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Impacto da seca em variedades portuguesas de feijao-frade
Resumo

A par com 0 aumento da populacéo, as alteracdes climaticas globais representam uma
ameaca critica a producao agricola e sustentabilidade das culturas, comprometendo o objetivo
de seguranca alimentar e nutricional para todos. Sendo a regido Mediterranica apontada como
uma das mais vulneraveis as alteracdes climaticas, e onde se prevé a ocorréncia de secas
mais frequentes e prolongadas, urge criar sistemas agroalimentares sustentaveis e resilientes,
capazes de alimentar o mundo sem debilitar o planeta, de forma a manté-lo vivo e saudavel
para as geracoes futuras.

As leguminosas séo referidas pela FAO como poderoso superalimento, sendo das
culturas mais nutritivas e com elevados beneficios para a salde. Consideradas de baixo
custo, conseguem produzir em terras aridas e apresentam uma longa vida util. O seu cultivo
ajuda na reducédo de GEE e aumenta o sequestro de carbono, melhora a fertilidade dos solos
e nutre as culturas do lado e as seguintes. O feijdo-frade € particularmente tolerante a seca,
apresentando uma vasta diversidade de variedades locais, adaptadas a diversos ambientes.
Tendo em conta a importancia de conhecer e valorizar a variabilidade genética desta espécie
em Portugal, neste estudo avaliou-se o impacto da seca em quatro variedades locais de feijao-
frade (L1 a L4) de diferentes regides do pais e uma variedade comercial (CV) como referéncia.
Procedeu-se a monitorizacdo do desenvolvimento e avaliagdo de caracteristicas
morfoldgicas, fisioldégicas e bioquimicas em resposta a seca terminal (imposta durante a fase
reprodutiva) e seus efeitos na producao e qualidade do grédo produzido.

Sob seca as variedades L1 e L2 apresentaram maturagdo precoce como estratégia
para evitar o défice hidrico, tendo sido notoria a alteragdo morfologica da parte aérea das
plantas em todas as variedades, com diminuig&do rapida do numero de folhas e redugéo do
namero de flores e vagens entre 44 e 72 %. Em termos fisiol6gicos a resisténcia a seca das
variedades resultou da manutencdo da turgescéncia foliar e de um controlo estomatico
eficiente. A capacidade de manter um teor hidrico relativo (RWC) elevado sob défice hidrico
(ca. 80 %) podera ter evitado danos mais fortes ao nivel membranar (<14 %). Todas as
variedades evitaram a desidratacdo através da diminuigdo da condutancia estomética e da
transpiracdo. A diminuicdo da fotossintese é resultado desta estratégia, assim como de
ligeiras perturbacgdes na atividade fotoquimica de PSII indicadas pela fluorescéncia da clorofila
a, com excecgdo de L1. L1 e L3 apresentaram melhor eficiéncia instantanea do uso da agua
(IWUE) quando submetidas a défice hidrico. CV e L4 nao alteraram os teores relativos de
clorofila (SPAD) sob seca, com CV a manter a cor verde durante toda a fase reprodutiva. O
aumento do teor de carotendides em plena floracdo sugere a existéncia de mecanismos de
defesa antioxidantes ndo enzimaticos em todas as variedades. Apesar das modificacdes
fisiologicas e bioquimicas de resposta ao stresse, o rendimento em grdo sofreu fortes
reducdes (63 % a 73 %). Os parametros de qualidade do gréo, cor, proteina e agucares
solluveis, ndo variaram significativamente em funcdo dos regimes hidricos impostos, com
excecdo dos acUcares da familia da rafinose que estdo associados aos mecanismos
adaptativos das plantas a seca.

O desempenho das variedades locais de feijdo-frade reflete a adaptacdo adquirida no
passado pela exposicdo a condicbes de aridez, entre outras, realgcando o inestimavel recurso
agronémico e genético existente na espécie, ainda pouco explorado e valorizado, e que
podera contribuir para as estratégias de adaptacdo agrondmica a seca tendo em vista a
producéo, o valor nutricional e a segurancga alimentar.

Palavras-chave: Alteracdes climaticas; feijao-frade; leguminosas; seca; variedades locais.



Impact of Drought on cowpea portuguese

Abstract

Along with population growth, global climate change poses a critical threat to
agricultural production and crop sustainability, undermining the goal of food and nutrition
security for all. The Mediterranean region is identified as one of the most vulnerable to climate
change, being prone to more frequent and prolonged droughts. It is urgent to create
sustainable and resilient agri-food systems, capable of feeding the world without malnourishing
the planet, in order to maintain it alive and healthy for future generations.

Legumes are identified by the FAO as a powerful superfood, and one of the most
nutritious crops, with high health benefits. Considered low-cost crops, they can produce in arid
lands and have a long useful life. Their cultivation helps to reduce GHG and increases carbon
sequestration, improving soil fertility and nourishing crops next to and beyond. Cowpea is
particularly drought tolerant, presenting a wide diversity of local varieties, adapted to different
environments. Considering the importance of knowing and preserving this genetic variability
of this species in Portugal, this study evaluated the impact of drought on four local cowpea
varieties (L1 to L4) from different regions of the country and a commercial variety (CV) as
reference. The development was monitored, and morphological, physiological and biochemical
characteristics were evaluated in response to terminal drought (imposed during the
reproductive phase) and its effects on the production and quality of the grain produced.

Under drought, varieties L1 and L2 presented early maturation as a strategy to avoid
water deficit, with the morphological alteration of the aerial part of the plant being notorious in
all varieties, with a rapid decrease in the number of leaves and a reduction in the number of
flowers and pods between 44 and 72 %. In physiological terms, the drought resistance of the
varieties resulted from the maintenance of leaf turgidity and an efficient stomatal control. The
ability to maintain a high relative water content (RWC) under water deficit (ca. 80 %) may have
prevented more severe damage at the membrane level (<14 %). All varieties avoided
dehydration by decreasing stomatal conductance and transpiration. Decreased
photosynthesis is a result of this strategy, as well as slight disturbances in PSIl photochemical
activity indicated by chlorophyll a fluorescence, with the exception of L1. L1 and L3 showed
better instantaneous water use efficiency (IWUE) when submitted to water deficit. CV and L4
did not change the relative chlorophyll contents (SPAD) under drought, with CV maintaining
the green color throughout the reproductive phase. The increase in carotenoid content in full
bloom suggests the existence of non-enzymatic antioxidant defense mechanisms in all
varieties. Despite physiological and biochemical changes in response to stress, grain yield
suffered strong reductions (63 % to 73 %). The parameters of grain quality, color, protein and
soluble sugars did not vary significantly as a function of the imposed water regimes, with the
exception of sugars from the raffinose family, which are associated with the adaptive
mechanisms of plants to drought.

The performance of local cowpea varieties reflects the adaptation acquired in the past
by exposure to arid conditions, among others, highlighting the invaluable agronomic and
genetic resource existing in the species, still little explored and valued, and which may
contribute to the strategies of agronomic adaptation to drought for production, nutritional value
and food security.

Key-words: Climate changes; cowpea; drought; landraces; pulses.
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Capitulo 1 — Introducéo

1.1 Relevanciado tema

Alinhados com todos o0s povos, enquanto cidadaos, estudantes e/ou profissionais,
temos o dever e a obrigacao de cuidar do planeta pelo qual somos responsaveis. Urge alterar
e transformar positivamente 0s nossos habitos, preservando o mundo para as geracodes
presentes e futuras.

Neste sentido, o tema desta dissertacdo enquadra-se na resolugdo da Organizagéo
das Nacbes Unidas intitulada “Transformar o mundo: Agenda 2030 de Desenvolvimento
Sustentavel”’, mais concretamente no que respeita aos seguintes Objetivos:

Objetivo 2 - Erradicar a fome (Erradicar a fome, alcangar a seguranga alimentar,
melhorar a nutricdo e promover a agricultura sustentavel) que visa garantir acesso a
alimentagdo de qualidade, nutritiva e suficiente, usando sistemas sustentaveis de produgéo
com a implementacéo de praticas agricolas resilientes, que aumentem a produtividade e a
producdo, que ajudem a manter os ecossistemas, com amplificacdo das capacidades de
adaptacdo as alteracdes climéticas e que melhorem progressivamente a qualidade da terra e
do solo, mantendo também a diversidade genética de sementes e plantas cultivadas;

Objetivo 12 - Produgéo e consumo sustentaveis (Garantir padrées de consumo e de
producao sustentaveis) para alcancar a gestao sustentavel e o uso eficiente dos solos;

Objetivo 13 - Acao climatica (Adotar medidas urgentes para combater as alteracdes
climéticas e os seus impactos) reforcando a resiliéncia e a capacidade de adaptacao a riscos
relacionados com o clima;

Objetivo 15 - Proteger a vida terrestre (Proteger, restaurar e promover 0 USO
sustentavel dos ecossistemas terrestres, gerir de forma sustentavel as florestas, combater a
desertificacado, travar e reverter a degradacdo dos solos e travar a perda de biodiversidade)
assegurando a conservacao, recuperacao e uso sustentavel de ecossistemas terrestres e de
agua doce interior, assim como restaurar a terra e solo degradados e lutar para alcancar um
mundo neutro em termos de degradacéo do solo.

O tema deste trabalho enquadra-se ainda na estratégia Europeia “Farm to Fork” e na
estratégia Nacional, a “Agenda de Inovacéao para a Agricultura 20/30 — Terra Futura”, uma vez
que incide no estudo da seca na cultura do feijdo-frade, uma leguminosa com relevancia
agronomica, ambiental e econémica, pouco valorizada em Portugal. As variedades locais de
feijao-frade existentes em Portugal encerram em si um importante patrimonio genético,
patriménio esse que € necessario conhecer, estudar e conservar, com vista a conservagao e
valorizagao dos recursos genéticos vegetais existentes, assegurando a sua possivel utilizagéo

no melhoramento genético da cultura.



1.2 Enquadramento e objetivos

O aumento exponencial da populacdo mundial, a diminuicdo de terreno aravel devido
as alteracBes climaticas e a poluicdo dos solos tornam a seguranca alimentar um desafio
crescente na producdo de alimentos. A seguranca alimentar promove o acesso fisico e
econdmico das populacdes a alimentos seguros e nutritivos, e em quantidades que satisfacam
as necessidades nutricionais para uma vida ativa e saudavel, o que na atualidade se torna
uma tarefa cada vez mais dificil e exigente.

Face aos objetivos da seguranca alimentar e do desenvolvimento sustentavel das
populagbes e das culturas, urge criar recursos que minimizem o impacto negativo das
transformac6es decorrentes da producdo agricola mais intensiva e outras atividades ligadas
ao bem-estar e crescimento das populagdes. Por outro lado, a existéncia de consumidores
cada vez mais informados e mais atentos a questdes ambientais, de sustentabilidade e
manutengdo da biodiversidade tendem a levar a mudangas no consumo e nos habitos
alimentares.

O feijdo-frade (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é referido pela FAO (COWPEA: Post-
Harvest Operations, 2004)(Gémez 2004) como “a cultura Africana mais versatil: alimenta as
pessoas, 0 gado e a cultura seguinte”, estando inserida no grupo das leguminosas, que de
acordo com a roda dos alimentos deveria representar 4 % da alimentacdo diaria. As
leguminosas sao alimentos ricos nutricionalmente e que proporcionam elevados beneficios
para a saude dos consumidores, sendo uma excelente fonte de proteinas (20-25 % do seu
peso total), hidratos de carbono (sobretudo complexos) e fibras. Sem colesterol na sua
composi¢do, sdo também atrativas pelo seu perfil vitaminico e mineral assim como pela
presenca de substancias bioativas, como compostos fendlicos e outros antioxidantes.

O feijao-frade apresenta uma grande tolerancia ao stresse hidrico, o que lhe confere
vantagem na sua adaptacdo as alteracfes climaticas conjeturadas. A aptiddo para
estabelecer relagdes simbibticas com bactérias do género Rhizobium permite a fixacdo de
nitrogénio atmosférico, nitrogénio esse transferido posteriormente para o solo. Esta relacédo
favorece a qualidade do solo e leva a diminuicao da necessidade do uso de fertilizantes. Esta
caracteristica permite-lhe também aumentar a produtividade de outras culturas, como o0s
cereais, quando em consociacdo ou em rotacao de culturas. Todos estes atributos levam a
gue seja uma cultura relevante para estudo, uma vez que por um lado sdo necessarias
variedades cada vez mais adaptadas aos novos desafios climaticos, mas que por outro
apresentem fatores benéficos do ponto de vista nutricional, econémico e ambiental.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar os impactos e respostas de cinco
variedades portuguesas de feijdo-frade a seca terminal (imposta durante a fase reprodutiva),

sendo quatro variedades locais de Vigna unguiculata de diferentes zonas do pais,



previamente selecionadas pela sua rigueza em compostos bioativos, e uma variedade
comercial obtida através do Programa de Melhoramento de Leguminosas do INIAV (Elvas)
como referéncia. Para tal, serdo focados os seguintes aspetos:

a. Respostas das plantas ao défice hidrico, ao nivel do desenvolvimento,
caracteristicas morfolégicas e indicadores fisioldgicos e bioquimicos;

b. Impacto da seca nos parametros agronémicos — indicadores da producéo, e

C. Impacto da seca na qualidade do gréo (cor, aglcares sollveis e proteina bruta).

Este trabalho esta inserido nos objetivos da Unidade Estratégica de Investigacédo e
Servicos de Biotecnologia e Recursos Genéticos — Laboratério de Fisiologia Vegetal do
Instituto Nacional de Investigagcdo Agraria e Veterinaria (INIAV-1.P.). Realiza-se no ambito de
um projeto conjunto liderado pelo INIAV, intitulado CoHeSus?! — Cowpea (Vigna unguiculata)
Genetic Diversity for a Sustainable Healthy Diet.

Com este estudo pretende-se identificar variedades locais com maior resisténcia ao
stresse hidrico e com caracteristicas nutricionais relevantes, e contribuir para o conhecimento
e preservacdo dos recursos genéticos existentes, assim como para a difusédo e/ou para o

desenvolvimento de novas variedades mais resilientes as altera¢des climaticas.

1.3 Estrutura da dissertacao

A presente dissertac@o encontra-se dividida em seis capitulos, estruturados e descritos
de seguida:

No Capitulo 1, € destacada a relevancia do tema em estudo, assim como o
enquadramento e objetivos deste trabalho.

No Capitulo 2, encontra-se uma revisdo bibliografica tendo em conta o
enquadramento do presente trabalho, abordando de forma geral os temas da seguranca
alimentar face ao crescimento da populagéo e das alterages climéticas (seca), assim como
a necessidade de privilegiar culturas mais sustentaveis, mantendo a biodiversidade e evitando
a perda de recursos genéticos. Neste contexto, é destacada a importancia das leguminosas,
em particular do feijdo-frade, descrevendo-se algumas das caracteristicas da espécie Vigna
unguiculata e das suas interagdes com alguns fatores abi6ticos, nomeadamente no que

respeita a estratégias de resposta das plantas face ao stresse hidrico (seca).

1 CoHeSus — Cowpea (Vigna unguiculata) Genetic Diversity for a Sustainable Healthy Diet, projeto
ALT20-03-0145-FEDER-029867, financiado pela Fundacao para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT) e
FEDER.



No Capitulo 3, descreve-se a metodologia geral utilizada, apresentando-se o0s
materiais e métodos para a execucdo do trabalho experimental, determinacdes e analises
efetuadas.

No Capitulo 4, apresentam-se os resultados obtidos nas diferentes determinacfes e
analises efetuadas e discutem-se as respostas e impactos da seca nas plantas,
nomeadamente, efeitos no desenvolvimento e adaptacdo morfoldgica, respostas fisiologicas
e bioquimicas da planta, assim como impactos ao nivel agronémico e de qualidade do gréo
obtido neste estudo.

Por fim, no Capitulo 5, destacam-se as principais conclusdes desta dissertacao.



Capitulo 2 — Revisao bibliografica

2.1 Abordagem geral

Numa sociedade e ecossistema em constante mudanga e crescimento, em grande
parte de forma negativa, urge criar, estudar, desenvolver e implementar estratégias que nos
ajudem a melhorar ou pelo menos conservar o mundo no qual vivemos e ao qual devemos
respeito e retribuicdo pela nossa existéncia.

Os grandes desafios para a humanidade e com consequéncias para todos foram
identificados pela “Food and Agriculture Organization” (FAO) e encontram-se expressos na
Agenda 2030 - Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU 2030 (European
Commission 2015), aprovada em 2015 pelos lideres mundiais. Os objetivos da “Agenda 2030”
tém como intuito primario garantir seguranga alimentar e nutricional para todos, de forma
sustentavel, tanto econémica como ambiental e socialmente, ndo comprometendo as
geracoes futuras (FAO 2018a).

Vérias contrariedades estdo expostas e colocam em causa a concretizagdo dos ODS
2030 da FAO. O alcance da seguranca alimentar, saude e nutricdo para todos esta ameagado
pela perda de biodiversidade, de recursos naturais, como a saturagdo e poluicdo dos solos,
ou a perda de recursos hidricos, recurso este finito e ameagado pela utilizagdo intensiva,
salinizagcdo e poluicdo, assim como pela emissdo de gases com efeito de estufa (GEE) ou
pela aplicacdo massiva de fertilizantes.

Por tudo isto, é prioritario adotar e privilegiar sistemas agroalimentares que
contemplem a necessidade de alimentar o aumento crescente da populacdo, mas recorrendo
a culturas sustentaveis, nutritivas e adaptadas as mudancas climaticas ja observadas e
previstas para o curto, médio e longo prazo.

A 18 junho de 2021, tendo em conta os impactos da pandemia COVID-19 que vieram
acentuar os desequilibrios e a inseguranca alimentar, foi aprovado pela FAO o Quadro
Estratégico 2022-2031 (Strategic framework 2022-31) que apoia a Agenda 2030 na busca de
“sistemas alimentares mais eficientes, inclusivos, resilientes e sustentaveis para uma melhor
producdo, melhor nutricdo, um ambiente melhor e uma vida melhor, ndo deixando
ninguém para tras” (FAO 2021a). Contudo, para alcangar este enorme desafio, produtores,
consumidores e comunidades cientificas devem estar alinhados e empenhados na transicédo
para padrdes de consumo mais sustentaveis (Berners-Lee et al. 2018).

A luta pela sustentabilidade e seguranca alimentar tem-se relacionado muitas vezes
com a necessidade de adotar dietas a base de plantas (Willett et al. 2019) como alternativa a
dietas ricas em alimentos de origem animal. Tudo isto real¢a a importancia das leguminosas

como uma das mais relevantes op¢des para atingir esses objetivos, uma vez que reinem de
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forma clara caracteristicas dos 3 pilares do desenvolvimento sustentavel, pelos beneficios
sociais, econdmicos e ambientais que podem fornecer (Stagnari et al. 2017).

Neste sentido, Vigha unguiculata (L.) Walp. € uma das leguminosas destacadas e
referida nos Ultimos anos por diversos autores como estratégica (Singh 2014; Carvalho, Lino-
Neto, et al. 2017; Carneiro da Silva et al. 2019; Vasconcelos et al. 2020; Ferreira et al. 2021),
ndo s6 pela sua capacidade de alimentar com elevada riqueza nutricional 0 homem, os
animais e outras culturas (por consociacdo ou rotacdo, “alimentando os solos” para a cultura
seguinte), como também pela sua capacidade produtiva em solos pobres e com baixa
disponibilidade de 4gua, o que a torna numa cultura a estudar e melhorar, tendo por base o
contexto de alteracdes climéaticas que atravessamos (FAO 2016a; FAO 2016b).

Numa visao global, as leguminosas contribuem de forma significativa em 5 aspetos
estratégicos e relevantes para a humanidade e futuro do planeta: Seguranca Alimentar,
Nutricdo, Saude, Alteragdes Climéticas e Biodiversidade (Figura 1) (FAO 2016a).

Sistemas agroalimentares N
Leguminosas yi ;f@@
#e
= @

Seguranga Alimentar,
Nutricional e Saude

Alteragdes climaticas
Biodiversidade

Figura 1 - Potencial modelo de sustentabilidade dos sistemas agroalimentares de leguminosas,
tendo por base a seguranca alimentar e as alteragcfes climaticas (Fonte: Azote for Stockholm
Resilience Centre, Stockholm University (CC BY 4.0) (2016))

Como representado na figura 1, cada vez mais os sistemas agroalimentares devem
caminhar para a adogéao de culturas resilientes e sustentdveis. Culturas que apresentem por
um lado a capacidade de contribuir para a seguranca alimentar global, de forma nutritiva,
segura e suficiente, mas que, por outro, possuam a resiliéncia, capacidade de adaptacao e
mitigacdo das alteracdes climaticas, com uma baixa pegada ecoldgica e garantindo a
biodiversidade, melhoria dos solos e dos recursos naturais. Para tal, os sistemas

agroalimentares devem atingir estes dois grandes objetivos pela adoc¢éo e implementacéo dos
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17 ODS. Os ODS estéo representados no centro da figura 1 pela forma proposta em 2016 no
“Stockholm EAT Food Forum” — “Bolo de casamento dos ODS” — onde J. Rockstrom e P.
Sukhdev (ex-diretor do Stockholm Resilience Centre e o membro do concelho,
respetivamente) sugeriram esta nova visdo, com o argumento que todos os ODS estao direta
ou indiretamente ligados aos sistemas agroalimentares e consequentemente a alimentos
sustentaveis e saudaveis, dependentes e assentes numa base fundamental, mas que se tem

revelado fragil — a biosfera (Figura 1) (Obrecht et al. 2021).

2.2 Segurancga alimentar e sustentabilidade — Leguminosas

2.2.1 Seguranca alimentar

A seguranca alimentar € considerada como a base para o desenvolvimento e saude
humana. Contudo, apesar de ser um direito universal nem sempre é acessivel a todos
(Ferreira et al. 2021). O relatorio “SOFI 2021” (FAO 2021b) refere que entre 720 e 811 milhdes
de pessoas no mundo enfrentaram a fome em 2020, mais 118 milhdes que em 2019, sendo
gue uma em cada trés pessoas no mundo, incluindo criangas, nao tiveram acesso adequado
a alimentacéo em 2020.

Na historica reunido de 1996, na Cimeira Mundial da Alimentacdo, a FAO descreveu
a seguranca alimentar como o acesso de todas as pessoas, em todas as alturas, a alimentos
suficientes, seguros, nutritivos e economicamente acessiveis, e que atendam as
necessidades e preferéncias alimentares para uma vida ativa e saudavel (FAO 1996). A FAO
tem assim como objetivos promover acdes que contribuam para acabar com a fome nédo
descurando a protecdo do meio ambiente, do planeta e seus habitantes, referindo as
leguminosas como cruciais para dietas saudaveis, producdes sustentaveis e sobretudo para
a segurancga alimentar (FAO 2016a; FAO 2016c).

Contudo, a procura crescente por alimentos em resultado do aumento da populagéo e
tendo em conta a necessidade de manter a biodiversidade e outros recursos naturais,
representam um grande desafio para a agricultura, em conjunto com as fragilidades
resultantes das alteracdes climaticas.

O conhecimento e investigacdo sobre as leguminosas mostra-se assim um importante
contributo para proporcionar seguranca alimentar e nutricional a populagdo global em
expansao, que se espera ultrapassar os 9 mil milhdes até 2050, face aos cerca de 7 mil
milhdes atuais (United Nations 2019). Neste sentido as culturas de leguminosas, como o
feijdo-frade, podem contribuir para ajudar no alcance da seguranca alimentar, uma vez que,
como refere Carneiro da Silva et al. (2019), culturas estratégicas para a seguranca alimentar,

para além de nutritivas e seguras, devem ter boa produtividade, estabilidade de producao,
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toler@ncia a stresses ambientais (como a seca), viabilidade econémica, assim como baixo
impacto ambiental e que contribuam para a manutencdo dos recursos haturais e
sustentabilidade dos sistemas agroalimentares. Outra das grandes vantagens deste tipo de
leguminosas secas € o facto de poderem ser armazenadas por longos periodos sem
necessidades de refrigeracdo, sem perder o seu valor nutricional, permitindo assim
flexibilidade no seu consumo e transporte, e aumento da disponibilidade de alimento entre
colheitas. Porém, privilegiar determinadas culturas pelos agricultores também esta
dependente das politicas de produc¢éo agricola de cada pais, tendo em conta tecnologias de
producéo e financiamentos.

A seguranca alimentar esta assim dependente e ameacada por inUmeros fatores,
como as alteracgdes climaticas, embora com impactos imprevisiveis a longo prazo, assim como
a degradacao dos recursos naturais, poluicéao, dificuldades de armazenamento e transporte
ou a mao-de-obra. Porém, os sistemas agroalimentares também séo fragilizados por ameacas
subitas e inesperadas, como a pandemia da Covid-19 ou a Guerra da Ucrania, que vém
salientar ainda mais as fragilidades existentes e dificultar o acesso a alimentos. Estas
ameacas afetam a disponibilidade, seguranca e qualidade dos alimentos, assim como o seu
valor produtivo e comercial, limitando recursos e troca de produtos.

Assim, a transigdo para sistemas agroalimentares mais sustentaveis, que fornecam
alimentos nutritivos de forma equitativa, ética e de qualidade é urgente, contudo apresenta-
se uma tarefa ja a partida comprometida por todas as contrariedades existentes e ja referidas
(van Ginkel and Biradar 2021).

2.2.1.1 Aspetos da producado e consumo de leguminosas

A disponibilidade alimentar de cada pais é funcao do equilibrio entre os alimentos
produzidos, importacfes e exportaces, reducao do desperdicio e destino dos bens
alimentares (Perez-Escamilla 2017).

Em Portugal a area agricola destinada a cultura de leguminosas secas encontra-se
nos 7958 ha, com uma producdo de 6480 toneladas em 2021 (INE - PORDATA 2022). No
periodo de 2020/2021 o consumo Nacional de leguminosas secas per capita foi de 4,3 kg/hab,
com o feijdo a apresentar-se como a espécie mais consumida (2,6 kg/hab) seguido do gréo-
de-bico (1,7 kg/hab), valores ligeiramente abaixo dos registados entre 2016-2020 (INE 2022a),
resultando num consumo total de 45 mil toneladas de leguminosas secas, correspondendo 18
mil toneladas a grao-de-bico e 27 mil toneladas a feijao.

Por outro lado, em Portugal o grau de autoaprovisionamento esta muito aguém do
desejado, suprimindo apenas 18,6 % dos consumos registados (2020/2021), neste caso,

valores ligeiramente superiores aos registados entre 2016-2020 (INE 2022b), dependendo por
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isso da importacdo de milhares de toneladas por ano, quando poderia ser autossuficiente.

