 ab
Means - - - - 17,73 -
MSD 10.51 0.76 0.36 0.06 3.81 0.45

Means followed by the same lowercase letter in the column do not differ by Tukey's test at 5% probability.
Germination percentage (G), germination speed index (GSI), average germination time (AGT), average
germination speed (AGS), initial seedling length (SL), the initial seedling dry weight (DSW). Minimal
significant difference (MSD).

An increase in 4.8 °C of air temperature did not affect the percentage of
germination of cowpea seeds. It was found that the seeds submitted to the temperature
regime 24.8-30.8-37.8 °C presented higher germination speed index (GSI) and average
germination speed (AGS) with less time to germinate (Table 3). The high temperatures
tend to accelerate the speed of water absorption and chemical reactions (Carvalho and
Nakagawa, 2012). Additionally, the increase in temperature is associated with the
acceleration of the cycle, permitting plants to alter their metabolism when subjected to
stress conditions so as not to prejudice development (Bergamaschi and Bergonci, 2017,
Schmidt et al., 2017), which justifies the higher germination speed of seeds submitted to
temperature increase.

In the temperature regime of 20-26-33 °C, the seeds took longer to germinate

(Table 3).

Table 3. Germinative parameters of cowpea submitted to temperature increase.

Temperature G% GSI AGT AGS SL DSW
20-26-33°C 91.0 345b  2.78b  036b  14.28b 1.80 b
24.8-30.8-37.8°C 95.5 488a  223a  046a  21.19a 2.14a
Means 93.25 - - - - -
MSD 4.68 0.341 0.158 0.027 1.696 0.201

Means followed by the same lowercase letter in the column do not differ by Tukey's test at 5% probability.
Germination percentage (G), germination speed index (GSI), average germination time (AGT), average
germination speed (AGS), initial seedling length (SL), the initial seedling dry weight (DSW). Minimal
significant difference (MSD).

The increase in temperature also interfered in the initial growth of cowpea
seedlings (SL and DSW). Seedlings developed in the environment with a temperature

range of 24.8-30.8-37.8 °C showed an increase inlength of 32.6% and 15.9% in initial dry
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weight, respectively. This result reinforces the effect of temperature in promoting the
rapid seedlings development due to the interference of this element in water absorption
and chemical reactions (Carvalho and Nakagawa, 2012). On the other hand, lower
temperature during sowing can decrease the mobilization of reserves, reducing the growth
rate (Cruz et al., 2007). This explains the shorter length and the lower shoot dry mass of
cowpea cultivars at a temperature range of 20-26-33 °C.

In this way, environments with temperatures outside the optimal point can delay
the emergence of seedlings, and reduce the stand because of the formation of small
seedlings, confirming that environmental conditions are decisive in the process of
establishing crops (Santos and Zonetti, 2009).

Based on the data obtained in this research, it is stated that the initial growth of
the cultivars Carijo, Itaim, Pujante, Rouxinol and Tapahium was tolerant to an increase
of 4.8 °C in air temperature, presenting an optimum performance when maintained in the
regime of 24.8-30.8-37.8 °C (Table 3). However, studies will be necessary to evaluate the
impact of the temperature increase on the different phenological phases of the cowpea,
since each phase presents an optimal range for its growth and development.

Considering this and the future scenario of climate change, the selection of plants
tolerant to temperature increase will be of great importance, especially during the
germination process, as it will contribute to the establishment of seedlings and the

uniformity of the crop.

4 CONCLUSION
The increase of 4.8 °C in air temperature does not affect the initial phase of the

cowpea. The germinative parameters of this legume vary according to the cultivars.
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ABSTRACT

Seed quality is determined by the environmental conditions to which they were exposed during
their formation. Thus, the objective of this study was to evaluate the seed viability and seedling
formation of cowpea cultivars produced in a high-temperature environment. Seeds of the
cowpea cultivars Carijo, Itaim and Tapahium produced in growth chambers under temperature
regimes T°1: 20-26-33 °C and T°2: 24.8-30.8-37.8 °C were used. The experimental design was
completely randomized, with four replicates of 25 seeds, placed to germinate at a temperature
of25 °C in B.O.D chambers. Increase in air temperature during seed production did not hamper
germination percentage. However, the 4.8 °C increase in air temperature reduced the vigor of
seeds of the cultivar Tapahium, resulting in an increase in the number of abnormal seedlings.
Seeds of the cultivars Carij6 and Itaim produced under temperature regime 24.8-30.8-37.8 °C
showed higher performance.

Keywords: climate change, initial growth, parent plant, Vigna unguiculata L.
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RESUMO

A qualidade das sementes ¢ determinada pelas condi¢des ambientais as quais as mesmas foram
expostas durante sua formagao. Desta forma, o objetivo do trabalho foi de avaliar a viabilidade
de sementes e a formacdo de plantulas de cultivares de feijao-caupi, produzidas em ambiente
com alta temperatura. Foram utilizadas sementes de feijao-caupi das cultivares Carijo, Itaim e
Tapahium produzidas em camaras de crescimento, sob regime de temperatura T°1: 20-26-
33 °C e T°2: 24,8-30,8-37,8 °C. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes de 25 sementes, colocadas para germinar em temperatura de 25 °C em
camaras tipo B.O.D. O aumento da temperatura do ar durante a producao das sementes nao
prejudicou a porcentagem de germinag@o. Contudo, o incremento de 4,8°C na temperatura do
ar reduziu o vigor das sementes da cultivar Tapahium, resultando no aumento do niimero de
plantulas anormais. As sementes das cultivares Carij6 e Itaim produzidas em regime de
temperatura 24,8-30,8-37,8°C apresentaram maior desempenho.

Palavras-chave: crescimento inicial, germinagdo, mudangas climaticas, planta mae, Vigna
unguiculata L.

1 INTRODUCTION

Temperature is one of the climatic elements that will undergo changes in the face of
climate change. For exerting direct influence on crops, from seed germination to final
production, temperature is an element that needs to be considered for the final yield of crops
(Martinez et al., 2015). According to future scenarios predicted by the Intergovernmental Panel
on Climate Change (IPCC), there may be an increase between 3.7 and 4.8 °C in air temperature
by 2100 (IPCC, 2014).

This can pose a threat to food security, since the increase in temperature can slow or
inhibit the development of flower buds and cause falls of pods in formation, resulting in a
substantial reduction in the production of cowpea, which is a target crop in the face of climate
changes (Nidso et al., 2016; Carvalho et al., 2019). In addition, seed vigor is reduced by the
stress of increased temperature, both before and after the point of physiological maturity
(Finch-Savage and Bassel, 2016), and there are no studies on the viability of cowpea seeds
produced in high-temperature environments.

Cowpea (Vigna unguiculata L.) is a legume crop of great socioeconomic importance
and one of the main components of the diet of populations, especially in semiarid regions (Melo
et al., 2018). According to Djanaguiraman et al. (2018), these regions are vulnerable to climate
changes and extreme temperature events, so that the cultivation of species with vigorous
germination and the uniform establishment of seedlings are highly desirable.

Vigorous seed germination and seedling establishment are crucial phases for plant
development (Skoufogianni et al., 2017). However, the viability of the seeds depends on the

prevailing climate during their formation. Thus, it can be affirmed that the quality of the seeds
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and the establishment of seedlings will depend on the temperature conditions at which the
parent plant grew, produced and matured its seeds (Geshnizjani et al., 2019).

Thus, the success of agricultural production depends initially on seed quality, which is
directly related to the environmental conditions to which the parent plant was exposed during
the formation and development of these seeds (Li et al., 2017; Hampton et al., 2013). Thus, the
increase in temperature on the parent plant will significantly influence the characteristics of the
seeds, including their size, dormancy and germination (Penfield and MacGregor, 2017). In
addition, air temperature also plays a significant role during the germination process and the
establishment of seedlings (Peeters et al., 2019).

Given the above, knowing the quality of seeds produced under high-temperature
conditions will be essential to indicate tolerant cultivars, since this quality is responsible for
the initial development in the field, which will promote an increase in yield per season.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the seed viability and seedling formation

of cowpea cultivars produced in a high-temperature environment.

2 MATERIAL AND METHODS

Seeds of the cultivars Carijo, Itaim and Tapahium produced in phytotron-type growth
chambers, under the temperature regimes of T°1: 20-26-33 °C (20 °C: from 20h to 6h; 26 °C:
from 6h to 10h; 33 °C: from 10h to 15h; 26 °C: from 15h to 20h); and T°2: 24.8-30.8-37.8°C
(24.8 °C: from 20h to 6h; 30.8 °C: from 6h to 10h; 37.8 °C: from 10h to 15h; 30.8 °C: from
15h to 20h).

The experimental design was completely randomized, with four repetitions of 25 seeds
in B.O.D (Biochemical Oxygen Demand)-type chambers equipped with white fluorescent
lamps, with light regime of 12/12 hours (dark/light, respectively). The seeds were maintained
at 25 °C because, according to the Rules for Seed Analysis (Regras para Analise de Sementes
— RAS), this is the ideal temperature for the germination test of Vigna unguiculata seeds
(Brasil, 2009).

