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BRAGA, Patricia. indices de vegetacdo, bandas NIR/SWIR e variaveis
fisiolégicas na fenotipagem de genoétipos de soja sob condigdes de défict
hidrico. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € um dos gréos mais cultivados no mundo, porém,
muitos fatores, oferecem risco a distribuicdo e produtividade da cultura, dentre os
quais podemos destacar a seca. O objetivo deste trabalho foi analisar e validar a
utiizacdo de ferramentas de fenotipagem de nova geracdo em comparacao a
medidas fisiolégicas, além de fenotipar acessos de soja disponiveis no banco de
germoplasma da Embrapa soja, incluindo genoétipos de cultivares comerciais,
linhagens geneticamente modificadas e Pls (Plant Introductions) de diversos locais
do mundo, para caracteristicas relacionadas a tolerancia a seca. Foram avaliados
como ferramenta de fenotipagem de nova geracao, valores espectrais utilizados em
forma de indices de vegetacdo (IVs) e bandas espectrais, obtidos por meio de
sensor hiperespectral. O trabalho foi dividido em dois capitulos. No primeiro, os IVs
NDWI (Normalized Difference Water index)uooo-1600) NDWI000-2300), NMDI
(Normalized Multi-band Drought Index), MSI (Moisture Stress Index) e as bandas
espectrais SWIR1g00 (Short Wave Infra-Red), SWIR2300, 01440, p1920,
p1440+p1920, p1920-p1440 e SWIR-p1440, foram correlacionados com as variaveis
fisiolégicas teor relativo de agua (TRA), temperatura foliar, fotossintese,
transpiracdo, condutancia estomatica e conteludo interno de CO, em ensaios
conduzidos em ambiente controlado e em condi¢cdo de campo. No segundo capitulo,
foram fenotipados em casa de vegetacdo, 164 gendtipos de soja disponiveis no
banco de germoplasma da Embrapa Soja. As variaveis analisadas foram
temperatura foliar, teor de clorofila, TRA e as bandas espectrais SWIR1600, SWIR2300,
p1440 e p1920. De acordo com os resultados, todos os IVs e bandas se mostraram
eficientes para determinacéo do status hidrico de plantas de soja, apresentando alta
correlagcdo com os parametros fisiologicos. Entretanto, os indices da regido SWIR se
mostraram mais adequados para tal finalidade, sendo mais sensiveis que as demais
variaveis analisadas e assim, permitindo a diferenciacdo de um maior niamero de
gendtipos. Além de ser uma metodologia ndo destrutiva, a utilizacdo dos Vs permitiu
a avaliacdo de um grande numero de genoétipos de forma rapida e precisa,
demonstrando seu potencial de uso em experimentos de fenotipagem de soja sob
déficit hidrico. Dentre os gendtipos analisados, 0s que se destacaram por manter um
melhor status hidrico da planta mesmo sob condi¢bes de déficit hidrico foram: Pl
603200, R02-1325, P1416937 e Pl 471938.

Palavras-chave: Glycine max (L) Merril. Estresses abibticos. Seca. Fenotipagem
de nova geracdo. Sensoriamento remoto.



BRAGA, Patricia. Vegetation indices, NIR/SWIR bands and physiological
variables in the phenotyping of soybean genotypes under water deficit. 96 p.
Dissertation (Master's Degree in Agronomy) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2019.

ABSTRACT

The soybean (Glycine max (L.) Merrill) is one of the most cultivated grains in the
world, but, many factors, risk the distribution and productivity of the crop, among
them, drought can be highlighted. The aim of this work was to analyze and validate
the use of high yield phenotype tools in comparison to physiological measures,
besides phenotyping soybean genotypes available in Embrapa soybean germplasm
bank, including commercial cultivar genotypes, genetically modified lines and Plant
Introductions (PIs) from diverse locations around the world for characteristics related
to drought tolerance. Spectral values were evaluated as high-performance
phenotyping tool, used in the form of vegetation indexes (VIs) and spectral bands,
obtained using a sensor hiperespectral. The present work was divided into two
chapters. In the first one, the VIs NDWI1000-1600), NDW/|(1000-2300), NMDI, MSI (Moisture
Stress Index) and spectral bands SWIR1600, SWIR2300, 1440, 1920, p1440+p1920,
p1920-p1440 and SWIR-p1440, were correlated with the physiological variables,
relative water content (RWC), leaf temperature, photosynthesis, transpiration,
stomatal conductance and internal CO, content in experiments conducted in
controlled and field conditions. In the second chapter, 164 soybean genotypes
available at Embrapa soybean germplasm bank were phenotyped. The analyzed
variables were foliar temperature, chlorophyll content, RWC and the spectral bands
SWIR1600, SWIR2300, p1440 and p1920. All VIs and spectral bands were efficient to
determine the water status of soybean plants, presenting a high correlation with the
physiological parameters. However, the SWIR indexes were more adequate for the
purpose, being more sensitive than the other analyzed variables allowing the
differentiation of a greater number of genotypes. In addition, these non-destructive
analyzes allow the evaluation of a large number of plants in a fast and precise way
demonstrating their potential use in phenotyping experiments. Among the analyzed
genotypes, those that stood out for maintaining a better water status of the plant
even under conditions of water deficit were: Pl 603200, R02-1325, Pl 416937 and PI
471938.

Palavras-chave: Glycine max (L) Merril. Abiotic stresses. Drought. Next-genaration
phenotyping. Remote sensing.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € a principal oleaginosa cultivada no
mundo. Na safra 2017/2018 o Brasil produziu 118,88 milhdes de toneladas, com
crescimento de aproximadamente 5% em relacdo a safra anterior e aumento médio
de 6,04 milhdes de t ano™ nos Gltimos dez anos (CONAB, 2018). Apesar do cenério
positivo apresentado pela cultura, fatores bidticos e abidticos provocam grandes
preocupacodes, causando grandes perdas de rendimento e de qualidade dos graos.

Dentre estes eventos ambientais extremos, a seca e a ma
distribuicAo de chuvas vém apresentando aumentos de frequéncia, muito
provavelmente em decorréncia das mudancas climatica, fenbmeno associado ao
conhecido aquecimento global. Além disso, o Brasil possui dimensfes continentais e
clima diversificado, onde a soja é cultivada nas mais diversas regides. Esta
diversidade de ambientes expde a cultura frequentemente a periodos de deficiéncia
hidrica, chamados “veranicos”, que mesmo sendo mais curtos, sao suficientes para
causar impactos negativos ao rendimento da cultura.

Neste contexto, muitas estratégias podem ser utilizadas visando a
selecéo de plantas mais tolerantes ao déficit hidrico. Cabe ressaltar que esta é uma
caracteristica quantitativa que envolve diversos genes de pequena atuacao, que
resultam em diferentes estratégias a niveis molecular, bioquimico, fisiolégico e
morfolégico. No entanto, nos ultimos anos, as tecnologias de sequenciamento de
nova geragao proporcionaram um maior entendimento genético funcional e estrutural
desta caracteristica. Estes estudos tém sido amplamente utilizados em véarias
culturas, pois facilitam a descoberta de genes e de marcadores associados as
caracteristicas de interesse.

Estes avancos na é&rea da genotipagem precisam ser
acompanhados por ferramentas de fenotipagem compativeis com aplicagdo em
larga escala, o que ainda se constitui em um desafio para a tolerancia a seca, em
razdo da sua complexidade genética e por ser altamente influenciada pelo meio.
Uma alternativa é avaliar os diferentes genétipos em ambientes controlados,
isolando cada uma das variaveis que compdem a caracteristica, decompondo-0s em

fatores, e avaliando-os isoladamente. Diversos trabalhos vém utilizando esta



estratégia, realizando inclusive sele¢Bes precoces para caracteristicas ligadas a
tolerancia das plantas a seca, como por exemplo, murcha lenta do dossel,
geminacédo sob baixa disponibilidade hidrica, arquitetura de raiz da planta e fixacédo
de nitrogénio durante a seca (ABDEL-HALEEM et al., 2012; MANAVALAN et al.,
2015; SABOURI et al., 2012; CEREZINI et al., 2017).

Atualmente, as principais medidas fisiologicas utlizadas para
caracterizar genotipos sob déficit hidrico sdo informacfes obtidas por metodologias
demoradas e laboriosas, inviaveis para aplicacbes em larga escala. Assim, em
programas de melhoramento, onde um grande numero de gendtipos e linhagens
precisam ser avaliados, € importante que a estratégia de fenotipagem seja de baixo
custo, facil e de rapida mensuracéo, permitindo a avaliacdo de todo o background.
Os investimentos em pesquisas e 0 numero de trabalhos na area de fenotipagem de
nova geracgdo tém sido cada vez maiores. Trata-se de uma area em expansao, mas
gue ainda apresenta muitos desafios, principalmente quando se trata de tolerancia a
fatores abidticos.