Com 12,7 g/hab/dia de leguminosas secas disponiveis entre 2016-2020, 0 consumo
aparente registou um aumento de cerca de 21 % (INE 2021) face a avaliacdo anterior (2012-
2015), representando 0,7 % na Balanca Alimentar Portuguesa (BAP) em 2020, valor ainda
afastado dos 4 % recomendados pela Roda dos Alimentos (Figura 2).

Balanga Alimentar Balanca Alimentar Balanga Alimentar
Portuguesa 2016 Portuguesa 2020 Recomendada

17.5%

17,4%

Figura 2 - Dados da Balanca Alimentar Portuguesa nos anos de 2016 e 2020 em comparacgéo
com o recomendado (Adaptado Balanca Alimentar portuguesa 2021, (INE 2021))

Por outro lado, o consumo de carne, pescado e ovos aumentou face ao periodo
anterior, representando em 2020 um consumo trés vezes superior ao recomendado.

Segundo os dados reportados na BAP 2020, o aumento de 22,6 % verificado em 2020
relativo as disponibilidades para consumo de “Leguminosas secas” face a 2016 n&o se revelou
suficiente na correcédo dos desequilibrios das disponibilidades face ao recomendado na Roda
dos Alimentos. Apesar do menor contributo dado pelas Leguminosas para a disponibilidade
proteica diérias (g/hab/dia), situado nos 2,1 %, registou-se entre 2016-2020 uma evolugao
positiva de 21,7 % face ao periodo anterior, contribuindo apenas com 1,1 % para o aporte
caldrico diario per capita em 2020 (INE 2021). Estes niUmeros ajudam a confirmar a urgéncia

de reverter e incentivar o cultivo e o consumo de leguminosas.

2.2.2 Sustentabilidade agroalimentar

A pressao sobre recursos naturais fundamentais como o solo e a agua € cada vez
maior, ndo sO pelo crescente aumento da populagdo, como também pelo aumento do
consumo face a riqueza crescente e alteracdo de habitos alimentares, comprometendo assim
a capacidade de suportar a procura solicitada. Neste sentido, a agricultura e a producéo de
alimentos devem caminhar para a sustentabilidade, inseridas num mundo que enfrenta uma
populacdo mundial crescente e com maior poder de compra, mudancas climaticas e

degradacéo ambiental.



Em Portugal, o cultivo de leguminosas pode ser, ou devera, ser prioritario, como forma
de alcancar as metas estratégicas do programa “Do Prado ao Prato” (Estratégia — “Farm to
Fork - Pacto Ecologico Europeu”) (Commission 2020), rumo a um sistema alimentar da UE
mais saudavel e sustentivel, uma pedra angular do Pacto Ecol6gico Europeu. Revelando-se
como possivel contributo para a concretizacao desta estratégia, que visa acelerar a transicao
para sistemas alimentares sustentaveis, nomeadamente pela potencial contribuicdo na
reducdo proposta de 20 % no uso de fertilizantes e em 50 % na perda de nutrientes.

O acordo verde da Comissdo Europeia (“The European Green Deal”) (European
Commission 2019) no contexto da estratégia “Do Prado ao Prato” realga que a UE necessita
desenvolver métodos inovadores para reduzir a dependéncia de pesticidas e fertilizantes e de
reverter a perda de biodiversidade, mesmo quando atende a necessidade de produzir
alimentos suficientes, nutritivos, sustentaveis e acessiveis.

Assim, esta estratégia, vem confirmar e salientar a importancia central da alimentagéo
e da agricultura na prossecuc¢ao dos 17 objetivos do desenvolvimento sustentavel das Nacdes
Unidas (Figura 3).

FOOD
AGRICULTURE

Farm
to Fork

Sustainable

Prof:g's)ging &

Distribution

Figura 3 - Estratégia Europeia “Farm to Fork” (Do Prado ao Prato) e estratégia mundial “ODS
2030” da FAO (Fonte: Comisséo Europeia e FAO)

Tendo em conta as estratégias referidas, a redugdo dos impactos negativos dos
sistemas agroalimentares, na qualidade dos solos, qualidade da agua, biodiversidade e
emisséo de gases de efeito de estufa (GEE), podem ser atingidos com o incentivo a utilizagcédo
de culturas que aliem a producgéo de alimentos nutritivos e de elevada qualidade, com a saude
ambiental, e que integrem as flutuagdes climaticas, econdmicas e energéticas observadas.

A intensificac&o das praticas agricolas esté a resultar na degradacéo insustentavel dos
solos e recursos hidricos, diminuindo a capacidade de fornecer recursos e de responder a
outros stresses ambientais, causando danos ambientais evidentes.

As leguminosas grdo, como o feijao-frade, apresentam vantagens ao nivel
agronémico, ambiental e socioecondémico, sendo consideradas culturas sustentaveis e
potencialmente estratégicas para a seguranca alimentar e nutricional do homem, animais e

para o equilibrio dos ecossistemas.
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Diversos efeitos benéficos sdo associados ao aumento do consumo de leguminosas,
revelando-se como potencial contributo para a sustentabilidade de todo o sistema
agroalimentar. Estas culturas requerem menos fertilizantes em relacdo a outras culturas,
podendo ser utilizadas nos sistemas de rotacdo de culturas e contribuir para a manutencao
da fertilidade dos solos (Abberton 2010; Stagnari et al. 2017). O impacto positivo nos solos
também é resultado da capacidade de fixar N atmosférico no solo, pela relacdo simbidtica
com bactérias Rhizobium (Liu et al. 2011; Sa et al. 2017). Constituem uma importante cultura
para a produtividade agricola, com o seu cultivo a produzir anualmente cerca de 20 a 22
milhdes de toneladas de nitrogénio (Xing et al. 2017). A obtencdo de alimentos esta
intrinsecamente ligada ao solo, estimando-se que 98,8 % das calorias didrias consumidas
resultem dele e apenas 1,2 % de fontes aquéticas (FAO 2018b; Kopittke et al. 2019).

Para além dos beneficios para o solo e favorecimento de outras culturas, a cultura de
leguminosas apresenta um papel protetor contra insetos e doencas causadas por fungos e
bactérias, com melhor estabilidade do solo (Wang et al. 2013).

As leguminosas apresentam-se também como excelente fonte proteica com baixo
impacto ambiental, tanto no que respeita as emissées de carbono, como no gasto de agua
(Figura 4). Para a producéo de 1 kg de leguminosas sédo necessarios 4,1 litros de agua,
contrastando com os 15,5 litros gastos na produgéo de 1 kg de carne de vaca. Quanto as
emissfes de CO,, 1 kg de leguminosas emite cerca de 19 vezes menos equivalentes de CO;
gue a producdo da mesma quantidade de carne (ICRISAT 2016).
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Figura 4 - Pegada ecoldgica de alguns alimentos (Fonte: (Bailey et al. 2011; ICRISAT 2016; PortFIR
- INSA 2022))

As nacdes unidas referem que a agricultura consome 70 % da agua global na producao
de alimentos e 30 % do consumo global de energia (Fao 2014; IRENA and FAO 2021).
Contudo, disponibilidade, qualidade, acesso e estabilidade, os quatro componentes da

seguranca alimentar, assim como alguns aspetos da sustentabilidade alimentar, séo afetados
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por stresses nao climéticos (crescimento populacédo, aumento poder de compra, procura de
bens alimentares), como também, em larga escala por diversos fendmenos climéticos,
nomeadamente a seca (IPCC 2019). A seca pode traduzir-se na reducéo da producao agricola
e animal com potenciais repercussdes na qualidade dos produtos obtidos (Farooq et al. 2018;
van Ginkel and Biradar 2021).

2.3 Alteracfes climaticas e biodiversidade

2.3.1 Biodiversidade

A biodiversidade é um fator interligado de formas opostas com os fenémenos
climaticos. Por um lado, perdas de biodiversidade sdo decorrentes destes fenébmenos, mas
por outro, o aumento da biodiversidade e diversificacdo de culturas pode proteger os
ecossistemas dos impactos negativos de stresses bidticos e abidticos, como a seca. A
biodiversidade esta assim associada a uma maior resiliéncia a stresses ambientais (Wagg et
al. 2017).

A diversidade de espécies agricolas cultivadas revela-se fundamental, tanto para o
alcance da seguranca alimentar, como para uma nutricdo saudavel e variada. O uso de
diversas espécies e variedades potencia a resiliéncia as alteragdes climaticas, a resisténcia a
pragas e doencas, com efeito direto sobre o rendimento produtivo e econémico. Na tentativa
de corresponder a necessidade de aumento da producdo, sacrifica-se a diversidade bioldgica,
mesmo antes de a conhecer. E por isso fundamental descobrir a diversidade bioldgica
existente, as variagdes genéticas entre variedades da mesma espécie, conhecendo o modo
de producdo, reproducdo e sua genética, bem como a preservacdo do germoplasma que
represente a variabilidade existente (Spehar and Costa 2012).

O conhecimento e preservacédo de variedades desenvolvidas e utilizadas localmente
fundamental, uma vez que representam uma grande riqueza para a resiliéncia dos sistemas
agroalimentares face as alteragfes climéticas e ao objetivo da sustentabilidade e seguranca
alimentar para todos. A capacidade da producao agricola lidar com altera¢cdes ambientais ou
socioecondmicas pode, assim, ser sustentada pelos recursos genéticos vegetais existentes,
apresentando-se fulcrais na intensificacdo sustentavel das producoes.

Em relagdo as leguminosas, a sua introducdo e continuidade na agricultura atual
promove a conservacdo da heterogeneidade dos habitats, garantindo a continuidade de
espécies consideradas criticas para a conservagdo da natureza, como artrépodes,
populacdes de aves e pequenos mamiferos (Peoples et al. 2018). Estas culturas também

fornecem recursos florais vitais para a comunidade de polinizadores, com a devolu¢do dos
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beneficios recebidos na producdo de alimentos e criacdo de plantas (Marzinzig et al. 2018;
Ferreira et al. 2021).

2.3.2 Alteragdes climaticas

O mundo atravessa constantes mudancas climaticas que se revelam criticas para 0s
ecossistemas naturais e agricolas. Estas mudangas devem-se a emisséo de GEE, as més e
erraticas praticas do uso do solo, a saturacao e poluicdo dos recursos naturais, entre outras,
que fundamentalmente, refletem a desmedida atividade humana ao longo de décadas (Santos
and Forbes 2001).

As alteragBes climéaticas apresentam-se assim como um conjunto de mudancas que
potenciam a prevaléncia de fenbmenos climaticos mais intensos e frequentes. O IPCC
(Intergovernmental Panel on Climate Change) define as alteragcdes climéaticas como
“modificagdes no estado do clima que podem ser identificadas por variagdes na média e/ou
variabilidade das suas propriedades e que persistem por um periodo extenso” (IPCC 2014),
resultantes de fatores naturais ou antropogeénicos. Estas alteragfes sdo uma ameaca capital
a seguranca alimentar, ao desenvolvimento sustentavel e a biodiversidade, com impacto na
produtividade agricola, estabilidade e rendimento em muitas partes do mundo, exacerbando
a inseguranca alimentar ja existente em alguns locais. Novos desafios sdo impostos para a
gestao dos recursos genéticos existentes para a alimentagao e agricultura face as alteracdes
climéticas, mas também realca a sua importancia, uma vez que sustentam a capacidade dos
sistemas agroalimentares resistirem e se adaptarem a condi¢cdes adversas.

O IPCC refere o sul da Europa e a Peninsula Ibérica como as regides da Europa mais
afetada pelas alteracbes climaticas e destaca o Mediterraneo como uma das regiées mais
vulneraveis do mundo as alteracdes climaticas, com tendéncia para a diminuicdo da
precipitacdo anual e maior exposi¢do a eventos meteorologicos extremos, como ondas de
calor, conjugadas com secas e reducdo da humidade, assim como a subida do nivel do mar
(Figura 5) (AEA 2016; IPCC 2022).

A Agéncia Europeia do Ambiente (AEA) enfatiza estas previsdes, apresentando 0s
principais impactos das alteracdes climéticas na regido mediterrénica no relatorio “Alteracdes
climéticas, impactos e vulnerabilidade na Europa em 2016” apresentados na figura 5, numa

adaptacdo do Parlamento Europeu (AEA 2016; Parlamento Europeu 2018).

13



Regiao mediterranica

Mais calor extremo
Menos chuva e diminuicdo dos caudais fluviais
Risco mais elevado de secas

Risco mais elevado de perda de
biodiversidade

Risco mais elevado de incéndios florestais

Maior competicao pelos recursos hidricos
Maior necessidade de dgua para a agricultura
Menor rendimento das colheitas

Maiores dificuldades na criacao de gado
Maiores dificuldades na produgcao de energia
Maior necessidade de energia para
refrigeracao

Menos turismo no verao mas talvez mais nas
outras estacoes do ano

Efeitos adversos na maioria dos setores
econémicos

Elevada vulnerabilidade aos efeitos indiretos
das alteracdes climéticas fora da Europa -~

Aumento da mortalidade causada por vagas
de calor

Mais zonas onde € possivel a transmissao de
doencas através de insetos

e

(@SN

=

Fonte: Agéncia Europeia do Ambiente europarl.eu

7/

Figura 5 - Impacto das alterac8es climaticas na regido do mediterranio (Fonte: Adaptado pelo
Parlamento Europeu com os dados do relatério “Alteracdes climéticas, impactos e
vulnerabilidade na Europa em 2016” da Agéncia Europeia do Ambiente)

Diferentes cenarios preveem um aumento da temperatura média em todas as regides
de Portugal, com aumentos da temperatura maxima no verao entre 0,5 °C na zona costeira e
2 °C no interior até 2040, valores que podem chegar aos 3°C e 7 °C em 2100, respetivamente.
Em relacé@o a precipitagdo, a incerteza do clima é maior, mas no geral prevé-se a reducéo da
precipitacdo durante a primavera, verdo e outono, reducdo essa entre 20 % a 40 % da
precipitacdo anual atual, principalmente devido a reducao da duracédo da estacdo chuvosa.
Mundialmente o nivel médio das aguas do mar tem subido mais rapidamente nos ultimos anos
gue nas décadas anteriores (PNPOT 2018). Tudo isto pode traduzir-se em periodos de seca
mais frequentes e intensos, em alteracbes na distribuicdo geografica e condicbes de
desenvolvimentos de espécies vegetais e animais, assim como na disponibilidade e na
qualidade da agua e qualidade do solo. O relatério “Estratégia e Modelo Territorial” (PNPOT
2018), refere que em 2030, a gestdo da escassez de agua e de alimentos (agricolas e pesca)
serd um grande desafio.

Vérios indicadores sugerem as atividades antropicas, nomeadamente as ligadas a

exploracdo e uso de recursos naturais, como tendo um papel determinante nas alteracbes
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climéaticas observadas atualmente, com varios relatorios a correlacionarem o aumento da
concentracdo de GEE com atividades como a queima de combustiveis fésseis (carvao,
petréleo e gas natural), a exploracdo e criacdo intensiva de animais, entre outras.

Estima-se que a alimentacédo represente entre 21 % a 37 % de todas as emissdes de
GEE a nivel mundial (IPCC 2019), sendo a agricultura e a silvicultura responsaveis pelo
consumo de cerca de 70 % da dgua doce do planeta (IPCC 2019).

Neste sentido e como ja referido anteriormente, as leguminosas sdo uma importante
cultura para a sustentabilidade agroalimentar, e todas as caracteristicas referidas para essa
sustentabilidade sdo também potenciadoras e importantes na mitigacdo das alteracdes
climéticas previstas, nomeadamente e em grande parte pela reducédo da dependéncia de
fertilizantes sintéticos. Considerados um dos mais dispendiosos consumos na agricultura
moderna, os fertilizantes sintéticos nitrogenados sédo responsaveis pelo consumo de 1,3 % de
toda a energia produzida. Neste sentido, culturas como a do feijao-frade, que necessitam de
pouco fertilizante, devem ser promovidas para limitar o seu uso e diminuir a energia gasta na
agricultura (Magrini et al. 2016). Referem-se também uns importantes 57 % a 65 % de
responsabilidade do uso de fertilizantes na pegada de carbono e na emissdo de GEE (APN
et al. 2016), com os 190 milhdes de hectares de leguminosas no mundo a contribuirem para
fixar 5 a 7 milhdes de toneladas de N no solo (FAO 2016b).

2.4 A Seca

As alteragbes climaticas tém um grande impacto na disponibilidade de recursos
hidricos. A quantidade e qualidade destes recursos sdo extremamente afetados, aumentando
assim os riscos associados a sua utilizagao e as atividades que deles dependem (APA 2013)

Varios modelos e estudos sobre as alteracdes climaticas, preveem que os episodios
de seca aumentardo em ocorréncia, intensidade, duracdo e propagacdo, com incidéncia
também na area agricola. Por tudo isto, ac6es oportunas e proactivas poderdo ajudar na
reducdo dos impactos na populacdo, no meio ambiente e nos sistemas agroalimentares, de
forma a ndo comprometer severamente a seguranga alimentar e nutricional global (Ginkel and
Biradar 2021).

A resiliéncia a stresses ambientais e fendmenos climaticos (como a seca), € uma das
guatro metas para aperfeicoar nos sistemas agroalimentares (GLOPAN 2020).

A seca avanca pela fase de reducéo das chuvas, escassez de agua, menor producao
de alimento, consequente aumento dos precos das matérias-primas, diminuigcdo da seguranga
alimentar, aumento da migracdo e fome. A seca que resulta em fome é, sem duvida, o pior

desastre ambiental (Ginkel and Biradar 2021). Além de reduzir a quantidade de &gua
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disponivel, a seca também afeta a qualidade da agua, que por sua vez afeta negativamente
0S ecossistemas, recursos naturais e biodiversidade (Gerber and Mirzabaev 2017).

O Mediterraneo foi uma das regides mais propensas a seca do mundo entre 1981 e
2010, e as projecdes apontam que de igual forma, ou de intensidade superior sejam também
afetadas nas préximas décadas (Vogt et al. 2018; IPCC 2019).

Na Europa, em média 20 % do territdrio e 30 % da populacéo é afetada todos os anos
pelo stress hidrico, com as secas a causarem prejuizos econdmicos avultados (2 a 9 mil
milhdes de Euros por ano) e danos ndo quantificaveis nos ecossistemas e seus servigos (EEA
2020; EEA 2021).

Em Portugal e de acordo com o Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA),
tem-se verificado nos Ultimos anos um aumento da frequéncia e intensidade das situagdes de
seca. O IPMA tem implementado e calibrado para Portugal continental o indice PDSI (Palmer
Drought Severity Index) desenvolvido por Palmer em 1965, com o objetivo de monitorizar
situacdes de seca. Este indice baseia-se no conceito do balan¢o da agua tendo em conta os
dados da quantidade de precipitacao, temperatura do ar e capacidade de agua disponivel no
solo e permite detetar a ocorréncia de periodos de seca classificando-os em termos de
intensidade (fraca, moderada, severa e extrema). De acordo com este indice e em
comparagdo com igual periodo em situagfes de seca anteriores (1981, 1999, 2005, 2012 com
2022), considerando o total da percentagem de territorio nas classes de seca mais graves
(severa e extrema) em margo, a situagdo atual (2022) é a segunda com maior percentagem
(77 %) s6 ultrapassada pela seca de 2012 em que 98 % do territorio continental esteve em

seca severa e extrema, como representado na figura 6 (IPMA 2022).
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Figura 6 - Percentagem do territério de Portugal Continental por classe do indice PDSI em
situacdes de seca anteriores em mar¢o (2022 até dia 15 marco) (Fonte: Boletim Seca
Meteoroldgica — 15 margo 2022)
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De forma diversificada, a seca provoca impactos e respostas distintas no
desenvolvimento, caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e bioguimicas das plantas, assim
como na qualidade dos produtos obtidos. A reducdo continua da disponibilidade de agua,
reflete-se de forma critica na produtividade agricola (Jaleel et al. 2009; Ansari et al. 2018). As
perdas resultantes do défice hidrico sdo muito superiores aos efeitos de outros fatores
abidticos (Sanchez-Rodriguez et al. 2010), e neste sentido, a procura de variedade/culturas
tolerantes a seca esta a aumentar, tornando-se prioritaria na conjuntura atual de alteracdes

climéaticas.

2.4.1 As plantas e aseca

As plantas apresentam um papel central para a manutencdo da vida na Terra, mas
encontram-se a mercé de todas as alteragbes ambientais e impactos antropogénicos. A
grande variedade de plantas existente garante oxigénio, alimento, medicamentos,
desenvolvimento techoldgico e equilibrio ambiental e ecoldgico. Sendo jA uma evidéncia o
efeito das alteragBes climaticas nos sistemas agroalimentares, em particular nas culturas
agricolas, é de extrema importancia compreender o que estas alteragdes irdo provocar nas
plantas que nos alimentam e nos proporcionam grande parte da seguranca alimentar.

O estudo e compreenséo das estratégias de adaptacao e toleréncia das plantas locais
a stresses ambientais € assim essencial, ndo s6 para a perpetuacao dos recursos genéticos
existentes como também para a sua possivel utilizagcdo em programas de melhoramento. Esta
compreenséo é fundamental na tentativa de reduzir os impactos de stresses como a seca na
producéo alimentar, assim como na obteng&o de culturas resilientes e com capacidade de
superar as alteracdes climaticas ja observadas e previstas.

O papel da agua na vida e crescimento das plantas é decisivo, estando envolvida em
todos os processos metabdlicos e representando 80 a 95 % da massa dos tecidos em
crescimento (Taiz and Zeiger 2002). A agua é reagente e/ou produto de muitas reacdes
metabdlicas, apresenta a capacidade de absorver calor, sendo por isso fundamental na
tolerancia a flutuagdes da temperatura ambiente. E solvente no transporte de nutrientes da
raiz para a planta e fundamental na manutencédo da turgescéncia. Em suma é responsavel
pelo vigoroso e saudavel crescimento das plantas (Taiz and Zeiger 2002). A agua é o recurso
mais abundante e necessério a planta, porém, ao mesmo tempo revela-se o mais limitante
para a produtividade agricola.

Por tudo isto, e tendo em conta a procura mundial por alimentos, em oposi¢cdo com a
diminuicdo de recursos hidricos disponiveis para a agricultura, exalta-se a necessidade de

conhecer, privilegiar e desenvolver plantas capazes de se adaptar, tolerar e manter niveis de

17



produtividade e qualidade aceitaveis em terras com baixa disponibilidade hidrica (Bruce et al.
2002; Blum 2011).

A exposicao ao défice hidrico desencadeia estratégias e mecanismos de resposta ao
stresse, que se dividem em 3 grupos: mecanismos de fuga ao stresse, mecanismos para
evitar a desidratacdo e mecanismos de tolerancia a seca. Na grande maioria dos casos, estas
respostas sao combinadas, atuando de forma integrada e complementar (Chaves et al. 2003;
Ansari et al. 2017) para assegurar o crescimento, a floracdo e a producédo, e com isso
apresentar rendimento econdmico mesmo com disponibilidade hidrica abaixo do ideal (Farooq
et al. 2009).

Os mecanismos de fuga sdo formas de a planta escapar a falta de agua, e possivel
desidratacdo, encurtando o seu ciclo de crescimento evitando a ocorréncia do défice hidrico
(Chaves and Oliveira 2004). Envolvem alteragdo no desenvolvimento fenoldgico (floragéo e
maturidade precoce) e plasticidade do desenvolvimento (variacdo na duracdo do ciclo de
crescimento dependendo da extensdo do défice hidrico), sendo o tempo de floragdo uma
caracteristica importante e relacionada com esta capacidade de fuga a seca (Araus et al.
2002).

As estratégias de evasao apresentam-se como mecanismos desenvolvidos pela planta
com o intuido de evitar ou prevenir a desidratagdo, potenciando a entrada de agua e/ou
minimizando as perdas de agua, recorrendo ao controlo estomatico e condutividade
hidraulica. Esta estratégia resulta de alteragdes morfologicas na planta, como por exemplo
desenvolvendo um sistema radicular mais eficiente, reducdo da absor¢do da radiagdo ou
reducdo da superficie foliar (Mitra 2001). Neste sentido, evitar a seca é a capacidade de
manter elevado o conteulido hidrico do tecido exposto a escassez de agua (Reddy et al. 2004).

Por fim, a tolerdncia & seca resulta do desenvolvimento de mecanismos de
aclimatacdo, com possiveis mudancas nas caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas.
Concretamente, pode definir-se como a capacidade da planta suportar as suas funcgdes
normais de crescimento e desenvolvimento, preservando assim o seu metabolismo em
condicbes de desidratacdo dos tecidos (baixo teor hidrico relativo e potenciais hidricos)
(Reddy et al. 2004).

No entanto todos estes mecanismos de adaptacdo e/ou aclimatacdo revelam
desvantagens em relacdo ao potencial de producéo, havendo consequéncias negativas em
todas as estratégias de resisténcia a seca. Diferentes mecanismos de fuga, evasdo ou
prevencao e de tolerancia a seca foram descritos em plantas de feijao-frade expostas a seca
(Agbicodo et al. 2009).
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Figura 7 - Possiveis efeitos da seca nas plantas e suas respostas ao défice hidrico (Adaptado
de Nadeem et al. (2019) e fotografias do autor)

As diferentes estratégias apresentadas pelas plantas como forma de resiliéncia a seca
refletem alteragbes ou adaptacdes (representadas na figura 7) que podem ser observadas a
Varios niveis:

l. Morfolégico e Fenoldgico: Diminuicdo do numero e da area foliar,
alteracdo da estrutura da planta, teor de ceras na superficie foliar, alteragdo do
sistema radicular, altera¢cfes do sistema fenolégico, duracao da floracéo, entre outras;

Il. Fisiol6gico: Fotossintese, reducao da transpiracéo, eficiéncia do uso da
agua, fecho estomatico, ajuste osmético e integridade membranar;

[l Bioquimico: Acumulagdo de compostos organicos, alteragdo na
atividade enzimatica, armazenamento de hidratos de carbono, alteragdo na
concentracdo de pigmentos fotossintéticos e de antioxidantes ndo enzimaticos;

V. Agrondmico: Diminuicdo do rendimento, taxa de germinacdo, peso e
namero de graos;

V. Qualidade: Alteracdes na composi¢do nutricional, caracteristicas fisicas
e organoléticas (Ansari et al. 2019).
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Todas estas caracteristicas podem estar, de forma individual ou combinada,
subjacentes a maior ou menor tolerancia a seca, determinando a capacidade da planta
sobreviver e produzir sob défice hidrico. Sekhon et al. (2010), referem que é a interacdo entre
as caracteristicas fenoldgicas/morfoldgicas da planta com as estratégias para a eficiéncia do
uso da agua que permitem a sua adaptacdo ao défice hidrico. Por sua vez, o rendimento é o
desfecho complexo que resulta do gendtipo, do ambiente e da interacdo entre ambos (Sail et
al. 2007).