Initially, surface of the seeds was disinfested using fungicide of the chemical group
Alkylene-bis-dithiocarbamate, in a ratio of 4 g (fungicide) to 1000 g of seeds. Then the seeds
were arranged on Germitest paper moistened with distilled water, in a proportion equivalent to
2.5 times the dry paper weight. The Germitest paper containing the seeds was rolled up, placed
in plastic bag, and maintained in B.O.D for the evaluation of seed viability. The number of
germinated seeds was determined by means of two counts: the first at four days and the second

at seven days. Seeds with radicle protrusion equal to or greater than 2 mm were considered
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germinated. After the second count, an evaluation was performed to quantify the percentage of
normal and abnormal seedlings (Brasil, 2009). Normal seedlings were considered as those that
had potential to continue their development, with developed root system and shoots. On the
other hand, abnormal seedlings were the ones that had absent or damaged shoots and root
systems, according to the Rules for Seed Analysis (Brasil, 2009). Shoot and root lengths were
measured using a millimeter ruler (cm). To evaluate shoot dry mass (SDM) and root dry mass
(RDM), shoots and roots were separated, placed in paper bags and dried in an oven at 65 °C
until reaching constant weight (+72h). After this period, the materials were weighed on a scale
to obtain dry weight (g).

Analysis of variance (ANOVA) was performed and means were compared by Tukey

test at 5% probability level using the program SISVAR Version 5.6.

3 RESULTS AND DISCUSSION

The summary of the analysis of variance shows that the germination of seeds of the
different cultivars was not significantly influenced by the temperature regime imposed to the
parent plant during seed formation and development (Table 1). This result shows that even
seeds produced in an environment with a 4.8 °C increase in temperature had a high percentage
of germination (92%) for cowpea. Environments with high temperature during seed filling
often disrupt normal seed development, which increases the proportion of shriveled, abnormal
and lower-quality seeds, which may reduce seed vigor, but not necessarily germination

(Hampton et al., 2013).

Table 1. Summary of the analysis of variance, by the mean square, for the variables: germination percentage
(G%), normal seedlings (NS), abnormal seedlings (AS), shoot length (SL), root length (RL), shoot dry mass
(SDM) and root dry mass (RDM) of the cowpea cultivars Carijo, Itaim and Tapahium, from seeds produced under
two temperature regimes.

MS
DF G(%) NS AS SL RL SDM RDM

Temperature (T) 1 0.66ns 216.00%* 210.04** 6.41** 0.59ns 0.005ns 0.0032ns
Cultivar (cv) 2 8.66ns 327.81*%* 301.79** 1.77ns 13.62* 0.109%* 0.033**

Variation source

Txcv 2  4.66ns 242.37*%* 226.04** 2.0lns 9.7Ins 0.033** 0.00087ns
Residue 18 3.77 2.97 2.9 0.68 3.15  0.0022  0.00088
CV% 1.96 9.07 2942  9.81 11.13 8.3 11.59

DF = degrees of freedom; CV = coefficient of variation; ns = not significant, ** significant at 1% probability
level, * significant at 5% probability level by Tukey test.

Some plant species that develop under high temperatures produce seeds that have little
dormancy and consequently a higher germination (Edwards et al., 2016). In addition, annual

plants, such as cowpea, have a relatively short development cycle, which promotes greater
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capacity to adapt to changes in the environment (Dewan et al., 2018). Such adaptation favors
the germination potential of cowpea, as observed in the study conducted by Craufurd et al.
(1996), where the temperature increase up to 40 °C did not prevent the germination of cowpea
seeds, with a percentage above 80%.

The interaction between temperature regime of the parent plant and cultivars was
significant for the numbers of normal and abnormal seedlings and for shoot dry mass. For the
individual effect, the temperature regime under which the seed was produced affected shoot
length. Root length, shoot dry mass and root dry mass differed between cultivars (Table 1).

For the cultivar Tapahium, the increase in temperature during seed development and
growth significantly reduced the formation of normal seedlings (Figures 1A and B). However,
the cultivars Carij6 and Itaim had a percentage of normal seedlings higher than 80% for seeds
produced under the temperature regime of 24.8-30.8-37.8 °C, in which the percentage of
normal seedlings was 90% and 92%, respectively (Figure 1A).

Figure 1. Number of normal seedlings (A) and abnormal seedlings (B) of cowpea cultivars, from seeds produced
under two temperature regimes. *Lowercase letters for temperature and uppercase letters for cultivars.

A m20-26-33°C m24.8-30.8-37.8°C B m20-26-33°C m24.8-30.8-37.8°C
120 - _
A 100 aA
o= i aA <
S 100 B aA aB 9} 30 1
& 80 - g
= = 60 A
B 60 3
2 3
= 40 | g 40 A
g 5 aA bA
Z 20 bB £ 20 - aB aB
N R
0 - 0 4
Carijo Itaim Tapahium Carijo Itaim Tapahium
Cultivars Cultivars

The cultivars may show different responses regarding their adaptability to the
environment (Matoso et al., 2018). This explains the reduction in the percentage of normal
seedlings of the cv. Tapahium, indicating its sensitivity to temperature increase during seed
formation. High temperatures can reduce seed vigor due to the formation of shriveled,
abnormal and lower-quality seeds, resulting in the formation of abnormal seedlings, reducing
the possibility of establishment in the field (Krzyzanowski et al., 2018). This is because, during
seed production, high temperatures increase the proportion between respiration and
photosynthesis, reducing the plant’s ability to provide photoassimilates for the seeds, which

are necessary to synthesize the storage compounds during germination (Taiz et al., 2017). Thus,
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even if the seeds can germinate, as observed in the present study, they may lead to problems
during seedling establishment due to the influence of environmental conditions during the
development of the parent plant.

Shoot length was longer for seedlings grown from seeds produced under the temperature
regime of 20-26-33 °C (Figure 2A), with an average value of 8.95 cm. For seeds formed under
24.8-30.8-37.8 °C, seedlings had an average length of 7.92 cm.

Figure 2. Shoot length (cm) (A) and root length (cm) (B) of cowpea cultivars from seeds produced under two
temperature regimes.
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The impact of thermal stress depends on the duration, intensity and plant development
stage (Ndiso et al., 2016). In the present study, plants were exposed to temperature increase
throughout their development. Thus, the temperature had a direct impact on seed formation,
which influenced seedling growth.

For root length, regardless of the temperature regime under which the seeds were
produced, the cv. Itaim obtained a longer length of the root system compared to the others, with
an average of 17.46 cm (Figure 2B). Roots play a crucial role in the establishment and
performance of plants, mainly due to the abiotic stresses (Koevoets et al., 2016). According to
these authors, the presence of deep root systems enables plants to access water in deeper layers,
benefiting their production and survival under adverse conditions. This is an important
characteristic, especially for the semi-arid region, because it has climate with high temperatures
and low water availability (Melo et al., 2018). Thus, the cultivar Itaim stands out because,
despite being produced under increased temperature conditions, it produces vigorous seeds,

with better establishment of seedlings (Figures 1A and 2B).
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Seedlings of the cultivars Carijé and Itaim, grown from seeds produced at a temperature
0f24.8-30.8-37.8 °C, obtained higher values of shoot dry mass, 0.64 g and 0.73 g, respectively,
compared to seeds produced at lower temperature, with averages of 0.57 for Carijé and 0.60
for Itaim (Figure 3A). For the cv. Tapahium, the increase in temperature during seed formation
reduced shoot dry mass. This can be explained by the fact that thermal stress compromises the
accumulation of various seed constituents by inhibiting the enzymatic processes of starch and
protein synthesis (Farooq et al., 2017). Moreover, as verified in this study, the seeds of this
cultivar developed under the temperature regime of 24.8-30.8-37.8 °C had a higher number of

abnormal seedlings, with absent or damaged shoots (FigurelB).

Figure 3. Shoot dry mass (g) (A) and root dry mass (g) (B) of cowpea cultivars produced under two temperature
regimes. *Lowercase letters for temperature and uppercase letters for cultivars.
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Grain filling is a crucial stage for the development of all crops, as it involves processes
of mobilization and transport of various constituents necessary for the synthesis of proteins,
carbohydrates and lipids in seeds (Farooq et al., 2017). This process is highly sensitive to
environmental changes and influences the qualitative and quantitative characteristics of the
final yield of seeds (Yang and Zhang, 2006). Therefore, the increase of temperature imposed on
the parent plant will significantly influence the characteristics of the seeds (Li et al., 2017),
hence affecting the growth and weight of seedlings, as observed in the present study.

Regardless of the temperature regime under which the seed was produced, root dry mass
was also higher for the cv. Itaim, with an average of 0.33 g (Figure 3B), hence evidencing that,
despite being of the same species, the response of the different genotypes may vary as a

function of the increase in temperature, confirming their sensitivity (Matoso et al., 2018)
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In general, we found that the seeds of the cultivars Carij6 and Itaim produced in an
environment with a 4.8 °C increase of temperature showed higher seed viability during
germination and seedling development. This indicates that these cultivars will perform better
for initial development in the face of climate change. Thus, knowing the environmental
conditions to which cowpea seeds were produced will be important for the recommendation of

cultivars tolerant to thermal stress.