Dentre as ferramentas utilizadas pela fenotipagem de nova geracéo,
0 uso de sensoriamento remoto tem se mostrado eficiente em programas de
melhoramento genético (ARAUS; CAIRNS, 2014). Trata-se de um método de
avaliacdo ndo destrutivo, rapido, preciso e de baixo custo que pode ser aplicado
abrangendo muitas possiblidades. Esses métodos de avaliacdo podem ser aplicados
a programas de melhoramento para selecao de gendtipos com superiores ou ainda
ser utilizados na caracterizacdo dos acessos presentes em um banco de
germoplasma, que € fundamental para a identificacdo dos gendtipos com
caracteristicas de interesse. Esse tipo de informacdo € muito util nos programas de
melhoramento, pois a partir dela € possivel identificar quais dos genétipos podem
servir como fonte de alelos de resisténcia/tolerancia visando tanto a introgresséo
desses genes por meio de cruzamentos como também, a identificacdo de genes ou
de marcadores moleculares associados a essa caracteristica.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar e validar a
utilizacdo de ferramentas de fenotipagem de nova geracdo em comparagdo a
medidas fisiolégicas, e fenotipar acessos de soja disponiveis no banco de
germoplasma da Embrapa soja, incluindo gendtipos de cultivares comerciais,
linhagens geneticamente modificadas e Pls (Plant Introductions) de diversos locais

do mundo, para caracteristicas relacionadas a tolerancia a seca.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.ACULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das espécies mais cultivadas
no mundo. Na safra 2017/18 foram produzidas mais de 336 milhdes de toneladas (t)
do gréo, dos quais Estados Unidos e Brasil sdo os principais produtores, cada um
contribuindo com pouco mais de 35% deste total (USDA, 2018). Além disso, é
reconhecida como uma das mais antigas culturas domesticadas e tem como centro
de origem o norte da China (BONATO; BONATO, 1987). Era cultivada ha pelo
menos cinco mil anos e espalhou-se pelo mundo através de viajantes ingleses e
imigrantes chineses e japoneses (MISSAO, 2008).

Sua importancia comercial teve inicio a partir da introducdo da
cultura nos Estados Unidos, onde era utilizada como espécie forrageira e planta de
cobertura (HYMOWITZ; HARLAN, 1983). Em 1941, a area cultivada com o proposito
forrageiro passou a ser inferior a area cultivada para grédos (EMBRAPA, 2004). No
Brasil, as pesquisas com soja iniciaram-se na década de 1930 no Rio Grande do Sul
e em 1947 as primeiras hibridacdes foram realizadas, na tentativa de obter novas
cultivares (SEDIYAMA et al.,, 1999). Desde a década de 1930 o avanco na
sojicultura levou nosso pais a destacar-se entre os maiores produtores mundiais. O
crescimento da producdo do gréo foi de aproximadamente 6 milhdes de t ano™ nos
altimos dez anos (CONAB, 2018).

Atualmente, como uma importante commodity para o0 agronegoécio
nacional, o complexo soja, liderou em 2017, na balanca comercial, a pauta das
exportacdes do pais com 41.2% sobre o total exportado, com ingresso de mais US$
16 bilhdes (MAPA, 2017). Cabe ressaltar que o0 agronegécio como um todo é
responsavel por cerca de 20% do PIB do Brasil e embora o pais seja também
exportador mundial de acucar, café, suco de laranja e carne de frango, e o segundo
maior exportador de carne e milho, a soja € a mais economicamente importante
commodity agroindustrial produzida e exportada (COLUSSI et al, 2016; VERGARA
et al., 2017).

Os resultados positivos do cenério de producdo, produtividade e
econdmico da soja devem-se a diversos fatores, tais como o empreendedorismo dos

produtores e principalmente a pesquisa cientifica, nas areas de melhoramento de



10

plantas, solos e nutricdo, maquinas agricolas, entomologia e fitopatologia, entre
outras (SILVA NETO, 2016).

Cabe ressaltar que o programa de melhoramento da soja no Brasil
desempenhou um papel crucial no desenvolvimento de cultivares adaptadas a
latitudes inferiores a 20° por meio da incorporacdo de genes que atrasam O
florescimento, conferindo a caracteristica de periodo juvenil longo (KIIHL; GARCIA,
1989), possibilitando o lancamento de novas cultivares e, assim, permitindo a
expansao da cultura para o norte do pais. Esse avanco do grdo para o Cerrado e
posteriormente para a regidao Norte, permitiu aumentos significativos na producao
nacional (PRIOLLI et. al., 2004).

Apesar dos avancos da soja no Pais, sua produtividade e
distribuicdo espacial sdo severamente afetadas por restricbes impostas por fatores
biéticos e abidticos, gerando novos desafios para as empresas de pesquisa publicas
e privadas, que buscam desenvolver cultivares mais adaptadas e tolerantes aos
mais variados estresses que acometem a cultura. Para tanto é essencial que haja
variabilidade genética para estas caracteristicas, pois ela é a base do

melhoramento.

2.2. DIVERSIDADE GENETICA DE CULTIVARES DE SOJA NO MUNDO E NO BRASIL

Pode-se definir biodiversidade como a variedade e variabilidade
existentes entre os organismos vivos e as complexidades ecolégicas nas quais
ocorrem, podendo ser entendida como uma composicdo de varios elementos
hierarquicos: ecossistema, comunidade, espécies, populacbes e genes em
determinada area (BRAMMER, 2000). A partir dessa definicdo, podemos concluir
sobre a diversidade genética como sendo o quanto o material genético difere entre
uma populacao.

A selecéo de plantas superiores com caracteristicas de interesse e a
domesticacdo das plantas pela acdo dos seres humanos, é tdo, ou mais antiga que
0 surgimento da agricultura propriamente dita. Embora a selegcédo natural favoreca
mecanismos de adaptacdo e sobrevivéncia, a atividade do melhoramento genético
orientou a selegdo para aumentar o rendimento econémico das espécies cultivadas
(CATTIVELLI et al., 2008).
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Quando novas populagbes sao formadas a partir de um pequeno
namero de individuos, como ocorre na domesticacdo e selecdo de plantas com
caracteristicas desejadas, observa-se a acdo do efeito fundador e da deriva
genética, onde os alelos variam ao acaso, e alguns séo fixados enquanto outros sao
perdidos (FUTUYMA, 1992). Assim, formam-se gargalos genéticos que podem
reduzir a diversidade genética, alterando as frequéncias alélicas, elevando o
desequilibrio de ligacdo e eliminando alelos raros da populacdo (HALLIBURTON,
2004). Pode-se concluir entdo, que apOs tantos anos de domesticacdo, a soja
atualmente cultivada, possui uma base genética bastante restrita e estreita. Em uma
comparacao entre genétipos de soja de linhagens e de cultivares elite, Valliyodan et
al. (2016), observaram uma perda de cerca de 27% dos marcadores SNPs
observados nos genotipos elite em relacdo aos das linhagens, mostrando em
nameros, os impactos da selecdo intensiva dos programas de melhoramento na
obtencao de cultivares modernas.

Avaliando as diferentes variedades de soja presentes no banco de
germoplasma nacional da China, Li et al. (2008), encontraram alta diversidade
genética em um cluster composto por 365 variedades independentes de soja
cultivadas nas provincias de Anhui, Fujian, Guangdong, Guangxi, Henan, Hebei,
Jiangsu, Jiangxi, Xangai e Zhejiang. Os autores atribuiram a elevada diversidade
como resultado de varios fatores, incluindo a ampla distribuicdo em area (de 100,35
a 121,52° E, 19,42 a 34,50° N), os sistemas de cultivo complexos, os ambientes
diversos e os multiplos tipos de uso.

Hyten et. al. (2006), analisando a diversidade genética de quatro
grupos formados por cultivares elite da América do Norte; suas respectivas
variedades fundadoras de origem asiatica; variedades asiaticas e; acessos das
espécies silvestres progenitoras da G. max, observaram ampla variagcdo da
diversidade genética entre os grupos estudados. Os autores concluiram que 79%
das sequéncias raras (de baixa frequéncia) presentes nas variedades asiaticas
foram perdidas nas cultivares elite. Dos milhares de acessos disponiveis, apenas 17
ancestrais norte americanos contribuiem com 86% do parentesco entre as cultivares
modernas (HYTEN et. al., 2006). Para a regido Sul do Brasil, 70% das cultivares
desenvolvidas descendiam de apenas duas linhagens (BONETTI, 1983).

Avaliando a variabilidade das cultivares utilizadas pelos agricultores

brasileiros, Priolli et al. (2004) observaram que o indice de variabilidade entre as 184
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cultivares, de diversos programas de melhoramento, variou de 0,435 a 0,809, e os
maiores indices de diversidade genética foram atribuidos aos programas do Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), da Agéncia Goiana/Emater (GO), da Coodetec, da
Monsoy, da Embrapa e da Indusem/RB, respectivamente. Em estudo posterior, com
168 cultivares brasileiras, Priolli et al. (2010), observaram uma base genética
estreita. Wysmierski e Vello (2013), observaram que quatro linhagens contribuiam
com 55% da base genética das cultivares brasileiras modernas, sendo que destas
quatro linhagens, uma principal contribuiu sozinha com 19,2%. Ainda segundo 0s
autores, somente os 14 primeiros antepassados tém uma contribuicao relativa média
de 1% e sua contribuicdo genética acumulada é de 92,4%.

Em andlise de estrutura de populacdo, desequilibrio de ligacédo e
diversidade genética de 169 cultivares comerciais brasileiras, Contreras-Soto et al.
(2017) observaram alta relagdo genética e estrutural entre as cultivares, resultando
em cruzamentos com elevadas taxas de endogamia, reduzindo a recombinacao
entre estes, 0 que pode ter resultado na baixa diversidade genética e no alto
desequilibrio de ligacéo.

Todos esses relatos indicam a importancia de manter em bancos de
germoplasma e incluir na base do melhoramento genético de soja, novas linhagens
oriundas de diferentes regibes do mundo, comumente chamadas de Pls (Plant
Introductions — Plantas introduzidas). Estes genétipos passaram por poucos ou
nenhum ciclo de melhoramento, e portanto, mantém uma base genética mais ampla
em relagdo as cultivares modernas (VALLIYODAN et al., 2016).

