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RESUMO

A toxidez causada por aluminio é um fator limitante de grande importancia no
cultivo do feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.), leguminosa cultivada nas regides
tropicais e subtropicais, considerada uma importante fonte alimentar,
principalmente pela sua importancia nutricional e socioecon6mica para
pequenos agricultores das regides Norte e Nordeste do Brasil. Objetivou-se com
esse trabalho avaliar linhagens de feijdo-caupi quanto a tolerancia ao ion
aluminio com base na atividade especifica de enzimas antioxidantes aplicando
modelagem preditiva. O experimento foi conduzido na Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS), no Laboratério de Germinacdo de Sementes (LAGER)
e em casa de vegetacdo. Foi realizada avaliacdo do teor de proteina e da
atividade especifica da enzima ascorbato peroxidase (APx), catalase (CAT),
peroxidade (POD) e superoxido dismutase (SOD) nas plantas expostas a
diferentes concentracdes de aluminio. Para analise dos resultados obtidos foram
utilizadas diferentes formas de classificagdo quanto a tolerancia ao aluminio,
desde testes de médias utilizando o Scott-Knott a (p<0,05) de probabilidade,
assim como, a modelagem preditiva agregada em arvore de dados onde foi
testado os modelos preditivos Random Forest, Tree, Rede Neural e kNN. Foi
utilizado o corante Evans blue como um indicador visual da toxidez de aluminio
bem como sua quantificagdo através de leitura em espectrofotdmetro. Observou-
se grande variabilidade genética entre as linhagens de feijdo-caupi quanto a
tolerancia ao aluminio. Os dados da atividade enzimatica das plantas expostas
ao ion aluminio foi possivel determinar que o modelo Randon Forest e o Neural
Network para as imagens com o corante Evans Blue, apresentaram melhor
capacidade preditiva para ambos os dados estudados. Pelo método visual
utilizando o corante Evans blue a linhagem O foi a mais tolerante e as linhagens
I, J, F, G e M foram as mais sensiveis ao aluminio quando analisado a coloragéo
do 4pice radicular. Ja a quantificacdo do Evans blue as linhagens D e C foras as

mais tolerantes e as linhagens mais sensiveis foram a G e A.

Palavras-chave: Vigna unguiculata L. Walp. Estresse abiotico. Aprendizado de

maquina, Espécies reativas de oxigénio. Catalase. Random Forest.



ABSTRACT

Aluminum toxicity is a significant limiting factor in cowpea (Vigna unguiculata L.)
cultivation, a legume grown in tropical and subtropical regions, highly valued as
a food source, particularly for its nutritional and socio-economic importance to
small-scale farmers in the North and Northeast regions of Brazil. The objective of
this study was to assess cowpea lineages for aluminum ion tolerance based on
the specific activity of antioxidant enzymes using predictive modeling. The
experiment was conducted at the State University of Feira de Santana (UEFS),
in the Seed Germination Laboratory (LAGER), and in a greenhouse. Evaluation
of protein content and the specific activity of the enzymes ascorbate peroxidase
(APx), catalase (CAT), peroxidase (POD), and superoxide dismutase (SOD) was
performed on plants exposed to different aluminum concentrations. Various
forms of aluminum tolerance classification were used to analyze the results,
including mean tests using Scott-Knott with a probability level of p<0.05.
Additionally, predictive modeling was employed, incorporating data trees, where
predictive models like Random Forest, Tree, Neural Network, and kNN were
tested. Evans blue dye was utilized as a visual indicator of aluminum toxicity, and
its quantification was done through spectrophotometry. Significant genetic
variability was observed among cowpea lineages concerning aluminum
tolerance. The enzyme activity data from plants exposed to aluminum ions
enabled the determination that the Random Forest and Neural Network models
for images with Evans Blue dye displayed the best predictive capability for both
data sets. Using the visual method with Evans blue dye, lineage O demonstrated
the highest tolerance, while lineages I, J, F, G, and M were the most sensitive to
aluminum, as determined by root apex coloration. Regarding Evans blue
guantification, lineages D and C were the most tolerant, and the most sensitive

lineages were G and A.

Keywords: Vigna unguiculata L. Walp. ral, Abiotic stress, Machine Learning,

Reactive Oxygen Species. Catalase, Random Forest.
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INTRODUCAO GERAL

A acidez do solo tem um papel importante na produtividade agricola e
conseguentemente nas praticas de manejo do solo, interferindo na quantidade e
disponibilidade de nutrientes para as plantas pela diminuicdo ou aumento da
solubilidade de nutrientes essenciais, sendo de fundamental importancia a sua
correcao através do uso de calcério.

A presenca de aluminio em ambientes &cidos promove a disponibilidade
do ion aluminio na sua forma téxica aos vegetais, limitando assim o0 seu
desenvolvimento. Diante disso, a busca por espécies tolerantes ao aluminio
surge como uma alternativa para mitigar os danos causados a producéo, pois,
muitas vezes pode ser uma opg¢do economicamente viavel para os produtores
menos capitalizados, além de problemas relacionados a correcdo apenas das
camadas superficiais, ndo sendo efetivo na correcdo da acidez do subsolo,
devido a baixa mobilidade dos componentes solluveis do calcario aplicado na
superficie do solo

O processo de acidificagdo se da devido a algumas praticas agricolas,
como a exportacdo de produtos da fazenda, lixiviacdo de nitrogénio abaixo da
zona de raiz, uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados e excesso de
matéria organica.

A toxidez do aluminio é um dos principais fatores limitantes do
desenvolvimento das plantas em solos acidos, principalmente quando nédo é
utilizado corretivos da acidez do solo. Com isso o desenvolvimento de gendtipos
tolerantes ao aluminio tem sido uma alternativa para mitigar os danos causados
pelo ion aluminio. Assim as investigacdes dos mecanismos de tolerancia bem
como as bases genéticas deste elemento tém merecido atencdo especial pela
pesquisa cientifica (HARTWIG et al., 2007).

O estresse causado pelo ion AI**, o cultivo hidropdnico oferece varias
vantagens aos estudos da interacdo desse elemento com as plantas, como o
pronto acesso ao sistema radicular e a possibilidade de monitoramento e
controle de pH e das concentracbes de Al e de outros ions relevantes a
expressao de reacOes com alta sensibilidade e tolerancia (ROSSIELLO; JACOB-
NETTO, 2006).
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Essa condicdo de estresse, pode promover uma grande producdo de
espécies reativas de oxigénio que apesar de desempenharem um papel
importante na manutencéo do crescimento, principalmente quando em situacao
de estresse. Algumas plantas podem sofrer alteracdes fisiologicas, bioquimicas
e morfolégicas quando em contato com o ion aluminio. Essa exposi¢cao pode
variar de espécies para espécie e até mesmo de individuos da mesma espécie.

Diversos estudos tentam elucidar qual o melhor método para identificar
individuos mais tolerantes ao aluminio. Diante disso, um ramo de Machine
Learning (Aprendizagem de maquinas), tem se destacado ao longo dos anos.
Essa ferramenta possui diversos métodos de avaliacdo dinamica com a
possibilidade de criacdo de sistemas de predicéo, possibilitado assim um grande
avanco na avaliacdo continua de plantas frente as mudancas nos padrbes
fisiologicos, morfolégicos e bioquimicos, pois 0 modelo ndo é adaptado, mas

treinado.
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REVISAO DE LITERATURA
Vigna unguiculata (L.) Walp.)

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), também conhecido como
“feijdo-de-corda” e “feijao-macassar’, € uma leguminosa, muito cultivada nas
regides tropicais e subtropicais como principal fonte de alimento, isso se deve ao
seu elevado valor nutritivo, constituindo de grande importancia socioeconémica
para a populacédo das regides Norte e Nordeste do Brasil (SILVA et al. 2002;
FREIRE FILHO, 2011).

E uma das fontes de alimento humano mais antiga, seu cultivo data desde
0 periodo Neolitico (SUMMERFIELD et al., 1974). Entretanto, ndo se tem um
centro de origem conhecido (SARIAH, 2010) porém devido, a grande diversidade
genética juntamente com a presenca de alguns exemplares selvagens
encontrados somente na Africa do Sul, faz desta regi&o o seu provavel centro de
domesticacao (FARIS, 1965; FREIRE FILHO 1988).

A principal utilizagdo para consumo é in natura, principalmente na forma
de gréos secos ou verdes, o feijdo-caupi é utilizado também como adubacéo
verde, protecdo do solo e ainda na alimentacdo animal como forragem, feno,
ensilagem e farinha (ROCHA et al., 2009).

Nascimento et al. (2011), relatam que o feijdo-caupi (V. unguiculata L.
Walp.), também conhecido como “feijao-de-corda” e “feijao-macassar’,
representa uma das principais fontes alimentares das regides norte e nordeste
do Brasil, sendo considerado um alimento bésico para a populacdo de baixa
renda. Além de sua importancia nutritiva, gera emprego e renda para essas
regides (FREIRE FILHO, 2011).

O Brasil tem destaque ao ocupar o terceiro lugar, constituindo -se um dos
maiores produtores mundiais de feijdo-caupi, ficando atras somente da Nigéria
(2,6 milhdes de toneladas) e do Niger (2,4 milhdes de toneladas) (FAO, 2020).
De acordo com a Embrapa (2020), no Brasil a cultura € cultivada em uma area
de 1.099,560 hat, com uma producéo de 512 toneladas e rendimento de 466 kg
ha?, sendo, os estados que se destacam na producdo s&o o Piaui e a Bahia,
gue quando sdo somados sua produc¢ao correspondem a 86 % do total da safra
2020/21 (CONAB, 2021).
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O feijdo-caupi fornece grados nutritivos que contem em média 25% de
proteina, Afoakwa et al. (2006), afirmam que possuem alta digestibilidade além
de vitaminas, fibras solUveis e minerais que proporcionam reducdes no colesterol
e no controle da diabetes, melhorando assim os aspectos relacionados de saude,
além de apresentar um baixo custo de producao (FAO, 2016).

Essa cultura é vista como um destaque principalmente nas regides
tropicais e subtropicais (Kirigia et al., 2018), isso se deve a grande capacidade
de plasticidade fenotipica que possibilita uma maior adaptacdo a condicdes
adversas, principalmente déficit hidrico, altas temperaturas embora nem todas
as cultivares respondam no da mesma forma (ALVES-BARROS et al., 2013;
ABDELATI et al., 2015).

Apesar de ser uma planta bem adaptada as condi¢des aridas Gull et al.,
(2019) ressaltam que o periodo que possibilita uma maior sensibilidade ao déficit
hidrico € na floracdo. Meena et al., (2015), corroboram afirmando que o déficit
hidrico nesse estadio vegetativo afeta drasticamente o rendimento de gréos.