4 CONCLUSIONS

The increase in temperature during seed production will not affect the germination
percentage of cowpea. However, the 4.8 °C increase in air temperature reduces seed vigor,
resulting in an increase in the number of abnormal seedlings of the cultivar Tapahium. Seeds
of the cultivars Carijé and Itaim produced under temperature regime of 24.8-30.8-37.8 °C

showed higher viability during the processes of germination and seedling development.
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Abstract High temperature stress can hinder the devel-
opment of cowpea resulting in several damages including
vegetative and reproductive phases of the crop. In this
context, the objective of this study was to select cowpea
cultivars tolerant to high temperature stress using various
parameters related to physiological, biochemical, and yield
aspects. For this, the cultivars Carijo, Itaim, Pujante,
Rouxinol, and Tapahium were used, maintained in two
temperature regimes: 20-26-33 °C and
24.8-30.8-37.8 °C. The experiment was carried out in
growth chambers, in a 5 x 2 factorial arrangement (culti-
vars X temperature regimes). Responses differentiated
among the cultivars Carijo, Itaim, Pujante, Rouxinol, and
Tapahium with the increase of 4.8 °C in air temperature.
The high temperature promoted a greater quantity of
aborted flowers, leading to a reduction in the yield of the
cultivars Carij6, Pujante, Rouxinol, and Tapahium. The
photosynthesis, stomatal conductance, leaf transpiration
and enzymatic activities were significantly influenced by
high temperature. From the combination of the responses
of biometric, physiological and productive variables, the
cultivar Itaim can be considered as tolerant to an increase
of 4.8 °C in air temperature.
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Introduction

The cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] is a legume
from the African continent, widely used as a food source,
generating employment and income for small growers
(Rocha et al. 2016). In Brazil, according to data from the
National Supply Company CONAB (2019), in the
2018/2019 harvest, cowpea occupied an area of 1327.5
thousand hectares, with an estimated production of 651.8
thousand tons. This production is concentrated in the North
and Northeast, whereas in the latter, cultivation is pre-
dominantly in the semi-arid region.

However, in recent years, due to the increase in tech-
nologies and their wide adaptation to edapho-climatic
conditions, cowpea started to be cultivated not only by
small growers but also in medium and large properties,
gaining cultivation areas in the Brazilian Midwest region,
mainly in the Mato Grosso State, with a production of
229.6 thousand tons, occupying more than 200 thousand
hectares in area (CONAB 2019).

Cowpea is a rustic legume, with good conditions for
adaptation in places with high temperatures and low water
availability (Aratjo et al. 2018), but even with these
characteristics, the cowpea yield is still low in the North-
east region of Brazil, because in this region the temperature
can exceed the optimum for the crop, which will contribute
to the increase of the water deficit, affecting the final yield
of the crops. According to Djanaguiraman et al. (2018), the
rise in temperature and the water deficit is the abiotic
stresses that most limit agricultural productivity.
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Studies carried out by Hatfield and Prueger (2015),
show that the growth and development of plants depend
on temperature and that each species has a specific range
represented by a minimum, maximum and optimum.
According to Vale et al. (2017), cowpea grows in a wide
temperature range, between 18 and 37 °C, however, the
optimum temperature point varies with the plant’s phe-
nological stage. Thus, temperatures outside the optimum
point can impact seed germination to final production
(Sehgal et al. 2018), with the reproductive phase being
the most affected. Studies have shown that temperature
above 35 °C, causes the abortive flowers, stimulates the
senescence of the leaves, decreasing the photosynthetic
capacity, affecting the productivity of cowpea pods and
seeds, as this increase interferes with physiological and
biochemical aspects of plants (Zandalinas et al. 2018).

In response, plants decrease the chlorophyll content,
photosynthesis rate and transpiration (Taiz et al. 2017)
avoiding water loss. However, plants have developed
defense mechanisms consisting of ROS scavenging
enzyme activities (Reactive oxygen species), such as
Superoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glu-
tathione Peroxidase (GPX) and Ascorbate Peroxidase
(APX), to adapt and survive abiotic stresses (Merwad et al.
2018). Thus, the characterization of defense mechanisms at
the cellular level is of great importance for breeding,
genetic engineering and the creation of cultivars tolerant to
environmental stresses.

According to the Intergovernmental Panel on Climate
Change (IPCC 2013), climate forecasts indicate an increase
of up to 4.8 °C in air temperature by the end of the century.
Where the northeast semi-arid region of Brazil will be one
of the most affected, as they are the most vulnerable
regions (Djanaguiraman et al. 2018). This increase in
temperature may affect plants at the molecular, physio-
logical and biochemical level (Gray and Brady 2016),
compromising their growth, metabolism and development
(Eftekhari et al. 2017).

Therefore, a better understanding of plant responses to
high temperatures is essential to improve crop yield and
quality, in addition to enabling the farmers to select
thermotolerant genotypes with high production potential.
In addition to generating jobs and income for family
farming, cowpea is considered a key crop in the context
of global climate change and food security (Rocha et al.
2016, Gomes et al. 2019). In this context, the objective
of this study was to select cowpea cultivars tolerant to
high temperature stress using various parameters related
to physiological, biochemical and yield aspects.

@ Springer

Materials and methods

The experiment was carried out in Fitotron type growth
chambers with temperature, humidity, and photoperiod
controls. Commercial seeds of five cowpea cultivars were
used BRS Carij6, BRS Itaim, BRS Pujante, BRS Rouxinol
and BRS Tapahium, supplied by Embrapa Semiarid. Ten
seeds were seeded per pot with a capacity of 7 L and after
15 days of sowing thinning was performed leaving only
one plant per pot. Fertigation was carried out 2 days before
planting based to the results of the soil chemical analysis
and as recommondated for the crop (de Cavalcanti 2008).

The experiment was carried out in a 5 x 2 factorial
arrangement (cultivars x temperature), using four replica-
tions. The temperature regimes were: T° 1: 20-26-33° C
(20 °C: between 8 pm and 6 am; 26 °C: between 6 am and
10 am; 33 °C: between 10 am and 3 pm; 26 °C: from 3 pm
to 8 pm) for the chamber 1. For chamber 2 the regime T° 2:
24.8-30.8-37.8 °C (24.8 °C: from 8 pm to 6 am; 30.8 °C:
from 6 am to 10 am; 37.8 °C: from 10 am to 3 pm;
30.8 °C: from 3 pm to 8 pm) was adopted. Temperature
values were determined from minimum, average and
maximum temperatures, ranging from 18-22, 25-27 and
32-34 °C, respectively, in the Sdo Francisco Sub-Middle
Valley, Brazil. In this study, an increase of 4.8 °C was
used, based on the temperature scenario indicated by IPCC
(2013).

Determination of the phenological cycle

The plants were daily evaluated after sowing (DAS) to
determine the phenological cycle. For evaluation, the scale
of Oliveira et al. (2018) was used, where the vegetative
phase included the stages, VO—Germination; V1—Emer-
gence; V2—Primary leaves; V3—First open composite
leave; V4—Third open trifoliate leave. The reproductive
phase was divided into R5—Pre-flowering; R6—Flower-
ing; R7—Pod formation; R8—Pod filling; and R9—
Maturation.

Productive and biometric parameters

The evaluation of shoot dry mass (SDM) and root dry mass
(RDM) was carried out after harvest, by cutting the stem
close to the soil to separate the shoot from the roots. The
materials were packed in paper bags and kept in an oven at
65 °C for & 72 h.

To evaluate the flower abortion data (starting at stage
R6), the flowers of each plant were daily counted to obtain
the number of aborted flowers for each cultivar. Seed yield,
average pod weight (APW), pod length (PL), pod diameter
(PD), number of pods per plant (NPP), number of seeds per
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plant (NSP), seed production (PS) were recorded at the
time the plants reached the pod maturation stage speci-
fic to each cultivar cycle.

Physiological parameters were recorded 30 days after
planting, when the plants were in phase V4. Portable In-
frared Gas Analyzer (IRGA), model Li-6400, was used to
record the gas exchange parameters, photosynthesis rate
(A), stomatal conductance (gs), transpiration (E) and leaf
temperature (Tf) using artificial light fixed at
1500 pmol m™2 s~'. The chlorophyll content of the leaves
and relative chlorophyll index was determined using a
portable chlorophyll meter, model CFL 1030 FALKER.
For the readings, it was chosen leaves located in the middle
third of the plant, without injuries, with green color, and
fully expanded.

ROS scavenging enzyme activities

Healthy, green, and fully expanded leaves located in the
middle third of the plant, were collected after 30 days of
planting for biochemical analyses. The samples were
immediately stored in aluminum foil envelopes and
immersed in liquid nitrogen (N,). The plant extracts were
prepared using 1 g of vegetative tissue material grinded in
liquid nitrogen and suspended in 3 ml of extraction buffer
(pH 7.5) at a concentration of 100 mM potassium phos-
phate supplimented with 0.01 g of polyvinylpolypyrroli-
done. Then, the extract was centrifuged at 15,000 g for
15 min, at 4 °C, and the supernatant was used as a crude
enzymatic extract.