Diversos autores, assim como lwuagwu et al. (2017) relataram que os efeitos da seca
variam e dependem da intensidade, duracao do stresse, estratégia de desenvolvimento e da
capacidade adaptativa que a planta possui para tolerar esse stresse.

A sobrevivéncia das plantas ao stresse hidrico depende grandemente da sua
capacidade em captar os estimulos, gerar e transmitir sinais e desencadear alteracdes
fisiolégicas e bioquimicas (Costa et al. 2012). Os processos fisioldgicos sdo, entdo,
desencadeados e adaptados com o intuito de manter a agua no solo, economizando para
necessidades futuras, de forma a garantir a sobrevivéncia e perpetuacédo da espécie. Séo
identificadas por Taiz e Zeiger (2010) as respostas mais relevantes da planta ao défice hidrico,
nomeando a reducgéo da area foliar, o fecho estomético, a antecipagdo da senescéncia e a
abcisdo foliar. Mesmo recorrendo a diversas estratégias de resposta a seca € inevitavel o
impacto negativo no rendimento das plantas, sendo o défice hidrico também responsavel por
possiveis alteragdes na qualidade e composi¢cdo do grdo, nomeadamente em leguminosas
(Behboudian et al. 2001; Farooq et al. 2018; Valentine et al. 2018). Alguns atributos de
qualidade, como o teor de proteina, gordura ou hidratos de carbonos podem sofrer alteracdes
(Mansourifar et al. 2011; Mohammadzadeh et al. 2011).

Particularmente nas leguminosas, a composicéo proteica estd muito dependente da
sua composicdo genética. Contudo fatores ambientais, particularmente a seca, podem
influenciar os teores de proteina presentes no grédo. Estudos relatam que dependendo das
leguminosas, o teor de proteina pode diminuir (Mansourifar et al. 2011) ou aumentar com o
agravamento do défice hidrico (Bayat et al. 2010; Mohammadzadeh et al. 2011).

No geral o défice hidrico traduz-se numa reducédo do crescimento da planta e folhas,
alteracdo na absorcdo de nutrientes, em resultado da baixa disponibilidade hidrica do solo,
aumento da resisténcia estomatica e diminuicdo das trocas gasosas entre o ambiente e a
planta, com consequente diminuigdo do rendimento (Boukar et al. 2019). Olajide et al. (2017)
referem a seca como uma das restricées abidticas mais importantes na ameaca a seguranga

alimentar e nutricional global.
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2.5 Caracterizacado da espécie em estudo
2.5.1 Leguminosas

As leguminosas sao parte integrante da alimentagdo humana e animal, sendo hoje
uma importante cultura no combate a desnutricdo, a pobreza e melhoria da salde, mas
também na manutencdo e melhoria dos ecossistemas, como cultura sustentavel que se
apresenta (Akibode and Maredia 2011).

Entre as vantagens das leguminosas, destacam-se a sua ampla distribuicdo
geografica, alto valor nutricional, baixa necessidade de agua, capacidade de autofertilizacao
(adicionando N necessério para as terras agricolas e melhorando as culturas seguintes) e a
sua longa vida util, assim como comprovados beneficios para a sallde humana e ambiental
(FAO 2016a; FAO 2016c; FAO 2016d; FAO 2016b).

2.5.2 Feijao-frade — Vigna unguiculata (L.) Walp

O feijdo-frade (Vigna unguiculata (L.) Walp), pertence ao género Vigna e a familia
Fabaceae (ou Leguminosae), a terceira maior do planeta, com cerca de 800 géneros e 18000
a 19000 espécies (Morel et al. 2012). E uma leguminosa herbacea anual, nativa de Africa e
amplamente distribuida por todo o0 mundo. Pode crescer em solos pobres e acidos, com baixa
disponibilidade de 4gua e altas temperaturas (Santos et al. 2008; Bejarano et al. 2014).

Perto de nove milhdes de toneladas de grao sdo produzidas por ano, resultantes da
cultura de 15 milhdes hectares de terra pelo mundo, dados de 2020 (FAOSTAT 2022). Porém,
apesar da sua ampla distribuicdo geogréafica, mais de 98 % da é&rea total cultivada no mundo

situa-se em Africa, com a Europa a registar a menor area e producéo (Tabela 1).

Tabela 1 - Area agricola (ha) e producao (ton) de feijao-frade no mundo (Fonte: FAOSTAT
(2022)).

2020 Area agricola de Producéo de
feijdo-frade (ha) feijdo-frade (ton)

Africa 14 818 944 8 616 095
Asia 168 775 195 816
América 61 826 65 880
Europa 6 890 23 853
Mundo 15 056 435 8 901 644

Entre 2016 e 2020 os principais produtores mundiais foram a Nigéria, o Niger e
Burquina Faso (figura 8), com a Espanha a apresentar-se como 0 maior produtor europeu,
sendo 96,6 % da produc&o obtida em Africa (FAOSTAT 2022).
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Figura 8 - Principais paises e regides produtoras de feijao-frade (Fonte: FAOSTAT (2022))

Para além da alimentacdo humana, o feijao-frade é utilizado na alimentacao animal,
como forragem, servindo também como adubo verde (residuos da colheita, raiz e caule
fornecem matéria orgéanica e nutrientes ao solo) e de cobertura do solo (Junior 2002),
suprimindo o crescimento de ervas daninhas, proporcionando protecdo contra a erosdo do
solo e reduzindo a temperatura do solo.

O ciclo fenolégico do feijao-frade varia entre 60 a 150 dias (Timko et al. 2007),
dependendo das condigdes climaticas e periodo de maturacéo. A planta de feijdo-frade esta
adaptada a temperaturas entre 20-35 °C (Lima et al. 2006), sendo as melhores sementes
produzidas quando sujeita a variagbes de temperatura dentro do ideal (Ngalamu et al. 2014).
A necessidade de agua desta cultura é variavel em funcdo do seu estadio de crescimento
(Lima et al. 2006). Apresenta uma menor necessidade de agua na germinacdo, que aumenta
e se torna mais critica na fase da floracéo e formacéo de vagens, com decréscimo posterior
a partir do inicio da maturacéo (Bastos et al. 2008). E considerada globalmente como tolerante
a maioria dos stresses ambientais (Tankari et al. 2021) incluindo a seca, contudo a producéo
da cultura é prejudicada pela exposicao a esse stresse (Osakabe et al. 2014; Ravelombola et
al. 2018; Gomes et al. 2019; Gomes et al. 2020).

Todas as partes da planta do feijdo-frade podem ser usadas na alimentacdo, sendo
consumidas em muitos paises, tanto as folhas verdes, como as flores, vagens imaturas e 0s
graos secos, todos estes bastante nutritivos. Em Portugal o grdo seco representa 0 consumo
habitual em resultado da producdo desta leguminosa. Apresenta-se como uma excelente
fonte de micro e macronutrientes (proteinas, hidratos de carbono, vitaminas e minerais)
(Ngalamu et al. 2014; Carvalho et al. 2019; EIMasry et al. 2021, Silva et al. 2021), que pode
suprir a necessidade de amino&cidos essenciais, quando combinado com cereais (Igbal et al.
2006).

Nas condicdes ideais de cultivo, o feijdo-frade fixa cerca de 160 kg ha* N em 60 dias,
0 que € suficiente para suprimir as suas necessidades e ainda para contribuir em cerca de

40 kg ha® N para o solo e culturas seguintes (Singh 2014), pela relacdo simbiética com
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bactérias do género Rhizobium presentes no solo (Martins et al. 2003). Neste sentido, quando
cultivado em consociagdo com cereais (milho, sorgo e milheto), o rendimento dessas culturas
€ melhorado e quando cultivada em rotagdo com arroz, repde a fertilidade do solo para a
colheita seguinte (Ngalamu et al. 2014).

Apresenta habitos de crescimento diversos, dependendo principalmente da variedade,
podendo apresentar-se ereto, semi-ereto, prostrado ou trepador (Timko et al. 2007). As folhas
sdo compostas por trés foliolos e o peciolo apresenta entre 15 a 25 cm de comprimento.

As flores apresentam coloragéo variada, desde branco puro, passando pelo branco-
amarelado e rosado, até ao violeta puro. Os frutos apresentam-se como vagens alongadas,
habitualmente com 8 a 30 cm e ocorrem geralmente aos pares, porém sob condi¢cdes
edafocliméticas favoraveis, podem ocorrer trés ou mais vagens por pedunculo (Figura 9). A
vagem madura apresenta cor castanho-claro, com 8 a 30 grdos no seu interior.

O feijao-frade é bastante diversificado no que toca a aparéncia dos graos, incluindo a
cor do tegumento e tamanho e cor do olho do gréo (Figura 9) (Gerrano et al. 2017).
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Figura 9 - Variabilidade morfolégica de diferentes variedades de feijdo-frade - planta, flores,
vagens e sementes (Fotografias do autor)

~

O tegumento pode ser liso ou enrugado, ter coloragdo uniforme ou em padrdo, com as
cores mais comuns a serem o preto, castanho, rosa e branco. O hilo esta coberto por um
tecido branco e rodeado por uma faixa escura. O peso de mil grdos também € variado, com
valores rondando os 100 g (Timko et al. 2007; OECD 2015; OECD 2019).
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2.5.3 Qualidade nutricional e de saude

As leguminosas, como o feijdo-frade, fazem parte de um conjunto de alimentos
representados na Roda dos Alimentos e na Pirdmide Alimentar e que representam um papel
essencial na nutrigdo humana e animal (FAO 2016a).

A rigueza nutricional das leguminosas proporciona comprovados beneficios para a
saude de quem os consome (Rebello et al. 2014; Singh 2017; Singh et al. 2017), sendo
indicado o seu consumo durante todas as fases da vida do ser humano (Figura 10).

Leguminosas no desenvolvimento humano

A partir dos 9-11 meses Importantes para o A composigdo em Pela versatilidade
podem entrar na desenvolvimentona folatos e calcio é culinaria, interesse
alimentagdodos bebés. infancia e adolescéncia, importante na nutricional e facil
Fundamentais pela pela composigdo em gravidez. mastigacdo, sdo otimas
rigueza em proteinae minerais, como caélcio e opgOes para
hidratos de carbono o ferro. ® a alimentacdg

complexos. . 0000 de idosos.
(" VRN U T h

Figura 10 - Importancia das leguminosas no ciclo de vida e desenvolvimento humano (Adaptado
da Associagdo Portuguesa de Nutricionistas, 2016 (APN 2016))

A FAO considera as leguminosas como “superalimento” que foram nutrindo as
pessoas desde os registos pré-historicos, definindo como objetivo o de ter leguminosas
enriguecendo a terra e sustentando as populacfes (FAO 2016a).

Como ja referido, o feijdo-frade € morfologicamente variavel e adaptado a diversos
ambientes, o que resulta numa vasta gama de variedades locais (OECD 2015), sendo que a
composicao nutricional do gréo € resultado das caracteristicas genéticas, local de producao,
stresses bidticos e abidticos, clima e fatores ambientais, tipo de solo em que sédo cultivadas,
conservagao e pos-colheita (Murdock et al. 2003; Rebello et al. 2014; Fabbri and Crosby 2016;
Gongalves et al. 2016). Contudo, e mesmo dependente de todos estes fatores, o feijdo-frade
€ altamente nutritivo e apresenta potenciais beneficios para a saude, pelo seu elevado
contetdo em proteina, teor em fibra e baixo indice glicémico (Xu and Chang 2012; Aguilera
et al. 2013; Xiong et al. 2013). Na tabela 2 esta representada a composicao nutricional geral
do feijao-frade seco e apds demolha (PortFIR - INSA 2022), uma vez que, como ja referido as

técnicas de processamento alteram os teores dos compostos presentes.
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Tabela 2 - Composicao nutricional do feijdo-frade seco e cozido (demolhado) (Fonte: PortFIR -
INSA (2022))

Feijao-frade cozido

Valores por 100 g de gréo (demolhado)

Feijao-frade seco

Energia [kcal] 123 342
Energia [kJ] 521 1450
Lipidos [g] 0,7 1,3
Acidos gordos saturados [g] 0,2 0,6
Acidos gordos monoinsaturados [g] 0,1 0,1
Acidos gordos polinsaturados [g] ~ 0,3 0,9
Acido linoleico [g] 0,3 0,9
Acidos gordos trans [g] 0 0
Hidratos de carbono [g] 18,1 55,3
Aclcares [g] 1 3,1
Oligossacaridos [g] 0,7 3,9
Amido [g] 16,4 48,3
Fibra[g] 4,7 9,4
Proteinas [g] 8,8 22,6
Sal[g] 0,6 0
Alcool[g] © 0
Agua[g] 66,2 8,2
Acidos organicos [g] 0 0
Colesterol[mg] O 0
Vitamina A[ug] 2 5
Caroteno [pg] 13 30
VitaminaD [pg] O 0
alfa-tocoferol [mg] 0,2 0,3
Tiamina[mg] 0,19 0,54
Riboflavina [mg] 0,05 0,18
Niacina[mg] 0,5 2,1
Equivalentes de niacina[mg] 2,4 6,9
Triptofano/60 [mg] 1,9 4,8
VitaminaB6 [mg] 0,1 0,37
VitaminaB12 [ug] O 0
VitaminaC [mg] O 1
Folatos [ug] 210 630
Cinza[g] 1,4 3,2
Sodio [mg] 250 18
Potassio [mg] 320 1100
Célcio [mg] 21 81
Fosforo [mg] 140 410
Magnésio [mg] 47 130
Ferro[mg] 1,9 5,2
Zinco[mg] 1,1 35

A maioria dos dados da composic¢éo nutricional dos gréos de feijado-frade é relativa aos
gréos integrais, e estes incluem o tegumento que representa 6 % da matéria seca do gréo
(Aremu 1990).

O feijao-frade contém uma alta propor¢céo de hidratos de carbono, representando a
maior parte do peso seco do grdo. Foi relatada a presenca de oito hidratos de carbono
simples, sacarose, glucose, frutose, galactose e maltose e trés oligossacarideos,
considerados antinutrientes, a estaquiose, verbascose e a rafinose (Gongalves et al. 2016). O
teor de fibra alimentar (polissacaridos, oligossacaridos, lenhina e substancias vegetais
associadas) varia normalmente entre 16 % e 21 % (Gongcalves et al. 2016).

Como ja referido, caracteriza-se por ser uma excelente fonte proteica, com o grédo
inteiro a conter entre 16 a 31 %, sendo 12 % respeitantes ao tegumento (Aremu 1990). Rico

em aminoacidos como lisina, leucina, arginina e outros aminoacidos essenciais. Apesar de
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pobre em aminoacidos de enxofre (metionina e cisteina), quando equilibrado com cereais
atende aos requisitos essenciais para a dieta humana (Igbal et al. 2006; Goncalves et al.
2016). Estudos recentes mostram que o consumo simultaneo de proteinas vegetais de graos
de leguminosas e cereais reproduz o padréo de aminoacidos essenciais contidos em produtos
de origem animal (Chardigny and Walrand 2016; Laleg et al. 2016; Laleg et al. 2017).

O teor de lipidos do grao varia entre 0,5 e 3,9 % (OECD 2019), e séo fonte de minerais
essenciais como célcio, magnésio, potassio, ferro, zinco e fésforo, sendo que os niveis de
fosforo, potassio e manganés variam amplamente com as condi¢des agroclimaticas
(Adebooye and Singh 2007). Como suporte vitaminico, destacam-se as do complexo B, sendo
fonte de tiamina (B1) e niacina (B3) e também contém quantidades razoaveis riboflavina (B2).

Efeitos benéficos para a salude estdo assim associados a diversas caracteristicas
nutricionais dos gréos de leguminosas. Exemplos disso séo o facto de apresentarem um teor
lipidico reduzido e serem isentas de colesterol (Sridhar and Seena 2006). Os hidratos de
carbono presentes séo essencialmente de digestéo lenta, diminuindo o indice glicémico (FAO
2016d). Um aumento da saciedade é obtido pelo consumo de leguminosas, devido a elevada
guantidade de fibra (Rebello et al. 2014), podendo ajudar na redugéo do risco de doencas
cardiovasculares e cancro (Silvia 2011; Mudryj et al. 2014; Fabbri and Croshy 2016). A
combinacgédo do baixo indice glicémico e alto teor em fibra, ajudam na manutencédo de niveis
saudaveis de glicémia e insulina (Mudryj et al. 2014), assim como na manutenc¢do da saude
intestinal, obstipacéo e no combate ao cancro do colon (Gebrelibanos et al. 2013).

Sédo ainda excelente fonte de acido félico, nutriente necessario e essencial para a
saude gestante, pré-natal e infantil, assim como ferramenta importante no combate a
desnutricdo infantil (Bevis 2015; Smith and Haddad 2015).

Quando consumidas em combinagdo com alimentos ricos em vitamina C, potenciam a
absorcéo de ferro, tornando-se alimentos importantes na prevengédo de anemia ferropriva
(FAO 2016c).

A presenca de compostos bioativos (compostos fendlicos, taninos, flavonoides)
também fornecem importantes beneficios dietéticos, uma vez que estes compostos sao
conhecidos pelo seu potencial antioxidante e outros efeitos protetores associados (Singh et
al. 2017).

Portugal, assim como outros paises como ltalia, Espanha, Marrocos, Grécia, Croacia
e Chipre recomendam a adoc¢do da Dieta Mediterranica, que contempla o consumo de
leguminosas (superior a 2 por¢des por semana), nao s6 como alimento saudavel e nutritivo,
como também como forma de minimizar o risco de doenca cardiovascular, prevencdo do

cancro e doencas associadas ao envelhecimento (Gupta et al. 2017).
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2.5.3.1 Fatores anti-nutricionais (FAN)

Por outro lado, as leguminosas também apresentam na sua composicdo compostos
designados anti-nutricionais (FAN), que podem ter efeitos contrarios na nutricdo ideal. Estes
compostos podem por exemplo, dificultar a absor¢do de determinados compostos ou
desencadear reagdes adversas no organismo, como a flatuléncia (Gebrelibanos et al. 2013).

Contudo, estes fatores anti-nutricionais podem ser reduzidos ou eliminados e a
biodisponibilidade melhorada pelas técnicas de processamento, como a demolha, germinacgéo
e tratamento térmico (Pinheiro et al. 2020), melhorando assim a qualidade nutricional e a
apeténcia dos consumidores para o seu consumo (Akande and Fabiyi 2010). Outra técnica
usada para a eliminacdo de FAN é a juncao na cozedura de alga Kombu, caracteristica da
cozinha macrobiética (Wells et al. 2017).

Os FAN mais encontrados nas leguminosas sdo os inibidores enzimaticos (das
proteases e das amilases), compostos fendlicos, fitatos, oligossacaridos (rafinose, estaquise
e verbascose) e saponinas (Aguilera et al. 2013). Porém, apesar de serem conotadas como
fatores anti-nutricionais, em doses baixas estes compostos podem também apresentar
beneficios para a saude (Laleg et al. 2016). Sado exemplos disso a atividade antioxidante e
propriedades anticancerigenas dos taninos (Hayat et al. 2014), as propriedades antioxidantes
dos fitatos, que protegem as células do dano celular (Derbyshire 2011) ou o poder de atuar
como pré-bidtico dos oligossacarideos como componente da fibra dietética (estaquiose e
rafinose) (Muzquiz et al. 2012).

Contudo, esta descrito na literatura que o valor nutricional global das leguminosas esta
intimamente relacionado com diversos fatores, como caracteristicas genéticas, condi¢cdes
agroclimaticas, gestdo pés-colheita e processamento, fatores esses que de formas diferentes

resultam num alimento saudavel e equilibrado.
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Capitulo 3 — Metodologia geral (Material e Métodos)

O trabalho experimental foi dividido em 3 fases. Na fase |, compreendida entre os
meses de maio e setembro de 2021, teve lugar a instalagdo e manutencdo do ensaio
experimental em estufa, com o crescimento de plantas em conforto hidrico durante todo o
ciclo de crescimento da planta, em comparacdo com outras plantas em défice hidrico durante
toda a fase reprodutiva (diminui¢éo de irrigacdo na prefloragéo).

A fase Il contemplou determinagdes diretas na planta e/ou em laboratorio (referentes
a planta), em periodos pré-estabelecidos do desenvolvimento fenoldgico das plantas,
determinacfes essas com o0 objetivo de avaliar o seu desenvolvimento e as respostas
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas a seca terminal (imposta na fase reprodutiva), assim
como o rendimento e componentes de produgao.

Por ultimo, a fase Ill compreendeu a realizacdo de determinacdes para avaliar o
impacto da seca na qualidade do grdo obtido, recorrendo a analise colorimétrica e a

determinacédo de acUcares sollveis e proteina bruta.

3.1 Material vegetal

O ensaio experimental contemplou o estudo de 4 variedades locais de Vigna
unguiculata (L.) Walp. de diferentes regifes portuguesas (L1, L2, L3, L4) e uma variedade
comercial (CV) desenvolvida em Portugal, através do Programa de Melhoramento de
Leguminosas no INIAV-Elvas (Tabela 3 e Figura 11). As variedades em estudo foram
selecionadas de um grupo de 22 variedades, de acordo com os teores mais elevados em

compostos fendlicos, observados em resultado do trabalho desenvolvido no projeto CoHeSus.

Tabela 3 - Designacéo e origem das variedades de feijdo-frade em estudo

Designagdo Variedade Origem Regido Principais caracteristicas
cV Ct‘?merma},l INIAV-Eas e Cor dg gréo creme com olho
— “Fradel preto a volta do hilo, e flor branca
Guarda Gréao castanho com um pequeno
L1 Portuguesa BPGV*13100 A olho negro a volta do hilo, e flor
Beira Litoral .
violeta
Cor do gréo castanho-claro, e
Lo Portuguesa Diretamente  Satao, pequeno olho castanho-
9 do agricultor  Beira Alta esverdeado a volta do hilo, e flor
violeta
Grao é mais redondo que os
. Lardosa, . ~
Diretamente demais acessos, coloracdo creme
L3 Portuguesa . Castelo Branco,
do agricultor ; : e olho verde-claro ao redor do
Beira Baixa :
hilo, e flor branca
Diretamente  Vila Maior, Grao preto e olho negro ao redor
L4 Portuguesa

do agricultor

Douro Litoral

do hilo, e flor violeta

*BPGV — Banco Portugués de Germoplasma Vegetal; CV — variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais portuguesas
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As variedades em estudo estdo descritas na tabela 3, referindo-se a variedade L1
(BPGV13100) que foi gentilmente cedida pelo Banco Portugués de Germoplasma Vegetal em

Braga, banco este sob tutela do INIAV e que assume um papel central no dominio da

promocgéo e da conservagdo dos recursos genéticos nacionais.

3.2 Condicdes de crescimento

O ensaio decorreu entre o final de maio e outubro de 2021 nas estufas do Instituto
Nacional de Investigacao Agréria e Veterinaria, I.P. (Oeiras), em ambiente semi-controlado.

As condi¢bes ambientais da estufa foram monitorizadas com recurso a um registador
continuo de temperatura (T °C) e humidade relativa (%HR), o EasyLog USB Data Loggers
(EL-SIE-2 +, Lascar Electronics, EUA), tendo-se observado temperaturas entre 13,9 e 46,9 °C
(Gréfico 1).

Grafico 1 - Valores médios de temperatura e humidade relativa maximas e minimas
observadas na estufa no periodo do ensaio.
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Foram utilizados vasos de 3 L, contendo 1300 g de turfa (Arber Horticulture), com
regimes hidricos estabelecidos apds obtencdo da capacidade de campo. Semanalmente
todas as plantas foram adubadas com solugdo nutritiva com 12 % N, 4 % P e 6 % K
(COMPLESAL, Bayer).
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3.3 Procedimento experimental

No ensaio experimental foram considerados entre 5 a 10 vasos por variedades (CV,
L1, L2, L3 e L4) e 2 regimes hidricos, i.e. um controlo em que as plantas foram mantidas em
conforto hidrico (WW, “well watered”) e um regime de défice hidrico (WD, “water deficit’),
segundo um delineamento casualizado, com os vasos identificados numericamente.

Apos determinacao da capacidade de campo (CC) de acordo com 3.3.1, procedeu-se
a sementeira (28 de maio de 2021). Para cada variedade foram semeadas 2 sementes por
vaso, sendo retirada a planta que apresentava menor vigor 2 semanas apos a sementeira.

Airrigacdo dos 2 tratamentos foi controlada por pesagem dos vasos e a rega realizada
de acordo com a agua gasta, mantendo os regimes hidricos estabelecidos, face a capacidade
de campo calculada. Os tratamentos foram mantidos até ao final do ciclo de crescimento das
plantas, para avaliacdo da produtividade e composicao do gréo.

Ao longo do ciclo observou-se o0 desenvolvimento das plantas, sendo registados
alguns parametros fenoldgicos como o inicio da floragéo e o desenvolvimento das vagens.
Durante e ap0s a imposi¢cdo do défice hidrico e com uma periodicidade semanal, foram
realizadas as leituras de SPAD (teor relativo de clorofila). Na fase de floragédo (garantindo que
50 % das plantas em cada variedade/tratamento estava em plena florag&o), ca. oito semanas
apos a sementeira, foram realizadas as determinac¢des para avaliacdo da resposta fisiologica
a seca, através de analises in vivo na planta (ndo destrutivas) e em laboratério (destrutivas),
em folhas jovens e totalmente expandidas de plantas controlo (WW) e em seca (WD).

No final do ciclo fenolégico da cada planta, ap0s a completa maturagdo das vagens,
foi avaliado o impacto da seca na produtividade através da contagem e pesagem das vagens
e grdos produzidos por planta. Procedeu-se ainda a avaliagdo do impacto da seca na

composicao do grdo com recurso a alguns parametros nutricionais e a analise colorimétrica.

3.3.1 Capacidade campo (CC)

A CC foi calculada utilizando o método gravimétrico. Inicialmente, os vasos foram
pesados vazios seguindo-se a adicdo da mesma quantidade de turfa (1300 g). Os vasos
contendo a turfa foram posteriormente colocados em pratos, para retencdo da agua de
escorrimento, e regados até a sua saturagdo, para eliminar todo o ar existente. De forma a
garantir a saturacao por capilaridade, ap6s 12 h de escorréncia foi retirado o prato para
completa drenagem. Decorridas 24 h foi realizada nova pesagem dos vasos, obtendo-se o
valor para 100 % de CC ap0s ser retirada a tara do respetivo vaso (Dumroese et al. 2015).