Santos et al.,, (2021), ressaltam a importancia da interacdo entre o
potencial produtivo e os fatores edafoclimaticos, principalmente por fatores de
solo e adubacéo, apresenta um sistema radicular pouco profundo e o ciclo curto

da culta faz com que ela seja uma planta exigente em nutrientes.

Aluminio no solo

Trata-se de um elemento anfétero que pode atuar como cation em meio
acido e como anion em meio basico, tendo sua disponibilidade no solo controlada
pelo pH (ERTSCH; PARKER, 1995). Quando em meio acido, levando em
consideracdo um pH menor do que 5,0, o aluminio apresenta-se na forma
trivalente como hexahidrato octaedral (Al(H20)6%*) (WRIGHT, 1989). Onde sédo
encontrados cerca de 90% do aluminio na forma toxica para a grande maioria
dos vegetais.

Como o aluminio no solo é altamente dependente do pH, isso faz com que
ele possa se ligar a outros ions ou compostos que passa a possuir caracteristicas
insollveis como o sulfato (AISO4?), fluoreto (AIF?*), fosfato (AIH2PO4%*), ligantes

organicos (Al-organico), polimeros (polinacleos de Al) e hidroxidos (AIOH2+,
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Al(OH)2 +, AI(OH)s e AI(OH)4), sendo essas formas néo téxicas aos vegetais
(DELHAIZE; RYAN, 1995; BLOOM; ERICH, 1996),.

Pelo fato de o aluminio ser trivalente na sua forma mais danosa aos
vegetais, no solo ele é fortemente atraido pelas particulas coloidais do solo pelo
fato de estar a permanecer em sua grande maioria de na forma eletronegativa.
Entretanto esse tipo de interagdo proporciona uma competicdo com outros
cations como o K* uma e Ca?* e Mg?* duas valéncias, sendo assim facilmente
perdidos por processos de lixiviagdo (BOHNEN, 2000).

O Al é o metal mais abundante no solo, com aproximadamente 8,1%,
depois do oxigénio e silicio (Figura 1A), uma vez que, a maior parte esta na forma
de um mineral (aluminossilicatos e O0xidos de aluminio), entretanto quando na
solucdo do solo e por ser um elemento anfétero em diferentes pH, o aluminio
pode hidrolisar as moléculas de agua formando assim hidroxido de aluminio
(BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017).

A B Al - Precipitates
(inorganic) 8.0
C R 75
Minerals 2 AI(OH), ~
o Silicates - Oxides i) i
8.1% = Al(OH),°(s) 6.5

a
= Al(OH),’ 6.0
Aluminum @—— Precipitates 2 L
Organics - inorganics ) AI(OH)? :
[MM or :2‘ Also 5.0
By Al - Precipitates P
lons — AP (organic) 4.0
Hydroxides

Fonte: (Bojorquez-Quintal et al., 2017).
Figura 1. Abundéancia e especiacdo de aluminio na crosta terrestre. (A)
Diferentes formas de Al no solo e na agua, (B) Especiacao de Al na solu¢cédo do
solo.

Tendo em vista que o Brasil possui cerca de 60% dos seus solos
apresentando niveis mais elevados de acidez, em geral variam de 3,7 a 5,5 e
com niveis significativos de AI** (ABREU Jr. et al., 2003). O que acaba sendo de
grande preocupacao por parte dos agricultores por ser um fator limitante do
sistema radicular.

Em solos neutros ou moderadamente acidos, o aluminio (Al) é encontrado

principalmente na forma de compostos insoliveis (HUANG et al.,, 2021).

pH
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Entretanto quando encontrado em solos com acidez menor que 4,5 (Figura 1B),
tende a solubilizar como cations mononucleares, ocasionando assim fitotoxidez
para a maioria das plantas, e em alguns casos mesmo em baixa concentracao
(MA et al., 2014).

Toxicidade do aluminio e seu efeito na morfologia das plantas

Quando o solo se encontra em condi¢cfes acidas ocorre a prevaléncia do
ion aluminio na forma trivalente, proporcionando assim uma inibicdo do
alongamento da raiz primaria e da divisédo celular que, consequentemente, vai
prejudicard todo o crescimento e produtividade do vegetal (KOCHIAN et al.,
2004; KAR et al., 2021).

Quando em condicfes de excesso o aluminio inibe o crescimento e causa
alteracdbes na conformacdo do sistema radicular, tornando as raizes
engrossadas, inchadas, com coloragdo marrom, menos ramificadas,
guebradicas e com pontuacdes escuras nas extremidades (EPSTEIN; BLOOM,
2006).

Guo et al., (2007), relatam que o influxo e efluxo sdo uma interagdo muito
importante na determinacdo da taxa de elongamento celular quando a plantas

estdo na presenca do ion aluminio.

Toxidez do aluminio a nivel celular

Quando as plantas sdo submetidas ao ion aluminio diversas sao as
possibilidades que esse ion pode interferir a nivel celular, entretanto, €&
destacado na literatura que quando a célula vegetal fica exposta ao aluminio
ocorrem danos a integridade da membrana plasméatica (KAR et al., 2021).

As primeiras respostas celulares podem ocorrer quando a planta fica
exposta em um intervalo de tempo de 5 a 10 minutos alterando o0 movimento e o
suprimento de cations em contrapartida facilita a entrada de anions através da
membrana plasmética (RENGEL; ZHANG 2003). Com base nisso Blamey et al.,
(1990), afirmam que quanto maior for essa capacidade de troca catibnica mais
tolerante sera a planta. Uma vez dentro da célula o aluminio € capaz de

promover o bloqueio da divisdo celular (mitose), que consequentemente reduz a
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producao de novas células (Figura 2A), reducao de atividades enzimaticas, entre
elas a ATPase, que por consequéncia blogueia a liberacdo de energia
principalmente para o processo de absorcdo ativa de nutrientes (ANGHINONI;
MEURER, 1999).

0

A)

,\
ifferentiation
zone

\

S NG

~

A
l Elongation

zone
Y

S " Transition

zone
damaged {
root cap

Meristematic
zone

4
\
v

Al- sensitive root Al- resistant root

Fonte: (Adaptado: KAR et al., 2021).

Figura 2. Efeito do Al no comprimento da raiz primaria de plantas sensiveis e
tolerantes.

O tecido celular sofre a influéncia do aluminio tanto internamento como
externamente. Quando em contato com o0 sistema radicular pode ocorrer
alteracbes morfolégicas como fator secundario devido aos danos causados
pelas alteragcbes celulares. O aluminio danifica a cobertura da raiz
proporcionando o engrossamento radicular isso ocorre devido a ao aluminio
ligar-se e regular os componentes como pectina e hemicelulose que estdo

presentes na parede celular (KAR et al., 2021).

Yang e Horst (2015) afirmam que essas alteracbes na estrutura e
propriedades da parede celular vao atuar como um fator critico no
desenvolvimento da raiz primaria quando na presenca do aluminio. Além da
reducao no crescimento podem ocorrer rupturas transversais da parede cortical
externa a parede cortical interna, devido a ligacao da parede celular com o Al,
ocasionando assim a diminui¢cédo da plasticidade celular (KOPITTKE et al., 2008).

Todos esses fatores podem refletir na eficiéncia fotossintética,
peroxidacdo lipidica, danos ao DNA, danos ao citoesqueleto e aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (Bojérquez-Quintal et al., 2017).
Entretanto alguns autores afirmam que quando em baixas concentracdes o
aluminio pode promover alguns efeitos benéficos como: aumento na biomassa

da raiz, promocdo da absorcdo de nutrientes, aumento da defesa contra
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patdgenos, modulacdo da cor floral e aumento da atividade metabdlica
(BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017; SUN et al., 2020).

Quando plantas s@o submetidas a concentracfes letais de aluminio
ocorrem alteragcbes nas membranas celulares, o que consequentemente
aumenta sua permeabilidade, aumentando juntamente o efluxo de solutos do
interior das células. A peroxidacao lipidica constitui um dos primeiros efeitos
sobre a bicamada, atuando na degeneracdo dos canais de proteinas de
membranas e no potencial elétrico da parede celular que sofre alteracfes
(SHOMER et al., 2003; VITORELLO et al., 2005). Também pode deslocar ions
criticos no apoplasto promovendo a interrup¢cdo de concentracbes ibnicas
intracelulares no momento em que s&o direcionados para transportadores de
solutos localizados na membrana (canais iGnicos, transportadores e bombas)

gue transportam solutos carregados através da membrana (KAR et al., 2021).

Efeitos do aluminio na absorcéo de nutrientes

O principal dano que o aluminio causa nos vegetais € o dano radicular
causado pela exposicdo prolongada ao ion, o que pode dificultar a absorcdo de
nutrientes e 4gua que consequentemente influenciard no crescimento da planta
(JONES; KOCHIAN, 1995; BARCELO; POSCHENRIEDER, 2002).

Portanto quando ocorre uma alteracédo no pH do solo e 0 mesmo tende a
ficar mais acido ocorre assim uma maior disponibilidade do ion aluminio, saindo
de uma forma ndo labil para uma forma labil. Sendo assim uma maior
predominéancia de ions de aluminio na sua forma trivalente vdo promover uma
interacdo com elementos que na sua grande maioria sdo cations como: calcio
(Ca?*), magnésio (Mg?*), potassio (K*) e amonio (NH4*), dentre outros, com isso
pode ocasionar estresse oxidativo, alteracdo no citoesqueleto, alteracdes
significativas na parede celular, interrupgdes nas vias de sinalizagao, alteragoes
da polarizacdo da membrana plasmatica, até mesmo danos ao DNA do vegetal
(RYAN; KOCHIAN, 1993; BLANCAFLOR et al., 1998; SIVAGURU et al., 1999;
LIU; LUAN, 2001; BOSCOLO et al., 2003; YAMAMOTO et al. 2003; KOCHIAN
et al., 2005; TAMAS et al., 2005; ILLES et al., 2006; GUPTA et al., 2013).

Kar et al., (2021) trazem uma viséo geral de como o aluminio interfere nas

atividades de varios transportadores de soluto, sendo que em altas
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concentracfes desse ion as plantas acabam sendo prejudicadas nas funcdes
exercidas por K*, Ca?*, Mg?*, aménio NHs* e nitrato NOs’, principalmente no
sistema radicular, que por vez vai resultar em um influxo de ions de forma
desproporcional. Dessa forma muita das vezes 0s vegetais ndo sdo capazes de
expressar um sintoma de fitotoxidez em relacdo ao aluminio, e sim podem
apresentar, apresentar um desequilibrio nutricional em funcdo da absorcéo
limitada e/ou desproporcional.