Além disso, a caracterizacdo dos acessos presentes em um banco
de germoplasma € fundamental para a identificacdo dos genétipos com
caracteristicas de interesse. Esse tipo de informacédo é muito Gtil nos programas de
melhoramento, pois a partir dela é possivel identificar quais dos gendétipos podem
servir como fonte de alelos de resisténcia/tolerancia visando tanto a introgresséo
desses genes por meio de cruzamentos como também, a identificacdo de genes ou

de marcadores moleculares associados a essa caracteristica.

2.3. DEFICIT HIDRICO E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA NA SOJICULTURA

Diversos fatores ambientais podem limitar o desenvolvimento e a

produtividade da soja. Estes fatores, bibdticos e abidticos, correspondem,
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respectivamente, aos pelos organismos presentes no ecossistema (incidéncia de
pragas e doencas, competicdo inter e intraespecifica, etc) e as aspectos fisicos,
quimicos ou fisico-quimicos presentes no ecossistema (qualidade de solo,
temperatura, umidade, pH, entre outros).

Dentre os elementos climaticos, a temperatura, o fotoperiodo e a
disponibilidade hidrica, sédo os que mais afetam o desenvolvimento e a produtividade
da soja, por serem de dificil controle (FARIAS et al., 2007). O déficit hidrico, porém,
€ a condicao abidtica mais limitante, provocando reducdes drasticas no rendimento e
na qualidade de sementes e graos (LECOEUR; SINCLAIR, 1996). A
imprevisibilidade das variagBes climaticas com a possibilidade de ocorréncia de
adversidades € o principal fator de risco e insucesso no cultivo da soja (FARIAS et
al. 2001) em muitas areas produtoras.

Desde 1988, ano de criagdo do Painel Intergovernamental sobre
Mudancas Climaticas (IPCC - Intergovernmental Panel on Climate Change), as
mudancas climaticas causadas, provavelmente em decorréncia do aquecimento
global sdo fonte de discusséo e pesquisas de cientistas de todo o mundo. Desde sua
criacdo, o IPCC libera relatorios cientificos sobre os riscos de eventos extremos e
desastres devido as mudancas climéaticas. Em seu quinto relatério publicado em 2014,
o IPCC trata o aquecimento global como uma realidade e relata diversos efeitos tais
como o aumento das concentracdes de CO, na atmosfera, a elevacdo dos niveis do
mar, as elevacdes na temperatura média anual, além de alteracdes no nivel global da
agua em resposta ao aquecimento no século XXI (IPCC, 2014). Ainda de acordo com
esse relatério, o aguecimento se estendera além de 2100 em praticamente todos 0s
cenarios apresentados.

Nosso pais ndo estd isento das consequéncias das mudancas
climaticas. Com dimensdes continentais e clima diversificado, a soja é cultivada nas
mais diversas regides do Brasil. Sd&o mais de 35 milhdes hectares da cultura
distribuidas ao longo de seu territorio (CONAB, 2018). Assim, as lavouras
encontram-se frequentemente expostas a periodos de deficiéncia hidrica
“veranicos”, 0s quais mesmo que curtos, sao suficientes para causar impactos
negativos ao rendimento da cultura. As perdas ocorridas nestes pequenos intervalos
de escassez de chuva além de dificeis de ser mensurados ocorrem com muita

frequéncia.
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Avaliando o historico brasileiro de dados climéticos nos ultimos 30
anos, tém-se observado um aumento na frequéncia de eventos extremos, dentre eles
secas historicas e episédios de restricdo hidrica cada vez mais frequentes, bem como
uma alteracéo na distribuicdo das chuvas nas diferentes regibes (MARENGO, 2014).

A preocupacdo com eventos de escassez de chuva é tdo grande que
existem em diferentes paises esforcos cada vez maiores em fazer o monitoramento
por meio de dados climaticos e o sensoriamento remoto, com o0 objetivo de prever
episodios de seca (PARK et al., 2018). Parte desse interesse se deve aos impactos
econdmicos e sociais causados pela falta de chuva. No Brasil, 0 agronegocio contribui
com aproximadamente 20% do PIB (CEPEA, 2018). Assim, a ocorréncia de periodos
de déficit, mesmo que pequenos, acarretam grandes perdas econbmicas
significativas, dificultando uma mensuracdo precisa dos prejuizos causados
anualmente.

De acordo com Farias et. al. (2001), estresse abi6ticos como a seca,
reduzem os rendimentos das lavouras, e restringem as latitudes e os solos onde as
espécies podem ser cultivadas. Os autores relatam ainda, perdas da ordem de 70%
no rendimento médio de graos devido a episodios de seca. Dados registrados durante
38 safras, de 1976/77 a 2013/2014, estimaram que o Brasil deixou de ganhar US$
79,62 bilhdes em perdas de producdo de soja, em especial devido as secas
(FERREIRA, 2016). Somente entre os anos de 2004 e 2014, nosso pais registrou um
prejuizo de aproximadamente 27 bilhdes de ddlares (EMBRAPA, 2014). No ano de
2012, em decorréncia de uma forte estiagem, houve uma reducdo de 80% da
producdo de soja esperada pelos EUA, maior produtor mundial da leguminosa,
ocasido na qual US$ 17,3 bilhdes foram pagos pelas seguradoras aos agricultores
norte-americanos (NRDC, 2013).

No contexto das previsdes climaticas para os préximos anos,
houveram suposi¢cdes de que a produtividade de gréos, dentre eles da soja, seria
beneficiada com o aumento da concentracdo de CO, na atmosfera, uma das
alteracdes climaticas previstas pelo IPCC (2012). Porém Gray et al. (2016)
concluiram em seu trabalho que mesmo as vantagens apresentadas nessas
condi¢cbes, ndo superam os danos causados pela ocorréncia de anos mais quentes
e secos. Este cenario ressalta a importancia de buscar estratégias que possam
minimizar os efeitos do déficit hidrico na producdo do grdo, assegurando a

sustentabilidade da agricultura e garantindo a seguranca alimentar mundial.
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Franchini (2009), destaca a importancia do manejo correto do solo,
fundamental no desempenho da cultura quando esta é exposta a longos periodos
com auséncia de chuvas. Este autor ressalta ainda os beneficios da presenca de
palhada como cobertura do solo. Franchini também apresenta como alternativa o uso
de cultivares com potencial genético para maior eficiéncia no uso da agua, com
sistemas radiculares bem desenvolvidos, embora existam outras caracteristicas, além
desta, que podem ser levadas em consideracao.

Em outra vertente, a biotecnologia trouxe muitas ferramentas que
permitiram o estudo dos genes expressos em condicbes de déficit hidrico e a
identificacdo de potenciais genes que inseridos em cultivares de interesse, por
metodologias de transformacdo genética poderdo ter sua tolerancia aumentadas.
Assim as plantas geneticamente modificadas (GMs) se apresentam como uma
alternativa viavel e acessivel para o desenvolvimento de cultivares mais adaptadas a

condicdes de escassez de 4gua (BARBOSA et al., 2012).

2.4. FISIOLOGIA DO ESTRESSE E MECANISMOS DE TOLERANCIA A SECA

A seca, na lavoura, € uma caracteristica altamente influenciada por
condicdes edafocliméticas, incluindo temperatura, baixa umidade relativa, distribuicdo
e duracdo de chuvas durante o desenvolvimento das plantas, manejo e textura do
solo (SINGH et al., 2015).

De modo geral, as plantas podem ser divididas em trés diferentes
grupos de quanto a sua adaptacdo a ambientes com escassez de agua: as mais
adaptadas a condicdes de estresse hidrico sdo conhecidas como xerofitas e sao
plantas naturais de ambientes aridos; as mesofitas crescem em ambientes semiaridos
e sub Umidos; a maioria das plantas de interesse agronémico, incluindo a soja, se
enquadram nesta classificacdo; e por fim, as hidrofitas, adaptadas a locais Umidos
(COWARDIN et al., 1979). Ou seja, durante a evolucéo, as plantas desenvolveram
diversas estratégias de tolerancia que permitiram seu crescimento em diferentes
locais, de forma a viabilizar seu desenvolvimento (FANG; XIONG, 2015).

Para entender a complexidade das respostas das plantas ao déficit, €
fundamental entendermos a fisiologia e a base genética responsavel por esta
resposta (MIR et al.,, 2012). A planta pode sentir os efeitos da seca em duas

condic¢des, quando a disponibilidade de agua as raizes fica escassa ou quando a taxa
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de transpiragcéo se torna muito elevada (ANJUM. et al., 2011). Nestas condi¢cbes uma
série de alteragcBes, morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares nas plantas
€ iniciada em resposta (OSAKABE et al., 2014). A reducdo da expansao e tamanho
foliar, a inibicdo fotossintética, o fechamento estomatico e as alteracdes na producao
de horménios vegetais sdo exemplos dos efeitos desse déficit nas plantas.

Diferentes estratégias sao utilizadas pelas plantas para sobreviver a
seca, algumas envolvem mecanismos de protecdo as membranas celulares e
organelas, outras empregam um sistema de reparo constitutivo que lhes permite
mobilizar rapidamente mecanismos de reparo na célula danificada apos a reidratacéo
(LE; MCQUEEN-MASON, 2006). Segundo Fang e Xiong (2015), os mecanismos de
tolerancia a seca apresentados pelas plantas podem ser classificados como: escape;
evitamento; tolerancia; e a recuperacao dos efeitos sofridos pelo estresse. De acordo
com os autores, a recuperacéao diz respeito a capacidade de retomada de crescimento
e rendimento depois de sofrido o déficit; sendo os mecanismos de anulagdo e de
tolerancia ao estresse os principais utilizados pelas plantas.