Total soluble protein content was determined according
to the method of Bradford (1976) at 595 nm. The catalase
activity (CAT) was determined following the decomposi-
tion of H,O, for 60 s through spectrophotometric readings
at 240 nm at 25 °C according to the method described by
Havir and Mchale (1987). The activity of ascorbate per-
oxidase (APX) was determined as described by Nakano
and Asada (1981), by measuring the oxidation rate of
ascorbate at a wavelength of 290 nm, at 25 °C for 60 s.
The activity of the enzyme guaiacol peroxidase (GPX) was
determined by monitoring the reduction of guaiacol using a
spectrophotometer with a wavelength at 470 nm, at 25 °C,
for 60 s following the protocol developed by Cakmak and
Horst 1991). The activity of superoxide dismutase (SOD)
was determined according to the methodology of Gian-
nopolitis and Ries (1977), with spectrophotometer readings
at 560 nm wavelength, defining the SOD unit as the
amount of enzyme needed to inhibit in 50% of NBT
photoreduction.

Statistical analysis

The data were subjected to Analysis of Variance (ANOVA)
to compare the treatments followed by Tukey’s test at 5%
probability using the statistical software Sisvar® version
5.6.

Results
Phenological cycle

The results of the phenological characterization of the five
cultivars evaluated is given in Table 1. In general, the
cultivars showed similar behavior in phases VO and V1, for
1-2 days, at both temperature regimes.

It was found that the phenological cycle of the cultivars
Carijé and Itaim was shorter for plants exposed to high
temperature, with a reduction of 6 and 9 days respectively,
when compared to plants exposed to a temperature of
20-26-33 °C. However, it was noted that for the cultivars
Pujante, Rouxinol and Tapahium, the high temperature
prolonged the phenological cycle by 41, 28 and 22 days,
respectively.

During the reproductive phase, the cultivar Pujante
maintained flowering phase (R6) for an additional
33 days under the high temperature regime. The prolonged
flowering phase was also observed in cultivar Tapahium.
A increase in temperature perturbed the flowering induc-
tion. Under the temperature regime of 24.8-30.8-37.8 °C a
high percentage of aborted flowers (AF) was observed
(Fig. 1a), and delayed time to reach the R7 stage (pod
formation).

An increase in 4.8 °C of air temperature promoted a
significant increase in the percentage of aborted flowers
(FA) for the cultivars Carijo, Pujante, Rouxinol and
Tapahium (Fig. 1a). The cultivar Itaim did not showd a
significant increase in the flowers abortion at the higher
temperatures.

Productive and biometric parameters

The interaction between cultivar and temperature was
significant for seed yield and its related traits including,
shoot dry mass (SDM), average pod weight (APW), pod
length (PL), pod diameter (PD), number of pods per plant
(NPP), number of seeds per plant (NSP) (Table 2).

The cultivars Pujante and Rouxinol showed high shoot
dry mass (SDM) when kept in a temperature regime of
24.8-30.8-37.8 °C  with 28.35 and 29.75 g, respec-
tively because they were in the vegetative stage for a
longer duration under high temperature regime (Table 1).

@ Springer
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Table 1 Number of days for Phenological cycle (days)

each phenological stage and

cycle length of five cowpea Cultivar Temperature VO VI V2 V3 V4 R5 R6 R7 R8 R9 Cycle
cultivars maintained under two
temperature regimes Carijo 20-26-33 °C 2 2 7 9 13 2 2 15 4 5 61
24.8-30.8-37.8 °C 2 2 6 6 16 1 4 10 2 6 55
Itaim 20-26-33 °C 1 2 8 6 15 2 1 16 3 7 61
24.8-30.8-37.8 °C 2 1 5 6 17 1 2 9 5 4 52
Pujante 20-26-33 °C 1 2 7 7 27 1 2 18 3 5 73
24.8-30.8-37.8 °C 2 2 5 9 42 2 35 10 3 4 114
Rouxinol ~ 20-26-33 °C 1 2 8 6 37 1 1 12 5 12 85
24.8-30.8-37.8 °C 2 2 6 8 44 2 1 29 5 14 113
Tapahium  20-26-33 °C 1 1 9 9 12 1 6 19 3 4 65
24.8-30.8-37.8 °C 2 2 8 8 14 2 16 16 2 17 87

V0, Germination; V1, Emergence; V2, Primary leaves; V3, First open composite leave; V4, Third open
trifoliate leave. The reproductive phase was divided into: RS, Pre-flowering; R6, Flowering; R7, Pod
formation; R8, Pod filling; and R9, Maturation
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Fig. 1 Percentage of aborted flowers (FA) (a) and Average seed production (g) (b) of cowpea cultivars maintained under two temperature
regimes *Lowercase letters for temperature and uppercase letters for cultivars

For the other cultivars, temperature did not show any affect
on SDM.

For the average pod weight (APW), no difference
between cultivars maintained at the temperature regime of
20-26-33 °C was observed. However, the high tempera-
ture caused a significant reduction in APW for the cultivars
Pujante and Rouxinol. This result was due to the result of
the reduction in pod length (PL) of these cultivars, as
observed in Table 2.

High temperature influenced the number of pods per
plant (NPP) and the number of seeds per plant (NSP) in the
cultivars Carij6, Pujante, Rouxinol and Tapahium. The
cultivar Itaim showed prominence in relation to the other
cultivars, with no reduction in NPP and NSP due to the
high temperature (Table 2). This result is because of the
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greater number of flowers aborted for the cultivars Carijo,
Pujante, Rouxinol and Tapahium, excwpt for the cultivar
Itaim (Fig. 1a).

The evaluated cultivars showed significant differences
in seed production (PS) when submitted to different tem-
perature regimes. In the regime of 20-26-33 °C the culti-
vars Carijo, Pujante, Rouxinol and Tapahium had high seed
production rate. No reduction in seed production with the
4.8 °C increase in temperature was recorded in cultivar
Itaim. The high temperature reduced 96%, 81%, 55% and
40% the seed production of the cultivars Pujante, Rouxinol,
Tapahium and Carijo, respectively (Fig. 1b).
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Table 2 Average value of shoot dry mass (SDM), pod weight (APW), pod length (PL), pod diameter (PD), number of pods per plant (NPP),

number of seeds per plant (NSP) of cowpea plants maintained under two temperature regimes

Temperature Carijo Itaim Pujante Rouxinol Tapahium
SDM (g)
20-26-33 °C 16.7 & 2.85 aA 11.77 £ 3.94 aA 16.4 & 5.33 bA 17.91 £+ 6.26 bA 9.47 £ 3.22 aA
24.8-30.8-37.8 °C 16.95 & 6.85 aB 9.12 + 2.85 aB 28.35 & 2.86 aA 29.75 £ 441 aA 15.47 £ 5.61 aB
APW (g)
20-26-33 °C 2.00 £ 0.19 aA 1.96 £ 0.80 aA 3.41 £ 0.52 aA 337 £ 1.14 aA 2.67 £ 1.13 aA
24.8-30.8-37.8 °C 2.01 £ 0.60 aA 1.26 £ 0.30 aA 0.48 £ 0.17 bA 1.55 £ 0.89 bA 1.64 £ 0.83 aA
PL (cm)
20-26-33 °C 16.03 £ 0.94 aA 13.17 £ 1.58 aA 19.19 £+ 2.34 aA 20.31 £ 3.68 aA 16.87 &+ 2.18 aA
24.8-30.8-37.8 °C 14.87 £ 1.56 aA 11.32 £ 1.65 aA 3.40 £ 1.8 bB 8.02 + 2.8 bB 13.58 £ 2.75 aA
PD (mm)
20-26-33 °C 7.82 £ 0.18 aA 8.56 = 0.33 aA 11.34 &+ 0.66 aA 10.56 £ 0.75 aA 9.17 £ 0.98 aA
24.8-30.8-37.8 °C 8.07 £ 0.50 aA 8.61 £0.12 aA 2.62 + 0.25 bB 531 £ 1.13 bB 9.32 £ 0.13 aA
NPP
20-26-33 °C 15.25 £ 3.09 aA 14.50 £ 1.91 aA 9.50 £ 2.38 aB 525 £25aC 8.25 £ 1.70 aB
24.8-30.8-37.8 °C 4.25 + 2.06 bB 14.00 £+ 4.24 aA 0.25 £ 0.15 bB 1.50 £ 0.38 bB 3.25 £ 1.06 bB
NSP
20-26-33 °C 107.0 &= 6.53 aA 83.0 = 15.81 aA 85.0 &£ 23.90 aA 53.0 &= 17.45 aB 77.0 & 11.95 aA
24.8-30.8-37.8 °C 54.0 & 17.82 bA 61.0 & 6.07 aA 2.0 £ 0.5bB 10.0 &= 3.26 bB 29.0 £ 10.54 bB

Means followed by the same lowercase letter in the column and uppercase letter in line are not different according to Tukey’s test at 5% of

probability

Analysis of physiological parameters

The cultivar and temperature interaction also perturbed the
photosynthesis (A), stomatal conductance (gs) and leaf
transpiration (E). The photosynthetic activity of the culti-
vars Carij6, Itaim and Tapahium was not affected by the
high temperature. However, the cultivar Pujante showed
higher photosynthetic activity in plants maintained under
the 24.8-30.8-37.8 °C regime, because the increase in
stomatal conductance (gs) consequently resulted eiden-
ing the opening of stomata and further increased transpi-
ration (E) Contrasting results was observed in the cultivar
Rouxinol maintained same temperature regime (Fig. 2a).