Em funcdo dos pesos obtidos para 100 % de CC, foram efetuados os calculos para
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manutencédo das plantas bem irrigadas (80 % de CC) no tratamento de controlo (WW) e para

a inducao da seca (35 % da CC) no tratamento de défice hidrico (WD).

3.3.2 Inducéo stresse hidrico

Apoés determinacdo do peso dos vasos que correspondem as percentagens de
capacidade de campo pretendidas, de acordo com 3.3.1, a irrigacdo dos 2 tratamentos em
estudo foi controlada por pesagem dos vasos 2 a 3 vezes por semana. As plantas foram
mantidas bem irrigadas para 80 % da CC até ao aparecimento dos primérdios do botao floral
(inicio da fase reprodutiva), ocorrida ca. 5 semanas da sementeira (02 de julho 2021). Nesse
momento a irrigagdo foi suprimida em metade das plantas de cada variedade de forma a
atingir 35 % da CC (WD). Na outra metade das plantas a irriga¢éo foi mantida a 80 % da CC
(WW).

O ensaio comtemplou assim um tratamento de controlo, onde metade das plantas
foram mantidas em conforto hidrico (WW), com regas para 80 % da capacidade de campo
(CC) durante todo o ciclo de fenolégico da planta, em comparagdo com um tratamento em
défice hidrico terminal (WD) onde a irrigagéo foi suprimida na prefloracdo, 5 semanas ap0s a
sementeira, até atingir os 35 % da CC e mantidas nessas condi¢des até ao final do ciclo,
compreendendo toda a fase reprodutiva da planta.

3.4 Monitorizagdo do desenvolvimento e caracteristicas morfoldgicas da
planta

3.4.1 Conteudo hidrico do solo - capacidade de campo

O controlo do peso dos vasos e consequentemente da agua contida nos mesmos é de
extrema importancia, de modo a garantir que os objetivos do ensaio sdo alcancados,
assegurando assim que o tratamento controlo permanece bem irrigado durante todo o ciclo e
que o tratamento para avaliar o impacto da seca, permanece realmente em défice hidrico na
fase reprodutiva.

Todos os vasos foram pesados entre 2 a 3 vezes por semana, com registo da massa
antes e apos a rega de forma a perfazer o peso estabelecido para a capacidade de campo de
cada tratamento, com obtencdo da capacidade de campo média ao qual cada tratamento

esteve suijeito.
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3.4.2 Desenvolvimento fenoldgico

Ao longo do ensaio foi avaliado o estagio fenolégico de cada planta de acordo com a
escala da BBCH (Biologische Bundesantalt Bundessortenamt und CHemische Industrie),
escala universal que resulta do trabalho de uma equipa de cientistas, e que utiliza um cédigo
decimal uniforme, dividido em estagios de crescimento principal e secundério, para a
descricdo de estagios de crescimento fenologicamente semelhantes de todas as espécies de
plantas mono e dicotiledéneas (Meier et al. 2009), estando descritos na tabela 4 os principais
estagios identificados neste trabalho.

Tabela 4 - Estagios de crescimento da planta de feijdo-frade avaliados de acordo com a escala
BBCH

E?essecsir?]gnto gggao Descricao dos estagios de crescimento
Vegetativo 05 Emergéncia do hipocétilo
20 Formacao dos ramos secundarios
50 Emergéncia da inflorescéncia
Reprodutivo 60 Primeiras flores abertas
80 Inicio do amadurecimento de frutos e sementes
88 80 % das vagens maduras

A observacao e identificagdo dos estagios de crescimento permitiram estabelecer as
datas para a imposicdo do défice hidrico e para a realizagdo das determinacdes.
Semanalmente foi avaliada e registada a fase do ciclo fenolégico em que cada planta se
encontrava, para caracterizagdo do ciclo de crescimento das diferentes variedades nos dois

tratamentos.

3.4.3 Floragédo e desenvolvimento de vagens

Apos o inicio da imposicdo do défice hidrico, na prefloragdo (T0), a contagem do
namero de flores abertas no caule principal e caules secundarios foi realizada com uma
periodicidade minima semanal, avaliando as plantas na fase onde se estabeleceu o défice
hidrico e os respetivos controlos. Da mesma forma, foi sendo registado o numero de vagens
verdes desenvolvidas ao longo da fase reprodutiva, sendo o resultado expresso como média
cumulativa de flores e vagens por planta ao longo do ciclo de crescimento para cada
variedade/tratamento.

Para além de TO foram avaliados os resultados obtidos duas (T1), quatro (T2), cinco

(T3) e seis (T4) semanas apo6s o inicio do défice hidrico.
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3.5 Parametros de desempenho fisioldgico e bioquimico — determinacdes na
planta

Para a avaliacdo do desempenho fisioldgico fizeram-se determinacdes in vivo (ndo
destrutivas) nas plantas (trocas gasosas foliares, fluorescéncia da clorofila e SPAD), havendo
outras em que foi necessério colher amostras de folhas (potencial hidrico foliar, teor hidrico
relativo, dano membranar e pigmentos fotossintéticos). As determinagfes de trocas gasosas
foliares e potencial hidrico (Ww) foram realizadas in loco em folhas jovens completamente
expandidas, em pelo menos 4-5 plantas por variedade e tratamento, no momento da plena
floracdo. Na mesma fase do ciclo e nas mesmas plantas, foi colhido material vegetal (2 a 6
foliolos) de onde se retiraram discos de 0,35 cm? de varios foliolos para a determinacédo da
fuga de eletrélitos (I %), teor hidrico relativo foliar (RWC %) e pigmentos fotossintéticos
(Clorofilas a, b e carotendides), sendo o restante material pesado, imediatamente congelado
em nitrogénio liquido e armazenado em camara de congelacéo a -80 °C até processamento
para determinagdo de acucares soluveis. As determinacdes de SPAD e da fluorescéncia da
clorofila foram realizadas em todas as plantas do ensaio, numa folha pré-marcada do tergo-
médio da planta. A fluorescéncia da clorofila foi realizada no final da floragéo, enquanto o
SPAD foi controlado semanalmente ao longo de toda a fase de imposicdo do défice hidrico,
em todas as plantas do ensaio (WW e WD). Os parametros de rendimento e componentes de

producao foram realizados a todas as plantas no final do ciclo fenolégico.

3.5.1 Potencial hidrico (Ww)

O potencial hidrico foliar (WYw — Water potencial) foi determinado com recurso a uma
camara de pressao (Model 1000, PMS Instrument Co., Albany, OR, USA) de acordo com o
método de Scholander et al. (1965). A medigéo foi realizada apos corte preciso do peciolo
central de uma folha jovem completamente expandida, inser¢do da folha na camara de
presséo, e pressurizacdo da camara de forma crescente e gradual com nitrogénio industrial
até visualizacdo do retorno do soluto xilémico a superficie do corte. A pressdo marcada no
mandmetro representa assim a pressao hidrostatica negativa (tensdo) que existe no xilema
da folha, correspondendo ao W da mesma.

As medicOes foram realizadas em 4 a 5 plantas de cada variedade/tratamento antes
do amanhecer, obtendo-se 0 Wep (‘pre-dawn water potencial’) quando a evapotranspiracao é
minima, e ao meio-dia solar, obtendo-se o Wwp (‘mid-day water potencial’) quando o défice de
pressao de vapor € maior entre a superficie da folha e a atmosfera correspondendo a valores

mais negativos devido a um aumento da perda de agua por transpiracao.
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3.5.2 Teor hidrico relativo (Relative water content - RWC)

A determinacéo do teor hidrico relativo (RWC - ‘relative water content’) tem por objetivo
avaliar o estado de hidratacdo atual numa folha relativamente a sua hidratacdo maxima
possivel, representando assim um 6timo indicador do estado hidrico da planta (Boyer 1969).

Para a determinacdo do RWC as folhas foram destacadas, mantidas em sacos de
plastico numa caixa refrigerada e rapidamente transportadas para o laboratério. Para cada
amostra foram destacados 7 discos foliares de 0,35 cm? e, imediatamente pesados em
balanca analitica para registo da massa, que corresponde ao peso fresco (PF) da amostra.
De seguida os discos foram colocados numa camara humida onde permaneceram durante a
noite a temperatura ambiente e protegidos da luz, de forma a absorverem agua até a
saturacao. Posteriormente os discos foram retirados cuidadosamente da camara humida,
sendo removido o excesso de agua da superficie dos discos e procedendo-se a nova
pesagem para obtencdo do peso turgido (PT). Os discos foram em seguida colocados em
estufa a 80 °C durante 24 h obtendo-se o peso seco (PS) apds pesagem como descrito em
(Scotti-Campos et al. 2013).

O RWC foi calculado seguindo a formula RWC = ((PF-PS) / (PT-PS)) x 100 (Barrs

1968), e as determinacdes realizadas em 4 a 5 plantas de cada variedade/tratamento.

3.5.3 Fugade eletrdlitos

A determinacgédo do indice de dano membranar (I %) foi realizado de cordo com (Scotti-
Campos et al. 2015), pela avaliacdo da perda de eletrolitos pela célula. Para cada amostra
foram cortados 12 discos foliares de 0,35 cm?, lavados 2 vezes com agua desionizada e
colocados a flutuar durante 22 h em frasco com 10 mL de agua desionizada a 25 °C. Apos
22 h foram lidos os valores de condutividade a 25 °C, resultantes dos electrolitos libertados
pelas células, com recurso a um condutivimetro (Crison GLP 31, Crison Instruments,
Espanha). De seguida as amostras foram expostas a 90 °C em estufa (Bicasa, Italia) durante
2 h para total permeabilizacdo, e a condutividade total medida apés arrefecimento (25 °C). As
determinacdes foram realizadas em 4 a 5 plantas de cada variedade/tratamento e a fuga de
eletrélitos de cada amostra expressa como percentagem da condutividade apés 22 h de

flutuag@o em relacdo a sua condutividade total.

3.5.4 Trocas gasosas foliares

As trocas gasosas foliares, concretamente a taxa fotossintética liquida (Pn),

condutancia estomatica (gs), concentracao interna de CO. (Ci) e transpiracdo (E) foram
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determinadas numa folha jovem completamente expandida utilizando um analisador portatil
de gases (CO2/H.0) por infravermelho (IRGA — Infra Red Gas Analyser - Li-Cor 6400, LiCor,
Lincoln, NE, EUA) (Figura 12) como descrito em Semedo et al. (2021). As determinacdes no
analisador sado realizadas com fornecimento externo de CO; de cerca de 370 ppm, camara de
medi¢do controlada a 25 °C com sistema integral de irradidncia artificial por lampada LED (ca.
1000 pmol m2 s?) em circuito aberto, utilizando os valores CO; e a H,O do meio ambiente
como valores de referéncia. Os parametros mencionados de trocas gasosas foram calculados
de acordo com as equacdes de Caemmerer and Farquhar (1981), e a eficiéncia instantanea
do uso da agua (iWUE) foi calculada como a razdo de Pn/E, representando as unidades de
CO, assimiladas por unidade de agua perdida pela transpiracéo.

As medi¢Oes foram realizadas pela manha (entre as 10:00 h-12:00 h), em 4 a 5 plantas
de cada variedade/tratamento com um minimo de trés medi¢cdes por planta para cada

parametro.

Figura 12 - Determina¢fes com o analisador portétil de gases (CO2/H.0) por infravermelho -
IRGA - Infra Red Gas Analyser - Li-Cor 6400. (Fotografias do autor)

3.5.5 Eficiéncia Fotossintética - Fluorescéncia da Clorofila a

Como forma de avaliar a eficiéncia fotossintética e possiveis danos ocorridos, tendo
por base que as moléculas de clorofila possuem a capacidade de reemitir, na forma de
fluorescéncia, uma parte da luz absorvida que ndo é convertida em energia quimica, sdo
determinados os parametros de fluorescéncia.

Parametros de fluorescéncia da clorofila a, nomeadamente a eficiéncia fotoquimica
maxima do PSII (Fv/Fm) e da eficiéncia real do PSII (Fv/Fm’ na conversao de energia sob
exposicao a luz, foram determinados usando uma FluorPen FP110/D (PSI, Republica Checa)
e realizados nas mesmas folhas onde foram avaliados os teores relativos de clorofila (SPAD)
em cada planta do ensaio. Estes parametros tém como principio o facto de que modificacdes
no estado funcional do aparelho fotossintético, induzidas por stresses abiéticos, como a seca,
se traduzem em alteracdes na fluorescéncia da clorofila, revelando por isso rapida e

precocemente as respostas da planta ao stresse.
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A determinacdo de Fv/Fm foi realizada em folhas adaptadas ao escuro. Apos
colocacgdo das pincas de medi¢cdo do equipamento nas folhas, as mesmas sao fechadas e as
folhas sujeitas a 30 minutos de adaptacéo ao escuro, sendo as leituras realizadas ap0s rapida
abertura das pincas, obtendo-se assim a eficiéncia fotoquimica potencial maxima do
fotossistema Il. Para a determinacao do parametro Fv/Fm’ (parametro de Genty (Genty et al.
1989)), que representa a eficiéncia real do PSII, a medicdo é realizada sob irradiacéo plena
na folha, logo sem adaptacdo da mesma ao escuro.

As leituras foram realizadas em 5 a 10 plantas de cada variedade/tratamento e os
resultados expressos pela média de Fv/Fm e Fv/Fm’ em unidades relativas.

3.5.6 Pigmentos fotossintéticos - Clorofilas e carotendides totais

Neste trabalho foram utilizados 2 métodos distintos para avaliacdo dos pigmentos
fotossintéticos, cada um deles com objetivos diferentes. O teor relativo de clorofila (SPAD)
teve como intuito avaliar de forma n&o destrutiva o nivel de cor verde das folhas (avaliagédo da
senescéncia) ao longo do tempo de imposi¢cdo do défice hidrico (Limantara et al. 2015) e
assim verificar o comportamento e resposta de cada planta. J& o método espectrofotométrico
foi realizado para a quantificacdo precisa da clorofila a, b e carotendides e suas razoes,
avaliando alteragdes bioquimicas ao nivel dos pigmentos fotossintéticos nas folhas numa

determinada fase do desenvolvimento da planta.

3.5.6.1 Teor relativo de clorofila (SPAD)

A monitorizagdo contemplou medigBes antes da imposicdo do défice hidrico, na
prefloracdo (TO — BBCH50, 5 semanas apds sementeira), no final da floragéo (T1 - BBCH69,
7 semanas apoOs sementeira), no final do desenvolvimento dos frutos (T2 - BBCH79, 9
semanas apés sementeira), no amadurecimento de cerca de 20 % frutos (T3 - BBCH82, 10
semanas apds sementeira) e no amadurecimento de cerca de 80 % frutos (T4 - BBCH88, 11
semanas apos sementeira), como identificado no grafico 2 do ponto 4.1.1.

Foi utilizado um medidor de clorofila portétil, Soil Plant Analysis Development — SPAD
(SPAD-502 Plus, Konica-Minolta, Japan) (Figura 13), que utiliza principios O6ticos néo
destrutivos, baseados na absorbancia e/ou transmitancia de luz pelas folhas, de forma simples
e rapida (Richardson et al. 2002). O equipamento possui diodos que emitem radiacédo a
650 nm (luz vermelha) e 940 nm (radiacao infravermelha), que durante a medicédo passa pela
folha e é recebida por um fotodiodo de silicone onde é convertida inicialmente em sinais

elétricos e posteriormente em sinais digitais que permitem o calculo interno no equipamento
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em valores proporcionais aos do teor de clorofila presentes na folha e expressos em unidades
relativas de SPAD (Minolta 1989).

Figura 13 - Determinacdo e leitura do teor relativo de SPAD com o equipamento SPAD-502 Plus,
Konica-Minolta. (Fotografia do autor)

O sinal derivado da emissdo em 650 nm serve de base para o calculo do teor relativo
de clorofila (SPAD), uma vez que a absorbancia da clorofila é muito eficiente neste
comprimento de onda, enquanto o sinal a 940 nm é usado como factor de correcdo pela
absorbéancia a 650 nm por moléculas do tecido foliar desprovidas de clorofila (Zhu et al. 2012),
sendo o resultado obtido em unidades relativas SPAD e proporcional a quantidade de clorofila
presente na amostra (Uddling et al. 2007).

Os valores obtidos resultaram da leitura média de trés pontos de cada folha na sua
face adaxial, numa folha pré-marcada do terco médio de cada planta. Foram realizadas

determinagfes em 5 a 10 plantas de cada interagéo variedade/tratamento.

3.5.6.2 Teor absoluto de clorofila e carotendides

Para a quantificag&o das clorofilas totais e carotenodides presentes na folha foi utilizado
0 método espetrofotométrico, apos extracdo com metanol a 100 %. Para a extracdo dos
pigmentos fotossintéticos foram destacados 4 discos foliares de 0,35 cm? de area de cada
planta, submersos em 10 mL de metanol a 100 % em frascos de vidro com tampa de teflon
ao abrigo da luz e refrigeracdo (4 °C) até completa extragéo (72 h), como descrito em (Scotti-
Campos et al. 2015). A concentracdo de clorofilas e carotendides presentes no extrato, foi
determinada espectrofotometricamente (Shimadzu UV160A, Japdo) pela leitura das
absorbéncias nos comprimentos de onda de 665,2 e 652,4 nm para as clorofilas a e b,
respetivamente, e 470 nm para os carotendides, contra um branco (metanol 100 %), de acordo
com as equacg0es de Lichtenthaler (1987) (1), (2), (3) e (4):

(1) Clorofilaa = 16,72 X Abs.665,2 — 9,16 X Abs.652,4
(2) Clorofila b = 34,09 X Abs.652,4 — 9,16 X Abs.665,2
(3) Clorofilaa+ b = 1,44 X Abs.665,2 + 24,93 X Abs.652,4
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;. 1000%XAbs.470—-1,63XClorofila a—104,96xClorofila b
(4) Carotendides = ¢ zzf1 filab)

As determinagdes foram realizadas em 4 a 5 plantas de cada variedade/tratamento e
0s pigmentos fotossintéticos quantificados em cada amostra foliar foram expressos em funcéo
do seu peso seco.

3.5.7 Acucares soluveis foliares

Os acucares soluveis foliares (sacarose, frutose, glucose, sorbitol e manitol) foram
quantificados tendo por base o método de (Damesin and Lelarge 2003) com algumas
modificagdes, como descrito em Ramalho et al. (2013). O método foi aplicado em amostras
foliares com aproximadamente 400 mg de PF, amostras estas que se encontravam
armazenadas a -80°C, ap0s terem sido congeladas em nitrogénio liquido logo apés a sua
colheita. Inicialmente as amostras foram pulverizadas com nitrogénio liquido em almofariz e
homogeneizadas em 4 mL de H>O fria ultrapura (Milli-Q, Tipo I) e 50 mg de
polivinilpolipirrolidona (Sigma), seguindo-se 20 min em gelo e agita¢cdo a 100 rpm, de forma a
melhorar a eficiéncia da extracao. Apos centrifugacédo (Centrifuga Biofuge 28 RS, Haraeus
Sepatech) a 12000 g durante 5 min e a 4 °C, o sobrenadante foi recolhido para tubos de
centrifuga com tampa e submetidos a 100 °C (3 min) num banho termostatizado para
desnaturacgéo das proteinas, arrefecido em gelo (6 min) e centrifugado (12000 g, 15 min, 4 °C).
A solucdo sobrenadante obtida foi filtrada (filtros nylon Millipore, 0,45 um) para andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) de
aliquotas de 50 pL. Foi usado um sistema HPLC (Waters, EUA) equipado com detetor
refratométrico (Waters 2414, EUA), uma coluna em fase reversa “Sugar-Pak I” (Waters 300 x
6,5 mm) e respetiva pré-coluna (SugarPak Il inserts, Wat 015209) a 90 °C. Como eluente foi
usada uma solucdo de 50 mg EDTA-Ca L' H,O ultrapura, num fluxo isocratico de
0,5 mL min?, durante 22 min.

Os acucares presentes foram identificados por comparacdo com os tempos de
retencdo de padrdes conhecidos de sacarose (Sigma, USA), glucose (Merck), frutose (Merck)
e sorbitol (Sigma, USA), manitol (Sigma, USA). A quantificacao foi realizada pelo método do
padrdo externo, com a realizacdo de curvas de calibracdo com um minimo de 5 pontos, de
solucdes padrdo de concentracdo conhecida do analito ([sacarose]: 51 a 505 pg mL%;
[glucose]: 27 a 268 pug mL?Y; [frutose]: 27 a 273 ug mL?; [sorbitol]: 27 a 270 ug mL?; [manitol]:
25 a 250 pg mL?) dentro da gama de trabalho pretendida. Estas solugGes padrdo de
calibracdo foram injetadas aquando e nas mesmas condicdes que as amostras a analisar,
incluindo o volume de injecéo, procedendo-se a quantificagdo das amostras por interpolagdo

da resposta das amostras nas retas de calibrag&o obtidas.
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As determinac¢fes foram realizadas em 4 a 5 plantas de cada variedade/tratamento e

os acucares presentes em cada amostra expressos em funcéo do seu peso seco.

3.6 Parametros agronomicos — Indicadores de producéo

No final do clico de crescimento de cada planta e logo apds a completa maturacdo das
vagens, procedeu-se a colheita de todas as vagens de cada planta e secagem em estufa com
ventilagdo (Termaks, Noruega) a 35 °C durante 72 h (Scotti-Campos et al. 2015).
Posteriormente para cada planta foram determinados alguns parametros de producéo,
nomeadamente o numero de vagens por planta, nimero de graos por vagem, peso das

vagens, peso de 100 gréos e o peso total de graos por planta, em todas as plantas do ensaio.

3.6.1 Numero de vagens por planta (NVP)

Procedeu-se a contagem de todas as vagens colhidas por planta, sendo o resultado
expresso como média de vagens produzidas por planta em cada variedade/tratamento.

3.6.2 Numero de graos por vagem e planta (NGV; NGP)

Por planta, procedeu-se a pesagem de todas as vagens, debulha e contagem manual
do nimero de graos em cada vagem. Para cada variedade foi posteriormente determinada a
producdo média de gréos por planta, assim como a média do niUmero de gréos por vagem,
que resultou do quociente entre o0 nimero de sementes e o nimero de vagens de cada planta

para cada variedade.

3.6.3 Peso dos gréaos por planta (PGP)

O peso de gréos por planta (g) foi calculado apés contagem e pesagem dos gréos de
cada vagem, para todas as vagens de cada planta. O resultado € dado pela média do peso

de graos por planta para todas as plantas de cada variedade/tratamento e expresso em g.

3.6.4 Peso das vagens por planta (PVP)

O peso de vagens por planta (g) foi calculado apés contagem e pesagem das vagens

de cada planta, para todas as plantas de cada variedade/tratamento.
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3.6.5 Peso de 100 gréaos (P100G)

Apébs obtencdo, contagem e pesagem da totalidade dos grdos de cada planta, o peso
de 100 graos foi obtido por extrapolacdo a partir da Equacao (5), resultando da média das
plantas de cada variedade/tratamento em estudo e expresso em g.

Equacéo 5:

(5) myge = —SEmentes 5 100, em que:

Nsementes

My0 — peso de 100 grios (g);
Mgementes — PESO dos grdos da planta (g);
Ngementes — MUMero de sementes da planta (n)

De acordo com o proposto por Shimelis and Rakshit (2005), este parametro permite
classificar os gréos quanto ao seu tamanho, em grdos pequenos (P100G < 25 g), grédos
médios (peso de 100 graos entre 25 e 40 g) e graos grandes (P100G > 40 g).

3.7 Parametros qualidade - Analise colorimétrica e composicao do grao

Para a analise colorimétrica foram utilizados os gréaos inteiros (forma de apresentacao
habitual desta leguminosa ao consumidor), completamente maduros e secos. Relativamente
a composicdo do grao os doseamentos dos acucares solUveis e das proteinas foram
realizados ap6s moagem dos grdos com um moinho de pas (Polymix, WK 1623704) e um
crivo de 1 mm. As amostras obtidas foram colocadas em tubos selados e armazenados num
exsicador, ao abrigo da luz. Para estes parametros nutricionais foram moidas entre 3 a 5

amostras para cada variedade e tratamento.

3.7.1 Analise colorimétrica do gréo

A cor dos gréos de cada planta foi determinada pela medicao das coordenadas CIE —
L*a*b* (L* = O (preto - escuro) a L* = 100 (branco - claro), -a* (verde) a +a* (vermelho) e -b*
(azul) a +b* (amarelo)), na superficie dos graos, usando um colorimetro portatil Konica Minolta
CR-400 (Minolta Co. Lta., Osaka, Japao), tendo por base a refletancia da luz, utilizando o
iluminante D65 e apés calibracdo do equipamento com azulejo padrdo branco (branco
n°15233011, L* 93,5, a* 0,3164 e b* 0,3325).

As determinagbes das coordenadas foram realizadas com recurso a recipiente
especifico para amostras de pés e graos, como recomendado no manual do equipamento
(Konica Minolta CR-400/410), realizando-se leituras em triplicado em gréos resultantes de 5

a 10 plantas por variedade/tratamento.

40



Os resultados foram expressos segundo o sistema CIE L*a*b* (Comission
Internationale de Eclairage, espaco de cor L*, a*, b*) e os valores das coordenadas deste
sistema usados para calcular o espaco de cores pelo sistema CIE L*C*h°, onde mantém o
valor de L* para a luminosidade, C* corresponde a cromaticidade (saturacao de cor) enquanto
h° apresenta o angulo de matiz como uma sombra de acordo com o angulo na roda de cores
(360°), representando 0° a tonalidade vermelho-purpura, a cor amarela a 90°, a tonalidade
cinza-verde sdo 180° e a tonalidade azul a 270°, no sentido anti-horario (McGuire 1992).
Sendo os valores de cromaticidade (C*) e o angulo de tonalidade hue (h°) obtidos com base
na equacéo (6) e equacdao (7), respetivamente (Konica Minolta 2007),

(6) C * (Cromaticidade) = [(a*)? + (b2

(7) h° (Angulo hue) = tan™?! (b*/a*)
onde a* e b* correspondem as coordenadas de cromaticidade no espaco de cor L*a*b*.

Estes resultados definem as cores de cada objeto/alimento, sendo 0s termos

propostos para a variacdo das coordenadas L* (AL) e C* (AC*) representados na figura 14
(Konica Minolta 2007).