Freitas et al., (2006) ao estudar a absorcéo de P, Mg, Ca e K e tolerancia
de gendtipos de arroz submetidos a estresse por aluminio em sistemas
hidropdnicos verificaram que existe uma interacdo significativa quando foi
aumentada a concentracdo de aluminio na solucdo nutritiva ocorreu um
decréscimo na absor¢éo dos P, Mg, Ca e K.

A acidez da acidez é um fator limitante ao crescimento dos vegetais
principalmente cultivados, uma vez nessas condi¢cfes o Al3+ contribui de forma
significativa ainda ndo somente em relacdo a acidez do solo e sim na interacéo
com outros fatores como aumento da concentracdo de H*, APF* e Mn?* e
decréscimo das concentracdes dos cations Mg?*, Ca?*, K* e solubilidade de P e
Mo.

Mecanismos de tolerdncia ao aluminio

O mecanismo de tolerancia ao aluminio pode variar de espécie para
espécie, entretanto é relatado na literatura a existéncia de dois mecanismos que
conferem tolerancia aos vegetais quando expostos ao aluminio. Como por
exemplo, a quelacdo do ion no citosol da célula, ou entdo, a exsudacao de
substancias organicas radiculares, estas quando exsudadas, sdo capazes de
complexar o aluminio na rizosfera da planta (TAYLOR, 1988b).

Rodrigues et al., (2006), evidenciaram que em genétipos de café alguns
individuos dentro da mesma espécie podem apresentar comportamentos
diferentes quando expostos ao aluminio. No estudo foi observado o genétipo
Catuai consegue manter as concentracdes fixas de aluminio na parte aérea e no
sistema radicular, essa concentracdo de aluminio é proporcional ao aumento da
concentracdo de aluminio. Ja o0 gendtipo Icatu consegue manter as

concentragcfes de aluminio fixas no sistema radicular e transportando para a
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parte aérea. Fica evidente que o gendtipo Catuai apresenta mecanismo de
tolerancia de exsudatos no sistema radicular, ao passo que, o0 genotipo Icatu
apresenta acdo de enzimas antioxidantes que estdo agindo no mesmo 6rgéo.

Esse efeito pode ser explicado por mecanismos de compartimentalizagéo
do Al em érgdos nédo fotossintetizantes. Isso pode ocorrer pela diminuicdo da
acao de transportadores de membranas para levar esse elemento para o xilema
ou pela compartimentalizacdo dele no vacuolo da célula.

Huang et al., (2021), estudando plantas de Camellia sinensis, constataram
gue essa espécie possui mecanismo internos que possibilita a formagédo de
complexos nao toxicos do aluminio no citosol. No mesmo estudo foi verificado
um acumulo de aluminio na parte aérea principalmente nas folhas mais velhas.
Essas estratégias de desintoxicacdo do aluminio podem contribuir de forma
significativa na busca por gendtipos mais tolerantes a esse elemento
principalmente quando cultivadas em solos acidos.

A tolerancia ao aluminio é uma caracteristica que confere adaptacéao das
plantas em certos ambientes adversos, podendo representar produtividade de
gréo nos genotipos portadores do carater para tolerancia, quando comparados
agueles que ndo apresentam. A compreensdo dos mecanismos que identificam
o desempenho diferencial entre os gendtipos facilita a exploracdo da
variabilidade genética existente para o carater (PASSOS et al., 2015).

Diversos sao 0s mecanismos que a planta possui para mitigar os efeitos
deletérios que o aluminio pode causar. Taylor (1988a) e Kochian et al., (2004),
relataram que alguns vegetais podem possuir a capacidade de complexacao
extracelular desse ion com a emissdo de &cidos organicos, exsudacdo de
guelantes e até mesmo o efluxo do ion, impedindo assim a entrada do ion pelo
sistema radicular, podendo também ser complexado na parede celular através
da permeabilidade seletiva da membrana plasmatica, e com a formacao de uma

barreira de pH na rizosfera da planta.

Uso de corantes nas pesquisas sobre fitotoxidez por aluminio

Durante as ultimas décadas os pesquisadores desenvolveram pesquisas
no intuito de elucidar as formas e a utilizacéo de corantes como indicadores de

possiveis lesdes nas estruturas morfolégicas ou até mesmo a nivel celular surge
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como uma alternativa simples e rapida. Varias séo a possibilidade de corantes
dentre estes temos: a hematoxilina, corante que produz coloragao violeta quando
complexado com o ion aluminio. Os primeiros autores a propor a utilizacdo da
hematoxilina foram Polle et al., (1978) sendo muito utilizado para gramineas
como recomendado por Rossiello e Jacob-Netto (2006).

O corante azul de evans € uma técnica simples e confiavel para
determinacao de morte celular em microscopia, diante disso foi desenvolvido um
procedimento espectrofotométrico para que fosse possivel uma melhor
guantificacdo da morte celular principalmente na interacao patégeno/hospedeiro
e posteriormente adaptado para ensaios com discos foliares (JACYN; MOCK
(1994).

A técnica de coloracdo do sistema radicular de plantas expostas ao ion
aluminio é possivel verificar que quanto maior for a absor¢édo do corante, maior
sera a lesdo causadas no sistema radicular, entretanto com mais absorcéo
aparente em alguns genotipos mais sensiveis do que em genotipos mais
tolerantes (PANDEY; DUBEY, 2022).

Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio sdao moléculas altamente oxidantes e
compreendem: o anion superoxido (Oz*), peroxido de hidrogénio (H202),
oxigénio singlete (*0O2), radical peridroxil (HO2*) e radical hidroxila (OH¢) (GILL;
TUTEJA, 2010). A compreensao desses mecanismos de defesa antioxidante é
essencial ndo apenas para a resisténcia ao estresse, mas também para o
desenvolvimento de estratégias de protecdo de culturas e o aprimoramento das
praticas agricolas (BARBOSA et al., 2023).

Segundo Carrillo e Valle (2005), as alteracdes no metabolismo vegetal
sofrem influéncia principalmente dos fatores ambientais que sao capazes de
produzir estresse oxidativo, sendo estes classificados como fatores em abioticos
como: alta irradiancia, seca, deficiéncia mineral, baixas e altas temperaturas e
bioticos: infeccdo bacteriana, fungica ou viral, herbicidas, fungicidas,
contaminantes atmosféricos (SO2, NO, NO2, 0z6nio) e metais pesados como

aluminio, cadmio, chumbo entre outros.
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No intuito de mitigar esse estresse causado pelos radicais livres, 0s
vegetais podem apresentar uma grande quantidade de mecanismos de defesa
como: sintese de compostos antioxidantes ndo-enzimaticos, como alfa-tocoferol
e carotenoides, e enzimaticos como a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a peroxidase do ascorbato (APx), dentre outras (ANDERSON; PRASAD,
1995; NOCTOR; FOYER, 1998).

Dado que o estresse oxidativo que estdo intimamente ligados aos efeitos
adversos de elementos toxicos que prejudicam varias culturas agricolas, ha a
hip6tese de que as plantas de caupi com potencial produtivo apresentem
respostas diferenciadas por meio da ativacao de enzimas envolvidas na resposta
ao estresse oxidativo. Portanto, a investigacdo do metabolismo de defesa do
caupi assume um papel de suma importancia tanto no setor agroindustrial quanto
na pesquisa académica. Essas abordagens tém o potencial de identificar
marcadores bioquimicos que podem ser utilizados na selecdo de novas
variedades resistentes a toxicidade do aluminio, acelerando, assim, os esforcos

de pesquisa em melhoramento genético e desenvolvimento nessa area.
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AVALIACAO DE MODELOS PREDITIVOS NA SELECAO DE LINHAGENS
DE FEIJAO-CAUPI QUANTO A TOLERANCIA AO ALUMINIO
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o teor de proteina e o
comportamento das enzimas antioxidantes em feijdo-caupi aplicando a
modelagem preditiva. O experimento foi conduzido na Universidade Estadual de
Feira de Santana, seguindo delineamento inteiramente casualizados (DIC) em
esquema fatorial 5x14x4, com cinco doses de aluminio (0, 50, 100, 150 e 200
UM AICI3*6H20), doze linhagens e duas cultivares de feijao-caupi (BRS ITAIM e
CB-27) e quatro tempos de exposi¢cdo ao aluminio (0, 2, 4 e 6 dias apds a
germinacao). Foi realizada a extracao do extrato enzimatico para determinacao
do teor de proteina e da atividade especifica das enzimas antioxidantes
(ascorbato de peroxidase (APX), catalase (CAT), guaiacol (POD) e superdxido
dismutase (SOD). Para teste dos modelos preditivos foi utilizado o Random
Forest, Tree, Rede Neural e KNN. Com base nos resultados de algoritmos de
classificacdo para o teste proposto, 0 modelo Random Forest apresentou a
melhor acuracia e precisdo para o banco de dados analisado. Utilizando analise
de cluster foi possivel verificar baixos teores de proteinas tanto para a parte
aérea quanto para o sistema radicular, ja para as enzimas antioxidantes a maior
elevacao da atividade enzimatica ocorreu no sistema radicular em detrimento da
parte aérea. Foi possivel verificar grande variabilidade entre as linhagens
estudadas. Diante disso, pode-se concluir que o modelo Randon Forest

apresenta o maior nivel de capacidade preditiva.

Palavras-chave: Rede Neural, kNN, Tree, Random Forest, Estresse abiobtico.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the protein content and behavior of
antioxidant enzymes in cowpeas using predictive modeling. The experiment was
conducted at the State University of Feira de Santana, following a completely
randomized design (DIC) in a 5x14x4 factorial scheme, with five doses of
aluminum (0, 50, 100, 150 and 200 puM AICIs*6H20), twelve strains and two
cultivars of cowpea (BRS ITAIM and CB-27) and four times of exposure to
aluminum (0, 2, 4 and 6 days after germination). The enzymatic extract was
extracted to determine the protein content and the specific activity of the
antioxidant enzymes (ascorbate peroxidase (APx), catalase (CAT), guaiacol
(POD) and superoxide dismutase (SOD). Random Forest, Tree, Neural Network
and kNN were used to test the predictive models. Based on the results of the
classification algorithms for the proposed test, the Random Forest model showed
the best accuracy and precision for the database analyzed. Using cluster
analysis, it was possible to verify low protein levels for both the aerial part and
the root system, while for antioxidant enzymes, the greatest increase in enzyme
activity occurred in the root system to the detriment of the aerial part. There was
great variability between the strains studied. It can therefore be concluded that

the Randon Forest model has the highest level of predictive capacity.