O mecanismo de escape, refere-se ao ajuste do ciclo de crescimento
e desenvolvimento da planta durante periodos de disponibilidade de 4gua. Ou seja,
algumas plantas buscam acelerar seu desenvolvimento para encerrar seu ciclo antes
de serem prejudicadas pelo déficit hidrico (SADRAS et al., 2009). Porém, em culturas
de interesse econdmico, como é 0 caso da soja, a estratégia de escape pode ser
produzida artificialmente selecionando cultivares cujos ciclos coincidem os estadios
de maior demanda-evapotranspirativa da planta com periodos de maior
disponibilidade hidrica (GIMENO et al., 1989).

As estratégia de evitamento ao déficit hidrico nas plantas, ilustra a
capacidade destas em manter suas atividades em niveis normais mesmo sob déficit
hidrico brando ou moderado. De acordo com Rauf et al. (2016), o evitamento envolve
caracteristicas morfo-fisiolégicas como vigor precoce, raizes profundas, regulacéo
estomatica e ajuste osmotico que contribuem para evitar a desidratacdo dos tecidos
pela perda de agua para o meio, mantendo assim, o estoque hidrico do solo
disponivel.

Por sua vez, a estratégia de tolerancia ao déficit hidrico € a
capacidade gue as plantas possuem de manter certo nivel de atividade fisiolégica sob
condicao severa de seca. Podem ser considerados como mecanismos de tolerancia o

acumulo de protetores moleculares que permitem que a planta mantenha, pelo menos
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parcialmente, sua funcionalidade em um estado desidratado, participando da
tolerancia a desidratacao (RAUF et al., 2016).

2.5. FENOTIPAGEM PARA TOLERANCIA A DEFICIT HIDRICO

Estudos revelam que a tolerdncia a seca € uma caracteristica
guantitativa complexa e governada por muitos genes de pequeno efeito (Quantitative
Trait Loci — QTLS) de baixa herdabilidade e alta interacdo com o ambiente (FLEURY
et al., 2010), tornando a fenotipagem para esta caracteristica um processo bastante
dispendioso. Para Tuberosa (2012), a caracterizacdo fenotipica para tolerancia a
seca, assim como para estabilidade de rendimento deve ser realizada em uma alta
gama de ambientes, pois estas caracteristicas variam dependendo das condi¢cdes
ambientais as quais sao expostas.

Varias caracteristicas indiretas podem ser utilizadas para observar a
tolerancia das plantas a seca. De acordo com Rebetzke et al. (2007), o vigor precoce
das plantas pode ser usado como indicativo de maior uso eficiente da agua. O
volume, quantidade e arquitetura do sistema radicular também séo indicios potenciais
de incremento de tolerancia a limitacdes hidricas e nutricionais (GONCALVES;
LYNCH, 2014). Algumas plantas possuem folhas mais espessas e cerosas,
diminuindo as perdas de agua por evapotranspiracdo, outras possuem a capacidade
de enrolar suas folhas, servindo como um mecanismo de evitamento (RAUF et al.,
2016).

Rauf et al. (2016), citam ainda muitos outros mecanismos indiretos
gue podem indicar maior tolerancia a seca em plantas, dentre eles a capacidade de
manter-se verde mesmo apo6s desidratacdo; a reducdo da temperatura do dossel;
indicadores de ajustamento osmoético; a discriminacdo de is6topos de carbono, entre
outros.

Dentre os métodos utilizados para caracterizagdo de gendtipos quanto
a tolerancia ao déficit hidrico podemos citar ainda o uso das escalas visuais (ABDEL-
HALEEM et al., 2012; KALER et al., 2017; KING; PURCELL; BRYE, 2009), as quais
dependem muito das condi¢cdes ambientais no momento da avaliacdo e do avaliador,
0 que torna essas escalas subjetivas. Temos também o indice de sensibilidade ao
déficit hidrico (DU et al., 2009; CHOWDHURY et al., 2016; BHATIA; JUMRANI, 2016),
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que estima a adaptabilidade dos gendtipos ao ambiente em funcdo do rendimento do
mesmo sob o déficit hidrico, descrito por Fischer e Maurer (1978). Ambos os métodos
nao permitem o isolamento de tracos que possam posteriormente ser identificados
como pontos de origem da tolerancia, ou seja, ndo € possivel, a partir destes
identificar quais mecanismos estédo atuando e em qual intensidade.

Mesmo com tantas abordagens, a fenotipagem de plantas para
tolerancia ao déficit hidrico representa um desafio, pois envolvem técnicas
detalhadas, sofisticadas e geralmente caras para a fenotipagem, além de ser
limitadas a um pequeno numero de gendtipos (SINCLAIR, 2011), o que € o caso das
medidas de trocas gasosas (fotossintese (A), transpiracdo (Tr) e condutancia
estomatica (gs)) e teor relativo de agua, que sao métodos de fenotipagem para
tolerancia ao déficit hidrico amplamente utilizados (BAGHERZADI et al., 2017;
HONNA et al., 2016; MARINHO et al., 2016; FUGANTI-PAGLIARINI et al., 2017). O
teor relativo de &gua envolve a pesagem das amostras frescas, turgidas e
posteriormente desidratadas, o que pode levar demasiado tempo dependendo do
namero de gendtipos a ser avaliado. O que também é valido para a mensuracdo das
trocas gasosas, obtida por meio de medidor portétil de trocas gasosas. O aparelho é
normalmente utilizado entre 9:00 e 11:00 horas da manha em condicbes de céu
aberto, somando-se a isso um tempo médio de 3 minutos para estabilizacdo do
equipamento em cada leitura, o que limita 0 nimero de plantas a ser avaliadas. Estas
limitacbes dos métodos de fenotipagem requerem novas alternativas para avaliacao
das plantas em condi¢cdes de déficit hidrico, que permitam a identificacdo de
gendtipos superiores, bem como dos mecanismos envolvidos com a maior tolerancia

destes ao estresse.

2.6. FENOTIPAGEM DE NOVA GERACAO

A partir do desenvolvimento das técnicas da genOGmica com alta
geracdo de dados com baixo custo, é necessario que os meéetodos de avaliagcdo do
fendtipo das plantas acompanhe esse desenvolvimento. Assim a fenbmica, ou
fenotipagem de nova geracdo vém atender essa demanda. Tardieu et al. (2017)
definem o objetivo da fenotipagem de nova geragcdo como o desenvolvimento e
aplicacdo do conjunto de ferramentas e métodos usados para obter informacdes

sobre estrutura, funcédo e desempenho de um grande namero de plantas na condi¢éo
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em que estdo inseridas; analisar, organizar e armazenar oS conjuntos de dados
resultantes; e desenvolver modelos capazes de desvendar e simular o
comportamento da planta em diferentes ambientes. Nela estdo envolvidas técnicas
sofisticadas, com utilizacdo de equipamentos modernos. Entre estas técnicas
podemos citar espectroscopia de infravermelho proximo (NIR — Near infrared),
reflectancia espectral do dossel (SR — Canopy Spectral Reflectance) e termografia
infravermelha (IRT — Infrared Thermography), ressonancia magnética (MRI - Magnetic
Resonance Imaging) e tomografia por emisséo de positrées (PET — Pdsitron Emission
Tomography), ressonancia magnética nuclear (RMN - Nuclear Magnetic Resonance)
e plataformas integrativas (MIR et al., 2012).

O sensoriamento remoto é utilizado na agricultura de precisdo desde
a década de 1980 e praticado comercialmente desde os anos 1990. Sua aplicacéo
se baseia na interacdo da radiacdo eletromagnética com as plantas ou o solo, onde
normalmente se mede a radiacao refletida (reflectancia) pela superficie do objeto de
interesse. De modo geral, estas medicbes podem ser realizadas por meio de
sensores presentes em satélites, aeronaves tratores ou até mesmo portateis
(MULLA, 2013).

Na agricultura, essa tecnologia vem sendo aplicada com diferentes
finalidades dentre elas avaliar a eroséo do solo e a presencga de carbono organico no
solo (NOVARA et al., 2018), realizar mapeamento do solo e caracterizar a resposta
solo-vegetacdo a variabilidade climatica (MAYNARD; LEVI, 2017), avaliar a
biodiversidade de espécies em determinadas areas (GHOLIZADEH et al., 2018),
associado a métodos de machine learning (aprendizagem de méaquina) para predicao
de risco de incéndios florestais (YU et al., 2017), e realizar fenotipagem de nova
geracao para a eficiéncia do uso da agua pelos cultivos (THORP et al., 2018).

Com uso da fenotipagem de nova geracdo é possivel fenotipar um
grande namero de plantas de forma rapida, precisa e com baixo custo, possibilitando
identificar gendtipos superiores (ARAUS; CAIRNS, 2014). A precisdo dos dados
depende do tipo de sensor, pois podem possuir diferentes resolugcdes espectrais e
abranger maiores ou menores faixas do espectro eletromagnético.