Claro

Figura 14 - Termos para descrever as diferencas de Croma (C*) e Luminosidade (L*). (Adaptado
do Precise color communication, Konica Minolta (2007))

As diferencas existentes entre diferentes amostras em termos psicométricos, podem
ser calculadas pela formula da diferenca total de cor (AE) (Konica Minolta 2007), representada
na equacdao (8), que indica a diferenca de cor entre uma dada amostra (L*amostra, a*amostra,
b*amostra) e uma amostra de referéncia (L*padrao, a*padréo, b*padréo), com os célculos a
incorporar as caracteristicas dos limites de percecédo de cor do olho humano no sistema CIE
Lab (espago de cor L*a*b*), nomeadamente a dependéncia da saturagdo, tonalidade e

luminosidade.
(8) AE = [(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)?]'2
Onde ALx (9), Aax (10), Abx (11) correspondem as diferengas em L*, a* e b*, valores entre o

valor da amostra e o valor do padrao:

(9) AL* = L*amostra — L*padrao
(10) Aa* = a*amostra — a*padrao
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(11) Ab* = b*amostra — b*padrio

Considera-se como amostra padrao para cada uma das variedades em WD a média
de cada um dos parametros do feijdo-frade resultante das plantas do respetivo tratamento
controlo (WW).

De acordo com o manual de ciéncia da cor de Yamauchi (1989) citado por Yousif
(2014), esta diferenga total de cor AE € um indice para diferengas de cor totais visiveis e
permite a classificagdo por categorias para valores entre 0-0,5 (ligeiramente discernivel), 0,5
e 1,5 (dificil de detetar pelo olho humano); 1,5 a 3,0 (diferenca visivel, detetavel por pessoas
treinadas) e; 3,0 a 6,0 (diferencas apreciaveis e detetdveis por pessoas comuns). Grandes
diferencas ja sdo consideradas para valores entre 6,0 e 12,0, mas dentro do mesmo grupo de
cores e valores superiores a 12 ja representam extremos, com amostras pertencentes a um

grupo de cores diferentes.

3.7.2 Acucares sollveis no grao

Os acucares soluveis do grdo foram quantificados tendo por base o método de
Medlicott e Thompson (1985) em amostras de ca. 400 mg de gréo previamente moido a que
se adicionaram 10 mL de agua fria ultrapura (Milli-Q, Tipo 1) em tubos de centrifuga com
agitador magnético. Procedeu-se a extracao (30 min) a frio, (tubos em gelo) numa placa de
agitacdo (100 rpm), seguida de 5 min em banho ultrassénico. Apds centrifugacao (centrifuga
Biofuge 28 RS, Heraeus Sepatech) a 15000 g durante 20 min e a 4 °C, o sobrenadante foi
recolhido para frascos de vidro. De forma a garantir a completa recuperacdo dos acucares
presentes na amostra e a lavagem do precipitado, procedeu-se a nova extragdo como descrito
anteriormente. O sobrenadante (12 e 22 extracdo) foi submetido a 100 °C num banho
termostatizado (4 min) para desnaturacdo das proteinas, colocado em gelo (6 min) e
centrifugado (12000 g, 15 min, 4 °C). A solucdo sobrenadante obtida foi filtrada (filtro nylon
Millipore, 0,45 um) para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (High-Performance
Liquid Chromatography, HPLC). Foi usado um sistema HPLC (Waters, EUA) equipado com
detetor refratométrico (Waters 2414, EUA), uma coluna em fase reversa Sugar-Pak | (Waters
300 x 6,5 mm) e respetiva pré-coluna (SugarPak Il inserts, Wat 015209) a 90 °C. Como eluente
foi usada uma solucdo de 50 mg EDTA-Ca L H,O ultrapura, num fluxo isocratico de
0,5 mL mint, durante 22 min e volume de injecdo de 50 pL.

Os acuUcares presentes foram identificados e quantificados como descrito em 3.5.7,
acrescido de padrbes conhecidos dos agucares estaquiose (Sigma, USA) e rafinose (Sigma,
USA), dentro da gama de trabalho pretendida. As determinac¢des foram realizadas em 3 a 4

plantas de cada variedade/tratamento.
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3.7.3 Proteina bruta no gréo

O teor proteico das amostras de gréo obtido em WW e WD foi determinado pelo
método Kjeldhal (NP1996:2000), através da quantificacdo do nitrogénio total presente nas
amostras em estudo. Para tal, em tubos de digestdo foram pesadas amostras de ca. 1 g ao
qual se adicionaram 12,5 mL de acido sulfarico (H2SO4) concentrado (95 - 97 %) para a
digestdo da amostra na presenca de um catalisador metalico (sulfato de potassio + selénio)
em placa de aquecimento a 420 + 10 °C durante pelo menos 2 h, garantindo a completa
mineralizacdo da amostra, com a conversdo de N organico em sulfato de amoénia (até que a
solugdo esteja limpida, incolor ou verde-palido) e deixando-se depois arrefecer. Antes de
seguir para a destilagdo o acido sulfarico foi neutralizado com uma solugéo de hidréxido de
sédio (NaOH 32 %). Posteriormente foi realizada a destilagdo do sulfato de aménia numa
unidade de destilagcéo (Kjeltec 2200 — Auto Destillation), com a recolha do amoniaco em 50 mL
de &cido bodrico (HsBOs — 4 % pl/v). A solucdo obtida foi posteriormente titulada (titulador
automatico Tim 850 - Titration Maneger) com uma solucdo de acido cloridrico (HCI 0,1 N) e
usando como indicador o vermelho de metilo.

Para a determinagédo do teor de proteina nas amostras, os resultados da quantificacéo
de nitrogénio total foram multiplicados pelo fator de conversdo (6,25), baseado na
percentagem de nitrogénio na proteina (FAO, 2002).

As determinagdes foram realizadas em amostras de gréo obtidas a partir de 3 plantas

de cada variedade/tratamento e os resultados expressos como média da % de proteina.

3.8 Andlise estatistica

Foi realizada estatistica descritiva para a caracterizacdo da amostra e estatistica
inferencial, com a realizagdo da analise de variancias (ANOVA) e estudo comparativo das
médias (teste Tukey) para um grau de confianca de 95 % (diferenga entre as médias foram
consideradas estatisticamente significativas em p < 0,05). A analise bivariada, com recurso a
correlagdo de Pearson, foi realizada para avaliar a correlagé@o entre os pardmetros analisados.

Com recurso a graficos e tabelas, sdo apresentadas as médias dos resultados, erro
padrdo (SE) e andlise de variancia, onde diferentes letras expressam diferencas significativas
entre variedades (a, b, ¢) ou entre tratamentos hidricos (WW e WD) dentro da mesma
variedade (r, s), com grau de confianca de 95 % (p < 0,05). As (a) e (r) correspondem aos
valores mais elevados.

Para a referida analise estatistica foi utilizado o programa IBM SPSS Statistics 25 (IBM
SPSS, Inc., Chicago, EUA).
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Capitulo 4 — Resultados e Discusséao

Para enfrentar os desafios agricolas decorrentes das alteragdes climéticas, é
necessario compreender as respostas morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas a seca nas
plantas, bem como os impactos ao nivel agronémico e na qualidade (Yamaguchi-Shinozaki
and Shinozaki 2006; Farooq et al. 2017). Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os
resultados da avaliacdo da resisténcia a seca em variedades portuguesas de feijdo-frade, uma
cultura sustentavel e de grande importancia nutricional e agronémica, visando a identificagéo
de caracteristicas de maior adaptacdo ao défice hidrico bem como um melhor conhecimento

e preservacao dos recursos genéticos existentes.

4.1 Desenvolvimento fenoldgico e caracteristicas morfolégicas naresposta a
seca

4.1.1 Crescimento e desenvolvimento fenoldgico

A seca é um stresse abidtico critico para o crescimento e desenvolvimento das plantas
com impacto no rendimento das culturas (Singh e Reddy 2011; Ravelombola et al. 2018;
Ravelombola et al. 2020), entre as quais o feijao-frade (Singh et al. 1999; Verbree et al. 2015).
Todas as fases do ciclo de crescimento podem ser afetadas pelo défice hidrico, sendo a fase
reprodutiva a mais critica (Agbicodo et al. 2009; Verbree et al. 2015).

Como descrito por Rollins et al. (2013) a reducdo do crescimento das plantas € uma
resposta de adaptacdo da planta a seca e ndo uma consequéncia secundaria face a
diminuicéo de recursos. E a relacdo concertada entre o desenvolvimento fenolégico e um
padrao eficiente de uso da 4gua que permite a uma cultura adaptar-se a um stresse como a
seca (Sekhon et al. 2010).

Os efeitos da seca também dependem da intensidade e duracdo da mesma, uma vez
que o teor de agua dos tecidos diminui linearmente com o aumento da gravidade da seca
(Reddy et al. 2004; lwuagwu and Ogbonnaya 2017).

A disponibilidade hidrica do solo das plantas em controlo (WW) e em défice hidrico
(WD) na fase reprodutiva, expressa nha média da percentagem de capacidade de campo, ao

longo do ensaio esté expressa no grafico 2.
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Grafico 2 - Conteudo hidrico do solo expresso em capacidade de campo (CC) ao longo do
ensaio e desenvolvimento fenolégico de cada variedade/tratamento.
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; TO, T1,
T2, T3, T4 — datas de analise; CC — Capacidade de campo. Os valores correspondem ao n° de dias médios + SE
(n =5 a 10). Letras diferentes correspondem a diferengas significativas entre variedades em cada tratamento (a,
b, c) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r) correspondem aos valores mais elevados.
(ANOVA, p < 0,05).

As plantas controlo (WW), regadas para 80 % da capacidade de campo, apresentaram
valores médios de CC na ordem dos 65 %. Em contraponto as plantas em défice hidrico (WD),
estabelecido na prefloragéo (T0), atingiram e mantiveram valores de CC na ordem dos 35 %
até ao final do seu ciclo fenoldgico.

No gréafico 2 apresentam-se também as principais fases do ciclo fenolégico e alguns
estagios do desenvolvimento de cada variedade e tratamento de acordo com a escala BBCH,
com indicacdo do numero médio de dias apds sementeira até serem atingidos os estagios
fenoldgicos mencionados na tabela 4. Esta andlise evidenciou uma duragdo semelhante da
fase vegetativa em todas as variedades (CV, L1 a L4), sendo as diferencas verificadas
somente na fase reprodutiva, tanto por influéncia das variedades como do tratamento imposto
(WW e WD). A variedade comercial (CV) distinguiu-se das variedades locais logo no inicio da
fase reprodutiva (BBCH60), com a antese (primeira flor) a ocorrer cerca de 10 dias depois das

variedades locais (L1 a L4), ndo se verificando nesta fase qualquer diferenca entre
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tratamentos. Com o avancar da fase reprodutiva (BBCH80 - Inicio do amadurecimento de
frutos e sementes) observou-se para L1 e L2 e L3 uma mais rapida progressao no ciclo
fenoldgico como resposta a seca, nas plantas em WD, verificando-se o inicio da maturacdo
das vagens 4 (L3), 7 (L1) e 15 (L2) dias antes que 0s respetivos controlos, sendo a maturacao
precoce referida como uma importante estratégia para evitar o défice hidrico (Ulemale et al.
2013).

A variedade L2 manteve a estratégia de antecipar o estado fenoldégico como resposta
a seca, atingindo a maturacdo de 80 % das vagens (BBCH88) com um avanco de 13 dias face
ao controlo, o mesmo ndo acontecendo para L1 e L3 que reduziram a diferenca entre
tratamentos ao atingir esta fase do desenvolvimento.

As variedades locais L3 e L4 apresentaram duracdo semelhante do seu ciclo,
independentemente do tratamento imposto, ndo se verificando por isso impacto da seca nesta
avaliacdo, sendo o mesmo verificado para a variedade CV. De referir que CV apesar de iniciar
mais tarde a floracdo (BBCHG60), atinge as restantes fases (BBCH80 e BBCH88) de forma
semelhante que os controlos de L1, L3 e L4.

Quanto as caracteristicas morfolégicas visiveis e ocorridas na planta, ap6és a
imposi¢do do défice hidrico, observou-se um rapido amarelecimento e queda das folhas
adultas, ficando os recursos disponiveis para as folhas mais jovens, em menor nimero, e que
permaneceram verdes (Figura 15). A seca leva a reducao do numero de folhas (Farooq et al.
2017; Khatun et al. 2021), como observado para todas as variedades em estudo (Figura 15).
Esta reducéo da biomassa aérea traduz-se na diminuicdo no nimero de vagens e graos por

planta obtidos em cada variedade, também visivel na figura 15.
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Figura 15 - Caracteristicas e alteragc6es morfolégicas das plantas, vagens e graos produzidos
na variedade comercial (CV) e nas variedades locais (L1, L2, L3 e L4) no tratamento hidrico de
controlo (WW) e de défice hidrico (WD). (Fotografias do autor)

4.1.2 Floragéo e desenvolvimento das vagens

A seca afeta o crescimento e o desenvolvimento das plantas, podendo levar a redugéo
da producdo de flores e obtengdo de menos grdos, bem como a constrangimentos no

enchimento e dimens&o dos gréos (Farooq et al. 2009). No feijao-frade (V. unguiculata) é
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relatada uma maior suscetibilidade ao défice hidrico na fase da floracdo e enchimento das
vagens, causando o aborto de flores, queda de vagens e reducdo do enchimento dos gréos
(Mwale et al. 2017).

Relativamente ao nimero médio de flores abertas por planta (Grafico 3), observaram-
se padrdes distintos. Em WW CV apresentou menor niumero de flores que as variedades
locais (55 %), assim como em WD (38 %). Com a seca o numero de flores reduziu em todas
as variedades a excec¢do de L1 onde o défice hidrico ndo teve impacto. Nas variedades locais
registaram-se reducdes de floragdo entre 44 e 64 % a partir de T2, com valores médios de
10-13 flores para WW e 4-7 flores em WD.

A seca ndo afetou o inicio da floragio em nenhuma das variedades (Gréfico 3),
observando-se uma maior precocidade nas variedades locais (em WW e WD) relativamente
a CV que floresce ca. 10 dias mais tarde. A floracéo precoce é relatada por diversos autores
como uma das principais estratégias de fuga a seca terminal em lentilhas e grao-de-bico
(Saxena et al. 1993; Silim and Saxena 1993). Neste estudo esta caracteristica observada nas
quatro variedades locais pode refletir a sua maior rusticidade e adaptagdo a climas mais
guentes e secos. Um atraso na floracdo devido & seca pode causar maiores perdas no
rendimento da cultura (Fukai 1999). N&o foi o caso neste estudo onde, ndo se observam
diferencas no inicio da floracdo em resposta a seca, apenas se observou diferenca entre a

variedade CV e as locais.

Grafico 3 - Desenvolvimento da floragdo durante a imposi¢cao do défice hidrico nas plantas de
feijdo-frade em WW e WD
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; TO, T1,
T2, T3, T4 -0, 2, 4,5 e 6 semanas apos imposi¢cdo défice hidrico, respetivamente. Os valores apresentados
correspondem as médias + SE (n = 5 a 10). Letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre
variedades em cada tratamento (a, b, c) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r)
correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

Como ja referido, ao contrario das restantes variedades locais, para L1 ndo foi
verificada diferenga na floragéo entre tratamentos (Grafico 3, L1). Contudo esta manutencao
nos valores de floragdo em seca néo se traduziu em padrdes semelhantes entre tratamentos

para o desenvolvimento de vagens ao longo das observagdes (Grafico 4, L1), facto que pode
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ser explicado pela abscisédo das flores em WD inviabilizando a frutificacdo, em resposta ao
défice hidrico (Kramer and Boyer 1995; Mwale et al. 2017).
O grafico 4 expressa o desenvolvimento das vagens e 0 hiumero médio de vagens

obtidas por planta entre TO e T4 nos diferentes tratamentos e variedades (Grafico 4).

Gréfico 4 - Desenvolvimento de vagens durante a imposicdo do défice hidrico nas plantas de
feijdo-frade em WW e WD
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; TO, T1,
T2, T3, T4 -0, 2, 4,5 e 6 semanas apos imposi¢cdo défice hidrico, respetivamente. Os valores apresentados
correspondem as médias + SE (n = 5 a 10). Letras diferentes correspondem a diferengas significativas entre
variedades em cada tratamento (a, b, c) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r)
correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

O inicio do desenvolvimento de vagens ocorreu mais tarde para CV face as variedades
locais (Gréfico 4, CV), em consonancia com o observado para o inicio da floragdo. Em CV
registou-se um aumento gradual da média de vagens por planta entre T2 e T4 (WW) e uma
reducdo meédia de 72 % de vagens por planta em WD face ao controlo. As 4 variedades locais,
por sua vez, apresentaram padrdo semelhante entre si, com o desenvolvimento das vagens
a ocorrer quase na totalidade entre T1 e T2 (Grafico 4), registando-se valores médios em T2
entre 17 e 25 vagens por planta para L2 e L3 respetivamente com redu¢cdes em WD entre

45 % para L2 e 58 % para L1 face aos respetivos controlos.

4.2 Desempenho fisiolégico das plantas em resposta a seca

A avaliacao do desempenho das plantas em resposta ao défice hidrico foi feita através
de parametros fisiolégicos como o teor hidrico relativo (RWC), indice dano membranar (%l),
trocas gasosas foliares, eficiéncia instantdnea do uso da agua (iWUE), fluorescéncia da
clorofila (Fv/Fm; Fv'/Fm’) e teor relativo de clorofila (SPAD), referidos como importantes

indicadores de tolerancia a seca (Anyia and Herzog 2004; Bahadur et al. 2011).
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4.2.1 Potencial hidrico

Os valores obtidos para o potencial hidrico de pré-alvorada (¥rp) espelham o stresse
imposto no tratamento WD (Grafico 5) com valores entre -0,35 MPa (CV) e -0,43 MPa (L3),
face aos valores obtidos nas plantas de WW entre -0,14 MPa (L3) e -0,17 MPa (L4 e L1).
Verificaram-se diferencas significativas entre tratamentos para as variedades estudadas,
contudo ndo se observaram diferencas entre variedades para o0 Wep, com a menor reducéo a

ser verificada para a variedade comercial.

Grafico 5 - Potencial hidrico nas plantas (W € Wwp) de feijao-frade em WW e WD
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; Ww(Pre-
dawn) — Potencial hidrico pré-alvorada; Ww(Mid-day) — Potencial hidrico ao meio-dia; os valores apresentados
correspondem as médias + SE (n = 4 a 5). Letras diferentes correspondem a diferengas significativas entre
variedades em cada tratamento (a, b) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r)
correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

A determinacgéo do potencial hidrico ao meio-dia (Wwp) reflete a necessidade de um
maior fluxo de agua causado pelas condi¢cdes atmosféricas, registando-se uma acentuada
diminuicdo do Wwp face ao Wep, tanto no tratamento controlo como em défice hidrico. Nao se
verificaram diferencas significativas entre os valores registados pelas variedades em WD, com
valores entre -0,78 MPa e -0,99 MPa, ao contrario do verificado para WW onde foram
observados valores entre -0,38 MPa e -0,68 MPa, com a maior reducdo de Ww a ser
verificada para CV. Em défice hidrico as variedades locais L1, L2 e L3 registaram diferencas
significativas em Yyp face ao tratamento em conforto hidrico, com redu¢des de potencial
superiores a 62 %, ao contrario de CV que registou uma diminuigdo ndo significativa na ordem
dos 25 % (p < 0,05).

O menor valor de Yy foi encontrado ao meio-dia solar (-0,99 MPa) e o maior foi
observado na pré-alvorada (-0,35 MPa), valores proximos dos reportados por outros autores

para o feijao-frade (Pimentel et al. 1999; Nascimento et al. 2011, Freitas et al. 2017). Freitas
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et al. (2017) referem que o feijdo-frade é uma cultura que possui um mecanismo de
conservacdo da agua, mantendo um potencial hidrico elevado e um controlo estomatico

eficiente para resisténcia a seca.

4.2.2 Teor hidrico relativo - RWC

O teor hidrico relativo (RWC) é afetado negativamente por stresses como a seca
(Sanchez-Rodriguez et al. 2010; Rai et al. 2015), apresentando-se como um dos parametros
mais adequados para a avaliacdo do estado hidrico da planta, uma vez que é obtido em
funcdo da hidratacdo maxima que esta pode apresentar. Moaveni (2011) considera 0 RWC
como melhor indicador do estado hidrico da planta, em comparacdo com o potencial hidrico
alcancado pela planta sob défice hidrico. Sendo a manutencdo de um RWC elevado sob
condi¢cBes de stresse caracteristica de resisténcia a seca (Zegaoui et al. 2017).

As plantas em condi¢6es de conforto hidrico (WW) mantiveram o seu RWC na ordem
dos 90 % em todas as variedades em estudo (Gréfico 6).

Grafico 6 - Teor hidrico relativo (RWC) foliar nas plantas de feijdo-frade em WW e WD
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; RWC % -
Teor de agua relativo (percentagem); os valores apresentados correspondem as médias + SE (n = 4 a 5). Letras
diferentes correspondem a diferencas significativas entre variedades em cada tratamento (a, b) e entre tratamentos
para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r) correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

N&o foi verificada qualquer variabilidade entre variedades tanto para WW como para
WD. Porém, sob défice hidrico na fase reprodutiva 0 RWC desceu para valores na ordem dos
80 % para todas as variedades, sendo os maiores decréscimos ocorridos para as variedades
L2 e L4, com reducdes de 13 % e 12 % respetivamente. As menores reducdes ocorreram em
L1 (8 %) e L3 (7 %) e, a variedade comercial (CV) apresentou uma reducdo intermédia
(ca. 10 %).

Em todas as variedades observou-se um ligeiro efeito do défice hidrico no RWC das
folhas, demonstrando a capacidade desta cultura em manter um teor elevado de agua nos

tecidos em condicdes de stresse (Anyia and Herzog 2004).
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4.2.3 Permeabilidade membranar — fuga de eletrolitos

A fuga de eletrdlitos mede a condutividade relativa de ides libertados na dgua por dano
nas membranas celulares e alteracdes na sua permeabilidade, decorrentes da exposicdo das
plantas aos stresses. O indice de dano membranar (I %) expressa o grau de integridade
membranar, sendo um bom indicador na identificacdo de variedades tolerantes ao défice
hidrico (Lee and Zhu 2010; Singh and Reddy 2011).

Em condigbes de défice hidrico, observaram-se valores de | % abaixo dos 14 %, mas
ainda assim apresentando diferencgas significativas face ao registado nos controlos, no que
respeita as variedades locais. Pelo contrario, CV ndo apresenta diferencas significativas neste
parametro entre tratamentos, apresentando por sua vez as plantas de controlo (WW) um valor
ja por si mais elevado, de 11,0 %, em comparac¢do com as variedades locais (Gréfico 7).

Gréfico 7 - indice de dano membranar (I %) nas plantas de feijao-frade em WW e WD
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; | % -
indice de dano membranar; Os valores apresentados correspondem as médias (n = 4 a 5) com Erro Padrédo. Letras
diferentes correspondem a diferencas significativas entre variedades em cada tratamento (a, b) e entre tratamentos
para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r) correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

Este parametro revela alguma variabilidade entre as variedades em estudo, tanto entre
os valores registados no tratamento em conforto hidrico, como no comportamento das
diferentes variedades face ao défice hidrico imposto na fase reprodutiva.

Foram registados aumentos no indice de dano membranar, face ao controlo, entre
15% e 82 %, revelando a grande amplitude de resultados. O impacto da seca na
permeabilidade membranar, em relacdo ao controlo, foi menor para CV e L4, com um aumento
de 15 % para CV e 18 % em L4, partindo de valores de | % em WW de 11,0 % e 9,8 %,
respetivamente, contudo apesar de baixo, em L4 esse impacto ja se revela significativo. As
maiores percentagens de dano membranar em WW também foram registadas para CV e L4.

A variedade local L3 apresenta os menores valores de dano membranar, tanto em WW

como em WS, apresentando, porém, um impacto da seca na ordem dos 50 %.
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Dentro das variedades em estudo, observamos gque os impactos provocados pela seca
foram mais notérios para L2, com uma diferenca significativa (p < 0,05) de 82 % em relacdo
ao controlo, atingindo o maximo de dano observado para o défice hidrico de 13,3 %. A
capacidade de manter um RWC elevado sob défice hidrico (Grafico 6) podera ter evitado
danos mais fortes ao nivel membranar, como verificado pela andlise dos valores de | %
(Gréfico 7). Esta relacdo é confirmada pela variedade L3, que apresenta menor [% e maior
RWC sob stresse, e pela variedade L2 que apresenta maior dano membranar e o menor valor
de RWC registado.

As membranas biol6égicas sdo o primeiro alvo na exposi¢do a stresses abioticos, e a
manutenc¢do da sua integridade e estabilidade sob défice hidrico € uma das componentes
principais de tolerancia a seca (Bajji et al. 2002; Scotti-Campos et al. 2013). Para além de ser
uma caracteristica genética, como demonstrado por Dhanda et al. (2004), a integridade

membranar € um importante indicador na avaliagcdo de germoplasma tolerante a seca.

4.2.4 Trocas gasosas foliares

Na fase de floragéo (garantindo 50 % da floragdo) foram realizadas as medicdes das
trocas gasosas foliares (Pn, gs, E e Ci) e calculada a eficiéncia instantdnea do uso da agua
(IWUE), expressos nos graficos 8 e 9.