A higher transpiration rate (E) and high stomatal con-
ductance (Fig. 2b, c) was observed for cv. Itaim and
Tapahium when submitted to a temperature of 20-26—
33 °C.

A significant increased was observed for the chlorophyll
content and temperature, with the highest rates observed in
the lowest temperature chamber (Fig. 2d). The varieties
Itaim, Tapahium and Carijé6 had higher levels of total
chlorophyll, with an index of 59.95 for cv. Carijo, 63.72 for
cv. Itaim and 62.66 for cv. Tapahium.

The leaf temperature (Tf) had no influence on the cul-
tivar and temperature interaction. However, the isolated
effect of temperature can be observed, verifying that the
high air temperature provided a higher Tf (Fig. 2e). The tf

was also affected according to the cultivar (Fig. 2f). The
cultivars Carijé6 and Rouxinol showed lower stomatal
opening in the two applied temperature regimes, resulting
in lower values of gas exchange rates (A and E) when
compared to the other cultivars. This behavior was reflec-
ted in the Tf of these varieties, which registered the highest
values.

ROS scavenging enzyme activities

For the enzymes CAT, APX, GPX and SOD, there was a
significant interaction between cultivars and temperature.
The enzyme activity observed between cultivars in both
temperature regimes (Fig. 3).

The cultivars Rouxinol and Tapahium showed high
activities of the CAT enzyme in the two submitted tem-
perature regimes (Fig. 3a). The cultivar Pujante showed
higher enzymatic activity when submitted to the higher
temperature regime, with an increase of 133% in CAT
activity. The other cultivars showed low activity of this
enzyme, with no significant difference with the high
temperature.

Significant reductions of 58.53%, 63.72% and 49.72% in
the specific activity of APX were observed only in the
cultivars Itaim, Pujante and Rouxinol, respectively, for
plants exposed to high temperature (Fig. 3b).
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When the GPX enzyme was evaluated, it was observed a
significant difference according to the temperature regimes
that the cultivars were submitted for the Pujante and
Rouxinol materials, with an increase of 105% and a
reduction of 64.42%, respectively, with an increase of
4.8 °C in temperature (Fig. 3c).
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The specific activity of SOD was differently affected
according to the cultivar, with the cultivars Carijo, Itaim,
Pujante and Tapahium no significant difference in
the specific activity with an increase of temperature of
4.8 °C in air temperature, and the cultivar Rouxinol
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presented a significant reduction of this enzyme activity
with an increase in the temperature (Fig. 3d).

Discussion

The reduction in the phenological cycle of the cultivars
Carijé and Itaim can be explained by the fact that high
temperatures cause changes in phenology and shortening
the cycle of plants, due to the greater accumulation of
degree-days (Bergamashi and Bergonci 2017). A
delayed flowering phase (R6) in cultivars Pujante and
Tapahium at high temperature, resulted the increase in the
number of abortion flowers (Fig. 1a). Similarly with cv.
Rouxinol in phase (R7), the increase of 4.8 °C in air
temperature caused the pods information to fall, resulting
in the prolongation of this phase. The vegetative develop-
ment increases with an increase in air temperature, since
the optimum temperature for vegetative development is
higher than the optimum temperature for reproductive

development (Hatfield and Prueger 2015). The response of
the different genotypes may vary due to the high temper-
ature. Studies carried out under controlled conditions
confirm the sensitivity of the cultivars BRS Pujante and
BRS Tapahium to the high temperature, with a percentage
of aborted flowers of 33% and 66%, respectively (Angelotti
et al. 2020). For cowpea, the reproductive stage is more
sensitive to the temperature increase, resulting in the loss
of flower buds, pods and seed production (Singh et al.
2010). Thus, the selection of a tolerant cultivar in this case
will be extremely important to reduce losses due to climate
change.

The exposure of plants to high temperatures during the
grain filling phase, even for a short period, can accelerate
leaves senescence, decrease seeds number and weight
and reducing the crop yield. The plants tend to divert
resources to deal with thermal stress, limiting the photo-
synthesis essential for reproductive development (Hoff-
mann Junior et al. 2007; Sita et al. 2018). The reduction in
seed production is also related to the impact of the high
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temperature during the flowering period. In cowpea, plants
submitted to night temperatures of 30 °C showed low
viability of pollen grains and indehiscent anthers (Freire
Filho et al. 2005), which has a direct effect on the frame-
work and final pod retention, further affecting the number
of seeds per pod.

Thermal stress can have a negative impact on physio-
logical parameters, drastically reducing the growth rate and
yield. This is due to the leaf sensitivity to high temperature.
Photosynthesis can be inhibited as a result of the chloro-
phyll loss and reduced carbon fixation and assimilation
(Yuan et al. 2017). Consequently, this reduction hinders the
formation of floral components and the development of
new flowers, resulting in fewer pods and seeds (Sharma
et al. 2016). The results obtained in this study demon-
strating the high temperature having an impact on the
metabolism of cowpea plants, causing changes in the
growth pattern. However, the cultivars presented different
physiological responses due to the different thermal
requirement of each genotype.

The cv. Pujante was little sensitive to stress in the
vegetative phase without any decrease in stomatal con-
ductance, thus resulting in a high rate of photosynthetic
activity, which did not observed in cv Rouxinol. Although
photosynthesis is affected at high temperature, causing
changes in the development and growth of plants, these
cultivars showed unreduced growth. This fact is explained
since, when the cowpea reaches the maturation stage (R9),
the plants enter senescence, however, as can be seen in
Fig. 1a, the cultivars Pujante and Rouxinol presented a
high percentage of flower abortion, which prolonged the
vegetative development, reducing the senescence of the
leaves, and consequently, resulting in an increase in the
shoot dry mass (SDM).

The increase in air temperature resulted a higher leaf
temperature. It is known that about 90% of the water that
the plants absorb is used to regulate the temperature
through transpiration (Taiz et al. 2017), therefore, with the
decrease in gs, there is a decrease in transpiration and,
consequently, an increase in Tf.

The changes in ROS scavenging enzyme activities under
high temperature conditions, as observed in this study, can
be associated with the adaptability of the evaluated genetic
materials when submitted to thermal stress. Thus, it is
recognized that high temperatures cause changes in the
metabolism of a wide range of enzymes (Mansoor and
Naqvi 2013). Dantas et al. (2015) observed significant
changes in the ROS scavenging enzyme activities of CAT
and APX in watermelon seedlings submitted to thermal
stress, and concluded that these changes provided a better
adjustment of cellular functions during applied stress.
Associated with the maintenance of ROS scavenging
enzyme activities, the synchrony of the behavior pattern of

@ Springer

the SOD, APX, CAT and GPX enzymes is fundamental in
regulating the level of ROS produced in the plant cell. As
the O, are generated, they are dismutated to H,O, by
SOD and then H,O, is eliminated by the action of APX,
CAT and GPX, which converts it into water and oxygen
(Barbosa et al. 2014). Thus, the efficiency of this process
reduces the level of oxidative stress, is considered toxic for
the balance between the de O,-~ and H,O, levels (Gui-
mardes et al. 2018). The cultivars Pujante, Rouxinol and
Tapahium can be classified as sensitive to the applied
thermal stress, since they showed significant reductions in
seed production associated with lack of synchrony in the
activities of the evaluated enzymes. The cv. Carij6 can be
considered semi-tolerant because it does not present, in
general, significant changes in ROS scavenging enzyme
activities, however, showed reduced seed production with
increasing temperature. The cultivar Itaim, on the other
hand, is tolerant of the applied thermal stress, with no
significant changes in ROS scavenging enzyme activities
and seed production (Figs. 1, 3).

Cowpea cultivars can respond differently to the increase
in air temperatures. This first phase of selecting high
temperature tolerant cultivars is an important step. How-
ever, the impact of temperature coupled with water defi-
cit can be more detrimental, so it is necessary to
understand the temperature and water interaction in dif-
ferent cowpea cultivars to develop effective adaptation
strategies.