Keywords: Rede Neural, kNN, Tree, Random Forest, Abiotic stress.
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INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de feijao-caupi, tendo maior
porcentagem de cultivo nas regides Norte e Nordeste, tornando-se o constituinte
basico das classes de menor poder aquisitivo, com isso, o feijao-caupi é uma
das fontes alimentares de grande importancia para as regides tropicais e
subtropicais do planeta (SANTOS et al., 2014).

Diante da importancia dessa cultura para o pais, ainda € pouco o
conhecimento sobre os mecanismos de toxicidade que o aluminio exerce sobre
as plantas, tendo como sintoma mais facilmente reconhecido a reducdo no
comprimento radicular das raizes, o qual € o mais importante sinalizador do
estresse para esse ion (FAGERIA; SANTOS, 1988).

Algumas plantas podem apresentar diferentes mecanismos de mitigacao
a alguns tipos de estresse, pois qualquer substéncia quando em grandes
guantidades como por exemplo o ion aluminio que pode afetar e, até mesmo
inibir 0 metabolismo, crescimento e desenvolvimento de um vegetal. Tripathi et
al., (2021), afirmam que as respostas ao crescimento vegetal, desenvolvimento,
reproducéo e estresse ambiental sdo estritamente reguladas por uma complexa
rede de vias de sinalizagdo, que por consequéncia podem provocar o estresse
oxidativo, oxidando biomoléculas como lipideos, proteinas, pigmentos e acidos
nucléicos (YOKEL; MCNAMARA, 2001; SILVA et al., 2006).

O estresse bidtico ou abidtico aumenta a producdo das EROs (espécies
reativas de oxigénio) em plantas, provocando assim o estresse oxidativo que
consequentemente provoca desordens irreversiveis no metabolismo, como
ocorrer no caso do aluminio. Quando este esta presente na sua forma labil pode
aumentar a producéo de EROs levando o vegetal o estresse oxidativo, o qual
pode provocar a peroxidacgdo lipidica das membranas e, consequentemente, a
presenca do acumulo de malondialdeido (MDA), e pela modulacado da atividade
de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (POD) entre outras (SILVA, 2012;
JESUS et al., 2017; SACHDEV et al., 2021; XIAO et al., 2021).

A utilizacdo de modelos de predicdo para andlise de dados se tornou uma
ferramenta poderosa inclusive auxiliando na selecdo de gendtipos tolerantes a

algum tipo de estresse. Portanto, a analise preditiva € considerada um conjunto
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de técnicas avancadas que com base em extracdes feitas numa variedade de
dados, a partir do qual € possivel realizar previsdes sobre determinados eventos
futuros ou desconhecidos (FINLAY, 2014).

Os primeiros autores a desenvolverem o0s conceitos de razdes
logaritmicas computacionais que possibilitam trabalhar dados utilizando andlise
multivariada foram Aitchison (1982); Egozcue et al., (2003). Parent e Dafir (1992)
afirmaram que as razfes logaritmicas sdo aditivas no espacgo euclidiano n-
dimensional e enderegcam composi¢des como combinagdes Unicas de partes ou
entidades ao invés de partes tomadas isoladamente. Quando essa técnica €
utilizada num grupo de dados as distancias multivariadas podem ser calculadas
com base nas distancias Euclidianas ou Mahalanobis (PARENT et al., 2013; DE
DEUS, 2018).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo comparar
modelos preditivos para avaliar linhagens de feijdo-caupi quanto ao efeito
fitotoxico de doses de aluminio em diferentes tempos de exposi¢cédo ao ion com
resposta de enzimas antioxidativas, utilizando algoritmos de aprendizado de

maquina.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Unidade Experimental Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana no Laboratério de Germinacao de
Sementes e em casa de vegetacédo, localizado nas coordenadas geograficas de
12°16°01” W e 38° 58’ 01” E, apresentando 257m de altitude.

O material teve origem e foi selecionado no Ensaio Preliminar de
Rendimento da Embrapa Meio-Norte (Tabela 1). Foram utilizadas cinco doses
de aluminio (0, 50, 100, 150 e 200 uM AICI3*6H20), com trés repeti¢cdes e quatro
tempos (0, 2, 4 e 6 dias) ap0Os a germinacao.

Tabela 1. Relacéo dos codigos das linhagens de acordo com suas classes.

N° do Tratamento Cddigo da linhagem
A/21 MNCO06-895-1
B/22 MNCO06-895-2

C/23 MNCO06-901-14




42

D/24 MNCO06-907-29
E/25 MNCO06-907-30
F/26 MNCO06-907-35
G/27 MNCO06-908-39
H/28 MNCO06-909-52
1129 MNCO06-909-54
J/30 MNCO06-909-55
L/31 MNCO06-909-68
M/32 MNCO06-909-76
N/33 BRS ITAIM
0/34 BRS CB-27

Implantacé&o e conducéo do experimento

As sementes foram tratadas com solucéao de hipoclorito de sédio 0,5%
durante 10 minutos e posteriormente distribuidas sobre uma folha de papel
“‘germitest” cobertas com uma segunda folha e organizadas na forma de rolos,
com 50 sementes para cada rolo, umedecidos com uma quantidade de solugéo
contendo as concentracdes de aluminio, equivalente a 2,5 vezes a massa seca
do papel. Os rolos foram acondicionados em sacos plasticos transparentes e
mantidos em camara de germinacéo tipo B.O.D. (Biochemical oxygen demand),
regulada para manter temperatura constante de 25+2 °C, com fotoperiodo de 8
horas, tendo a avaliacdo ao 5° dia segundo critérios estabelecidos nas regras
para analise de sementes (BRASIL, 2009). A primeira avaliacdo ocorreu no 5° e,
apos 24, 48 e 72 horas em solugdo contendo doses crescente de aluminio em
casa de vegetacdo, onde as plantas foram cultivadas em vasos de 0,3 dm= em

solucdo contendo aluminio nos seus respectivos tratamentos.

Preparacdo do extrato enzimético

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos para o sistema radicular e
para a parte aérea, pela homogeneizacdo de 0,2 g de amostra. As amostras
foram maceradas em cadinhos de porcelana com 6,0 mL do tampéao de extragao,
constituido por 100 mM de tampéo fosfato (pH 7,0) e 10 mM EDTA dissédico.
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Os homogeneizados foram centrifugados a 15000 RPM a 4°C por 15 min e os
sobrenadantes coletados e armazenados em ultrafreezer a -80°C,
posteriormente foram utilizados para a quantificagcdo da atividade das enzimas

antioxidantes e de proteinas.

Quantificacdo de Proteina

O conteudo de proteinas dos extratos foi estimado pelo método de
Bradford (1976). O corante Coomassie Brilliant Blue (BioRad) apresenta uma
coloracdo azulada pela formacédo do complexo proteina-corante, que reflete a
guantidade de proteina presente na amostra. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda (A) de 595 nm e a quantificacao foi

utilizando como padréo a albumina de soro bovino (BSA) para elaboracdo da

curva (Figura 3).

08
y = 0,0085x
R?=0,9927

04

Absorbancia 595 nm

0,2

0,0

0 20 40 60 80 100

ug Proteina (Soro Albumina Bovina)

Figura 3. Obtencdo da curva padrdo de proteinas utilizando-se como padrao
Soro Albumina Bovina BSA (1 mg mL1).

Atividade da Ascorbato Peroxidase (APx, EC 1.11.1.11)

A atividade especifica do ascorbato peroxidase (APXx) foi realizada pela
medicao da oxidacado do ascorbato dependente de peroxido de hidrogénio (H202)
(Torsethaugen et al., 1997). A mistura de reacdo foi composta por 100 mM de
tampao fosfato (pH 7,0), 10 mM de &cido ascorbico, 2 mM de H202 e 100 uL de
extrato enzimatico. A oxidacdo do ascorbato foi observada pelo decaimento da
absorbéancia a 290 nm, durante 180 segundos de reacao com intervalo de leitura

a cada 15 segundos. A atividade especifica da APx foi calculada utilizando-se o
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coeficiente de extingdo molar do peréxido de hidrogénio 2,8 mM cm (Nakano;

Asada, 1981) e expressa em (nmol de ascorbato mint mg* de proteina).

Atividade da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade especifica da catalase (CAT) foi determinada pelo decaimento
da absorbancia a 240 nm durante 180 segundos com intervalo de leitura de 10
segundos, devido a degradacdo de H202 (Havir e McHale, 1987). A mistura de
reacdo foi composta por 100 mM tampao fosfato (pH 7,0), 250 mM de H20: e
100 uL de extrato enzimatico. Os calculos da atividade foram realizados com
base no coeficiente de extincdo molar do peréxido de hidrogénio 36 mM cm

(Boscolo et al., 2003) e expressos em nmol de H202 min't mg* de proteina.

Atividade da Guaiacol Peroxidase (POD, E.C.1.11.1.7)

A atividade especifica da POD foi determinada por meio do método
espectrofotométrico pelo acréscimo na absorbancia a 470 nm durante 180
minutos com intervalos de leitura de 15 segundos. A mistura de reacao foi
composta por 200 mM tampao fosfato (pH 6,5), 100 mM guaiacol, 0,35% de H20:2
e 100 uL de extrato enzimatico. Os calculos da atividade foram realizados com
base no coeficiente de extingdo molar do peréxido de hidrogénio 26,6 mM cm.
Uma unidade de POD corresponde a quantidade de enzima necessaria para
produzir 1 nmol min'! de guaiacol oxidado nas condi¢Ges do ensaio de acordo

com Nakano e Asada (1981) com modificagdes de Garcia-Limones (2002).

Atividade da Superoxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade especifica da superoxido dismutase (SOD) foi realizada foi
guantificada em espectrofotometro a 560nm, pela diferenca entre as
absorbancias das amostras iluminadas e néo iluminadas de acordo com método
descrito por Giannopolitis e Ries (1977). A mistura de reacéo foi composta por
tampéao fosfato 100 mM (pH 7,8), 70 mM metionina, 75 UM cloreto de tetrazélio-
nitroazul (NBT), 2 uM riboflavina, 0,1 mM EDTA, e 100 L de extrato enzimatico.
As cubetas foram agitadas e colocados sob fonte luminosa fluorescente de 40 W
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por 20 min. Simultaneamente a esta reacdo, cubetas contendo toda a solucao

de reacdo e amostra foram mantidas no escuro.