Grafico 8 - Trocas gasosas foliares — Pn, gs, E, Ci, nas plantas de feijao-frade em WW e WD
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; Pn - taxa
de fotossintese; gs - condutancia estomatica; E — transpiragdo; Ci — Concentracdo interna COz2; os valores
apresentados correspondem as médias + SE (n =4 a 5). Letras diferentes correspondem a diferencas significativas
entre variedades em cada tratamento (a, b, ¢) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (1)
correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).
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Uma das principais respostas a seca € o fecho estomatico (diminuicdo da condutancia
estomdtica, gs), que permite conservar temporariamente o teor de agua do mesofilo e
assegurar as func@es vitais das folhas (Nunes et al. 2022). Porém, esta estratégia também
apresenta consequéncias na produtividade pois se por um lado se reduz a perda de agua por
transpiracdo (E), por outro limita o acesso do CO. ao interior nas células (Ci) e a sua
assimilacao através da fotossintese (Pn), reduzindo a producéo de biomassa (Chaves 1991;
Cornic 2000; Flexas and Medrano 2002; Lawlor 2002; Lawlor and Cornic 2002; Brito et al.
2013; Semedo et al. 2021). A gs apresenta assim estreita relacdo com diversos parametros
fisiologicos, como IWUE, Pn, E, Ci (Ansari et al. 2019), como verificado pelos resultados da
correlagdo de Pearson apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Tabela com os valores da Correlagcéo de Pearson e significancia do tratamento,
variedade e sua interagdo para os resultados das trocas gasosas foliares

Correlagéo Pearson Pn gs Ci E iWUE
(umol m=2s1) (mmol m2s1) (uL L) (mmol m2s-1) (umol(CO2)/mmol(H20))
_P_n 1 0,952** -0,346ns 0,851** 0,488*
(umol m-2s1)
e 0,886** 1 -0,070"  0,916** 0,224ns
(mmol m2s1)
c_:' 0,652** 0,886** 1 -0,005ns -0,727**
(ML LY
) E 0,764** 0,911** 0.854** 1 -0,086"s
(mmol m2s1)
IWUE g 303ns -0,602**  -0,750**  -0,824** 1

(umol(COz)/mmol(H20))
Nivel significancia

Tratamento b b o Fhk ns
Variedade ns ns ns ns ns
Variedade x o
ns ns ns ns
Tratamento

A diagonal superior a salmao representa as plantas cultivadas sob condi¢cdes de estresse hidrico e a diagonal
inferior a azul representa as plantas cultivadas sob condig6es bem regadas. Valores proximos a zero indicam
auséncia de correlagéo e valores proximos a um indicam forte correlagéo entre dois parametros, sendo: " — ndo
significativo, * - significativo (p < 0,05), ** - muito significativo (p < 0,01), *** - altamente significativo (p < 0,001). E
a laranja encontram-se representados os efeitos do tratamento, variedade e sua interagdo nos parametros
analisados.

Todas as variedades em estudo apresentaram reduc¢des de condutancia estomatica
(gs) significativas sob seca (Figura 8, B), com valores abaixo de 50 mmol m2s? resultantes
do fecho estomatico, e reducdes entre 75 e 85 % para CV e restantes variedades locais, com
excecdo de L4, que apresentou os valores mais baixos de gs em WW (ca. 88 mmol m?s?) e
por isso também sofreu menor redugédo com a seca (58 %).

As variedades L1 e L2 apresentam os menores valores de gs em seca, contudo néo
se verificaram diferencas significativas (p < 0,05) entre as variedades (Figura 8, B).

Em consequéncia dos reduzidos valores de gs para L1 e L2, estas variedades
apresentaram como esperado, as mais baixas taxas de transpiracdo (E), registando-se
valores de 0,7 mmol m2s? para ambas, assim como menores concentracdes de Ci, e
decréscimos significativos na fotossintese, que por consequéncia se traduzem numa maior

eficiéncia instantanea do uso da agua (IWUE) (Abbate et al. 2004).
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Observaram-se decréscimos significativos (p < 0,05) de E em todas as variedades
(Gréfico 8, C), em resultado do défice hidrico imposto, ndo havendo, porém, diferencas entre
variedades em WD (valores entre 0,7 e 1,1 mmol m?s?). Face as plantas em conforto hidrico,
a maior reducéo foi verificada para L1 (82 %), que partiu de um valor de 3,9 mmol m2s,

A mesma homogeneidade dos resultados entre variedades, em resposta ao défice
hidrico, foi verificada para Pn, registando-se valores de fotossintese liquida entre 4,4 e
6,4 umol m2s?, e como esperado, decréscimos significativos (p < 0,05) foram observados
face ao controlo, com as menores reducdes a serem registadas para L3 e L4 como resultado
do seu comportamento em gs, E e Ci. A diminuicdo observada em Pn sob WD em resposta
ao fecho dos estomas (reducéo de gs) foi mais acentuada que a diminuicdo observada para
Ci, apontando para que a diminuigdo da fotossintese sob défice hidrico ndo resulte somente
de limitacBes estoméaticas, em consonancia com o referido por Carvalho, Lino-Neto, et al.
(2017), que descrevem a presenca de outro tipo de limitacfes a fotossintese para esta cultura.
Uma vez que a reducao da fotossintese € um dos principais efeitos da seca (Wahid and Rasul
2005), podera refletir-se na diminuicdo da expansao foliar, danos na maquinaria fotossintética,
senescéncia prematura das folhas e consequente reducdo na produtividade (Boukar et al.
2019; Semedo et al. 2021).

A IWUE (Grafico 9) indica o balango entre a assimilacdo de CO: e a perda de agua, a
medida que ocorre o fecho estomatico, e podera contribuir para avaliar a tolerancia das

variedades ao stresse hidrico ao nivel ecofisioldgico.

Gréfico 9 - Eficiéncia instantanea do uso da agua (iWUE) nas plantas de feijao-frade em WW e
WD
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; iWUE —
eficiéncia instantanea do uso da agua; os valores apresentados correspondem as médias + SE (n =4 a 5). Letras
diferentes correspondem a diferencas significativas entre variedades em cada tratamento (a, b) e entre tratamentos
para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r) correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).
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As variedades L1 e L3 apresentaram um aumento significativo (p < 0,05) da iWUE
guando submetidas a défice hidrico (Grafico 9), apresentando valores de 6,5 e
6,4 umol(CO2)/mmol(H.0), respetivamente, em consonancia com a reducdo mais acentuada
gue se verificou para E. L2 também aumentou iWUE, apesar de ndo se revelar significativa,
ao contrario da CV e L4 que registaram pequenas reducdes nao significativas face ao controlo,
bem como os menores valores de IWUE face as restantes variedades em défice hidrico (4,4
e 4,8 pmol(COz)/mmol(H.0), respetivamente), acompanhadas de maiores taxas de
transpiracao (E). (Figure 8, C, D).

Richards (1996) descreveu uma forte correlagéo entre a eficiéncia da transpiracéao e a
eficiéncia do uso da 4gua e consequente rendimento em défice hidrico, levando a que estes
parametros também sejam avaliados com o objetivo de identificar variedades resistentes a
seca.

Entre os parametros fisiolégicos, o mais sensivel ao stresse tende a ser o gs, que
revela o controlo da abertura estomética, e relatado por diversos autores como sendo a
resposta imediata a reducdo da agua no solo em feijdo-frade (Silva et al. 2010; Gomes et al.
2020). Este mecanismo de defesa para a conservacdo da agua na planta € uma importante
estratégia nesta espécie, fazendo dela uma cultura mais adequada para utilizacdo em regides
semiéridas, onde ocorrem longos periodos sem precipitagdo, como é o caso das regides do
Mediterrdneo no seu contexto agravado das alterac¢des climaticas (Moreira et al. 2022; Nunes
et al. 2022).

Segundo Ansari et al. (2019), a melhoria do rendimento das culturas sob défice hidrico
pode ser alcancada pela combinacgdo de elevadas taxas fotossintéticas com melhor eficiéncia
no uso da agua (IWUE). Espécies tolerantes a seca mantém a iWUE, reduzindo a perda de
agua, contudo, nos casos em que o crescimento da planta é prejudicado em maior medida,
também IWUE pode acompanhar com reducdes na eficiéncia.

A IWUE mostra-se assim como importante parametro a avaliar, uma vez que revela
diferencas na capacidade de cada variedade utilizar de forma eficiente a 4gua disponivel,
quando submetida a défice hidrico (Chaves et al. 2016), capacidade esta fundamental na
tentativa de alcancgar a sustentabilidade ambiental na producéo alimentar (Dow et al. 2014),

face ao consumo de um recurso cada vez mais escasso que € a agua.

4.2.5 Eficiéncia Fotossintética (Fv/IFm; Fv’/Fm’)

Em consequéncia da exposicdo a um stresse ambiental as plantas podem apresentar
um excesso de energia de excitacdo ao nivel dos pigmentos antena dos fotossistemas,
levando a planta a dissipar defensivamente parte dessa energia pela forma de calor. Contudo,

qguando este mecanismo néo é suficiente ocorrem danos nos fotossistemas, danos esses que
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podem ser reversiveis ou irreversiveis, como € o caso da fotoinibicido e fotoxidacao,
respetivamente.

A fluorescéncia da clorofila a apresenta-se como indicador de eficiéncia fotossintética,
pela medicao de desequilibrios ocorridos sob défice hidrico entre a captura de luz e a sua
utilizacdo (Foyer and Noctor 2000), revelando-se uma ferramenta ndo destrutiva, rapida e
simples na discriminacdo de variedades tolerantes a seca. Sob défice hidrico, plantas
suscetiveis a seca apresentam reducdes da atividade do fotossistema Il (Fv/Fm) em
comparagado com plantas tolerantes (Bahadur et al. 2011).

Para as variedades em estudo, nenhuma variabilidade foi observada nas plantas
correspondentes ao tratamento em conforto hidrico, relativamente a maxima eficiéncia
fotoguimica da conversao de energia pelos centros de reacdo abertos de PSIl em folhas

adaptadas ao escuro (Fv/Fm), como observado na Figura 10.

Grafico 10 - Fluorescéncia da clorofila a (Fv/IFm e Fv’/Fm’) nas plantas de feijao-frade em WW e
WD
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; Fv/Fm —
Eficiéncia fotoquimica méxima do PSII; Fv'/Fm’ — Eficiéncia fotoquimica do PSII & luz. Os valores apresentados
correspondem as médias (n =5 a 10) com Erro Padrao. Letras diferentes correspondem a diferencgas significativas
entre variedades em cada tratamento (a, b) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r)
correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

Foram registados para WW valores entre 0,810 e 0,829, em concordancia com o valor
de 0,832 unidades relativas, valor este que representa a eficiéncia fotoquimica tedrica
méxima. O valor de 0,832 é referido por diversos autores (Bjérkman and Demmig 1987;
Maxwell and Johnson 2000; Nogués and Baker 2000; Hunt 2003) como altamente estavel na
maioria das espécies vegetais ndo sujeitas a stresse, indicando que para a producao de uma
molécula de O, na fotossintese € necesséria a absor¢do da energia de 9-10 fotdes (Hunt
2003).

Para as plantas em défice hidrico foi observado um leve, mas significativo, impacto em
resposta a seca, levando a ligeiras diminuicbes de Fv/Fm, ndo ultrapassando as 0,751

unidades relativas, com excecdo de L4 onde a reducdo ndo se mostrou significativa. A
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variedade local L1 registou o menor valor para este parametro (Fv/Fm = 0,751 unidades
relativas). Reduc¢des mais acentuadas no valor de Fv/Fm poderiam indicar dano fotoinibitério
elevado ou eventuais danos de fotoxidacao no PSIl, em consequéncia de stresses ambientais
como a seca (Maxwell e Johnson 2000), uma vez que, como referido por Kalaji e Guo (2008)
este é um parametro sensivel ao desempenho fotossintético da planta.

Por sua vez, em condi¢cBes fotossintéticas de estado estacionario, para a eficiéncia
fotoquimica real do PSIl, de conversdo da energia sob exposi¢do a luz (Fv/Fm’) foram
observadas leves diferencas entre variedades nas plantas de controlo, mas com diminuig&do
significativa para valores semelhantes sob défice hidrico, valores entre 0,623 e 0,652 para L1
e L2, respetivamente, com excecdo de L1. A menor reducdo face ao controlo, foi entdo
observada para L1 (1,4 %), resultado do j& baixo valor verificado em WW. As restantes
variedades tiveram redugdes entre 6,7 % (L2) e 8,7 % (CV).

Neste sentido, podemos referir que pelos dados obtidos L1 néo revela impacto na
eficiéncia fotoquimica real de PSIl em resposta a seca, e que as restantes variedades
apresentaram, apesar de significativo, um baixo impacto face stresse ambiental em estudo,

podendo no limite apresentar leves danos fotoinibitérios reversiveis.

4.3 Indicadores bioquimicos de resposta a seca

Em resposta aos diferentes stresses ambientais as plantas usam diversas estratégias
para sobreviver, crescer e se adaptar ao meio, podendo para tal apresentar alteracdes do

perfil bioquimico dos seus tecidos.

4.3.1 Pigmentos Fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos presentes nas plantas tém um papel fundamental na
captacdo da radiacdo solar e sua conversdo em energia quimica, necessaria ao seu
desenvolvimento (Taiz et al. 2015). Sendo a clorofila a o principal pigmento vegetal, os seus
teores constituem um indicador da resposta a fatores ambientais abidticos, como a seca,
podendo ser determinado por diferentes técnicas. O mesmo acontece com pigmentos
acessorios como a clorofila b e os carotendides, presentes no cloroplasto e que ajudam na
absorcdo de luz solar e na protecdo das plantas a stresses ambientais, participando em
mecanismos de defesa ndo enzimaticos (Tanan et al. 2017; Barickman et al. 2019; Ali et al.
2021).

O teor de clorofila pode ser estimado com precisédo por extracdo em solvente orgénico
e leitura espectrofotométrica. Contudo a necessidade de avaliar um maior namero de

gendtipos levou ao desenvolvimento alternativo de técnicas mais rapidas, com recurso a
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eguipamentos portateis e ndo destrutivos, permitindo a leitura ao longo do tempo e na mesma
folha (Gitelson et al. 2006).

4.3.1.1 Teor relativo de clorofila (SPAD)

No inicio da imposi¢éo do défice hidrico (TO — BBCH50, prefloracdo, 5 semanas apoés
sementeira), as medi¢cdes de SPAD mostraram ndo haver diferengas significativas nos teores
relativos de clorofila entre tratamentos para cada variedade, registando-se valores entre 38,6
e 45,1 (Gréfico 11).

Grafico 11 - Teor relativo de clorofila (SPAD) nas plantas de feijao-frade em WW e WD ao longo
da fase reprodutiva
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; TO, T1,
T2, T3, T4 — estagios de andlise; SPAD — Teor relativo de clorofila; os valores apresentados correspondem as
médias + SE (n =5 a 10). Letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre variedades em cada
tratamento (a, b, ¢) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r) correspondem aos valores
mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

Até T2 (BBCH79 - final do desenvolvimento dos frutos, 9 semanas apds sementeira)
as plantas em WW e WD, em todas as variedades, apresentaram tendéncia semelhante,
momento a partir do qual se observaram diferengas entre os tratamentos e variedades.

Com a manutencgéo de valores de SPAD comparaveis entre tratamentos, a variedade
comercial (CV) revela ndo sofrer alteracdes pela imposicédo do défice hidrico entre TO e T4
(BBCH88 - amadurecimento de cerca de 80 % frutos, 11 semanas ap0s sementeira),
apresentando os mais elevados valores de SPAD em todo o periodo estudado, face as
restantes variedades. CV apresentou valores de 41,8 e 45,2 para WW e WD ainda em T4,
apresentando-se verde ainda nesta fase do ciclo de crescimento, quando todas as variedades
locais j& se encontravam em declinio, com valores abaixo de 31,0 em WW e 13,1 em WD.
Esta caracteristica de CV sugere que a variedade comercial pode ser mais eficiente no uso
da energia (Hayatu and Mukhtar 2010; Fang and Xiong 2015), sugerindo algum grau de
resiliéncia ao défice hidrico na fase reprodutiva. A medida que o stresse progredia, e com
grande evidéncia a partir de T2, as variedades L1, L2 e L3 mostraram padrdo oposto entre

tratamentos, com as plantas em défice hidrico a reduzir em média os valores de SPAD em
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45 % e 61 %, apos 5 (T3) e 6 (T4) semanas de seca, respetivamente. Esta diminuicdo pode
ser resultado do stresse oxidativo decorrente do défice hidrico, que se traduz em dano celular
e senescéncia (Lopez et al. 1997).

A variedade L4 comportou-se de forma semelhante a CV, no que toca ao tratamento,
nao se observando impacto do défice hidrico na planta para este parametro, uma vez que nao
foram observadas diferencas significativas entre os valores de SPAD entre tratamentos, entre
TO e T4. Contudo, ao contrario de CV, que permaneceu verde por mais tempo
independentemente do tratamento, L4 evidenciou uma senescéncia mais acelerada, com
reducéo gradual do SPAD entre T2 e T4, registando-se valores médios de 7,1 em WD e 15,6
em WW em T4.

4.3.1.2 Teor de clorofila e carotendides

Em laboratério e utilizando o método espetrofotométrico, foram determinados os
principais teores de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b e carotendides) e suas razbes
(Gréfico 12).

Grafico 12 - Teores de clorofila e carotendides e suas raz8es nas plantas de feijao-frade em
WW e WD
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A — Teores de clorofila e carotenoides; B — Razéo Clorofila a e b; C — Razéo Clorofila (a+b) e carotenoides; CV —
variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico. Os valores
apresentados correspondem as médias + SE (n = 4 a 5). Letras diferentes correspondem a diferencas significativas
entre variedades em cada tratamento (a, b) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r)
correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

A clorofila € considerada um dos principais componentes do cloroplasto, e a sua
concentracdo apresenta uma relacao positiva com a fotossintese (Ansari et al. 2019). Por sua
vez a seca tem sido associada a lesdes significativas nos pigmentos fotossintéticos (Kannan

and Kulandaivelu 2011), com a observacéo da diminuicdo do teor de clorofila (Din et al. 2011).

59



Porém, neste estudo o mesmo nao foi verificado, em consonéncia com Pirzad et al. (2011)
que descreveu aumentos de clorofila sob défice hidrico.

Em resultado do défice hidrico imposto, foi observado um aumento significativo do teor
de clorofila (a+b) para CV, L1, L2 e L3, com aumentos de 61 % para L2 e entre 91 e 112 %
para as restantes variedades, com as maiores concentracdes dentro destas variedades, a
ocorrerem para L2 tanto em WW (8,4 ug mg?*PS) como em WD (13,8 ug mg?* PS) (Grafico
12A). Foi excecgdo a variedade L4 onde a seca ndo apresentou qualquer alteragédo nos teores
de clorofila a, b e (a+h), registando-se teores médios de 9,7 ug mg* PS em controlo e
9,9 ug mg* PS sob défice hidrico.

Este aumento ou manutencdo observada no teor de clorofila (a+b) pode dever-se
possivelmente a rapida diminuicdo do numero de folhas perante o défice hidrico, levando a
canalizacao de recursos de forma mais eficiente para as folhas que se mantém em
funcionamento. Neste sentido, Fang e Xiong (2015) referem que plantas que conseguem
manter o teor de clorofila mais alto sob condi¢cbes de seca podem ser consideradas como
mais eficientes no uso da energia da luz, sugerindo maior resisténcia a seca.

Por sua vez os carotendides fazem parte dos mecanismos de defesa antioxidante nao
enzimaticos (Ansari et al. 2019). Os resultados denotam um incremento notoério no teor de
carotendides em todas as variedades, registando-se aumentos entre 63 % (L2) e 141 % (L1),
comparativamente as respetivas plantas de controlo com excecdo de L4 onde ndo se
observaram diferencas significativas entre tratamentos e que em controlo apresentou um teor
de carotendides mais elevado (1,9 ug mg* PS) que as restantes variedades (Grafico 12A).

Este aumento observado sugere a mobilizagdo de carotenoides como mecanismo
foto-protetor pela planta sob défice hidrico, em resposta a possiveis danos no aparelho
fotossintético, uma vez que o0s carotendides sao referidos como essenciais para a
fotoprotecdo da fotossintese, desempenhando um papel importante durante o crescimento da
planta sob stresses abioticos como a seca (Ansari et al. 2019).

Tanto a clorofila a como a clorofila b sdo componentes das membranas dos
cloroplastos e encontram-se na razao aproximada de 3:1 (Lichtenthaler et al. 1981). Contudo,
a razdao clorofila a/b varia em funcéo da exposicao foliar a ambientes ensolarados, registando-
se valores de 3,2 a 4,0, ou de sombra, com valores entre 2,5 e 2,9 (Lichtenthaler 1987).

Os resultados obtidos para esta razédo (Figura 12 B) ndo revelaram alteracfes
significativas entre os tratamentos hidricos em estudo (WW e WD) registando-se valores para
a razao da clorofila a/lb em WD entre 3,0 (L2) e 3,5 (L1) e entre 3,1 (L4) e 3,4 (L3) em WW,
demonstrando também que todas as plantas se encontravam sob uma boa e semelhante
exposic¢ao solar. Da mesma forma, a razao clorofila (a+b) e carotendides nao foi alterada pela
exposicdo ao défice hidrico, uma vez que o aumento de carotendides também foi

acompanhado de um aumento da clorofila (Figura 12 C).
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4.3.2 AcuUcares soluveis foliares

Uma das estratégias de tolerancia a stresses, como a seca, pode ser a superproducao
de diferentes tipos de solutos organicos (Serraj and Sinclair 2002), compostos sollveis de
baixo peso molecular, geralmente ndo téxicos, mesmo em altas concentracdes. Este
mecanismo de ajuste osmaotico protege a planta sustentando as relagdes hidricas necessarias
ao metabolismo celular, contribuindo para a desintoxicacdo de ROS e estabilizacdo das
membranas, enzimas e proteinas. Estéo incluidos nestes compostos organicos, entre outros,
0s agUcares, que ao aumentarem sob défice hidrico levam a diminuigédo do potencial osmético
da célula, atraindo agua de forma a ajudar na manutencao da turgescéncia da célula (Farooq
et al. 2009).

O défice hidrico leva a alteracéo dos teores de agucares sollveis (sacarose, glucose
e frutose), sendo por isso a sua quantificagdo também um importante indicador dos impactos
dos stresses nas plantas (Chaves and Oliveira 2004) e possiveis implicagdes na producéo e
qualidade do grdo. De uma forma geral, a seca leva ao aumento dos agucares soluveis e
diminuicdo do teor de amido (Chaves 1991), por seu turno em seca extrema estes valores
podem estar invertidos (Pinheiro et al. 2001). A sacarose e a glucose atuam como substrato
para a respiracao celular ou como osmdlitos para manter o potencial osmotico celular (Gupta
and Kaur 2005).

Os resultados obtidos para a quantificacdo de agucares soluveis (Tabela 6) mostram
aumentos (apesar de nem sempre significativos) das concentragdes de sacarose, glucose e
frutose, expressas em fung¢édo do seu peso seco, sob WD para CV, L1 e L3, sugerindo que

estas moléculas podem estar a funcionar como osmoprotetores.

Tabela 6 - Teores de acUcares solUveis foliares nas plantas de feijdo-frade em WW e WD
expresso em funcéo do seu peso seco

e 7 = _1
VariedadeTratamento Acucares soluveis folha (mg g* PS)

Sacarose Glucose Frutose Soma*
cv WW 31,5+2,5 br 14,6+0,8 as 5,6%0,7 bs 51,743,1 bs
WD 40,1+3,1 ar 30,7+3,1 ar 13,242,0 ar 84,0+6,9 ar
L1 WW 38,9+2,4 abr 17,1+3,1 ar 8,2+1,4 ar 64,2+4,4 abs
WD 48,2+4,6 ar 24,3125 ar 9,7+1,1 ar 82,2+4,7 ar
L2 Www 55,245,2 ar 22,2121 ar 9,6+x1,1 ar 87,01+6,9 ar
WD 43,6+1,1 ar 23,2+3,0 ar 12,7+1,7 ar 79,5+4,8 ar
L3 WW 37,5+0,7 br 12,8+0,6 as 6,9+0,5 as 57,2+1,3 abs
WD 44,4149 ar 26,9+1,4 ar 16,7+1,4 ar 88,0+4,4 ar
L4 Www 39,5+5,8 abr 23,3+4,8 ar 12,5+2,4 ar 75,3+12,5 abr
WD 38,4+0,8 ar 28,0+2,2 ar 13,115 ar 79,6+3,9 ar

*Soma - Soma da sacarose, glucose e frutose; CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW-
conforto hidrico; WD - Défice hidrico. Os valores apresentados correspondem as médias + SE (n =4 a 5). Letras
diferentes correspondem a diferencas significativas entre variedades em cada tratamento (a, b) e entre
tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r) correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p <
0,05).
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Para a glucose e frutose foi registado um aumento significativo face ao controlo para
CV e L3, com aumentos no teor foliar de glucose de 110 % para ambas as variedades, com
a maior concentracédo deste aclcar sob WD a ser regista para CV (30,7 mg g* PS). Para a
frutose registaram-se aumentos de 135 % (CV) e 142 % (L3) sob WD, sendo neste caso o
maior teor a ser encontrado para a variedade L3 (16,7 mg g PS).

Niveis mais altos de sacarose também sao conhecidos por aumentar a resisténcia
mecanica da parede celular, de forma a minimizar a perda de agua e a desidratacao celular,
revelando-se caracteristicas cruciais para as plantas resistirem e recuperarem da seca (Wang
et al. 2016). Além disso, os hidratos de carbono também podem desempenhar um papel
importante na eliminagdo de radicais hidroxilo, atuando contra o stresse oxidativo,
nomeadamente os RFOs (oligossacarideos da familia rafinose) (RejSkova et al. 2007).

As variedades CV, L1 e L3 também registaram aumentos para a sacarose embora nao
significativos na ordem dos 27 % (CV), 24 % (L1) 18 % (L3) face ao WW, registando-se uma
concentracdo maxima sob WD observada em L1 com 48,2 mg g* PS. A manutencéo ou
aumento do teor de sacarose foi relacionado com uma maior tolerancia das plantas face a
seca (Praxedes et al. 2006), como verificado pelos resultados obtidos, com exce¢édo da
variedade L2, onde apesar de ndo se revelar significativo, manifesta uma tendéncia de
reducdo na ordem dos 21 % face ao controlo.

L2 e L4 ndo apresentaram alteracdes significativas nas concentragdes de agucares
soluveis foliares, como verificado também no somatorio dos agucares quantificados.

Por outro lado, n&o se verificou grande variabilidade nos teores de agucares soluveis
foliares entre as variedades, destacando-se CV por apresentar as menores concentracdes de

sacarose e frutose em WW em comparacdo com as variedades locais.

4.4 Impacto da seca nos parametros agrondémicos —indicadores da producéao

A diminuicdo dos recursos hidricos em resultado da poluicdo, praticas agricolas
desajustadas e alteragfes climaticas, entre outras, resultam numa preocupacao critica para a
produtividade e economia agricola (Jaleel et al. 2009; Ansari et al. 2018), dificultando assim a
tarefa de assegurar a seguranca alimentar face ao crescente aumento populacional e
disponibilidade de alimentos no futuro (Battisti and Naylor 2009; Ansari et al. 2019). Por seu
turno, a capacidade de uma cultura suportar um stresse como a seca depende da sua
capacidade de sobrevivéncia, mas apresenta ainda mais impacto no seu potencial de
rendimento e qualidade (Ansari et al. 2019).

O défice hidrico e as diferentes respostas das plantas a esse stresse abibtico
resultaram em diferencas significativas (p < 0,05) nos parametros de producdo avaliados

(Graficos 13 e 14), com excecao do peso do grdo, onde nao se verificaram diferencas entre
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tratamentos para o peso de 100 graos (Grafico 14 B), e com CV a registar grdos com maior
massa, registando-se uma média de 22,3 g para o peso de 100 grdos em CV contra uma

massa média de 14,7 g para as variedades locais (Figuras 14 B).