Conclusions

This study provides the information to select thermotoler-
ant cowpea cultivars, from the impacts on production,
physiological and enzymatic activities. The findings
revealed responses differentiated among the cultivars
Carijo, Itaim, Pujante, Rouxinol and Tapahium with the
increase of 4.8 °C in air temperature. The high temperature
promoted a greater quantity of aborted flowers, leading to a
reduction in the yield of the cultivars Carij6, Pujante,
Rouxinol and Tapahium. The photosynthesis, stomatal
conductance, leaf transpiration and enzymatic activities
were significantly altered by high temperature. From the
combination of the responses of biometric, physiological
and productive variables, the cultivar Itaim can be con-
sidered as tolerant to an increase of 4.8 °C in air temper-
ature. The indication the thermotolerant cowpea cultivar
will be extremely important for cultivation areas in warmer
regions due to the high demand for this legume for human
consumption. Further analyses are required including the
interaction with the water element and field validation.
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ABSTRACT

Water deficit and high temperatures are abiotic factors that most limit plant growth and development. However, its effects depend on
crop development stage and on stress duration and intensity. Thus, the objective of was to evaluate the development of cowpea subjected
to water restriction in different phenological stages and to increase in air temperature. The experiment was conducted with the cultivar
‘Carij¢’, in growth chambers, in a 4 x 3 x 2 factorial arrangement, corresponding to levels of water availability (25, 50, 75, and 100%,),
phenological stages (vegetative, flowering and pod filling) and temperature regimes (T°1: 20-26-33 °C e T°2: 24.8-30.8-37.8 °C), respectively.
Reduction of water availability in the vegetative and flowering stages caused decrease in grain production. The percentage of aborted
flowers was higher in plants maintained under an increased temperature of +4.8 °C, with consequent reduction in grain production.
Higher water availability values favored shoot and root dry mass production. Increase of 4.8 °C did not affect shoot and root dry mass
but reduced water use efficiency by about 83%. The highest enzymatic activities of CAT, GPX and SOD were found in plants subjected to
the temperature of +4.8 °C. Only APX showed lower enzymatic activity with increasing temperature. The cv. ‘Carijé’ is more sensitive to
the 4.8 °Ciincrease in air temperature than to water deficits.

Index terms: Abiotic stress; oxidative stress; phenology; Vigna unguiculata.

RESUMO

O déficit hidrico e as altas temperaturas sdo os fatores abiéticos que mais restringem o crescimento e desenvolvimento das plantas.
Entretanto, seus efeitos dependem da fase de desenvolvimento da cultura, da duracdo e da intensidade do estresse. Com isso, objetivou-se
com esse trabalho, avaliar o desenvolvimento do feijdo-caupi submetido a restri¢do hidrica em diferentes fases fenolégicas e ao aumento
da temperatura do ar. O experimento foi conduzido com a cultivar Carij6é, em camaras de crescimento, em arranjo fatorial de 4x3x2, sendo
as disponibilidades hidricas (25, 50, 75, and 100%,) as fases fenoldgicas (vegetativa, floracdo e enchimento das vagens) e os regimes de
temperatura (T°1: 20-26-33 °C e T°2: 24.8-30.8-37.8 °C) , respectivamente. A reducdo da disponibilidade hidrica nas fases vegetativa e na
floracdo ocasionou queda na producdo de sementes. A porcentagem de flores abortadas foi maior para as plantas mantidas no regime
de temperatura com um aumento de 4.8 °C, com consequentemente, redu¢do na produ¢do de sementes. O aumento da disponibilidade
hidrica, favoreceu a producdo de massa seca da parte aérea e da raiz. O aumento de 4,8 °C ndo afetou o peso da massa seca da parte
aérea e das raizes, porém, reduziu cerca de 83% da eficiéncia de uso da dgua pela planta. Verificou-se as maiores atividades enzimaticas
da CAT GPX e SOD nas plantas submetidas ao regime de temperatura de com um aumento de 4.8 °C. Apenas a APX apresentou menor
atividade enziméatica com o aumento da temperatura. A cv. Carijé apresenta maior sensibilidade ao aumento de 4,8 °C na temperatura
do ar do que aos déficits hidricos.

Termos para indexacgao: Estresse abidtico; estresse oxidativo; fenologia; Vigna unguiculata.

INTRODUCTION affect agricultural production. In addition, future scenarios

indicate that water deficit can dramatically affect plant

Climate change has become a challenge for growth and development in more than 50% of farmland by

food security (Gomes et al., 2019), since the increase in 2050, reducing crop yield worldwide (Hasanuzzaman et
temperature and changes in rainfall pattern negatively al., 2019). Although water deficit is the main abiotic factor
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affecting the water status of plants, the severity of this effect
also depends on air temperature (Jumrani; Bhatia, 2018).

Cowpea (Vigna unguiculata L.) stands out for being
aplant rich in protein and with socioeconomic importance
for the semiarid regions (Melo et al., 2018). Some authors
consider this legume as a species with greater tolerance to
water stress compared to other crops (Ndiso et al., 2016;
Merwad; Desoky; Rady, 2018). These characteristics make
cowpea cultivation relevant for food security, especially in
the face of global climate change (Carvalho et al., 2019).
Although this crop is adapted to semiarid conditions, water
deficit and high temperatures during its development cycle
can have a negative impact on production (Ndiso et al.,
2016). According to Karim et al. (2018), this impact will
depend on the phenological stage of the crops during which
this abiotic stress occurs.

In this context, understanding how cowpea plants
will respond to future increments in water restriction and
air temperature may contribute to a change in the way
the management is carried out by producers, in order to
maintain production sustainability. Some phenological
stages such as flowering and pod filling are highly
dependent on soil water availability (Oliveira et al.,
2018). According to Bergamaschi and Bergonci (2017),
the increment in temperature tends to increase the water
demand of the atmosphere, leading to greater losses by
evapotranspiration in the agricultural system, which can
reduce water availability to plants. Thus, an important
strategy for plant management will be to understand the
phenological stage most sensitive to water deficit, so that
this resource is used rationally and effectively.

In view of the above, studies that simulate the
interaction of the abiotic stresses will be determinant for
the adoption of management strategies, making it possible
to determine the amount of water needed for the plant at
the right time, hence optimizing the use of this resource
(Silva et al., 2019). Thus, this study aimed to evaluate the
development of cowpea subjected to water restriction in
different phenological stages and to the increase in air
temperature.

MATERIAL AND METHODS

The experiment was conducted in Fitotron-type
growth chambers, with control of temperature, humidity
and photoperiod, in 2019. The experimental design was
carried out with the cultivar ‘Carijo’, which has major
economic importance for the region and were seeded
in pots with capacity of 7 L, in a 4 x 3 x 2 factorial
arrangement, corresponding to levels of soil water
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availability, phenological stages and temperature regimes,
respectively. Soil water availability levels were 25, 50, 75,
and 100%, applied in the vegetative, flowering and pod
filling phenological stages. Temperature regimes were:
Te1: 20-26-33 °C (20 °C: from 8 p.m. to 6 a.m.; 26 °C: from
6 am. to 10 am.; 33 °C: from 10 a.m. to 3 p.m.; and 26 °C:
from 3 p.m. to 8 p.m.); T°2: 24.8-30.8-37.8 °C (24.8 °C: from
8 p.m. to 6 am.; 30.8 °C: from 6 am. to 10 am.; 37.8 °C:
from 10 a.m. to 3 p.m.; 30.8 °C: from 3 p.m. to 8 p.m.),
with four repetitions. The relative humidity was fixed at a
value of 60% —+- 5% and the light intensity at1500 pmol
m? s, These temperature values were determined from
the minimum, average and maximum temperatures of the
Sao Francisco Valley Sub-medium, which vary from 18-22,
25-27 and 32-34 °C, respectively. The increase of 4.8 °C
above these values was based on the future scenario for the
temperature increase registered by the Intergovernmental
Panel on Climate Change (Intergovernmental Panel on
Climate Change - IPCC, 2013).

Irrigation management was performed with a
TDR (Time Domain Reflectometry) device, TDR100
model from Campbell. For this experiment, coaxial cable
probes with three rods were used. Initially, the TDR was
calibrated for the soil used in the experiment, an Argissolo
Vermelho-Amarelo eutrdfico (Ultisol), according to Batista
et al. (2016). Fertilization was performed three days
before planting, according to the results of soil chemical
analysis and recommendations for the crop (Cavalcanti,
2008). Irrigations were performed every two days based
on the data generated by the TDR, with replacement of the
evapotranspired volume of water, maintaining level of soil
water availability soil corresponding to each treatment.

Prior to planting, all pots were irrigated up to their
maximum water retention capacity. Irrigation management
involving the experimental treatments began fifteen days
after planting. The levels of soil water availability were
applied in the different phenological stages, divided into
three phases.

Plants of the first phase received water deficit
only in the vegetative stage (after opening of the first
compound leaf), ending from the production of the first
flower buds.

In the second phase, plants were subjected to
different levels of water availability in the flowering stage
until the beginning of pod filling.

Plants of the third phase received water deficit only
when pod filling began, ending with the harvest.

At the end of each phase, the days along which
the plants were subjected to the different levels of water
availability were quantified.
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Biometric and production parameters

In the flowering stage, the flowers of each plant
were counted daily to obtain the number of aborted flowers.
Grain yield was obtained by determining grain weight at
60 days after planting. This evaluation was performed from
the pod maturity stage, according to Oliveira et al. (2018).

Shoot dry mass (SDM) and root dry mass (RDM)
were evaluated after harvest, by cutting the stem close to
the soil to separate shoots and roots. The materials were
placed in paper bags and kept in an oven at 65 °C until
they reached constant weight (£72 h). After this period,
weighing was performed on a scale to obtain dry weight.
The shoot: root ratio was also evaluated.

Water use efficiency (g I'') was calculated as the
ratio between grain production (g) and the amount of water
used in irrigation throughout the cycle.