Modelagem preditiva

Foram testados quatro modelos: Random Forest, Tree, kNN e Neural
Network, utilizando o software Orange Canvas (Figura 4). Foram analisadas
3.066 imagens distribuidas em cinco categorias (doses de aluminio), onde 3035
foram convertidas para um vetor numeérico e 31 ndo foram calculadas durante o

processamento das imagens.
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Figura 4. Modelos de validagao cruzada utilizados na mineragéo de dados nao
supervisionados.

Test and Score (Teste e pontuacgéo)

No teste de pontuacgao foi utilizado como parametro de classificacdo o
desempenho do classificador como preciséo de classificacéo e area sob a curva,
em seguida foi utilizado o resultado da avaliacdo para analise do desempenho
dos classificadores, como ROC Analysis e Confusion Matrix. Para isso foi o teste
em dados de treinamento onde foi utilizado todo o conjunto de dados para

treinamento e, em seguida, para teste.
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Random Forest

Foram testados 9 numeros de arvores de decisdo que foram incluidas na
floresta, sendo que para cada niumero de arvores consideradas em cada divisdo
foram utilizados 11 atributos que foram arbitrariamente desenhados para
consideracdo em cada né. Foi fixado a geracdo da arvore o que possibilita a

replicabilidade dos resultados, foi selecionado em subconjuntos menores que 5.

Tree

Foi utilizado como nimero minimo de instancias nas folhas 2 exemplos
de treinamento para qualquer das ramificacdes. Para o limite maximo de
profundidade da &rvore da classificagdo foi de 100 ao numero especifico de
niveis de nd. O treinamento parou de dividir os noés depois de 95% do limite

especificado foi atingido.

KNN

Ao analisar os exemplos de treinamento mais proximos no espaco de
recursos e usando sua média como previsdo. Foi utilizado como métrica a
distancia Euclidiana (“linha reta”, distancia entre dois pontos). Foi utilizado o peso

Uniforme que trata todos os pontos de forma ponderada igualmente.

Rede Neural (Neural Network)

Foram utilizados 152 neurbnios por camada oculta, com a funcdo de
ativacdo para a camada oculta de unidade linear retificada (RelLu), para
otimizacao do peso o solucionador foi 0 Adam (otimizador baseado em gradiente

estocastico), o parametro de penalidades foi a=0.0001, com 200 interacdes.

Andlise de Agrupamento

No agrupamento das linhagens de das doses com os tempos estudados
foi aplicada a técnica de andlise de agrupamento utilizando o método hierarquico
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proposto por Ward (1963), que calcula o aumento da soma dos quadrados do

erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas ferramentas utilizadas nos testes dos algoritmos de
aprendizagem, sao apresentadas as diferentes medidas de desempenho do
classificador como acuracia da classificacao e precisao do teste (Tabela 2), para
os diferentes modelos preditivos testados.

Quando avaliamos um conjunto de medi¢cdes a acurécia apresenta um
valor especifico com base na proximidade das medicdes, onde os modelos
Random Forest e Tree, com 95,7 e 86,4%, respectivamente, 0 que mostra a
robustez destes modelos para lidar com os dados em comparagdo com outros
classificadores.

Segundo Philiips e Dudick, (2008), a acuracia serve como uma importante
ferramenta para avaliacdo do modelo independentemente do limite de corte
escolhido. Phillips et al. (2006), ressaltam a capacidade discriminatoria do
modelo como indicador direto que pode ser interpretada diretamente como a
probabilidade do modelo.

Analisando a propor¢cdo de verdadeiros positivos entre os dados
classificados como positivos, verificamos uma precisdo de 0,95 no modelo
Random Forest, demonstrando assim uma grande precisdo quando analisamos
as linhagens de feijao-caupi e as doses de aluminio com o tempo de exposi¢ao
ao ion.

Tabela 2. Resultados de algoritmos de classificacao de teste.

MODELO PREDITIVO ACURACIA % PRECISAO
Random Forest 95,7 0,957
Tree 86,4 0,864
kNN 52,5 0,520
Reural Ketwork 56,4 0,560

Com relacdo a proporcdo de verdadeiros positivos entre todas as
instncias positivas nos dados analisados o modelo Random Forest foi superior

aos demais quando verificamos os resultados encontrados no recall. O mesmo



48

modelo foi superior aos demais quando comparado a especificidade que é a
proporcao de verdadeiros negativos entre todas as instancias negativas.

Para analisar a qualidade das previsdes com base no desempenho do
classificador utilizando o pardmetro ROC (Caracteristica de Operacdo do
Receptor), foi possivel analisar o desempenho da taxa de verdadeiro positivo
entre a taxa de falso positivo em varios limites, mostrando assim a relacéo entre
a sensibilidade e especificidade dos modelos testados (Figura 5).

Bradley (1997) afirma que a curva ROC é uma métrica eficaz para avaliar
0os modelos de aprendizado de maquina. Abbey e Eyo (2021) corroboram
afirmando a importancia da curva ROC quanto a um modelo de aprendizado de
maquina que pode diferenciar adequadamente entre categorias ou classes
principalmente quando associado com os resultados encontrados de acurécia.
No entanto os mesmos autores ressaltam que através da curva ROC nao seria
totalmente eficiente para determinar o desempenho dos conjuntos em uma unica

pontuacéo de métrica por si s6 visando uma maior confiabilidade.

C) ||| D)

A) Tempo de avaliagdo 0; B) Tempo de avaliacdo 2; C) Tempo de avaliacdo 4; D) Tempo de
avaliacéo 6.
Figura 5. Analise da curva caracteristica de operacdo do receptor para o escore
tempo de exposicao ao ion aluminio para predicdo do melhor modelo.

Para os tempos analisados pela curva ROC foi possivel observar que os
modelos Randon Forest seguidos pelo Tree apresentaram o melhor ajuste

dentro do banco de dados, quando comparados com o0 modelo Reural Ketwork
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e KNN. Essa constatacao foi possivel com base na aproximacéao dos valores com
a borda esquerda superior do grafico ROC, indicando assim alta precisdo no
teste analisado, Khaidem et al., (2016) afirmam que se estiver proximo da
diagonal de 45° graus do espago ROC significa que o teste ndo é preciso.

Tripathi et al., (2021) verificaram que o Random Forest multiclasse foi o
gue apresentou o melhor classificador para dados supervisionados multiclasse
guando analisaram peptideos em plantas.

Quando usamos o valor maximo como métrica de avaliagdo dos modelos
estudados o Random Forest apresentou os maiores valores para todos 0s
tempos estudados, entretanto quando analisamos a confiabilidade do modelo
guanto aos dados analisado o modelo Random Forest apresentou em todos os
tempos estudados uma maior linearidade no inicio da curva, indicativo este que
confirma a alta precisdo do modelo.

Abbey e Eyo (2021), afirmam que a curva de sustentacdo € uma opcao
para verificar a sensibilidade na comparacao de modelos que confere uma maior
credibilidade quanto a eficacia na previsao.

A importancia desse recurso esta em permitir atribuir pontuacdes nas
variaveis de entrada de um conjunto de dados, confirmando assim a significancia
relativa ou a utilidade de cada variavel para realizar a previsdo do modelo de
aprendizagem de maquina.

Na figura 6 pode-se visualizar a matriz de confusdo para o modelo de
classificacdo de classe para um exemplo de conjunto de dados com o
componente tempo de exposicdo ao aluminio onde o modelo Random Forest
apresentou a melhor classificagéo.

Baryshev et al., (2020), ao realizarem a compara¢do do método da matriz
de confusdo com indices basicos de erro, o estudo revelou que diferentes
métodos de validacdo podem as vezes produzem resultados discordantes.
Entretanto, no presente estudo a matriz de confusdo mostrou que o melhor

resultado foi encontrado no modelo Random Forest.
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Figura 6. Numero de instancias das instancias classificadas correta e
incorretamente numericamente para o0 modelo Random Forest.

Ruuska et al., (2018) ressaltam a importancia que a matriz de confuséo
apresenta, pois traz informacdes sobre a frequéncia com que um determinado
comportamento € detectado de forma correta e com que frequéncia ele pode ser
classificado como tendo outro comportamento.

O dendrograma obtido pela analise de agrupamentos é apresentado na
figura 7. Foi possivel fazer uma divisdo de grupos cada vez que se obteve
variagdo expressiva nos valores de distancia euclidiana entre o teor de proteina
e a atividade especifica das enzimas. Dessa forma, verificou-se a formacéo de
tré grupos.

Cada vez que se obtém variacdo expressiva nos valores de distancia
euclidiana do teor de proteina e a atividade especifica das enzimas, para o
conjunto de variaveis consideradas, verificamos a formacao de trés grupos.

O grupo | ficou caracterizado pelo teor de proteina tanto para o sistema
radicular quanto para a aparte aérea, o grupo Il com uma faixa intermediaria com
a atividade especifica da APx, CAT, POD e SOD na parte aérea, ja o grupo lll,
ficou caracterizado pelo sistema radicular com a atividade especifica da APX,
CAT, POD e SOD. Nota-se que uma maior atividade especifica de todas as
enzimas estudadas foi verificada no sistema radicular confirmando assim que a
regido € a mais afetada, pela maior atividade dessas enzimas na tentativa de
minimizar os danos oxidativo ocasionados pelas EROs.

Estudos realizados por Tsukagoshi et al., (2010), constataram que em

plantas de Arabidopsis thaliana ocorre um maior acimulo de O-~? principalmente
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na zona meristematica da ponta da raiz, regiao responsavel pela divisao celular,
enquanto o H202 acumula-se na zona de alongamento, que é responsavel pela

diferenciacao celular.
Proteina SR 0.0064
Proteina PA :}— I
APx PA ———
CATPA
POD PA ;’
SOD PA

SODSR—™
APx SR——

CATSR
POD SR _—

124.992

Figura 7. Dendrograma da analise de cluster (Distancia Euclidiana) do teor de
proteina e a atividade especifica das enzimas antioxidantes.

Dunand et al., (2007), estudando a mesma espécie constataram que Oz
estava predominantemente localizado no apoplasto da zona de alongamento
celular, enquanto o H202 se acumulou na zona de diferenciagéo e na parede
celular dos pelos radiculares em formacéo. Portando quando diminuiu a
concentracdo de Oz consequentemente reduziu o alongamento radicular e a
formacédo de pelos radiculares, enquanto a eliminagdo de H20O2 promoveu o
alongamento radicular e suprimiu a formacéo de pelos radiculares.