Inicialmente as imagens remotas eram obtidas somente por meio de
satélites e aeronaves tripuladas, os quais ndo fornecem resolucbes espaciais e
temporais adequadas, além de apresentar um alto custo. Porém atualmente, com a

adocdo do sensoriamento remoto prOximo com sensores portateis e do uso dos
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veiculos aéreos nao tripulados (AUVs - Autonomous Untripulatted Vehicles), como € o
caso dos drones, houve uma evolucdo muito grande na aplicabilidade desta
metodologia. O uso de sensores portateis tem alta utilizada na agricultura de preciséo
pois além de possuir alta resolugdo, possui menor custo e esta menos propenso a
problemas de interferéncia atmosférica (CRUSIOL et al., 2017).

As técnicas de sensoriamento remoto proximo incluem diferentes
abordagens, dentre as mais aplicaveis para fenotipagem de campo estédo
espectrorradiometria (que inclui o sensoriamento remoto hiperespectral), termometria
infravermelha e imagem termal, e fotografia digital convencional (ARAUS; CAIRNS,
2014). O sensoriamento remoto hiperespectral permite a avaliacdo das respostas
espectrais das superficies com alta resolucdo espectral (~10nm) em ampla faixa
espectral, oferecendo imagens continuas de 380 a 2500 nm (MULLA, 2013).

Cada objeto possui um comportamento distinto diante da radiagéo
eletromagnética, a figura abaixo apresenta reflectancia espectral de diferentes alvos
naturais ao longo do espectro eletromagnético, conforme descrito por Moraes
(2002) (Figura 1). Considerando uma folha sadia, a reflectancia observada na regiéao
do visivel (400 a 720 nm), diz respeito a presenca de pigmentos nas folhas como
clorofila e carotenoides. Na regido do Near Infra-Red — NIR (720 a 1000 nm) ha
pequena absorcdo da radiacdo e ocorre o espalhamento interno da radiacdo na
folha, fazendo com que néo haja grandes mudancas do comportamento espectral,
por estar diretamente ligado a estrutura celular da folha, enquanto na regido do
Short Wave Infra-Red — SWIR (1000 a 2500 nm) ocorre a absorcao da radiagéo pelo
contetdo de agua na folha (PONZONI; SHIMABUKURO; KUPLICH, 2015).

ESPECTRO ELETROMAGNETICO
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Figura 1. Reflectancia espectral de alvos naturais.
Fonte: MORAES, 2002.
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A utilizacdo de valores de reflectancia tem sido apontado como um
método eficiente e ndo destrutivo para determinacdo do contetdo de agua nas folhas
em diversas culturas tais como arroz, milho, amendoim, trigo e soja (INOUE;
MORINAGA; SHIBAYAMA, 1993; KIM et al., 2012; HUNT et al., 2017). Os valores
espectrais obtidos podem ser utilizados no célculo de indices de vegetacao (IVs), que
nada mais s&o do que a combinagéo de diferentes faixas do espectro, com o objetivo
de estimar varios parametros das plantas como area foliar, cobertura do solo, clorofila,
etc. (KHANAL; FULTON; SHEARER, 2017). Chen et al. (2005), utilizaram IVs em
avaliacbes de campos de milho e soja para determinar o conteudo de agua da
vegetacdo. O parametro foi considerado eficiente, sugerindo que novos estudos
dentro desta abordagem podem resultar em uma técnica robusta para este tipo de
estimativa em culturas especificas.

Além dos IVs, as bandas, que compreendem uma faixa do espectro,
também podem ser utilizadas com o propdsito estimar alguns parametros das
plantas. Este é o caso da regido do visivel, que vai de 400 a 700 nm, onde a faixa
compreendida entre 430 e 660 nm corresponde a clorofila a e entre 450 e 650 nm
corresponde a clorofila b (MULLA, 2013). Deste modo, faixas espectrais e indices de
vegetacdo que utilizem regides do espectro do visivel como é o caso do NDVI
(Normalized Difference Vegetation Index) sdo mais adequados para estimar fatores
relacionados a diferencas de pigmentacédo nas plantas, como estado nutricional, por
exemplo (CRUSIOL et al.,, 2017). Porém considerando o objetivo do trabalho em
observar o comportamento das plantas sob déficit hidrico moderado, esse indice néo
€ adequado, pois, de acordo com Crusiol et al. (2017) no caso especifico do déficit
hidrico as diferencas sO0 sdo detectadas por esse indice em estadios mais
avancados do estresse, dificultando muitas vezes a diferenciacdo de acessos.

Dentre os IVs, um dos mais utilizados € o NDVI (Normalized
Difference Vegetation Index), o qual baseia-se em bandas espectrais vermelho (RED)
e infravermelho-proximo (NIR — Near infrared). Embora seja um parametro promissor
para avaliagbes do estado nutricional das plantas, no caso especifico do déficit
hidrico, as diferencas por esse indice s6 sédo detectadas em estadios mais avancados
do estresse, dificultando muitas vezes a diferenciagédo de genadtipos (CRUSIOL et al.,
2017). Além do NDVI outros IVs e bandas ja foram utilizados para determinar as
condi¢bes hidricas da vegetacao, entre eles o MSI (Moisture Stress Index) (HUNT JR;
ROCK, 1989), NDWI (Normalized Difference Water Index) (GAO, 1996), SWIR (Short-
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Wave Infra-red) (CHEN; HUANG; JACKSON, 2005) e NMDI (Normalized Multi-band
Drought Index) (WANG; QU, 2007). Embora o potencial dessas ferramentas ja tenha
sido abordado em varios trabalhos, ainda existe a necessidade de se aprimorar a
metodologia para as diferentes culturas, bem como identificar quais sdo os indices

gue mais se associam a uma determinada caracteristica de interesse.

2.4. SELECAO PRECOCE PARA DEFICIT HIDRICO

Por ser uma caracteristica quantitativa, que envolve diversos genes
de pequena contribuicdo, a tolerancia a seca ndo deve ser avaliada pela
produtividade final de gendtipos submetidos ao déficit hidrico, uma vez que existe
interacdo entre um grande numero de fatores que podem, inclusive, mascarar
genotipos promissores. Uma alternativa para evitar uma interpretacdo errdnea é
avaliar os diferentes gendtipos sob condicdes ambientais controladas e isolar cada
uma das caracteristicas, decompondo-as em fatores, e avaliando-os isoladamente.

Assim, a taxa de germinacdo de soja pode ser utilizada para a
identificacdo de QTLs associados a tolerancia a salinizacdo (KAN et al., 2016) e ao
déficit hidrico. Produtos como NaCl e KCI, tém sido utilizados na avaliacdo de
gendtipos quanto ao tratamento salino, enquanto que, substancias como o
Polietileno Glicol (PEG), sorbitol, manitol, sdo utilizados para simular o déficit hidrico
(ALVES BAKKE et al., 2006; BODSWORTH; BEWLEY, 1981; DA SILVA et al., 2006;
KHODARAHMPOUR, 2011; QIE et al., 2014; SABOURI et al., 2012). Aspectos da
germinacao de sementes e de plantulas de gramineas do género Setaria também
foram avaliadas por Qie et al. (2014), buscando identificar QTLs que contribuam
para o incremento da tolerdncia a seca nestas plantas. Aspectos semelhantes
também foram utilizados para culturas tais como sorgo, milho, soja, trigo, entre
outras (BODSWORTH; BEWLEY, 1981; KHODARAHMPOUR, 2011; TOBE et al.,
2000; VARDHINI; RAO, 2003)

Outra caracteristica que tem sido associada a tolerancia a seca, € a
maior resisténcia a murcha. Estes gendtipos apresenta uma “murcha lenta” (slow
wilting). Abdel-Haleem et al., (2012), determinaram como caracteristica a ser
avaliada em seu trabalho de mapeamento, a murcha lenta do dossel e identificaram

sete QTLs para a caracteristica. Ja Dhanapal et al., (2015), buscaram identificar
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SNP’s associados a taxa de is6topos de carbono (613C) em soja, caracteristica que
tem sido associada a maior eficiéncia do uso da agua em plantas.

Em estudo Manavalan et al. (2015), buscaram identificar QTLs
associados ao crescimento e desenvolvimento de raizes em plantulas e plantas (V1,
V3 e V4) de soja. Os autores obtiveram como resultado a identificacdo de um grande
locus identificado no cromossomo oito, abrangendo uma regido de 15 cM. Estes
resultados, foram empregados para elucidar o valor biolégico das sequéncias
candidatas em condicbes de campo (MANAVALAN et al., 2015).

Para identificacdo de QTLs promissores é fundamental que a
fenotipagem seja bem feita, fiel ao comportamento de cada planta, assegurando a
confiabilidade do estudo. A partir da identificacdo de QTLs é possivel, por meio do
melhoramento genético assistido por marcadores moleculares, selecionar o0s
cruzamentos que apresentam 0 maior namero de caracteristicas de interesse,
resultando em genotipos superiores para produtividade, por exemplo, em condicao de
seca, permitindo o lancamento de cultivares com boas perspectivas produtivas e de
estabilidade de rendimento em menor periodo de tempo (ABDEL-HALEEM et al.,
2012; KAN et al., 2016). No entanto, apds esta etapa é fundamental a validacdo em
ensaio de campo, passo seguinte de estudos deste tipo (DHANAPAL et al., 2015;
KAN et al., 2016; SABOURI et al., 2012).