Determination of enzymatic activity

For biochemical analyses, fully expanded green
leaves without injuries were collected from the middle
third of the plant in the different phenological stages.
The samples were immediately stored in aluminum
foil envelopes and immersed in liquid nitrogen (NL)).
Plant extracts were prepared using 1 g of plant material
macerated in liquid nitrogen with addition of 0.01 g of
polyvinylpolypyrrolidone and 3 mL of extraction buffer
(pH 7.5) at the concentration of 100 mM of potassium
phosphate. Then, the extract was centrifuged at 15,000 g
for 15 minutes at 4 °C, and the obtained supernatant was
used as crude enzymatic extract.

Catalase (CAT) activity was determined by
following the decomposition of H,O, for 60 seconds
through spectrophotometric readings at 240 nm,
at temperature of 25 °C, according to the method
described by Havir and Mchale (1987). Ascorbate
peroxidase (APX) activity was determined as described
by Nakano and Asada (1981), by monitoring the
oxidation rate of ascorbate using spectrophotometer
with wavelength at 290 nm, at 25 °C, for 60 seconds.
Guaiacol peroxidase (GPX) activity was determined
based on studies conducted by Cakmak and Horst
(1991) by monitoring the reduction of guaiacol
using spectrophotometer with wavelength at 470
nm, at 25 °C, for 60 seconds. Superoxide dismutase
(SOD) activity was determined according to the
methodology of Giannopolitis and Ries (1977), with
spectrophotometer readings at wavelength of 560 nm,
and defining the SOD unit as the amount of enzyme
needed to inhibit the photoreduction of NBT by 50%.

Statistical analysis

The results were subjected to analysis of
variance with application of Turkey test (p<0.05), in
which the significant simple effects and interactions
between the sources of variation were tested. In case
of significance, regression analysis was performed
to evaluate the relationship between the evaluated
parameters and the water availability and Tukey test
was applied to compare the stages and temperature
regimes, using the program SISVAR Version 5.6.

RESULTS AND DISCUSSION

The triple interaction of water availability x
phenological stages x temperature was not significant
for the variables production, shoot dry mass, root dry
mass, ratio shoot:root and water use efficiency by
cowpea. However, grain production was influenced
by the interaction of water availability x phenological
stages, and the simple effect of temperature. Shoot dry
mass and root dry mass were influenced by the simple
effects of water availability and temperature. The water
availability and temperature influenced in an isolated
way the ratio shoot:root The water use efficiency was
influenced only by air temperature (Table 1).

Regarding grain production, the highest values
were observed in plants maintained at 50, 75, and 100%
water availability, with no difference related to water
application in the different phenological stages. The
reduction in water depth, with application of only 25%
in the vegetative and flowering stages, reduced grain
production by 63.33 and 50.76%, respectively, when
compared to 100% of water availability (Figure 1).

According to Silva et al. (2019), flowering is
considered the most sensitive stage to water deficit for
cowpea crop, causing flower drop and reduction in the
number of pods per plant, thus reducing production.
However, it was verified that the vegetative stage was
as sensitive to water deficit as the flowering stage.
This occurred because one of the factors that should be
analyzed regarding the susceptibility of plants to abiotic
stress is the duration of the period along which the plant
was exposed to water deficit (Nemeskéri; Helyes, 2019;
Ndiso et al., 2016).

As can be seen in Figure 2, the vegetative stage
was the one that was exposed to hydric stress for the
most days. Therefore, for the 25% water depth, the
longer duration of the vegetative stage may have the
same negative impact on grain production as the stress
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simulated in the flowering stage (Figure 1). It is worth
pointing out that the reduction of water during flowering
caused a significant reduction in grain production, about
50.76% (Figure 1). Similar results were reported by
Karim et al. (2018), who found a reduction in the grain
production of plants subjected to water deficit in the
flowering stage.

BARROS, ). R. A. et al.

Reduction in water availability (availability of
25%) during the pod filling stage did not cause reduction
in the production of cowpea plants (Figure 1). This can be
explained by the lower water requirement in this period
(Murga-Orrillo et al., 2016) and by the lower number of
days along which plants were exposed in this stage (Ndiso
et al., 2016) (Figure 2).

Table 1: Summary of the analysis of variance, by the mean square, for the variables: grain production (GP),
shoot dry mass (SDM), root dry mass (RDM), ratio shoot:root (S:R) water use efficiency (WUE), enzymes
catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX) and superoxide dismutase (SOD) in

cowpea.
Variation MS
source GL  GP SDM RDM SR WUE  CAT APX GPX SOD

avan\a/\éiitg/r(wm 3 18.69%  110.00%* 41.67%% 9.17% 0.036ns 63.99%%  605.40%* 2004.53%%  84.71%*

Phenological 5 ook 17.83ns  7.77ns  6.85ns 0.09%  24.83%% 55481.47%F  6460.43%* 2138.50%*

stages (PS)

Temperature (T) 1 2288.13%%  1095.55%% 1575+ 2301+% 16,09%* 79,57+ 508835+  1940.22%% 2030.71%*
WA x PS 6  22.89%+ 7.84ns  7.1ns 530ns 0.04ns  2.60%  857.60%*  96.47ns  315.40%*
WAXT 3 0.27ns 2.70ns  0.57ns 0.30ns 0.06ns 19.71** 1221.86** 39.49ns 14.74ns
PSXT 2 1221ns  19.87ns  4.05ns 0.44ns 0.04ns 43.27+% 1873.59%%  17510ns 973.91%*

WAXPSXT 6  879ns  26.35ns  2.60ns 1.45ns 0.004ns 4.76%% 71847+  49584%%  47.33%*
Residue 72 491 14.17 384 290 0.02 0.97 107.71 66.24 13.04
V% 28.87 2137  30.82 5404 2782 1584 19.533 13.63 14.95

DF = degrees of freedom; CV = coefficient of variation; ns = not significant, ** significant at 1% probability level, * significant at

5% probability level by Tukey test.
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Figure 1: Mean values of grain production of cowpea plants, cultivar ‘Carij¢’, as a function of water availability in
the phenological stages (Stage 1: vegetative, Stage 2: flowering and Stage 3: pod filling). *Uppercase letters for
phenological stage and lowercase letters for water availability.
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Figure 2: Mean of the days of exposure to water stress of cowpea plants, cultivar ‘Carij¢’, as a function of
temperature regime and phenological stages (Stage 1: vegetative, Stage 2: flowering and Stage 3: pod filling).
*Lowercase letters for temperature and uppercase letters for phenological stage.

It can be observed that the days of exposure
of plants to water stress differed with the increase
in temperature in the different phenological stages
(Figure 2). The vegetative stage was the longest one,
with an average duration of 30 days. Thus, plants were
exposed to reduction in water availability for longer.
It is also observed that the increase of 4.8 °C in air
temperature reduced the number of days of this stage,
with reduction in the time of exposure to water stress
and development cycle of the plants.

According to Bergamaschi and Bergonci (2017),
the increase in temperature is associated with the
acceleration of growth and phenology, so that, when
subjected to stress conditions, plants alter their
metabolism in order not to compromise their normal
development. The acceleration of the cycle occurs
because of the plant’s response to the stress condition,
increasing its respiration (Schmidt et al., 2017).

It is observed that the increase of 4.8 ° C in the air
temperature, prolonged the exposure time of phase 3 of
cowpea to water stress, due to the fall of pods. According
to Hoffmann Junior et al. (2007), high temperatures is
one of the environmental factors that most influences the
abscission of flowers and pods, the inadequate filling of
grains and the final retention of pods in beans.

The 4.8 °C increment in air temperature caused
a 79.35% increase in the percentage of aborted flowers,
with a consequent reduction of 77.78% in the production
of cowpea grain (Figure 3A and 3B).

Thermal stress during the reproduction of legumes
causes significant loss in the yield of the grain (Hatfield,
Prueger, 2015). One of the consequences is the reduction
in the number of floral branches and in the number of
flowers per plant (Harsant et al., 2013). Another impact
is related to the low viability and germination of pollen,
because the increase in temperature can affect male and
female gametophytes, increasing the abortion of flowers,
with consequent reduction in the number of grain (Silva
et al., 2020).

In addition, high temperatures reduce grain size
due to insufficient accumulation of photosynthates
during the pod filling stage (Kumar et al., 2016).
According to these authors, a few days of thermal
stress in this stage, with temperatures between 30 - 35
°C, accelerate senescence and decrease the number and
weight of grain, reducing the yield of legumes, thus
corroborating the results found.

Cowpea plants of the cultivar ‘Carijé’ had
higher water use efficiency (WUE) when grown
under a temperature regime of 20-26-33 °C. The
4.8 °C increase in air temperature reduced WUE by
83% (Figure 3C). This behavior is a consequence
of the reduction in grain production observed in
plants subjected to the regime of higher temperature
(Figure 3B), since this parameter represents a direct
relationship between the amount of grain produced
and water consumption by the plant.
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Figure 3: Mean values of percentage of aborted flowers (A), grain production (g) (B) and water use efficiency
(WUE) (C) of cowpea plants, cultivar ‘Carij¢’, as a function of temperature regimes.