Liszkay et al., (2004), afirmam que as pontas das raizes séo uma zona de
producéo ativa de EROs. Scheres et al., (2002), ressaltam que a importancia da
compreensao dessa producdo, uma vez que se trata de uma regido com células
em estados muito diferentes como células meristematicas e alongadas, e células
passando por varios tipos de diferenciacdo, em uma regido que apresenta uma
distancia muito curta. Esses estudos corroboram com os resultados encontrados
guando analisarmos no dendrograma de andlise hierarquica (Figura 8), onde fica
evidente niveis mais elevados das atividades enzimaticas no sistema radicular
nas linhagens, sendo possivel a formacéo de quatro grupos distinto para todos
0s tempos estudados.

Analisando o tempo 0 (dias), 0 grupo que apresentou maior atividade das
enzimas antioxidantes foi composto pelas linhagens | (sem a presenca de

aluminio), D na concentracao de 50 uM Al, C, L e O na concentracao de 200 uM
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Al. No tempo 2 (dias) foi mantido o mesmo resultado para as linhagens C, D e O
nas mesmas concentracdes de Al observadas no tempo anterior.

A linhagem | ficou no grupo com maior atividade enzimatica, mais isso se
deve a caracteristicas do proprio gendétipo e ndo pela exposicdo ao aluminio,
pois ao analisar a atividade enzimética das sementes essa linhagem apresentou
0S maiores valoras para APx, POD e SOD, evidenciando assim que esse
enquadramento num grupo com maior valor ndo esta diretamente relacionado
com a toxidez de aluminio e sim com caracteristicas do préprio genoétipo

estudado.
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Figura 8. Dendrograma resultante da andlise hierarquica de agrupamentos mostrando a formacao de grupos segundo o teor de
proteina e a atividade especifica de enzimas antioxidantes com base nas linhagens e doses de aluminio nos tempos 0, 2, 4 e 6 dias.
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Quando analisamos o tempo 4 (dias) ocorreu um aumento de linhagens
gue nao obtiveram resultados expressivos da atividade enzimatica em
comparagao com os tempos anteriores estudados, A e | na concentragéo de 50
uM Al; J com 100 uM Al e M 150 uM Al.

No tempo 6 (dias) a linhagem L (sem a presenca de aluminio), as
linhagens C e J com 50 uM Al, a J com 150 uM Al e a linhagem E 200 uM Al,
sendo que esta linhagem ndo apresentou atividade enzimatica expressiva em

nenhum dos tempos anteriores estudados.

CONCLUSOES

Existe variabilidade quanto a tolerancia ao aluminio entre as linhagens de
feijdo-caupi e ao tempo de exposi¢cao ao ion.

N&o existe uma relagdo com o aumento da concentragédo de aluminio e o
tempo de exposicéo para as linhagens de feijao-caupi.

O modelo que oferece um maior nivel de capacidade preditiva € 0 Random
Forest.

A maior atividade enzimética ocorre no sistema radicular.
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CAPITULO II

MODELAGEM BASEADA EM IMAGEM NA SELECAO DE LINHAGENS DE
FEIJAO-CAUPI AO ALUMINIO
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the performance of machine learning
algorithms for predictive analysis and the sites of aluminum ion accumulation, as
well as the interaction of the aluminum ion in root morphology during the initial
development of cowpea lines. The experiment was conducted at the State
University of Feira de Santana, following a completely randomized design (CRD)
in a 5x14 factorial scheme, with five aluminum doses (0, 50, 100, 150, and 200
UM AICI3*6H20), twelve lines, and two cowpea varieties (BRS ITAIM and CB-27).
Evaluations were performed to identify signs of cell death using the Evans blue
dye on root apex samples. In addition to visual evaluation, quantification was
performed by spectrophotometer of Evans blue dye absorbed by the roots. For
predictive analysis, the models tested were Random Forest, Tree, kNN, and
Neural Network. The lines showed differences in aluminum tolerance according
to the analyses performed. The highest increases in dye associated with
increasing concentration were observed in lines G (MNC06-908-39) and A
(MNCO06-895-1), 108% and 105%, respectively, and the lowest increases were
observed in lines D and C, 71% and 83%, respectively. There is genetic variability
among cowpea lines regarding aluminum tolerance, with variety O (CB-27) being
the most tolerant and lines | (MNC06-909-54), J (MNCO06-909-55), F (MNCO06-
907-35), G (MNCO06-908-39), and M (MNCO06-909-76) being more sensitive.
According to dye quantification, the lines most tolerant to aluminum were D
(MNCO06-907-29) and C (MNCO06-901-14), and sensitive to Al were lines G
(MNCO06-908-39) and A (MNCO06-895-1), with the quantification method providing
a more precise selection than the visual method. The machine learning model

with the best predictive ability is the Neural Network.
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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho comparar a performance de algoritmos de
aprendizado de maquina para analise preditiva e os sitios de acumulo do ion
aluminio, bem como a interagdo do ion aluminio na morfologia radicular no
desenvolvimento inicial de linhagens de feijdo-caupi. O experimento foi
conduzido na Universidade Estadual de Feira de Santana, seguindo
delineamento inteiramente casualizados (DIC) em esquema fatorial 5x14, com
cinco doses de aluminio (0, 50, 100, 150 e 200 uM AICI3*6H20), doze linhagens
e duas variedades de feijao-caupi (BRS ITAIM e CB-27). Foram realizadas
avaliacOes para identificar sinais de morte celular utilizando o corante Evans blue
em amostras de apices radiculares. Além da avaliacdo visual, realizou-se a
guantificacdo pelo espectrofotometro do corante Evans blue absorvido pelas
raizes. Para analise preditiva foram testados os modelos: Random Forest, Tree,
KNN e Neural Network. As linhagens apresentaram diferencas quanto a
tolerancia ao Al de acordo com as analises realizadas. Os maiores incrementos
do corante associado ao aumento da concentracdo foram observados nas
linhagens G(MNCO06-908-39) e A(MNCO06-895-1), 108 e 105% respectivamente,
e 0s menores incrementos foram observados nas linhagens D e C, 71 e 83%
respectivamente. Existe variabilidade genética entre as linhagens de feijdo-caupi
guanto a tolerancia ao aluminio, com a variedade O(CB-27) sendo a mais
tolerante e as linhagens I(MNC06-909-54), J(MNC06-909-55), F(MNCO06-907-
35), G(MNC06-908-39) e M(MNCO06-909-76) mais sensiveis. Pela quantificacdo
do corante as linhagens mais tolerantes ao aluminio foram a D(MNC06-907-29)
e C(MNCO06-901-14) e sensiveis ao Al as linhagens G(MNC06-908-39) e
A(MNCO06-895-1), com o método da quantificacdo apresenta uma selecdo mais
precisa do que o método visual. O modelo de aprendizagem de maquina que

apresenta melhor capacidade preditiva € o Neural Network.

Palavras-chave: Vigna unguiculata L., Evans blue, Estresse Abidtico,

Aprendizado de maquina.
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INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], € um componente bésico na
alimentacéo de populacdes rurais e urbanas em todo o mundo, sendo produzido
por pequenos e grandes produtores (FAO, 2017). Segundo a CONAB (2022), a
produgcédo do Brasil no ano 2021/22 foi de 36,6 mil toneladas, com uma
produtividade variando de 0,4 a 1,5 t hal. Nimeros considerados inferiores ao
real potencial que essa cultura pode proporcionar principalmente quando
comparacao a paises com uma agricultura de alto nivel tecnolégico como € o
caso do Estados Unidos cuja produtividade ultrapassa 1,5 t ha' (FAO, 2017;
CONAB, 2018).

Um dos fatores associados a baixas produtividades encontradas no Brasil
pode estar relacionado a altos niveis de saturacdo por aluminio no solo, sendo
considerado por Eekhout et al., (2017), um limitante a producéo agricola mundial.
Kochian et al., (2015), afirmam que esse prejuizo em produtividade é agravado
em funcgao dos solos brasileiros serem altamente intemperizados.

Ao ser absorvido pelas plantas o Al tende a acumular-se
preferencialmente no apice radicular promovendo a inibicdo ao alongamento da
raiz e a divisao celular (Kochian et al., 2004). O excesso de Al inibe o crescimento
e causa alteracdes na conformacdo do sistema radicular, tornando as raizes
engrossadas, inchadas, com coloragcdo marrom, menos ramificadas,
guebradicas e com pontuacdes escuras nas extremidades, conferindo assim
uma desorganizacao morfolégica dentro do apice radicular (EPSTEIN; BLOOM,
2006; YANG et al., 2015).

Simonovicova et al., (2004) afirmam que lesdes nas membranas celulares
ocorre em resposta a algum tipo de estresse bibtico ou abiotico, podendo assim,
funcionar como um indicador para avaliacdo de danos celulares ou até mesmo
a morte celular.

A perda da integridade da membrana esta diretamente relacionada com o
processo de morte celular, como consequéncia ocorre a inibicdo do alongamento
radicular causado pelo estresse, em funcdo do nivel de aluminio (PANDA;
BALUSKA 2015). Delisle et al., (2001) utilizaram uma cultivar de trigo tolerante
ao aluminio para evidenciar o grau de tolerancia a morte das células

epidérmicas, sugerindo que em cultivares tolerantes ocorre uma substituicdo das
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células epidérmicas intoxicadas com aluminio enquanto o crescimento do
sistema radicular € mantido. Ja Kariya et al., (2017) fizeram uma correlacdo entre
a inibicdo do alongamento radicular com o aumento nas taxas de morte celular
em raizes de tabaco expostas ao Al.

A tolerancia ao aluminio é uma das caracteristicas que conferem as
plantas adaptacdo a determinadas condi¢cdes desfavoraveis para o seu pleno
crescimento e desenvolvimento, podendo ter reflexo positivo na produtividade de
graos nos genodtipos tolerantes, quando comparados aqueles que néo
apresentam alguma tolerancia.

Entender sobre a forma com que o aluminio influencia na perda da
integridade da membrana e morte celular em plantulas, caracteriza-se como uma
alternativa interessante dentro dos estudos de melhoramento vegetal, pois a
partir dessas informacdes sera possivel identificar quais genes participam e sado
responsaveis por conferir tolerancia e consequentemente novas cultivares
podem ser desenvolvidas e comercializadas.

Sabendo da importancia de identificar os disturbios morfofisioldgico,
Jacyn Baker e Mock (1994) demonstraram que o corante Evans blue pode ser
bastante confiavel para determinacdo microscoépica de morte celular, sendo uma
metodologia rapida e de facil reproducéo. Uma analise qualitativa (visual) pode
apresentar alguns resultados errbneos, diante disso, algumas ferramentas
computacionais podem proporcionar um diagnéstico mais exato na busca pelo
desenvolvimento de classificadores precisos e que utilizam métodos de
aprendizagem de maquinas, capazes de sumarizar funcdes de regressao ou
classificacdo com base nos dados disponiveis (GUTIERREZ, 2015).