Em outra vertente do uso de parametros para associacdo a
caracteristicas de interesse, Araus e Cairns (2014), apontaram que a fenotipagem de
nova geragdo com uso de sensoriamento remoto pode ser uma ferramenta essencial
no aumento da eficiéncia dos programas de melhoramento genético para satisfazer as
necessidades das futuras geracdes, dentre elas, o desenvolvimento de cultivares

mais tolerantes ao déficit hidrico.
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3. ARTIGO A: INDICES DE VEGETACAO E BANDAS ESPECTRAIS
NIR/'SWIR COMO FERRAMENTA DE FENOTIPAGEM PARA
DETERMINACAO DO STATUS HIDRICO EM SOJA

3.1.RESUMO

A seca é um dos principais fatores limitantes da producdo de soja. Uma das
principais dificuldades para a selecdo de gendtipos tolerantes é a fenotipagem,
tendo em vista que a maioria dos métodos disponiveis demanda tempo e esforco.
Dessa forma, o desenvolvimento de metodologias capazes de determinar o status
hidrico das plantas de forma rapida e pratica pode ser util para a distincdo de
genatipos sob condi¢des de déficit hidrico. O objetivo deste trabalho foi correlacionar
variaveis fisioldgicas, tais como o teor relativo de 4gua (TRA) e medidas de trocas
gasosas, com indices de vegetacdo (IVs) e bandas espectrais. Foram utilizados
diferentes genotipos de soja, submetidos a condigdo de déficit hidrico e controle
(irrigada). Dois ensaios foram conduzidos, um em céamara de crescimento (10
gendtipos) e outro em condi¢des de campo (quatro genoétipos). As variaveis medidas
foram TRA, temperatura foliar, fotossintese, transpiracdo, condutancia estomatica e
conteudo interno de CO,. Também foram obtidos, por meio de sensor hiperespectral,
os indices de vegetacao (IVs) NDWIl1000-1600), NDWl(1000-2300), NMDI, MSI e as bandas
espectrais SWIR 1600, SWIR2300, p1440, p1920, p1440+p1920, p1920-p1440 e SWIR-
p1440. Os resultados mostraram que ,as medidas fisiolégicas, os IVs e as bandas
espectrais foram capazes de diferenciar as condi¢des hidricas distintas as quais os
genatipos foram submetidos, e em alguns casos, os indices e as bandas foram mais
sensiveis que as medidas fisiol6gicas na diferenciacdo dos genétipos sensiveis e
tolerantes. Todos os indices e bandas se mostraram eficientes para determinacéo
do status hidrico de plantas de soja, apresentando alta correlacdo com o0s
parametros fisiol6gicos. Entretanto, os indices da regido SWIR se mostraram mais
adequados para tal finalidade, sendo mais sensiveis que as demais variaveis
analisadas e assim, permitindo a diferenciacdo de um maior niumero de genétipos.

Palavras-chave: Glycine max, seca, trocas gasosas, teor relativo de agua,
fenotipagem, sensoriamento remoto.

3.2. ABSTRACT

Drought is one of the main limiting factors of soybean production. One of the main
difficulties for selection of tolerant genotypes is phenotyping, since most of the
available methods demand time and effort. Thus, the development of methodologies
capable of determining the water status of plants in a fast and practical way can be
useful for distinguishing genotypes under water deficit conditions. The objective of
this work was to correlate physiological parameters such as relative water content
(RWC) and gas exchange measurements, with vegetation indexes (VIs) and spectral
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bands. Different soybean genotypes were used, submitted to water deficit and control
(irrigated) conditions. Two assays were carried out, one in a growth chamber (with 12
genotypes) and other in field condition (with four genotypes). The variables
measured were RWC, leaf temperature, photosynthesis, transpiration, stomatal
conductance and internal CO, content. VIs such as NDW!I1000-1600y, NDW/1(1000-2300),
NMDI, MSI, p1440 + p1920, p1920-p1440 and SWIR-p1440 and the spectral bands
SWIR1600, SWIR2300, p1440, p1920, p1440 were also obtained through hyperspectral
sensor. Results showed that physiological measurements, VIs and spectral bands
were able to differentiate the contrasting water conditions to which the genotypes
were submitted, and in some cases the indexes and the bands were more sensitive
than the physiological measures .in the differentiation of sensitive and tolerant
genotypes. All indexes and bands were efficient to determine the water status of
soybean plants, presenting a high correlation with the physiological parameters.
However, the SWIR indexes were more adequate for the purpose, being more
sensitive than the other analyzed variables allowing the differentiation of a greater
number of genotypes.

Keywords: Glycine max, drought, correlation, phenotyping, remote sensing.

3.3.INTRODUCAO

A soja €é considerada a principal oleaginosa cultivada no mundo, com
um total de 336.7 milhdes de toneladas (t) do grdo produzidos no ultimo ano (USDA -
UNITED STATES DEPARTMANT OF AGRICULTURE, 2018). O Brasil, contribuiu
com aproximadamente 118.88 milhdes de t, com crescimento de 6.04 milhdes de t
ano’ nos dltimos dez anos (CONAB - COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2018). Apesar do cenario positivo apresentado pela cultura,
fatores bidticos e abiodticos geram grandes preocupacdes, causando enormes perdas
de rendimento e de qualidade dos graos.

Estudos apontam a imprevisibilidade climatica como o principal fator
de risco para a producdo agricola (BINI; CANEVER, 2015; DO RIO et al., 2016;
HAILE et al., 2017), sendo a seca o principal fator limitante a produtividade da soja
(BURTON; MIRANDA, 2013; KIRIGA; YU; BILL, 2016; YANG et al., 2010). Na safra
2015/2016, o Brasil chegou a registrar uma redugdo de até 61% em determinadas
regides (HIRARUKI, 2014). Os danos causados pela seca acarretam grandes
prejuizos financeiros ao pais. Dados registrados entre as safras de 1976/77 e 2013/14
estimaram uma perda de US$ 79,62 bilhdes em decorréncia principalmente de
eventos de seca (FERREIRA, 2016). Além do impacto atual na producgéo, previsdes
indicam um aumento da ocorréncia de fatores extremos e de episodios de restricdo

hidrica nos proximos anos, o que pode resultar em perdas ainda maiores no futuro
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(DOS SANTOS et al., 2011; IPCC - INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE
CHANGE, 2012; MARENGO, 2014). Estes cenarios adicionam mais preocupacdes e
reforcam a necessidade de busca por alternativas para o desenvolvimento de
cultivares mais tolerantes, visando minimizar os efeitos do déficit hidrico.

Neste sentido, diversos programas de melhoramento tém buscado
desenvolver cultivares de soja tolerantes ao déficit hidrico. No entanto, € um trabalho
oneroso, principalmente por tratar-se de uma caracteristica governada por grande
namero de genes e influenciada pelo ambiente (MANAVALAN et al., 2009). Outro
desafio é a fenotipagem de gendtipos tolerantes devido a diversidade de resposta das
plantas a este tipo de estresse. Algumas avaliacdes baseiam-se apenas em escalas
de notas visuais subjetivas (ABDEL-HALEEM et al., 2012; KALER et al., 2017; KING;
PURCELL; BRYE, 2009), aumentando a chance de erros. Outros trabalhos realizam
avaliacdes baseadas na determinagédo de trocas gasosas como taxa de transpiracao
(Tr), condutancia estomatica (gs), fotossintese (A), teor relativo de &gua da folha
(TRA) e testes de sobrevivéncia (BAGHERZADI et al., 2017; BAI; PURCELL, 2018;
CHOWDHURY et al., 2017; MARINHO et al., 2016; MUTAVA et al., 2015). Apesar de
Uteis para determinacéo de caracteristicas associadas a tolerancia a seca, tratam-se
de métodos demorados e destrutivos, o que 0s torna limitantes para uso em condicdo
de campo. Por isso a importancia do uso de ferramentas alternativas capazes de
auxiliar na fenotipagem destes genoétipos, que uma vez otimizadas, possam ser
aplicados em larga escala.

Neste direcionamento, a utilizacdo de valores de reflectancia tem sido
apontada como um bom método nao destrutivo para determinacdo do conteudo de
agua nas folhas em diversas culturas como arroz, milho, amendoim, trigo e soja
(HUNT JR et al., 2017; INOUE; MORINAGA; SHIBAYAMA, 1993; KIM et al., 2012).
Chen et al. (2005), também utilizaram indices de vegetacao (IVs) em avaliagdes de
campos de milho e soja para determinar o conteudo de agua da vegetacdo. Este
parametro foi considerado eficiente pelos autores, sugerindo que novos estudos
dentro desta abordagem podem resultar em uma técnica robusta para este tipo de
estimativa em culturas especificas.

Dentre os IVs, um dos mais utillizados € o NDVI (Normalized
Difference Vegetation Index), que se baseia em bandas espectrais vermelho (RED) e
infravermelho-proximo (NIR — Near infrared). Embora promissor para avaliacdes do

estado nutricional das plantas, no caso especifico do déficit hidrico, as diferencas
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utilizando estes IVs s6 séo detectadas em estadios mais avangcados do estresse,
dificultando muitas vezes a diferenciacado de genotipos (CRUSIOL et al., 2017). Além
do NDVI outros IVs ja foram utilizados para determinar as condicfes hidricas da
vegetacdo, entre esses o MSI (Moisture Stress Index) (HUNT JR; ROCK, 1989),
NDW!I (Normalized Difference Water Index) (GAO, 1996), SWIR (Short-Wave Infra-
red) (CHEN; HUANG; JACKSON, 2005) e NMDI (Normalized Multi-band Drought
Index) (WANG; QU, 2007). Embora o potencial dessas ferramentas ja tenha sido
comprovado em varios trabalhos, ainda ha necessidade de aprimorar a metodologia
para diferentes culturas, como a soja, bem como identificar quais sdo os indices que
mais se associam a caracteristica de interesse.