Grafico 13 - Nimero de vagens e graos por planta e nimero de gréos por vagem obtidos nas
plantas de feijao-frade em WW e WD

L3 abr L2 L3 ar L2 L3 L2
ar

—o—WW - N°vagens /planta —o—WW - N° total gréos /planta —o—WW - N° gréos /vagem
WD - N°vagens /planta —o—WD - N° total gréos /planta —o—WD - N° gréos /vagem

CV —variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; os valores
apresentados correspondem as médias (n = 5 a 10). Letras diferentes correspondem a diferengas significativas
entre variedades em cada tratamento (a, b, c) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r)
correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

Foi assim evidente o impacto da seca tanto no nimero total de vagens por planta como
no numero total de gréos por planta (Grafico 13) em todas as variedades em estudo,
registando-se decréscimos médios de 61 % e 69 %, respetivamente. O nimero de gréos por
vagem ndo foi alterado em CV e L4 em consequéncia do défice hidrico imposto, ao contrario
das restantes variedades (Gréfico 13).

O numero de vagens por planta € uma das principais caracteristicas agronémicas
associadas ao potencial de rendimento da planta de feijdo-frade (V. unguiculata) (Gerrano et
al. 2022). A variedade comercial, para ambos os tratamentos, apresentou o0 menor nimero de
vagens (20 vagens por planta em WW e 6 vagens por planta em WD) e graos por planta (129
graos por planta em WW e 35 graos por planta em WD), contudo estes valores foram
compensados pela producéo de grdos com uma massa maior (Grafico 14 B), o que resultou
numa produtividade total de 28,5 g/planta em WW e 7,6 g/planta em WD (Gréfico 14 A),
produtividades estas semelhantes (p < 0,05) ao registado para as variedades locais L1, L3 e
L4 em WW e all, L2 e L4 em plantas sujeitas a défice hidrico na fase reprodutiva.

O namero de gréos por vagem (NGV) determina o potencial de rendimentos da cultura,
a par com outras caracteristicas como o peso de 100 graos (Gerrano et al. 2022), ndo se
tendo verificado diferengas significativas pela exposicdo a seca no NGV em CV e L4. Contudo,
tal ndo se traduziu diretamente em melhores rendimentos, uma vez que L3 apesar de
apresentar reducdo significativa face ao stresse no NGV, apresentou médias ligeiramente
superiores em comparagdo com as restantes, tanto em WW como em WD, destacando-se

assim ligeiramente no rendimento.
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A menor produtividade em plantas em conforto hidrico (WW) foi entdo registada para
L2 (21,8 g/planta) e a maior em L3 (31,0 g/planta). Em resposta a seca, 0 maior rendimento
foi obtido pela variedade local L3 (10,1 g/planta) e a menor, curiosamente, foi registada para
CVv.

Foram registados decréscimos de produtividade em WD de 63 % para L2 e L4, 67 %
em L3, 71 % em L1 e 73 % para CV, resultados estes em linha com os observados por
diversos autores (Ahmed and Suliman 2010; Bastos et al. 2011; Munjonji et al. 2018; Boukar
et al. 2019).

Grafico 14 - Peso dos grédos e das vagens por planta e peso de 100 gréos obtidos das plantas de
feijdo-frade em WW e WD

A 40 B
. Peso de 100 gréos (g)
35 . I abr cv
abr ar I L
30 I [ abr
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< 25 § br ar 225 ar 221 ar
€ abr ar L4 L1
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> br WD WD
15 16,2 pr 15,9 pr
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10 = = as
fnas [Eas was 7 ww ww
as 145 pr 146 pr
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WW WD | WW WD | WW WD | WW WD | WW WD 145y 146 br
Ccv L1 L2 L3 L4
wWwW WD wWwW WD WwW wWw
14,4 pr 12,9 br

Peso dos gréos por planta Peso das vagens por planta

CV —variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico. Os valores
apresentados correspondem as médias + SE (n = 5 a 10). Letras diferentes correspondem a diferencas
significativas entre variedades em cada tratamento (a, b, c) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As
letras (a) e (r) correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

No geral, foi possivel observar que a variedade local L3 se destacou nos parametros
produtivos face a CV, com diferencas significativas (p < 0,05) em défice hidrico para o numero
de gréos por planta (L3 = 70 graos/planta, CV = 35 graos/planta), nimero de vagens por planta
(L3 =

(L3 =10,1 g/planta, CV = 7,6 g/planta). Estes valores, sugerem um menor impacto da seca

11 vagens/planta, CV = 6 vagens/planta) e peso total de grdos por planta

nesta variedade local, tendo em conta somente estes parametros produtivos.

Foi entdo notédria a diminui¢cdo da producdo em todas as variedades sob défice hidrico,
corroborando o facto de o stresse ocorrido na fase reprodutiva (desde a floracdo até ao
enchimento das vagens) ter grande impacto a nivel produtivo no feijdo-frade (Delmer 2005;
Pushpavalli et al. 2015). Destaca-se como exce¢do 0 nimero de graos por vagem (Hamidou
et al. 2007) como verificado para CV e L4 (Grafico 13).
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Como ja referido, e como verificado pelo gréfico 14 B, CV distingue-se das restantes
variedades quanto ao P100G, apresentando valores significativamente maiores (22,5 g WW
e 22,1 g WD). Nao foram registadas diferencas significativas no P100G entre as variedades
locais, nem se registaram diferencas face ao tratamento hidrico imposto. Contudo, e tendo
em conta a escala proposta por Shimelis e Rakshit (2005) todas as variedades em estudo,
incluindo a CV apresentam graos pequenos, independentemente do regime hidrico.

A diminuicdo no enchimento do gréo pode estar associada a redugéo da atividade das
enzimas de sintese do amido e decorrente decréscimo na acumulacao de sacarose, como
sugerido por Farooq et al. (2009). Este ndo parece ser o caso uma vez que estas variedades
mantiveram o peso de 100 gréos sob seca, e a diminuigdo no teor de sacarose nas folhas ndo
se verificou de forma significativa.

Deikman et al. (2012), sugerem que estratégias/respostas da planta face ao stresse,
como a redugcdo do tamanho da planta e biomassa, assim como a baixa condutancia
estomatica, podem explicar em grande parte a redu¢do da produtividade.

A selecdo tendo em conta parametros agrondmicos relacionados com o rendimento,
pode ajudar na melhoria do rendimento (Kamara et al. 2011), uma vez que existe uma
associacao positiva entre esses parametros agrondémicos e a producéo (Shanko et al. 2014;
Edematie et al. 2021; Mbuma et al. 2021). Neste sentido os coeficientes de correlagéo de
Pearson entre os parametros de producéo e de rendimento agronémico estdo apresentados

na tabela 7.

Tabela 7 - Valores da correlagao de Pearson e nivel de significancia do tratamento, variedade e
suainteracdo nos parametros agronémicos avaliados

(GliiE e NVP NGV NGP PGP PVP P100G
Pearson
NVP 1 -0,378* 0,722*  0,615* 0,478  -0,568*
NGV  -0,334* 1 0,270 0,277  -0,119"  -0,088n
NGP 0,749 0,330* 1 0,802  0,382%  -0,751*
PGP  0,574* -0,034ns 0,593* 1 0,640%  -0,286™
PVP  0,701% -0,234ns 0,554*  0,754* 1 0,041"s
P100G  -0,335* -0,412* -0,592*  0,276™ 0,106 1
Nivel significancia
Tratamento ok ok ok ok - ns
Variedade ok . ok ok - -
Trataments 1 ns . o ns

NVP — NUmero de vagens por planta; NGV — Numero de gréos por vagem; NGP- Numero de gréos por planta;
PGP — Peso dos gréos por planta; PVP — Peso das vagens por planta; P100G — Peso de 100 graos. A diagonal
superior a salmao representa as plantas cultivadas sob condi¢gfes de stresse hidrico e a diagonal inferior a azul
representa as plantas cultivadas sob condigBes bem regadas. Valores proximos a zero indicam auséncia de
correlacdo e valores proximos a um indicam forte correlagdo entre dois parametros e a laranja encontram-se
representados os efeitos do tratamento, variedade e sua interacdo nos parametros analisados, sendo: " — ndo
significativo, * - significativo (p < 0,05), ** - muito significativo (p < 0,01), *** - altamente significativo (p < 0,001).
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Como referido por alguns autores (Mohammed et al. 2010; Stoilova and Pereira 2013;
Carvalho, Bebeli, et al. 2017) um dos parametros agronémicos mais importantes para a
producdo de graos em feijao-frade € o nimero de vagens por planta. Neste trabalho obteve-
se uma correlacao positiva do nimero de vagens por planta com o nimero de graos por planta
(WW —-r=0,749,p <0,01; WD-r=0,722, p<0,01) e com 0 peso dos graos por planta (WW
-r=0,574,p<0,01; WD -r=0,615, p <0,01), indiciando que a selecdo para um aumento
do numero de vagens por planta favorece o peso de graos por planta e por consequéncia a
produtividade da planta. J& o nUmero de graos por planta apresenta correlacdo negativa com
o peso de 100 graos (r = -0,592, p < 0,01 para WW; r = -0,751, p < 0,01 para WD) indicando
que a selecdo para um aumento do nimero de grdos pode implicar uma redu¢cdo no peso de
100 gréos. Como ja referido e reforcado pela analise da tabela 7 o tratamento teve impacto
em todos os parametros agronémicos avaliadas, com excec¢édo do P100G.

4.5 Impacto da seca na qualidade do grao de feijao-frade (Cor, AcUcares
sollveis e Proteina bruta)

Dada a sua vasta distribuicdo geografica, o feijdo-frade (V. unguiculata) caracteriza-se
por uma variabilidade morfoldgica significativa e grande capacidade de adaptacéo a diversos
ambientes, o que resulta numa vasta gama de variedades locais (OECD 2015).

A composicdo nutricional do feijdo-frade € a expressédo de fatores genéticos, mas
também resultado das condi¢Bes agrocliméticas, exposicdo a stresses bidticos e abioticos,
colheita, pos-colheita e condigbes de conservagdo e armazenamento (Oluwatosin 1998;
Silveira et al. 2001; Murdock et al. 2003; Gongalves et al. 2016). Contudo, mesmo sob
influéncia dos fatores referenciados, o feijdo-frade apresenta-se como alimento altamente
nutritivo e com potenciais beneficios para a saude, dado o seu alto teor proteico e fibra,
acompanhado de um indice glicémico baixo (Carnovale et al. 1991; Siddhuraju and Becker
2007; Sreerama et al. 2012; Xu and Chang 2012; Aguilera et al. 2013; Xiong et al. 2013).
Neste trabalho, de forma a avaliar o impacto da seca na qualidade do gréo de feijdo-frade

obtido, foram avaliadas a cor, o teor de aglcares sollveis e proteina bruta do grao.

45.1 Cordo gréao

A aparéncia de um alimento € um indicador chave da sua qualidade e que pode
determinar a sua aceitacdo pelo consumidor (Culver and Wrolstad 2008), sendo por isso um
fator importante, tanto para o consumidor como para o produtor. Neste sentido a cor do gréo
de feijao-frade € uma caracteristica fisica e comercial importante, dada a diversidade de cores

de gréo existentes, sendo essa cor definida pelos pigmentos contidos no tegumento, devidos
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a presenca de compostos fendlicos. Por outro lado, fatores como a variedade, a composi¢ao
quimica, o tipo e duracdo do armazenamento, entre outros, podem influenciar a cor dos graos
(Shimelis and Rakshit 2005).

No grafico 15 estdo apresentados os resultados dos parametros colorimétricos dos
sistemas CIE L*a*b* e CIE L*C*h* das 4 variedades locais e da CV analisados, nos 2

tratamentos hidricos em estudo (WW e WD).

Grafico 15 - Andlise colorimétrica dos gréos de feijdo-frade obtidos em WW e WD pelo sistema
CIE L*C*h e CIE L*a*b*
135
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CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; L* -
Luminosidade; a* - verde (-) ao vermelho (+); b* - azul (-) ao amarelo (+); C* - Cromaticidade; h° - angulo hue. Os
valores apresentados correspondem as médias + SE (n = 5 a 10). Letras diferentes correspondem a diferencas
significativas entre variedades em cada tratamento (a, b, c) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As
letras (a) e (r) correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

A cor, enquanto parametro de caracterizacéo fisica de um alimento e como indicador
de qualidade do mesmo, progride de forma diferente dependendo da variedade e do
parametro de cor em causa. Assim, como esperado, e pelas diferencas verificadas
visualmente, a analise de varidncias demonstrou a existéncia de diferengas significativas
(p<0,05) entre as diferentes variedades para todos os parametros colorimétricos.

Os valores médios de L*, escala entre preto e branco, apresentam diferencas
significativas entre todas as variedades, apresentando as cores mais escuras um valor de
40,3 (WW) e 31,1 (WD) para a variedade L4 e no oposto, correspondendo a cores mais claras
valores de 62,7 (WW) e 63,9 (WD) para a variedade L3, com excecdo de CV e L3 que sédo

semelhantes quanto a luminosidade. Este valor de luminosidade, dependendo dos valores de
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a* e b*, corresponde a definicdo de cores mais claras (maior luminosidade) ou cores mais
escuras (menor luminosidade) dentro da escala de cores em que se encontrarem.

Na escala de cromaticidade a* verificamos valores negativos e/ou préximos de zero
para as variedades CV, L3 e L4, afastando-as da cor vermelha, e mais proximos da escala de
L* entre branco e preto. As variedades L1 e L2 apresentam valores positivos entre 3,1 (WW)
e 5,2 (WD)em L2 e 5,7 (WW) e 6,3 (WD) para L1, indicando uma ligeira movimentacao para
cores mais avermelhadas.

Para a componente de cromaticidade b*, que representa a variacao de coloracao entre
0 azul para valores negativos e o amarelo para valores positivos, CV, L1, L2 e L3
apresentaram valores proximos, situando-se entre 16,9 (L1) e 20,6 (L3) para WW e 17,3 (L1)
e 20,6 (L3) para WD, correspondendo a uma coloracdo ligeiramente mais amarela. Com
diferencas significativas quanto as restantes variedades encontra-se L4, apresentando
valores mais baixos, mas ainda positivos de 7,8 (WW) e 2,3 (WD).

No geral, e tendo em conta as coordenadas L*a*b*, podemos observar que a variedade
mais distinta das restantes quanto a cor é L4, com diferencas significativas (p<0,05) para L*
e b* face as restantes variedades, apresentando uma colora¢gdo mais proxima da gama dos
pretos.

As variedades CV e L3 sdo semelhantes quanto as coordenadas L*a*b*, situando-se
numa colora¢do mais proxima do branco para L* e a* e com uma ligeira coloragéo creme dada
pelos valores de b*. A diferenca total de cor (AE) entre estas duas variedades foi de 6,28
(WW), o que de acordo com a escala de Yamauchi 1989, citado por Yousif (2014) corresponde
a uma diferenca percetivel ao olho humano, com tonalidades correspondentes ao mesmo
grupo de cores.

Por outro lado, as variedades L1 e L2 apresentam valores prOximos para a*,
apresentando cores tendencialmente mais avermelhadas, e para b* com ligeira coloracéo
amarela, ja o valor de L* da-nos a indicacao da menor luminusidade para L1, correspondendo
a um padrdo mais escuro para L2. L1 e L2 apresentaram uma diferencga total de cor (AE) mais
baixa que a registada para CV e L3, contudo ainda apreciavel e facilmente visualizada, com
um valor de AE de 3,05.

Como esperado, face aos resultados da avaliacdo das coordenadas L*a*b* e das
caracteristicas percetiveis a olho nu, observam-se 3 grupos de cores diferentes, com
resultados de AE superiores a 12 entre eles, correspondendo um grupo a CV e L3, com
coloracao mais creme e luminosidade mais proxima do branco que as restantes (cores mais
claras). L1 e L2 formam outro grupo com uma coloracdo mais avermelhada e luminosidade
intermédia, e por ultimo a variedade L4 afasta-se com uma luminosidade menor, logo cores
mais escuras, assim como valores de a* e b* mais proximos do zero aproximando esta

variedade da escala dos pretos.
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Analisando o valor da cromaticidade (C*) que representa a saturacdo da cor,
descrevendo cores mais opacas ou vivas, em conjunto com os resultados da luminosidade
(L*), e tendo em conta diferencas (AC e AL) entre os grupos de cores encontrados pela analise
de L*a*b* descrita anteriormente, e como esquematizado na figura 16, verificamos que face a
L4, L1 e L2 apresentam cores mais claras e mais vivas (AC = 10,7; AL = 10,8), com CV e L3
a distanciarem-se, apesar de nao significativos face a L4 (AC = 12,0; AL = 21,1). Em relacao

a CV e L3, verificamos que L1 e L2 sdo variedades com coloracdo mais escura e ligeiramente

mais opaca (AC
(AC = -12,0; AL

confirmamos que CV e L3 apresentam uma cor mais clara e ligeiramente mais viva (AC = 1,3;

-1,3; AL = -10,3), e L4 apresentando-se bem mais escura e opaca

-21,1). Por sua vez, usando como padréo as variedades L1 e L2,

AL =10,3) e que L4 pelo contrario € bem mais escura e opaca (AC =-10,7; AL =-10,8).
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Figura 16 - Relacdo entre os grupos de cores encontrados para as variedades em estudo, de acordo com
as diferencas de Croma (C*) e Luminosidade (L*). (Adaptado de “Precise color communication”, Konica
Minolta (2007))

Pela analise do angulo hue (h°), que apresenta o angulo de matiz como uma sombra
de acordo com o angulo na roda de cores de 360°, com um vermelho-purpura a 0°, a
tonalidade amarela a 90°, a tonalidade cinza-verde a 180° e a tonalidade azul a 270°, no
sentido anti-horério, verificamos que todas as variedades com excecédo de L4 se encontram
entre os 0° (vermelho-parpura) e 90° (amarelo) com valores entre os apresentados pela
variedade L1 em WW (71,6) e WD (70,2) e os apresentados para CV em WW (92,8) e WD
(91,1). A variedade L4 situa-se entre os 90° (tonalidade amarela) e os 180° (tonalidade cinza-
verde) registando valores de 103,9 (WW) e 129,3 (WD).

Tendo em conta os tratamentos, ndo foram verificadas diferengas significativas pela
andlise de variancias (p < 0,05) entre WW e WD para as variedades CV, L1, L2 e L3, indicando
gue o défice hidrico ndo apresentou impacto na cor destas variedades. O mesmo foi verificado
pela analise da diferencga total de cor (AE) usando como controlo o tratamento (Tabela 8) em
conforto hidrico de cada variedade. As variedades L1 e L3 apresentaram AE de 0,73 e 1,30,
respetivamente, indicando diferencas ligeiramente percetiveis, mas dificeis de distin¢cao pelo
olho humano, e as variedades CV (AE =1,77) e L2 (AE = 2,35) pela escala Yamauchi sugerem

diferencas visiveis, mas s6 detetadas por pessoas treinadas.
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Tabela 8 - Valores da diferenca total de cor (AE) das amostras em défice hidrico face ao controlo

Variedades AE
Ccv 1,77
L1 0,73
L2 2,35
L3 1,30
L4 10,84

CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; AE —
diferenca total de cor

A variedade L4 pela andlise de variancias apresentou diferencas significativas entre
tratamentos para os parametros L*, b*, C* e h° assim como um valor de AE de 10,84,
revelando grandes diferencas no mesmo grupo de cores. Contudo, e acompanhando os erros
padrdo mais elevados, que evidencia a grande dispersao de resultados em torno da média
para WW para todos os parametros estudados, esta diferenca poderd ndo ser devida a
influéncia do défice hidrico, mas sim a elevada heterogeneidade fenotipica dos gréos desta
variedade, composta por grdos com diversos padrdes de cor, dentro do mesmo grupo de

cores, nomeadamente a cor preta, como verificado na Figura 17.

Figura 17 - Variagcao fenotipica observada na variedade L4, em duas plantas em WW (fotografias do autor)

4.5.2 Acucares soluveis no gréo

O teor de acgucares solaveis é descrito como importante caracteristica
fisiolégica/bioquimica, uma vez que tem impacto ndo sé na produgdo, mas também na
qualidade nutricional e de cozimento do grdo (Hou, Chen, Shi, et al. 2009; Tchiagam et al.
2011; Ngalamu et al. 2014), sendo também importante para a sua conservacao e
armazenamento (Teixeira et al. 2012; Weng et al. 2018). Os acUcares presentes podem
também afetar o sabor e a cor do grao, caracteristicas que se alteram posteriormente com o
processamento, como por exemplo a cozedura.

O aumento de acucar nos graos tem sido relacionado com o inicio da tolerancia a

dessecacao durante o desenvolvimento dos graos (Rosa et al. 2009), uma vez que 0 aumento
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destes acUcares leva ao ajuste osmético, que é um 6timo mecanismo de resposta fisiologica
a seca em leguminosas (Klichenmeister et al. 2013).

As variedades de grao de feijdo-frade apresentam sabores ligeiramente diferentes,
baseados principalmente nos acglcares sollveis presentes (Kitch et al. 1998; Weng et al.
2018). No geral os graos de feijdo-frade sdo caracterizados pela alta proporcao de hidratos
de carbono, que representam a maior parte do peso seco do grdo, com as maiores
concentracdes a dizerem respeito ao amido e a fibra. Por sua vez, é descrita a presenca de 8
acucares (hidratos de carbono simples), nomeadamente: sacarose (11-19 g/kg), glucose (4-
5 g/kg), frutose (1-2 g/kg), galactose (<15 g/kg), maltose (<11 g/kg), e trés acUcares
considerados antinutrientes, a estaquiose (17-60 g/kg), verbascose (6-13 g/kg), e rafinose (5-
10 g/kg) (Gongalves et al. 2016).

Neste estudo foram quantificados os acgUcares presentes na tabela 9, com as
percentagens de cada agucar na variedade/tratamento representada no grafico 16. O perfil de
acucares acompanha o referido na literatura, com o oligossacarideo estaquiose a destacar-
se, seguido da sacarose, rafinose, glucose e frutose (Graficol6).

Grafico 16 - Perfil de aglUcares analisados em cada variedade sob controlo (WW) e sob défice
hidrico (WD)
CV-Www L1-wWwW L2 -WW L3-WW L4 - WW

Sacarose | Estaquiose -
y 3 o Sacarose
| 39% o

Estaguiose Sacarose  Estaguiose Glucos Estaquiose Estaquiose
54% T

CV-WD L1-WD L2-WD L3-WD L4 - WD

Sacarose Sacarose ~ Estaguiose
31% 2% 1

icose | Estaquiose Sacarose

40%

Estaquiose Estaquiose Estaquiose
52% 52%

CV - variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico.

Contudo, o comportamento face ao stresse hidrico em termos de variacao do teor de
cada agucar é distinto, com CV e L4 a ndo apresentarem alteragdo significativa, ao contrario
das restantes, onde se verificou impacto da seca na composi¢cdo do grdo, mas de forma
diferente principalmente no que toca ao teor de estaquiose, onde L1 apresenta aumento sob
seca, e L2 e L3 reducao (Grafico 16).

O feijao-frade apresenta alguns constituintes com efeitos antinutricionais, onde estéo
incluidos os oligossacarideos (estaquiose, rafinose e verbascose). A concentragdo destes
acucares difere em funcéo da variedade e técnicas posteriores de processamento, como
descasque, embebicdo, germinagcdo ou cozedura, podendo desta forma reduzir o seu
contetido (Aguilera et al. 2013; Singh 2014; FAO 2016c) e consequentemente o seu efeito

adverso, associado a perturbacdes digestivas, como a flatuléncia (FAO 2016c¢c; FAO 2016d).
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Por sua vez, estes fatores antinutricionais sdo compostos quimicos sintetizados pela planta
em sua defesa, face a diversos stresses. Neste sentido, a melhoria de préaticas agronémicas
e controlo do stresse durante a producao, podem contribuir para a minimiza¢éo desses fatores
inerentes a composicao dos graos das leguminosas (Chibarabada et al. 2017b).

Os hidratos de carbono néo redutores, também designados RFOs (oligossacarideos
da familia rafinose), sdo também bons compostos de armazenamento, podendo acumular-se
em grandes quantidades sem afetar os processos metabdlicos primarios. Alguns estudos
relataram que a toler@ncia a seca esté fortemente correlacionada com a acumulacéo destes
compostos nos graos, principalmente rafinose, estaquiose e verbascose (Chakraborty et al.
2016).

Pela andlise individual dos acucares solUveis analisados (tabela 9), nas condi¢des de
controlo, a variedade L2 apresentou o teor mais elevado do agucar estaquiose (53,3 mg g*?)
e o valor mais baixo a verificar-se em L1 (32,3 mg g?). Em condicdes de seca a menor
concentracdo foi verificada em L3 (31,5 mg g%), enquanto CV apresentou a maior
concentracéo neste regime hidrico (54,7 mg g?).

Tabela 9 - Teores de agUcares sollveis no grao de feijao-frade em WW e WD

Aclcares sollveis gréo (mg g*
Variedade Tratamento ¢ gréo (mg g”)

Estaquiose Rafinose Sacarose Glucose Frutose Soma*
cv ww 48,6+3,5 ar 9,0£0,9 abr 27,9+0,7ar  2,9+0,2 ar 2,8+0,8 ar 91,3+4,6 abr
WD 54,7+1,2 ar 10,5+0,5 ar 32,5+£2,0 ar 3,9+0,7 ar 3,0£0,7 ar 104,6+2,7 ar
L1 ww 32,3+0,8 bs 7,1+0,2 br 33,9+1,8 ar 1,5+0,2 as 0,440,1 abs 75,1+2,4 bs
WD 52,3+2,8 ar 6,2+0,6 br 28,1+1,2 as 2,7+0,2 abr 1,940,6 abr 91,1+4,9 abr
L2 WWwW 53,3+2,1 ar 8,4+0,6 br 33,1+2,1 ar 3,0£1,1 ar 1,5+0,9 abr 99,4+5,4 ar
WD 34,1+1,6 bs 4,2+0,4 bs 29,3+1,6 ar 1,5+0,2 br 0,240,2 ber 69,3+2,4 cs
L3 wWw 49,8+2,6 ar 4,0+0,4 cs 35,1+4,5 ar 1,5+0,5 ar 0,0+0,0 br 90,4+6,5 abr
WD 31,5+0,8 bs 12,7+0,6 ar 31,0+2,1 ar 2,5¢0,3 abr  0,0+0,0 cr 77,7+2,9 ber
L4 ww 48,8+1,5 ar 10,9+0,4 ar 32,0+2,8 ar 0,3+0,1 as 0,0+0,0 br 92,1+4,3 abr
WD 50,2+0,7 ar 12,9+1,1 ar 32,8+1,8 ar 1,5+0,1 br 0,0+0,0 cr 97,4+2,9 ar

CV —variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; Os valores
apresentados correspondem as médias + SE (n = 3 a 5). Letras diferentes correspondem a diferencas significativas
entre variedades em cada tratamento (a, b, c) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r)
correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

Porém, como ja referido, o défice hidrico provocou efeitos distintos na concentragéo
de estaquiose em fungéo da variedade. L1 apresentou aumentos significativos na ordem dos
62 %, com o0 oposto a ocorrer para L2 e L3, que apresentaram reducdes significativas de 36 %
e 37 %, respetivamente, enquanto CV e L4 ndo apresentaram qualquer impacto significativo
no grao, relativamente ao teor deste aglcar face ao stresse.