Ao contrario de alguns métodos tradicionais de analises de dados, os
métodos de aprendizagem de maquinas podem lidar com relacdes mais
complexas e ndo lineares entre os preditores, e ainda possuem a capacidade de
analisar dados multifacetados e ruidosos (RECKNAGEL, 2001).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo comparar a
performance de algoritmos de aprendizado de maquina para analise preditiva e
0s sitios de acumulo do ion aluminio, bem como a intera¢do do ion aluminio na

morfologia radicular no desenvolvimento inicial de linhagens de feijao-caupi.
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MATERIAL E METODOS

Experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Germinacédo (LAGER) do
Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana — UEFS, no
periodo de outubro a novembro de 2019. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizados (DIC) em esquema fatorial 5 X 14, com cinco doses
de aluminio (0, 50, 100, 150 e 200 uM AICIz*6H20), doze linhagens e duas
variedades de feijdo-caupi (BRS ITAIM e CB-27) com dez repeti¢cbes totalizando
700 unidades experimentais.

As sementes das linhagens de caupi foram provenientes da EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), com doze linhagens (A MNCO06-
895-1; B MNC06-895-2; C MNCO06-901-14; D MNCO06-907-29; E MNC06-907-30;
F MNCO06-907-35; G MNCO06-908-39; H MNCO06-909-52; | MNC06-909-54; J
MNCO06-909-55; L MNCO06-909-68; M MNCO06-909-76; e duas cultivares
comerciais N BRS ITAIM; O CB-27). Todas as linhagens sdo da subclasse
comercial FR-Fradinho. As sementes utilizadas no estudo foram da safra 2018,
colhida na propria unidade experimental do Horto Florestal, onde estavam
armazenadas em embalagens hermeticamente fechadas a temperatura

ambiente.

Germinacao

As sementes foram tratadas com solucdo de hipoclorito de sédio 0,5%
durante 10 minutos e posteriormente distribuidas sobre uma folha de papel
“germitest” cobertas com uma segunda folha e organizadas na forma de rolos,
com 50 sementes para cada rolo, umedecidos com uma quantidade de solucdo
contendo as concentracdes de aluminio, equivalente a 2,5 vezes a massa seca
do papel. Os rolos foram acondicionados em sacos plasticos transparentes e
mantidos em camara de germinacdo tipo B.O.D., regulada para manter
temperatura constante de 25+2 °C, com fotoperiodo de 8 horas, sendo realizada
a avaliacdo ao 5° dia segundo critérios estabelecidos nas regras para analise de
sementes (BRASIL, 2009).
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Deteccédo de células em processo de morte celular

Para avaliar a morte celular foi realizado o teste com o corante Evans blue
em amostras de apices radiculares (1,5 cm). Os apices radiculares foram
imersos na solugcdo de Evans blue (0,25%: p/v) por 15 minutos, seguido de
lavagem em agua destilada (KATO et al., 2007).

As raizes coradas e lavadas foram observadas no microscopio otico digital
modelo BA410E, com camera acoplada modelo Moticam10 Plus 2.0. As células
mortas foram coradas em azul, com variag&o entre azul claro (menor degradacao
da membrana celular) e azul escuro (maior degradacédo da membrana celular)
(FAORO; IRITI, 2005), seguindo classificagao proposta por Braccini et al., (2000)

com algumas modificacdes (Figura 9).
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Fonte: Adaptado Braccini et al., (2000).
Figura 9. Classes de acumulo de Al em raizes, adaptadas para feijao-caupi, por
meio do teste de coloracdo com Evans blue em apices radiculares. (A) Coifa; (B)
Meristema apical (regido de divisao celular) e regido de alongamento celular; (C)
Regido de maturacgéao (regiao basal).

Na figura 10 séo apresentadas as escalas para interpretacéo da coloracéo
pelo Evans Blue, (A) coifa, (B) regido meristematica, localizada logo acima da
coifa, regido essa que apresenta como caracteristica grande divisao celular, (C)
regido de alongamento do sistema radicular, formando assim os tecidos
primarios. Raven et al., (2007), ressaltam que essa faixa de transicdo entre as

regibes das raizes ocorre sempre de forma gradual.

Quantificacdo de danos a membrana / morte celular usando a técnica de
coloragcdo Evans blue
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Além da avaliacédo visual, foi feita a quantificacdo do corante Evans blue
absorvido pelas raizes utilizando 1,5 cm do apice de 10 raizes para cada
tratamento. A extracdo do corante absorvido pelas células mortas ou danificadas
foi realizada adicionando 900 pl de dimetilsulféxido (DMSO) por uma hora e a
leitura feita em espectrofotbmetro FEMTO 800XI com comprimento de onda de
600 nm, de acordo com (Figura 10) (VIJAYARAGHAVAREDDY, 2017).
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Figura 10. Obtencao da curva padrao com diferentes concentra¢cdes do corante
Evans Blue.

Modelagem preditiva

Foram testados quatro modelos: Random Forest, Tree, KNN e Neural
Network, utilizando o software Orange Canvas (Figura 11). Foram analisadas
3.066 imagens distribuidas em cinco categorias (doses de aluminio), onde 3035
foram convertidas para um vetor numérico e 31 ndo foram calculadas durante o

processamento das imagens.
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Figura 11. Modelos de validagcao cruzada utilizados na mineracédo de dados néo

supervisionados.
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Image Embedding (Incorporagcéo de imagens)

As imagens foram incorporadas utilizado o InceptionV3 que € a rede
neural profunda do Google para reconhecimento de imagem, possibilitando

assim o treinamento no conjunto de dados ImageNet (SZEGEDY et al., 2016).

Test and Score (Teste e pontuacéo)

No teste de pontuacao foi utilizado como parametro de classificacdo o
desempenho do classificador como preciséo de classificacdo e area sob a curva,
em seguida foi utilizado o resultado da avaliagdo para analise do desempenho
dos classificadores, como ROC Analysis e Confusion Matrix. Para isso foi

utilizada a validacao cruzada estratificada com 10 dobras

Random Forest

Foram testados 11 numeros de arvores de decisdo que foram incluidas
na floresta, sendo que para cada numero de arvores consideradas em cada
divisdo foram utilizados 5 atributos que foram arbitrariamente desenhados para

consideracdo em cada no.

Tree

Foi utilizado como nimero minimo de instancias nas folhas 2 exemplos
de treinamento para qualquer das ramificacbes. Para o limite maximo de
profundidade da arvore de classificacdo foi de 100 ao numero especifico de
niveis de nd. O treinamento parou de dividir os nds depois que 95% do limite

especificado foi atingido.

KNN

Ao analisar os exemplos de treinamento mais préximos no espaco de

recursos e usando sua média como previsdo. Foi utilizado como métrica a
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distancia Euclidiana (“linha reta”, distancia entre dois pontos). Foi utilizado o peso

Uniforme que trata todos os pontos de forma ponderada igualmente.

Rede Neural (Neural Network)

Foram utilizados 48 neurbnios por camada oculta, com a funcdo de
ativacdo para a camada oculta de unidade linear retificada (RelLu), para
otimizacdo do peso o solucionador foi o Adam (otimizador baseado em gradiente
estocéstico), o parametro de penalidades foi a=0.0001, com 200 interacdes.

Andlise estatistica

O modelo estatistico utilizado baseou-se em esquema fatorial utilizando o
programa estatistico R (R CORE TEAM, 2018) e os pacotes ExpDes (FERREIRA
et al., 2018). Os valores observados das variaveis foram submetidos a analise
de variancia utilizando o teste F. Os efeitos qualitativos significativos foram
comparados por meio do Teste de Scott-Knott e o quantitativo por meio de

analise de regressdo ambos a (p<0,05) de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A evidéncia de coloracdo azul nos apices radiculares com a utilizacao do
corante Evans Blue mostrou que ocorreu morte celular nas raizes das linhagens

de feijao (Figura 12).
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Figura 12. Deteccéo de morte celular por meio do teste de coloracdo com Evans
Blue em apices radiculares de linhagens de feijdo-caupi apds exposicao ao
aluminio por 5 dias em B.O.D. Todas as imagens foram constituidas por raizes
do tratamento controle seguida daquelas submetidas a concentracfes
crescentes de Al.
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Os tratamentos controles ndo coraram ou em algumas linhagens
apresentaram coloracdo azul muito fraca, indicando uma pequena taxa de morte
celular nessas raizes mesmo sem a presenca do ion aluminio, isso pode ser
explicado por essa parte apresentar intensa divisdo celular.

As linhagens A e D (Figura 12) apresentaram uma variagdo muito grande
guanto a alocacdo do corante nas regides das raizes entre os tratamentos
estudados, com coloracdo azul claro a partir da concentracdo 50 uM de Al. J4 a
linhagem B apresentou coloracdo azul intenso a partir de 150 uM de Al, 0 mesmo
ocorreu para a linhagem C, sendo que o tratamento com 100 puM de Al
apresentou coloracéo azul claro.

Essas concentracdes provocam danos ao DNA, que induzem a parada do
ciclo celular, sendo posteriormente expresso com a inibicdo do crescimento
radicular, consequentemente comprometendo o metabolismo vegetal
(JASKOWIAK et al., 2018). Ryan et al., (1995) afirmam que classes de 9 a 13
apresentam coloracao azul intensa pelo grande namero de dano fisico causado
aos tecidos maduros da raiz em decorréncia do grande acumulo de aluminio pela
regido meristematica, indicando assim que a linhagem em estudo apresenta
grande sensibilidade ao ion.

As linhagens |, J, F, G e M, apresentaram coloracdo azul intensa a partir
do tratamento com 150 uM de Al, ja a linhagem E e N a partir do tratamento 100
UM de Al. A partir da classe 9, a plantula pode ndo apresentar mais 0 mecanismo
de liberacéo de exsudados para complexacéo do Al extracelular, o que seria uma
alternativa para minimizar os danos celulares em linhagens tolerantes (Figura
12).

A linhagem O apresentou coloragao azul intenso no tratamento com 200
UM de Al, mostrando-se assim, uma linhagem bastante promissora, pois indica
alta tolerancia ao ion aluminio. Com a deteccado da coloragéo azul clara para as
linhagens H e L, demonstra-se assim que possivelmente o mecanismo de
exclusdo do Al pode estar presente em linhagens mais tolerantes. Kariya et al.,
(2017) trabalhando com raizes de tabaco conseguiram estabelecer uma relacéo
entre a reducdo do alongamento radicular com taxas de morte celular quando as
plantas foram expostas ao aluminio.