Considerando estes aspectos, o presente trabalho teve como objetivo
correlacionar respostas fisiolégicas, como trocas gasosas e TRA, com indices de
vegetacdo e bandas espectrais de diferentes gendtipos de soja sob condicdo de
déficit hidrico, visando estabelecer um método rapido e eficaz de fenotipagem para

aplicacdo em condicdes de campo.

3.4. MATERIAL E METODOS

3.4.1. Experimento |

Foi conduzido em camara climatica para crescimento de plantas com
temperaturas minimas e maximas de 24°C e 30°C, respectivamente, e umidade média
de 65%. Para este ensaio, foram utilizados dez genétipos de soja (BR 16, 1Ea2939,
BRB14-211566, BRS 388 RR, BRS 1001 IPRO, BRS 1003 IPRO, TMG 7062 IPRO, M
6210 IPRO, DM 6563 IPRO e BRS 413 RR). O delineamento utilizado foi de blocos ao
acaso, em esquema fatorial, com nove repeticdes, sendo fator 1 gendtipo e fator 2
condicdo hidrica, representada pelos tratamentos controle (C) e déficit hidrico (DH). A
cultivar BR 16 e a linhagem geneticamente modificada (GM) 1Ea2939 foram
selecionadas por apresentarem respectivamente caracteristicas de sensibilidade e
tolerancia ao déficit hidrico (MARINHO et al., 2016; OYA et al., 2004). As sementes
foram semeadas em tubetes preenchidos com uma quantidade padronizada de 300 g
de substrato:areia (1:1), na qual o substrato foi solo: areia: compostos organicos
(3:2:2).

Apos a germinacgao, as plantas foram mantidas sob condi¢des otimas

de cultivo até atingirem o estadio de desenvolvimento V3 (FEHR et al., 1971) quando
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o tratamento de DH foi iniciado por meio de suspensédo da irrigacdo. Durante o
periodo experimental, as plantas controle continuaram recebendo irrigacdo
normalmente, mantendo-se hidratadas. A temperatura e a umidade relativa (UR%)
foram registradas a cada cinco minutos, usando um registrador de dados de
termohigrografo (modelo U14-002, Hobo Onset®), sendo registradas as médias das
temperaturas minimas e maximas 24,5 + 2°C e 29 + 2°C, respectivamente, e a UR%
média de 65%.

Durante o periodo de duracdo do tratamento, foi monitorado a
condutancia estomatica (gs) do padrao sensivel, com o auxilio de um medidor portétil
de trocas gasosas (LI-6400XT, LI-COR) (Figura 2). As medicdes foram realizadas
entre 9 e 11h, com o aparelho nas seguintes condicdes: radiacao fotossinteticamente
ativa (PAR), 1000 pmol m™ s; referéncia de CO,, 400 umol mol™; referéncia de agua,
18-20 mmol mol™; fluxo de CO,, 400 pmol s™. As avaliacdes foram iniciadas quando a

gs encontrava-se abaixo 0,200 mmol H,0 m™2 s™

-1

nas plantas tratadas e > 0,200
mmol H,O m™ s™" nas plantas controle, conforme descrito por Flexas et al. (2004).
Para avaliacdo do experimento, foram coletadas amostras de folhas para o calculo de

teor relativo de 4gua (TRA) por meio da formula proposta por Schonfeld et al. (1988):

(Peso fresco—Peso seco)

TRA (%) = x 100,

(Peso turgido—Peso seco)

Figura2. Monitoramento da condutancia estomatica (gs) da cultivar BR 16 (padrao
de referéncia sensivel) com medidor portatil de trocas gasosas.
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Os valores de reflectancia foram obtidos com uso do sensor
hiperespectral Fieldspec 3 Jr, (ASD, Inc.), com resolucdo espectral de 3 nm na faixa
entre 350 e 1400 nm e 30 nm na faixa de 1400 a 2500 nm, equipado com o acessorio
plant probe, que realiza a leitura somente da folha de interesse e elimina a
interferéncia da iluminacdo externa nos valores obtidos (Figura 3). Os dados obtidos
foram coletados em reflectancia e avaliados por meio de indices de vegetacao (V) e
bandas espectrais. No total, foram utilizados sete IVs e quatro bandas espectrais para

determinacdo de correlacdo, incluindo indices ja conhecidos, adaptacdes destes e

alguns novos IVs, conforme descrito na Tabela 1.

Figura 3. Obtengédo dos valores espectrais com uso do sensor hiperespectral para
posterior célculo dos indices de vegetacao (IVs) e bandas espectrais.
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Tabela 1. indices de vegetacéo (IVs) e bandas espectrais utilizados para avaliagéo
do déficit hidrico na cultura da soja.

) 2
NDW 1 2000-1600) NDW 0001000, = (761 _ 1001nmy _ 41621 _ 1661nm
4761 _ 1001nm) T A(1621 _ 1661nm)
2 2
_ A761 _ 1001nmy _ 42131 _ 2231nm
NDWI1 (1000-2300) NDWI(1000-2300) = 1 2
(761 _ 1001nm) T #2131 _ 2231nm)
= NMDI NMDI = 4761 _ 10010m) = P21 _ 16610m) ~*(2131_ 22310m)]
> 7 + (2 -2 )]
g (761 _ 1001nm) T (1621 _ 1661nm) ~ *(2131 _ 2231nm)
'S,
©
15
g MSI Ms1 = 11600mm
> A820nm
o
(7p]
[¢B]
L
o 1440+p1920 =
£ P P pLA40+p1920 = A(1436 _ 1445nm)*H(1916 _ 1925nm)
p1920-p1440 p1920 — p1440 = A(1916 _ 1925nm) ~*(1436 _ 1445nm)
SWIR-p1440 _ = -
P SWIR — p1440 = A(3131 _ 1925nm) ~*(1436 _ 1445nm)
SWIR
1600 SWIR(laoo) = /1(1621 _ 1661nm)
%)
S SWIR
) —
S 2300 SWIR 2300y = 4(2131 _ 2231nm)
o
(75]
(«B]
(75]
S
= p1440 p1440 = A(1436 _ 1445nm)
o)
p1920 P1920 = A(1916 _ 1925nm)

Legenda: NDWI (Normalized Difference Water Index), NMDI (Normalized Multi-band Drought Index),
MSI (Moisture Stress Index) e SWIR (Short-Wave Infra-Red).
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3.4.2. Experimento |l

O segundo experimento foi conduzido a campo na estacao
experimental da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Soja),
localizada em Londrina, Parana, Brasil (23 ° 11 ' 37 "S, 51 ° 11'03" W; 630 m de
altitude). A area esta localizada na regido Norte Central do estado do Parana, que
apresenta segundo classificacdo de Képpen clima Cfa (Subtropical umido com verdo
qguente) e solo classificado como Latossolo Vermelho Distrofico, com 71% de argila.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, em
esquema de parcelas subdividas, com quatro repeticbes. As parcelas completas
consistiam-se de duas condi¢des de hidricas, controle (C) e déficit hidrico (DH), e as
subparcelas de quatro gendétipos de soja, sendo dois deles cultivares comerciais (BR
16 e BRS 184) e duas linhagens geneticamente modificadas com genes para
tolerancia a seca (1Eal5 e 2la4), ndo comerciais desenvolvidas pela Embrapa. A
linhagem 1Eal5 foi obtida pela transformacdo da cultivar BR 16 com a inser¢éo do
gene AREBI1 e a linhagem 2la4 pela transformacédo da BRS 184 com a insercao do
gene AtGols2 (MARINHO et al.,, 2016; HONNA et al.,, 2016). Cada subparcela
consistia de uma area de 9 m?.

A fertilizacao foi feita com base nos resultados da analise do solo e as
praticas culturais foram realizadas conforme recomendacgfes para a cultura da soja
(EMBRAPA, 2013). As sementes foram previamente tratadas com fungicida e
inseticida (200 g de carboxina e 250 g de fipronil / 100 kg) para prevenir possiveis
ataques de pragas de solo. Foi realizada também a inoculacdo em sulco com as
estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 de Bradyrhizobium japonicum, conforme
recomendacdes para cultura. A implantacdo do experimento ocorreu no dia 18 de
outubro de 2017,e a semeadura foi efetuada de forma a se obter uma densidade de
32 plantas/m?, com espacamento de 0,5 m entre linhas e 16 plantas/m.

No tratamento de déficit hidrico, as plantas foram cultivadas em
abrigos que se moviam cobrindo as parcelas correspondentes na ocorréncia de
chuvas, e movendo-se novamente para descobri-las ao final da precipitagéo,
conforme descrito por Mertz-Henning et al. (2017) (Figura 4). O tratamento foi imposto
durante o periodo reprodutivo nas parcelas na condicdo DH, tendo inicio no dia 19 de
dezembro de 2017 e as avaliagbes foram realizadas em estadio R6 (FEHR et al.,

1971), 51 dias ap06s o inicio do tratamento.
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Figura 4. Abrigos sob os quais as plantas foram cultivadas para serem submetidas
ao déficit hidrico (MERTZ-HENNING et al., 2017).