A reducdo do teor de estaquiose em L2 e L3 sob WD pode indicar uma vantagem em
termos de afeitos adversos ao consumo de leguminosas nestas variedades.

Outro oligossacarideo referido e quantificado foi a rafinose, composto também da
familia dos acUcares nao digeriveis e que apresenta concentracdes bastante menores que a

estaquiose. Os teores maximos foram verificados na variedade local L4, tanto em WW como
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WD, com 10,9 mg g e 12,9 mg g7, respetivamente, com esta alteragdo a ndo se revelar
significativa. O teor mais reduzido em WW foi registado para L3 (4,0 mg g*) e em WD para
L2 (4,2 mg g?).

Para além de L4, também CV e L1 ndo apresentaram impacto da seca no teor de
rafinose, e L2 e L3 a terem comportamento oposto, apresentando L2 uma reducéo de 50 % e
L3 a registar um aumento de 218 %. Para L3 o0 aumento da rafinose foi compensado pela
diminuicdo da estaquiose, enquanto L2 reduziu ambos os agucares.

AcUcares como a sacarose, glucose e frutose podem ajudar na melhoria do sabor dos
graos de leguminosas (Hou, Chen, Alloatti, et al. 2009; Sugimoto et al. 2010), sendo referido
gue o aumento da docura de grdos pode ajudar na aceitacdo e consumo de leguminosas,
como o feijdo-frade (Faye et al. 2006). Neste sentido, j4 existem alguns esforcos para o
desenvolvimento de variedades com maior teor de sacarose nos graos, conferindo-lhe um
sabor mais doce (Hall et al. 2003; Nassourou et al. 2017).

O contetdo em acgucares prontamente disponiveis (sacarose, glucose e frutose)
apresentou pouca variabilidade entre as variedades, sendo quase nulo o impacto do
tratamento (Tabela 9 e grafico 16). Para as plantas em controlo 0s gréos que apresentaram
maior teor destes agucares foram as variedades locais L2 e L3, ja para os grdos que
resultaram de plantas sob défice hidrico foram as variedades CV e L4. Estas variedades
podem assim apresentar melhoria no sabor doce do grdo com a seca, tornando-se mais
apelativas ao consumidor.

Glucose e frutose apresentaram uma baixa expresséo face aos restantes agucares,
com percentagens abaixo dos 5 %, sendo a variedade L1 a Unica a apresentar diferencas
significativas entre tratamentos, com ligeiros aumentos em resposta a seca.

A sacarose apresenta-se como o segundo agucar mais abundante no feijao-frade, ndo
se verificando diferencas entre variedades, nem em resultado da exposicdo a diferentes
tratamentos hidricos, sendo exce¢do a variedade L1 que registou uma ligeira (17 %) mas
significativa diminuicdo sob seca (Tabela 9), apresentando concentracdes entre 27,9 mg g*
(CV em WW) e 35,1 mg g* (L3 em WW).

A taxa de exportacdo da sacarose dos locais de sintese (folhas) para regides de
consumo (6rgdo reprodutivos) depende da taxa fotossintética atual e da concentracdo de
sacarose na folha, sendo o crescimento dos gréos suportado pelos recursos existentes na
folha e que podem ser mobilizados para o gréo. Neste sentido, uma fotossintese limitada e a
acumulacédo de sacarose nas folhas, podem dificultar a taxa de exportacdo da sacarose para
orgédos reprodutivos e finalmente afetar o desenvolvimento reprodutivo (Sehgal et al. 2017).

Foi verificado na andlise dos agucares foliares que nenhuma variedade local, nem a

variedade comercial apresentaram impacto da seca no teor foliar da sacarose, ocorrendo,
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porém, ligeiros aumentos em algumas variedades, o que pode ajudar a explicar os resultados
obtidos no gréo para o teor de sacarose.

O padrao verificado para o somatério dos acucares quantificados foi semelhante ao
observado para a estaquiose, uma vez que o maior impacto da seca foi observado de forma
notdria no aglcar mais abundante, traduzindo-se na maior relevancia para o somatoério dos
acucares. Neste sentido L1 apresentou um aumento de 21 %, L2 uma reducdo de 30 %,
ambos significativos, e apesar de ndo se apresentarem significativos, CV e L4 apresentaram
aumentos de 15 % e 6 % respetivamente, e L3 uma redugao de 14 %.

O maior teor de agucar no grao obtido das plantas em controlo foi registado para a
variedade local L2 (99,4 mg g?') enquanto que, sob défice hidrico CV registou a maior
concentracdo de acUcares sollveis no grdo (104,6 mg g?). As menores concentracdes
ocorreram em L1 (75,1 mg g*!) para o grdo em WW e em L2 (69,3 mg g*!) para o grdo
resultante das plantas sujeitas a WD.

Teores de agucares sollveis superiores no grao de variedades de feijdo-frade em
condi¢cbes de seca, poderao assim ser benéficos numa perspetiva de melhoramento genético
e gqualidade (Weng et al. 2018).

De destacar que, a semelhanca do perfil de acicares encontrado no tecido foliar sob

défice hidrico, também no grao nao houve qualquer impacto da seca na variedade local L4.

4.5.3 Proteina bruta no grao

O feijao-frade € uma leguminosa que, além da sua intrinseca capacidade de tolerancia
a seca (Agbicodo et al. 2009; Hall 2012), constitui uma importante fonte de proteina em
alternativa a proteina animal, com grande potencialidade num contexto de alteracdes
climaticas e necessidade de aumentar a producdo de culturas sustentaveis e nutritivas,
satisfazendo as necessidades de seguranca alimentar do crescente aumento populacional. A
guantificacdo de proteina no grdo e sua variacdo com o défice hidrico € um parametro que
contribui para a avaliacdo do impacto da seca na qualidade nutricional das leguminosas
(Ntatsi et al. 2018).

Como ja referido, o grdo de feijdo-frade € tido como uma excelente fonte proteica
(Boukar et al. 2011) com os gréos inteiros a apresentarem entre 16 a 31 % e o tegumento a
conter cerca de 12 % de proteina (Aremu 1990). Grande parte da proteina corresponde a
globulinas, e niveis mais baixos correspondem a albumina, glutelina e prolamina (Vasconcelos
et al. 2010; Gongalves et al. 2016)

O teor médio de proteina bruta obtido neste trabalho, para as variedades locais e

comercial situaram-se entre 22 e 28 % (Gréfico 17) em linha com o alcancado por outros
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autores, com resultados entre 20 e 27 % (Igbal et al. 2006; Henshaw 2008; Vasconcelos et al.
2010; Mamiro et al. 2011; Antova et al. 2014; Goncalves et al. 2016).

Grafico 17 - Teores de proteina bruta (%) no gréo de feijdo-frade em WW e WD
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CV —variedade comercial; L1, L2, L3, L4- variedades locais; WW- conforto hidrico; WD — Défice hidrico; Os valores
apresentados correspondem as médias (n = 3). Letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre
variedades em cada tratamento (a, b) e entre tratamentos para cada variedade (r, s). As letras (a) e (r)
correspondem aos valores mais elevados. (ANOVA, p < 0,05).

Em Africa tem sido promovido o seu consumo em familias pobres com o objetivo de
reduzir a prevaléncia de desnutricdo proteica e energética (Jayathilake et al. 2018)
aproveitando o seu alto teor proteico e capacidade da cultura em resistir a ambientes aridos.

Sendo a diversidade genética apontada como responsével por variagdes no teor
proteico (Muranaka et al. 2016), foi verificada uma ligeira variabilidade nos teores
encontrados, com a variedade L1 a apresentar as maiores concentra¢des, com resultados
médios de proteina bruta na ordem dos 27 % para WW e 28 % para WD, e L3 a registar os
menores valores com resultados de 22 e 24 % de proteina bruta para WW e WD,
respetivamente.

Quanto ao défice hidrico ndo se observou qualquer impacto no teor de proteina bruta
obtido, evidenciando assim a manutengdo da qualidade do gréo a este nivel, face a seca
imposta, ao contrario do reportado por outros autores, que referem a diminuicdo do teor de
proteina em leguminosas em resultado do défice hidrico (Chibarabada et al. 2017a), reducéo
essa relacionada com a diminuicdo da absorcédo de nitrogénio sob condicdes limitadas de
agua (Chibarabada et al. 2017a; Farooq et al. 2017).
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4.5.4 Relacdes entre parametros agronémicos, fisicos e de qualidade
estudados

Uma analise global do nivel de influéncia das variaveis tratamento, variedade e
interacdo entre elas, nos resultados obtidos, isto é, quanto estas variaveis afetaram os
parametros quantitativos de qualidade, P100G, NGP e PGP é apresentada na tabela 10. Pela
sua analise verificamos que os parametros colorimétricos (L, a*, b*, C, h°) apresentaram
influéncia altamente significativa da variedade, assim como 0s parédmetros agronémicos
P100G, NGP e PGP. Por outro lado, a variedade néo influenciou significativamente os teores
de hidratos de carbono simples (sacarose, glucose e frutose).

Relativamente ao tratamento hidrico imposto (WW ou WD), ndo se verificaram
influéncias significativas na maioria dos parémetros de qualidade, com uma pequena
influéncia observada no parametro colorimétrico b* (escala azul-amarelo), cromaticidade, nos
oligossacarideos (estaquiose e rafinose), proteina bruta e P100G, porém altamente
significativo para os resultados do NGP e PGP.

Os parametros com efeitos mais significativos em resultado da interagdo tratamento e
variedade foram observados nos aglcares estaquiose, rafinose e do somatorio dos agucares
analisados, confirmando o facto de estes resultarem da resposta adaptativa das diferentes
plantas & seca. Os parametros colorimétricos apresentaram ligeira influéncia desta interacao,
ao contrario da proteina bruta e do P100G, que nao apresentaram qualquer efeito significativo
da interacdo tratamento/variedade.

Na tabela 10 também se encontram apresentados os valores da correlagéo de Pearson
obtidos para as plantas em WW e em WD. Embora ndo implique uma causalidade, o
coeficiente de correlacdo de Pearson exprime se existe uma relacdo entre duas variaveis,
expressando de forma quantitativa a intensidade dessa relagédo. Este coeficiente permite-nos
entender como € que a variabilidade de um parametro afeta outro. Quando o valor da
correlacdo se aproxima de 1, verifica-se o aumento no valor de uma variavel quando a outra
também aumenta, ou seja, observa-se uma relacdo linear positiva. Quando o valor se
aproxima de -1 podemos dizer que as variaveis sdo correlacionaveis, mas de forma inversa,
ou seja quando uma aumenta a outra diminui. Valores préximos de zero indicam que nao se

verifica correlacdo entre os parametros para o conjunto de dados analisado.
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Tabela 10 - Valores da correlacdo de Pearson e nivel de significancia do tratamento, variedade e sua interagcdo nos parametros de qualidade do

gréo
Correlacao

Pearson
L

a*
b*

C

ho
Estaquiose
Rafinose
Sacarose
Glucose

Frutose

Somatério agucares
soluveis

%Proteina bruta
P100G
NGP
PGP
Nivel

significancia
Tratamento
Variedade

Variedade x
Tratamento

1
-0,496**
0,819**
0,762**
0,167
0,441
-0,456*
0,015"™
0,473*
0,342
0,341
-0,365™
0,257
-0,017m
0,260

ns

*kk

*

a*

-0,099"
1
-0,034"
0,071"
-0,880*
-0,652**
-0,194m
0,274
-0,122"
-0,208"
-0,441"
0,566*
-0,357*
0,188"
-0,201"

ns

*kk

*

b*

0,885**
0,329*
1
0,993**
-0,227"
0,196"
-0,480*
0,213"
0,563*
0,332
0,252"
-0,077"
0,078"
0,002"
0,079"

*%%

*

C

0,845**
0,411**
0,996**
1
-0,308™
0,114"
-0,496*
0,225"
0,548*
0,313"™
0,190
-0,026™
0,059
0,010
0,067

*k%k

*

he

-0,404%
-0,846%
-0,729%
-0,780%
1
0,449"
0,289"
-0,258"
-0,027"
0,070"
0,282"
-0,441"
0,209"
0,060
0,172

ns

*k%k

*

Estaquiose

-0,264"
-0,209™
-0,303™
-0,302"™
0,290
1
0,208"
0,065™
0,286"
0,164
0,862**
-0,345™
-0,077"
0,003"™
0,089

*k%k

*k%k

Rafinose

-0,050™
-0,856**
-0,323m™
-0,373m™
0,728**
0,097
1
-0,187"
0,102™
0,372m™
0,332"
0,432™
0,227
-0,387"
-0,175M™

*k%k

*k%k

Sacarose

0,080™
-0,518*
-0,217™
-0,245™
0,456"
0,153
0,504
1
0,046"
-0,126™
0,445"
-0,305™
-0,337™
0,319"
0,046"

ns

ns

ns

Glucose

0,575*
-0,092"
0,506*
0,490*
-0,225"
0,410
0,160m™
0,257"
1
0,669**
0,459*
0,044"
0,216"
-0,271"
-0,047ns

ns

*

Frutose

0,403™
0,028
0,409™
0,405™
-0,249™
0,647**
-0,095™
0,115m™
0,830**
1
0,348
0,034
0,536*
-0,520*
-0,088™

ns

*%

ns

Somatério
acuUcares
soluveis

-0,129™
-0,492*
-0,262"
-0,282™
0,452"
0,882**
0,462
0,528
0,571*
0,640**
1
-0,273™
-0,069"
-0,035™
0,026"

ns

*%

*kk

% Proteina
bruta

-0,410m™
0,395™
-0,179m
-0,137™
-0,160m
0,403
-0,408"™
-0,195M™
-0,008™
0,331™
0,157
1
0,022
-0,126M
-0,134"

*%

ns

P100G

0,177
-0,328*
0,010™
-0,010m™
0,140m™
0,579*
0,283
0,354
0,514*
0,632**
0,633**
0,139™
1
-0,592**
0,276

*k*k

ns

NGP

-0,024"
0,025M™
-0,008™
-0,012"
0,053
-0,600**
0,152m
-0,088™
-0,418™
-0,626**
-0,509*
-0,229"
-0,751*
1
0,593**

*kk

*%k%

*%

PGP

-0,029m
-0,171m
-0,122m
-0,135M™
0,205
-0,251"
0,412m
0,350ns
-0,156"™
-0,325M™
-0,040m™
-0,075™
-0,286"

0,802**
1

*kk

*k*k

**

L - Luminosidade; a* - verde (-) ao vermelho (+); b* - azul (-) ao amarelo (+); C* - cromaticidade; h° - &ngulo hue; P100G — Peso de 100 graos; NGP — Numero de gréos por
planta; PGP — Peso dos graos por planta. A diagonal superior a salmao representa as plantas cultivadas sob condi¢es de stresse hidrico e a diagonal inferior a azul representa
as plantas cultivadas sob condigfes bem regadas. Valores proximos a zero indicam auséncia de correlagcdo e valores proximos a um indicam forte correlagcao entre dois
parametros e a laranja encontram-se representados os efeitos do tratamento, variedade e sua intera¢do nos parametros analisados, sendo: " — néo significativo, * - significativo
(p < 0,05), ** - muito significativo (p < 0,01), *** - altamente significativo (p < 0,001).
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Neste sentido, relativamente ao teor proteico do grao podemos verificar uma relacéo
positiva (fraca), para os dados resultantes das plantas do tratamento controlo, com o
parametro colorimétrico a* (variacdo (-) verde para (+) amarelo), indicando que valores de
proteina bruta mais elevados séo observados para coloracdo mais elevada na escala do
amarelo (r = 0,566*). Porém sob stresse hidrico esta relagéo ndo se verificou, ndo devendo
por isso estabelecer-se correlagdo direta entre estes parametros.

Uma correlacdo inversa fraca foi observada também para o valor de a*, para ambos
os tratamentos, com o parametro agronémico P100G (r = -0,357*WW; r = -0,328*WD). Neste
caso, grdo com pigmento amarelo mais elevado apresentou menor valor para o P100G.

Por sua vez, o P100G apresentou uma relacéo inversa bastante significativa com o
NGP em ambos os tratamentos (r = -0,592*WW,; r = -0,751**WD), sugerindo que plantas com
producdo de um menor niumero de graos apresentam maior peso dos graos (P100G).

Ainda relativamente aos parametros colorimétricos, a andlise dos valores da
correlacdo de Pearson corroboram a analise efetuada para os AL e AC entre as variedades
(Figura 16), demonstrando uma relacdo positiva entre L e C, logo amostras de grao mais
claras (valor de L superior), apresentaram uma saturacdo de cor mais viva (valor de C
superior), ou pelo contrario, grdo como a variedade L4, mais escuro (valor de L menor)
apresenta-se mais opaco (valor de C menor) (r = 0,762*WW,; r = 0,845**WD).

Sob condi¢des de conforto hidrico, verificou-se também que os gréos de feijdo-frade
com menores concentracdes de estaquiose foram os que registaram maior valor de a*
(r =-0,652**), relac@o que poderia ser interessante aprofundar. Contudo, nas plantas em seca
esse comportamento ndo se verifica para este aglcar, sendo neste caso a relacdo inversa a
observada para a rafinose (r = -0,856**). Weng et al. (2018) verificaram que o teor de agucares
soluveis modificou em funcdo da cor dos gréos.

Pela avaliacdo destes resultados, torna-se de grande importancia a execucéo de
estudos sob diferentes niveis de defice hidrico, tendo em conta as alteragBes climaticas
previstas. Apesar de ndo se ter observado, para este conjunto de variedades, grande nivel de
significancia do tratamento imposto nos valores obtidos para os parametros de qualidade, o
mesmo ja ndo se verifica quando avaliamos as correlacdes entre esses parametros, isto €, o

tratamento altera a forma como a variabilidade de um parametro afecta outro.
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Capitulo 5 — Conclusao

As leguminosas sdo conhecidas pelos seus beneficios nutricionais e de saude, assim
como pelo seu impacto positivo na seguranca e sustentabilidade alimentar, nutricional e
ambiental.

O rapido crescimento populacional e consequente aumento da necessidade de mais
alimentos seguros e nutritivos, sugerem que o incremento verificado na producao e na procura
deste alimento continuard a crescer nas proximas décadas. Esta tendéncia sera acentuada
pelo aumento do conhecimento e a adogdo de uma alimentacdo assente na qualidade
nutricional.

No entanto prevé-se que a producdo venha também a ser afetada e limitada pelas
alteracdes climaticas. Neste contexto ganha relevo o estudo de culturas mais sustentaveis e
resilientes as alteracdes climéticas, como o feijao-frade. Efetuou-se a caracterizagdo dos
mecanismos morfolégicos, fisiolégicos e bioquimicos de resisténcia/toleréncia a seca em
cinco variedades portuguesas de Feijdo-frade, sendo quatro variedades locais (diferentes
zonas de Portugal), e uma variedade comercial obtida através do Programa de Melhoramento
de Leguminosas do INIAV (Elvas). Para além do rendimento, avaliou-se também a qualidade
nutricional dos gréos produzidos nessas condicoes.

1. Desenvolvimento fenoldgico e caracteristicas morfoldégicas em resposta a seca

Em termos de desenvolvimento fenologico, a maturagdo precoce referida como
estratégica para evitar o défice hidrico foi verificado na variedade L1 e L2, com a variedade
L2 a atingir 80 % da maturacdo das vagens com um avanc¢o de 13 dias face ao controlo.

O défice hidrico provocou uma alteracao morfolégica rapida da parte aérea da planta
em todas as variedades, reduzindo o numero de folhas, flores (entre 44 % e 64 %) e vagens
(entre 45 % a 72 %), com excecao de L1 que ndo apresentou diferencas no nimero de flores
sob seca face ao controlo.

2. Desempenho fisiolégico das plantas em resposta a seca

Todas as variedades apresentaram a capacidade de manter um elevado potencial
hidrico e eficiente controlo estomatico, tendo-se verificado baixos indices de dano membranar
(I % < 14 %), sugerindo que a capacidade de manter um teor hidrico relativo (RWC) elevado
(aprox. 80 %) sob défice hidrico podera ter evitado danos mais acentuados ao nivel
membranar, manifestando-se assim uma das estratégias de tolerancia a seca desta cultura.
L3 apresentou o menor | % e maior RWC sob stresse, com 0 oposto a registar-se para L2.

Reducdes significativas da condutancia estoméatica (gs) revelam a estratégia principal
de tolerancia a seca desta cultura, com todas as variedades a apresentarem um impacto

negativo na fotossintese, com L3 e L4 a registarem as menores reducgdes. As variedades L1
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e L3 apresentaram melhorias na eficiéncia instantanea do uso da agua (iWUE) quando
submetidas a défice hidrico.

Os dados indicam que em L1 a eficiéncia fotoquimica real do PSII nao foi afetada pela
seca, tendo as restantes variedades apresentado um impacto reduzido, embora significativo
face ao stresse em estudo, o que sugere possiveis danos fotoinibitérios reversiveis.

3. Indicadores bioquimicos de resposta a seca

Os teores relativos de clorofila (SPAD) ndo se alteraram em funcéo do tratamento
imposto em CV e L4. CV apresentou a capacidade de manter a cor verde das folhas durante
toda a fase reprodutiva, retardando a senescéncia em comparacdo com as variedades locais.

A manutencdo ou aumento no teor de clorofila acompanhado de aumentos no teor de
carotendides ocorreu em todas as variedades, refletindo alguma eficiéncia na resisténcia a
seca destas variedades e existéncia de mecanismos de defesa antioxidante ndo enzimaticos.

Quase todas as variedades mantiveram ou aumentaram a concentragdo foliar de
acucares soluveis, sugerindo que estas moléculas, nomeadamente a sacarose, funcionem
como osmoprotetores através do ajuste osmético, que aumenta a tolerancia a seca.

4. Impactos da seca nos parametros agronémicos

As modificacdes no desenvolvimento, caracteristicas morfolégicas, respostas
fisiol6gicas e bioquimicas observadas em resposta a seca, comprometeram o rendimento,
com algumas altera¢des na qualidade do gréo. Todos os parametros de rendimento avaliados
foram afetados, a exceg¢do do P100G que ndo apresentou diferencas em resposta a seca,
com CV a apresentar grdos maiores (22,3 g/100G) que as variedades locais (média
14,7 g/100G). Observaram-se decréscimos na producéo entre 63 e 73 %, com L3 a registar a
maior produtividade sob seca (10,1 g/planta) e a menor a ser verificada curiosamente em CV
(7,6 g/planta). Estes resultados confirmam que o stresse hidrico ocorrido na fase reprodutiva
€ acompanhado de grandes impactos ao nivel da producao.

No geral para os parametros agronémicos avaliados L3 destacou-se da variedade
comercial, sugerindo a resiliéncia desta variedade local a seca.

5. Impactos da seca na qualidade do gréo de feijdo-frade

Dada a sua ampla distribuicdo geogréfica, o feijdo-frade caracteriza-se pela sua
variedade morfolégica e apresenta uma vasta gama de variedades locais, que diferem
também na sua cor. Este parametro é relevante na aceitacdo visual do produto pelo
consumidor. Nas variedades em estudo ndo se registaram diferencas de cor entre
tratamentos.

Sendo o feijdo-frade caracterizado pela alta proporcéo de hidratos de carbono no gréo,
dos oito acucares referidos como presentes no grao, foram quantificados cinco, tendo o seu
perfil acompanhado os valores referidos literatura. O oligossacarideo estaquiose destacou-se

como mais abundante (41 a 67 %), seguindo-se a sacarose (31 a 45 %), a rafinose (4 a 18
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%), a glucose (0 a 4 %) e a frutose (0 a 3 %). CV e L4 ndo apresentaram alteracdes
significativas nos teores de acucares sollveis. L2 e L3 apresentaram impactos da seca no
teor de estaquiose, registando-se uma diminuicao significativa (36 e 37 %) e L1 a apresentar
um aumento (62 %). L3 apresentou a menor concentracdo de estaquiose sob seca
(31,5 mg g1) e CV a maior concentracédo neste regime hidrico (54,7 mg g1).

Na variedade L4 ndo se observou impacto da seca no perfil de acucares do grao, a
semelhanga do ocorrido para o perfil de acUcares no tecido foliar.

Uma vez que o feijao frade se apresenta como excelente fonte proteica, a avaliacdo
do impacto da seca no teor de proteina € um parametro fundamental na avaliacdo da sua
qualidade nutricional. O teor médio de proteina bruta obtido neste trabalho situou-se entre
22 % e 28 %. A variedade L1 apresentou os teores mais elevados (27 % em WW e 28 % em
WD) e L3 registou os teores mais baixos (22 % em WW e 24 % em WD). Quanto ao défice
hidrico ndo foi verificado qualquer impacto no teor de proteina bruta, evidenciando a
manutencédo da qualidade do gréo a este nivel.

No geral, a avaliagdo dos elementos de qualidade fisicos e nutricionais estudados,
apresentaram varia¢des pouco significativas em fung¢é@o dos regimes hidricos impostos, com
excecdo dos teores de agUcares da familia rafinose que estdo associados aos mecanismos
adaptativos das plantas em resposta a seca.

A preservacgdo da qualidade fisica e nutricional dos gréos produzidos em seca indica
a vantagem da utilizacdo do feijdo-frade como cultura sustentavel em ambientes de baixa
disponibilidade hidrica, beneficiando ainda dos mecanismos eficientes de toleréncia e
adaptacdo a seca que apresenta e que foram observados neste trabalho. A diversidade das
variedades locais podera ser uma mais-valia de acordo com 0s objetivos a alcancar, tendo
em vista a producdo, requisitos nutricionais e de seguranga alimentar, face aos cenarios
prementes de escassez de agua que as populacdes e que o0s ecossistemas irdo cada vez

mais enfrentar no contexto das alteracdes climaticas.
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