Com isso entender os mecanismos que podem reduzir os efeitos

deletérios do aluminio na ponta da raiz até a zona de diferenciagdo celular € de
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fundamental importancia, pois alguns vegetais possuem a capacidade de
liberacdo de exsudados como mecanismo de protecao para mitigar a toxicidade
de aluminio no sistema radicular. Sasse et al., (2018) relatam que apesar de ser
uma regidao pequena, esses exsudados apresentam diferentes composi¢coes
moleculares.

Quando uma linhagem €& promissora o ion aluminio ndo consegue inibir o
ndamero e o comprimento das raizes laterais, uma vez que a toxicidade do Al
pode ter como principal alvo o DNA, o que foi justificado por Eekhout et al. (2017),
ao encontrar mutante de Arabidopsis com alta tolerancia ao Al.

Kochian et al., (2015) afirmam que plantas que continuam crescendo
mesmo sob condicdo de toxicidade de aluminio possivelmente podem ter
acionado o mecanismo de excluséo que estéa associado a desintoxicacao ou até
mesmo o aprisionamento de Al absorvido. Esse processo pode ser explicado por
Yokosho et al., (2016) que relatam que a relacdo do grau de tolerancia de
toxicidade de aluminio em plantas esta associada a capacidade que o vegetal
tem de sequestrar o ion aluminio e alocar no vacuolo.

Analisando o desdobramento da interacdo entre linhagens e doses de
aluminio foi observado que quando as linhagens foram cultivadas sem a
presenca do ion aluminio ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 3), ja
nas concentragdes de 50, 100, 150 e 200 pM de Al foi possivel agrupar as
linhagens em 2, 3, 4 e 5 grupos respectivamente. Na concentracao 50 uM de Al,
as linhagens G e J diferiram estatisticamente das demais por apresentar maior
acumulo do corante, na concentracéo 100 uM de Al verificou-se que as linhagens
as linhagens H, I, J, M e O foram mais sensiveis quando comparado as linhagens
B, D, F e N que foram mais tolerantes.

Tabela 3. Desdobramento da interacdo entre linhagens de feijdo-caupi dentro
das concentra¢des de aluminio para o acumulo do corante Evans Blue no apice
radicular.

LINHAGEM Concentracao de Al (UM)
0 50 100 150 200
A 0,000212 a 0,000361b 0,001444b 0,002442c 0,004056 c
B 0,000191a 0,000934b 0,000892c 0,002803c 0,002761 d
C 0,000042 a 0,001125b 0,001975b 0,002378 c 0,002591 d
D 0,000382 a 0,000595b 0,000998 c 0,001019d 0,001465 e
E 0,000127 a 0,001041b 0,001996b 0,002612c 0,003122d
F 0,000021a 0,000871b 0,001125c 0,001550d 0,004120c
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G 0,000191a 0,002357a 0,001958b 0,003037c 0,010363 a
H 0,000106 a 0,000637 b 0,003058 a 0,003291c 0,003568 c
I 0,000064 a 0,001083 b 0,002421a 0,002463c 0,004438 c
J 0,000106 a 0,002612a 0,003568 a 0,005458 a 0,006434 b
L 0,000234 a 0,001210b 0,001593 b 0,003865b 0,003992 c
M 0,000085a 0,001444b 0,002655a 0,002718c 0,003355c
N 0,000340 a 0,000807 b 0,000977c 0,002039d 0,003950 c
O 0,000403a 0,001487b 0,002548 a 0,005118 a 0,005713 b

Letras diferentes na coluna indicam diferencas significativas pelo teste de Scott Knott (p<0,05).

Na concentracao 150 uM de Al as linhagens mais tolerantes foram a D, F
e N, as linhagens J e O as mais sensiveis, ja para a concentracdo 200 uM de Al
a linhagem G diferenciou das demais por apresentar maior acumulo do corante
Evans blue, demonstrando assim mais sensibilidade a toxicidade do aluminio, a
mais tolerante foi a linhagem D, que provavelmente de ter algum mecanismo
fisiologico como exemplo a emisséo de exsudados pelo sistema radicular para
mitigar os efeitos deletérios do Al.

Safari et al.,, (2017) ressaltam que plantas sensiveis ao aluminio
aumentam a inibicdo e o crescimento radicular, sendo que essa reducao pode
ocorrer em horas ou até mesmo em minutos, mesmo quando o vegetal é exposto
a baixas concentracdes do ion aluminio, tendo a parede celular como principal
alvo.

Ao analisar o desdobramento da interacao das doses de aluminio nas
linhagens de feijao-caupi (Figura 13), foi observado efeito significativo para todas
as linhagens com comportamento linear positivo.
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Figura 13. Desdobramento da interagcdo das concentracdes de aluminio dentro
das linhagens de feijao-caupi para o acumulo do corante Evans Blue no &pice
radicular. Feira de Santana-BA, 2019.

Os maiores incrementos foram observados nas linhagens
G>A>F=N>L>0>B=H>E>J>M>I>C>D, com valores percentuais de 108; 105;
102; 102; 98; 97; 95; 95; 93; 92; 89; 85; 83 e 71%, respectivamente quando
comparados ao tratamento controle. Evidenciando assim que a linhagem G foi
capaz de acumular uma grande quantidade de corante devido a grande area de
morte celular e que a linhagem D apresentou o0 menor incremento de corante
com o aumento das concentracdes de Al.

Um menor acumulo do Evans blue pode ser um indicativo de uma
linhagem que apresenta mecanismos de mitigagdo da toxicidade do ion
aluminio. Panda e Balu$ka (2015) relatam que uma maior tolerancia ao aluminio
pode minimizar a perda da integridade da membrana que esta intimamente
relacionada com a inibicdo do alongamento radicular causado pelo ion aluminio,

resultando assim em morte celular.
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Giannakoula et al., (2010) verificaram acumulo de aluminio de 1,5 a 3,2
vezes mais em genotipos de milho sensiveis quando comparado aos genotipos
tolerantes, ambos apds 72 horas de exposigéao.

Uma vez dentro da planta o aluminio pode se ligar a fosfolipideos e
proteinas presentes nas membranas, alterando dessa maneira sua
permeabilidade e dificultando a absorcdo de agua pela planta. Essas alteracfes
ja foram demonstradas em diversas espécies tais como: alfafa (Medicago sativa
L.) Cui et al., (2017), sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) Zhou et al., (2017),
centeio (Secale cereale) Sousa et al., (2016), e grao-de-bico (Cicer arietinum)
(SHARMA et al., 2016).

Analisando a propor¢cdo de verdadeiros positivos entre os dados
classificados como positivos, verificamos uma precisao de 0,724 no modelo
Reural Ketwork, apresentando assim uma grande precisao (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados de algoritmos de classificacao de teste.

MODELO PREDITIVO ACURACIA PRECISAO
Random Forest 57,2% 0,570
Tree 53,4% 0,534
kNN 68,8% 0,697
Reural Ketwork 72,4% 0,724

Para as concentragfes de aluminio testadas nas linhagens de feijdo-caupi
analisadas pela curva ROC (Figura 14), foi possivel observar que o modelo
Reural Ketwork apresenta o melhor ajuste dentro do banco de dados analisados
guando comparados com o0 modelo Random Forest, Tree e kKNN. Essa
constatacdo foi possivel devido a aproximagdo dos valores com a borda
esquerda superior do grafico ROC, a qual indica alta precisédo no teste analisado,
Khaidem et al., (2016) afirmaram que se estiver préximo da diagonal de 45 graus

do espaco ROC significa que o teste ndo é preciso.
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Figura 14. Analise da curva caracteristica de operagdo do receptor para

concentracéo do ion aluminio.

Na figura 15 € apresentada a matriz de confuséo para o modelo Reural

Ketwork nas concentracdess de aluminio estudadas, onde foi observado a

frequéncia com que um determinado comportamento pode ser detectado de

forma correta pelo modelo em evidéncia. Baryshev et al., (2020) ressaltam a

importancia da avaliacdo de diversos modelos em um mesmo grupo de dados,

pois 0s memos podem apresentar diferentes resultados.
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Figura 15. Matriz de confusdo com os numeros de instancias dos classificadores
correta e incorretamente do modelo Neural Network.

Com base na matriz de confusdo podemos observar que a dose 150
apresenta maior confiabilidade, seguida da dose 0, 100, 150, entretanto, a dose
200 apresenta a menor confiabilidade, evidenciando assim uma possibilidade de

predicdo de forma incorreta.

CONCLUSOES

Pelo método visual de morte celular a linhagem O (CB-27) € a mais
tolerante e as linhagens | (MNC06-909-54), J (MNCO06-909-55), F (MNCO06-907-
35), G (MNC06-908-39) e M (MNCO06-909-76) sdo mais sensiveis ao aluminio
pela coloracdo com o Evans blue.

Pela quantificacdo do Evans blue nas linhagens D (MNCO06-907-29) e C
(MNCO06-901-14) de feijao-caupi foram classificadas como mais tolerantes ao Al
e sensiveis as linhagens G (MNC06-908-39) e A (MNCO06-895-1) as mais
sensiveis.

O método da quantificacdo do corante Evans blue possibilitou uma
selecdo mais precisa do que o método visual.

O modelo preditivo que melhor se ajusta ao grupo de dados analisado &

o Neural Network.
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CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa revelou uma notavel variabilidade nas linhagens de feijao-
caupi em relacdo a tolerancia ao aluminio, enquanto o tempo de exposi¢do ao
ion ndo demonstra uma correlagdo com o aumento da concentragdo de aluminio
nas linhagens estudadas. Dentre os modelos preditivos analisados, o Random
Forest destacou-se por sua maior capacidade preditiva, sinalizando sua eficacia
na andlise da tolerancia ao aluminio. A investigacdo da atividade enzimatica
evidenciou uma maior ocorréncia no sistema radicular, ressaltando a importancia
desse componente nas respostas das plantas ao estresse de aluminio.

Além disso, os resultados obtidos por meio de métodos de avaliagdo de
morte celular, como a coloracdo com o Evans blue, proporcionaram uma melhor
percepcao sobre a sensibilidade do ion aluminio nas diferentes linhagens. A
guantificacdo do Evans blue reforcou essas conclusées, demonstrando a
eficacia desse método em comparacao com a avaliagdo visual. Finalmente, o
modelo preditivo Neural Network emergiu como mais apropriado para o grupo de
dados analisado, apontando para uma compreensdo mais abrangente das
relacbes entre as varidveis estudadas. Essas descobertas ressaltam a
diversidade genética nas linhagens de feijdo-caupi e a relevancia de abordagens
metodoldgicas precisas na investigacao da tolerancia ao aluminio.
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