The 4.8 °C increase in air temperature resulted in
an increase in shoot dry mass and root dry mass of cowpea
plants (Figure 4). This can be explained by the fact that
the increase in temperature results in increased vegetative
development (Hatfield; Prueger, 2015). According to
Sehgal et al. (2018), the leaves adapt to high temperatures
because of the effective thermotolerance mechanisms,
which enable the regulation of leaf temperature by
transpiration during the period with high temperature
(Koevosts et al., 2016). In addition, roots are more
sensitive to stress due to high temperatures than the shoot
plants, as indicated by the increase in the ratio of shoot:root
(Figure 4C). The results are similar to those found by
Giri et al. (2017), who associated this effect with greater
damage caused by temperatures in plant root membranes.

The increase in water availability also had a
positive effect on the dry mass of the shoot and the dry
mass of the root (Figure 5). However, this effect was
greater on root dry mass, as evidenced by the significant
reduction in the shoot:root in Figure 5C.
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Studies indicate that the biomass of legumes can be
hampered by moderate and severe water deficit (Farooq et
al., 2017). Plants under water deficit exhibit morphological,
physiological and biochemical alterations that affect
their growth, because the decrease in water availability
reduces water content in plant tissues, increasing canopy
temperature, with reduction in chlorophyll content and,
consequently, a lower photosynthetic activity (Kumar et
al., 2016; Karim et al., 2018).

For the specific activity of the evaluated enzymes,
different behaviors can be observed under the temperature
regimes and water availability levels evaluated in each
phenological stage of the plant (Figure 6). In general, it
was found that with the increase in temperature (24.8-
30.8-37.8 °C) the highest enzymatic activities were found
for CAT, GPX and SOD, while APX showed the opposite
behavior in relation to the others.

The alterations in enzymatic metabolism recorded in
the present study demonstrate that the stages of vegetative
development and flowering have similar enzymatic



Water restriction in different phenological stages and increased temperature affect cowpea production 7

behavior. Regarding the influence of water availability,
there was a reduction in CAT activity with increased water
availability in the three phenological stages evaluated,
regardless of the temperature regime, except for plants
subjected to low water availability in the pod filling stage
(Stage 3) under the temperature regime of 20-26-33 °C, for
which there was no significant fit of regression (Figure 6).
The increase in CAT activity with decreasing water
levels may be associated with an increase in the amount of
H,0, due to the thermal stress applied in the plants, as observed
for wheat (Kumar et al., 2012) and mung bean (Vigna radiata
L.) (Mansoor; Naqvi, 2013). However, changes in enzymatic
metabolism caused by thermal stress in plants will vary
according to the tolerance of the genetic material evaluated.
The activity of the APX enzyme showed different
behaviors in the different stages of cowpea development.
In the vegetative stage, the enzymatic activity showed
opposite behaviors between temperature regimes with
increasing water availability (Figure 6). While plants
subjected to the temperature regime 20-26-33 °C showed

a reduction in APX activity with increasing water
availability, the temperature regime of 24.8-30.8-37.8 °C,
associated with the highest water availability, caused an
increase in the enzymatic activity of APX.

These results highlight the effect of the interaction
between the stresses applied to the APX activity. At
mild temperatures the effect of stress caused by water
availability is evidenced with higher enzymatic activity
at low availability. In plants subjected to a 4.8°C increase
in temperature, the combination of low water availability
and high temperatures led to significant reductions in
APX activity, thus demonstrating a severe stress with the
combination of treatments applied. This may be related
to the affinity of this enzyme with H O,, which is in the
micromolar order, and APX is responsible for the fine
regulation of the response to environmental stresses.
When the amount of H,O, exceeds this order, reaching the
millimolar order, which configures high oxidative stress,
other enzymes come into action in the regulation of H,O,,
such as CAT and GPX (Hasanuzzaman et al., 2012).
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Figure 4: Mean values of Shoot dry mass (A), root dry mass (B) (g) and ratio shoot:root of cowpea plants, cultivar

‘Carij¢’, subjected to different temperature regimes.
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In the flowering stage, there was a reduction in
enzymatic activity with the increase in water availability
under both temperature regimes. No significant values
of enzymatic activity of APX were observed in the pod
filling stage. This behavior may be related to the start of the
senescence stage of the plants.

The increase in water availability caused a reduction
in GPX enzyme activity in all evaluated stages, except for
plants subjected to the temperature regime of 20-26-33 °C
in the pod filling stage (Figure 6). In this stage, there was a
maintenance of the activity, regardless of the water availability
level applied. Parallel to the reductions recorded, it can be
observed that plants that suffered from water stress in the pod
filling stage showed higher enzymatic activity of GPX. The
enzymatic pattern of GPX in the evaluated plants suggests that
this enzyme plays an important role in the regulation of H,O, in
plants subjected to water deficit, regardless of the temperature
to which they are exposed. Similar results were recorded by
Borellaetal. (2017), who verified significant increases in GPX
activity in common bean (Phaseolus vulgaris L.) cultivars
when subjected to water deficit.
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The enzyme SOD showed a reduction in activity
with the increase in water availability in the vegetative
and flowering stages (Figure 6). On the other hand, the
plants subjected to different water availability levels in
the pod filling stage showed an increase in the activity of
this enzyme with the increase in water supply. The highest
values of enzymatic activity of SOD were observed under
application of a water availability level of 76.5% with
24.1(U SOD mg! protein) under the temperature regime of
20-26-33 °C, and 97.2% with 47.6 (U SOD mg! protein)
in plants subjected to a 4.8 °C increase in air temperature.

Changes in enzymatic activities under multiple stress
conditions, such as water deficit and high temperature,
as observed in the present study, may be associated with
the activation of oxidative defense mechanisms of plants
(Mansoor; Naqvi, 2013). The higher activity of antioxidant
enzymes can contribute to a better tolerance to water
deficit, thus justifying greater enzymatic activities in plants
subjected to water stress, such as the activity of enzymes
responsible for maintaining oxidative homeostasis in
cowpea (Carvalho et al., 2019).
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mg' protein) in cowpea, cultivar ‘Carijé’, subjected to different water availability levels and temperature regimes
in three phenological stages (Stage 1: vegetative, Stage 2: flowering and Stage 3: pod filling). Significant regression
coefficient with p<0.05 (*) and p<0.01 (**).

Ciéncia e Agrotecnologia, 44:e022120, 2020



10

For plants that were subjected to reduction in water
availability in the vegetative and flowering stages, it can be
noted that, in general, the lower the water availability, the
greater the specific activity of SOD (first line of defense),
as well as the enzymes that act in the second line of
defense against oxidative stress (CAT, APX and GPX). The
maximum activity of antioxidant enzymes can increase the
capacity of cellular protection against oxidative damage,
thus contributing to a better tolerance to water deficit and
high temperatures (Zandalinas et al., 2018).

On the other hand, plants subjected to water deficit
in the pod filling stage showed a lack of synchrony between
the enzymes that act on the lines of oxidative defense. With
the significant increase in SOD activity, there is a greater
accumulation of H,O, generated in the dismutation of
0," and, with the reduction in the activity of enzymes that
act in the elimination of H,O, (as observed for CAT, APX
and GPX), there is a possible accumulation of this reactive
oxygen species (Barbosa et al., 2014; You; Chan, 2015).
The lack of synchrony between the activity of the enzymes
evaluated in the pod filling stage may be associated with
the phenological age of the evaluated plants, as they were
already entering the last stage of their cycle, thus activating
the state of senescence, and cell death.

The alterations in enzymatic metabolism recorded
in this study demonstrate that the stages of vegetative
development and flowering have similar enzymatic
behavior. This result may be related to the longer duration
of these stages (Figure 2), because one of the main factors
that will determine the degree of severity of abiotic stress is
the time of exposure to the stress (Ndiso et al., 2016). The
longer time of exposure in the vegetative and flowering
stages, associated with high intensity of stress, as observed
in plants subjected to 25% water availability, can cause
irreversible damage to plants, like the significant reduction
in grain production observed in Figure 3A.

Climate change exposes cowpea plants to water
deficit and temperature increase, altering their phenology
and causing reductions in their growth and yield. Even
with these impacts, little is known about the effect of the
interaction between these abiotic stresses on the different
phenological stages of cowpea. Studies like this indicate
that the adoption of irrigation management in the stages
in which cowpea is more sensitive to stress will be
necessary, since plants will not tolerate the negative effect
of water deficit. With the increase in temperature it will
be indispensable to know the phenology of the crop, so
that one can choose an appropriate planting time, aiming
at periods with lower temperatures, especially during the
reproductive stage, minimizing the damage caused by
temperature and increasing water use efficiency.

Ciéncia e Agrotecnologia, 44:e022120, 2020
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CONCLUSIONS

Low water availability and increase in temperature
reduce grain production of cowpea, cv. ‘Carijo’.
However, the plants were more sensitive to the 4.8
°C increase in air temperature than to water deficit.
Application of severe water deficit will only reduce grain
production when applied in the vegetative stage, due to
the duration of the stress, and in the flowering stage. The
combined action of stresses with low water availability
and high temperature caused an increase in the activity
of enzymes in the antioxidant defense system, evidencing
that cowpea plants were under stress, which directly
affected their production.
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