As leituras de cada variavel foram feitas em trés plantas escolhidas
aleatoriamente em cada subparcela e a média destas leituras caracterizaram uma
observacdo. Foram realizadas medidas de fotossintese (A), condutancia estomatica
gs, contetdo interno de CO, (Ci), transpiracdo (Tr) e temperatura foliar (T°C foliar)
com o uso de um medidor portatil de trocas gasosas (LI-6400XT, LI-COR). As
medicdes foram realizadas entre 9 e 11h, com o aparelho nas seguintes condicdes:
radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR), 1000 pmol m? s™; referéncia de CO,, 400
pmol mol™; referéncia de agua, 18-20 mmol mol™; fluxo de CO,, 400 umol s™. Os
valores de reflectancia foram amostrados com o uso de sensor hiperespectral
Fieldspec 3 Jr (ASD, Inc.). Também foi realizada uma coleta de amostras de folhas
para o calculo de TRA. Os procedimentos para calculo do TRA e IVs neste segundo
ensaio foram 0s mesmos adotados no experimento |.

Para o ensaio de campo foram realizadas medidas da umidade gravimétrica
do solo (UGS) das parcelas completas nas profundidades de 0-20 cm e 20-40 cm.
As amostras de solo foram coletadas de forma homogénea e acondicionadas em
recipientes de aluminio (~300 cm®), com tampa, previamente pesados e logo em
seguida selados e encaminhados para o laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Soja para determinacdo do peso fresco. Posteriormente, as amostras
foram colocadas para secar em estufa a £105C° por 48h para a determinacdo do
peso seco. A UGS foi determinada conforme a férmula descrita por Blake e Hartge

(1986): UGS (%) _ (Peso fresco—Peso seco) % 100.

Peso seco
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3.4.3. Andalise dos dados

Todas as variaveis foram submetidas a andlise de variancia; em
seguida foram realizados testes de agrupamento de meédias de Scott-Knott para o
experimento | e de comparacdo de meédias de Tukey para o experimento II.
Posteriormente foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson entre as variaveis
e os dados foram agrupados por meio de heatmap, com base na analise de
agrupamento de Ward utilizando distancia euclidiana média padronizada. Todas as
analises estatisticas foram realizadas pelo software R com a interface “RStudio”
(RSTUDIO-TEAM, 2013) e auxilio dos pacotes “ExpDes.pt” (FERREIRA;
CAVALCANTI, PORTYA PISCITELLI NOGUEIRA, 2018) e “Pheatmap” (KOLDE,
2018). O Méximo p valor aceito como significativo foi de 0.05.

3.5.RESULTADOS

3.5.1. Experimento |

Pela analise de variancia foi observado efeito significativo dos
genotipos e da condicdo hidrica para TRA e os diferentes indices e bandas
espectrais. O déficit hidrico proporcionou diferentes respostas na maioria das
cultivares, em relacdo a condicdo controle, indicando que a metodologia utilizada na
inducéo do estresse foi eficiente para discriminagdo de gendtipos.

Os gendtipos 1Ea2939 e BRS 413 obtiveram os maiores valores de
TRA (92,45 e 90,57%, respectivamente). Outros gendtipos que apresentaram altos
valores de TRAs, apesar de diferirem destes udltimos, foram os genoétipos BRB14-
211566 e DM 6563 IPRO, que apresentaram TRA relativamente alto mesmo sob DH
(89 e 86,5%, respectivamente). Os menores valores de TRA foram obtidos para as
cultivares BRS 388 RR, TMG 72062 IPRO e BR 16 (66,73, 56,73 e 53,53%,
respectivamente) (Figura 5).
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Figura 5. Agrupamento de médias pelo teste Scott-Knott para interagdo entre os
genadtipos e as condicdes controle e déficit hidrico para a variavel teor relativo de
agua (TRA).

*Médias seguidas de mesma letra minUscula ndo diferem entre si dentro de cada condicdo hidrica e
seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem entre si em cada genotipo entre as condi¢des hidricas
ap<0,05.

Os IVs e bandas utilizados foram selecionados com base no
comportamento espectral da vegetacdo. Considerando uma folha sadia, a reflectancia
observada na regido do visivel (400 a 720 nm), diz respeito a presenca de pigmentos
nas folhas como clorofila e carotenoides. Na regido do Near Infra-Red — NIR (720 a
1000 nm) h& pequena absorcdo da radiacdo e ocorre o espalhamento interno da
radiacdo na folha, fazendo com que nao haja grandes mudancas do comportamento
espectral, por estar diretamente ligado a estrutura celular da folha, enquanto na regiao
do Short Wave Infra-Red — SWIR (1000 a 2500 nm) ocorre a absorcao da radiacéo
pelo conteudo de agua na folha, resultando em baixos valores de reflectancia. Assim,
guanto maior o conteido de agua na folha, menor a reflectancia da mesma como
podemos observar nas inflexdes na faixas de reflectancia de ~1440 nm e ~1920 nm
(Figura 6).
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Figura 6. Curva espectral das folhas dos genoétipos de soja nas condi¢cdes controle

(C) e déficit hidrico (DH).
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Devido ao comportamento espectral da vegetacdo na por¢cao SWIR,
maiores valores dos indices NDW/l(1000-1600), NDW/l(1000-2300, NMDI, SWIR-p1440 e
p1920-p1440 indicam maior conteudo de agua na folha. Ja para os indices MSI e
p1440+p1920 e bandas SWIR 1600, SWIR2300, p1440 € p1920 menores valores indicam
maior contetido de agua na folha.

Para os indices p1440+p1920 e p1920-p1440, e as bandas SWIR1o00-
1600), SWIR(1000-2300), P1440 e p1920, houve interag&o significativa entre os genaétipos e
condicdo hidrica (Figura 7). Esses indices foram concordantes com TRA na
diferenciacdo dos gendtipos. Assim, 0s genoétipos que se destacaram como
superiores foram a linhagem 1Ea2939 e a cultivar BRS 413 enquanto que as
cultivares BR 16, BRS 388 RR e TMG 72062 IPRO, apresentaram desempenho
inferior. Os demais gendtipos apresentaram comportamentos intermediarios. Alguns
IVs ndo apresentaram interacdo significativa entre fatores, como é o caso do
NDW!l1000-1600)y NDWl(1000-2300) NMDI, MSI e SWIR-p1440 (Tabela 2), entretanto,
mostraram efeitos simples estatisticamente significativos.

Com relacdo aos IVs utilizados foi observado que os resultados
seguem a tendéncia do TRA, onde os genoétipos 1Ea2939 e BR 16 encontram-se em
diferentes grupos de médias, possuindo os resultados mais divergentes (Figura 7 e
Tabela 2). A resposta ao déficit hidrico tdo discrepante entre estes genoétipos pode ser
observada na curva espectral entre 400 e 2500 nm. A partir das curvas espectrais de
cada genotipo podemos observar visualmente quais foram mais tolerantes ao déficit
hidrico, que se assemelham mais & 1Ea2939 e quais foram mais sensiveis e se
assemelham a BR 16, apresentando menor status hidrico nas folhas (Figura 6).

Tratando-se dos resultados apresentados pelos gendtipos no DH, a
cultivar BR 16 encontra-se no grupo com maiores valores de SWIR, juntamente com a
cultivar TMG 7062 IPRO, pois possuem menor contetdo de 4gua na folha de forma
gue menos radiacdo é absorvida, elevando os valores de reflectancia. Enquanto o
gendtipo 1Ea2939, juntamente com o0 genétipo BRB14-211566, apresentam as
menores médias para as bandas SWIR, por possuirem mais agua presente em seus
tecidos (Figura 7).

Pela analise de correlacdo de Pearson, o maior valor observado entre
0 TRA e os IVs/bandas foi -0.91 para as bandas SWIR1s00 € p1440, € 0,91 para o IV
p1920-1440. O menor coeficiente de correlacdo com o TRA neste ensaio ficou com o
IV SWIR-1440, 0,74 (Figura 8).
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Figura 7. Andlise de agrupamento de médias pelo teste Scott-knott na interacéo
entre genotipos e condigao hidrica para as variaveis SWIR1600, SWIR2300, p1440,

01920, p1440+p1920 e p1920-p1440.

édias seguidas de mesma letra minUscula nao diferem entre si dentro de cada condicao hidrica e
seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem entre si em cada genétipo entre as condig6es hidricas

ap<=<0,05.

*M

** Por tratar-se de uma variavel negativa, o IV p1920-p1440 foi acrescido da constante 1.



38

Tabela 2. Analise de agrupamento de médias pelo teste Scott-Knott dos indices
NDW!I(1000-1600), NDWI(1000-2300), NMDI, MSI e SWIR-p1440, para genaotipos e
condicdes hidricas.

Genétipo NDWI NDWI NMDI MSI SWIR
(1000-1600) (1000-2300) -p1440
1Ea2939 0,144 a 0,397 a 0,114 a 0,714 a 0,275 a
BRB14-211566 0,139 a 0,383 a 0,112 a 0,724 a 0,255 b
BRS 1001 IPRO 0,132 b 0,361 b 0,05 b 0,737 b 0,253 b
BRS 1003 IPRO 0,132 b 0,366 b 0,05 b 0,737 b 0,252 b
DM 6563 IPRO 0,131 b 0,355 b 0,06 b 0,740 b 0,244 b
BRS 413 RR 0,131 b 0,362 b 0,04 b 0,739 b 0,245 b
BRS 388RR 0,128 b 0,350 b 0,101 ¢ 0,745 b 0,240 c
M 6210 IPRO 0,127 b 0,351 b 0,01 ¢ 0,746 b 0,239 c
BR 16 0,123 b 0,346 b 0,096 ¢ 0,751 b 0,247 b
TMG 7062 IPRO 0,121 b 0,333 b 0,094 c 0,759 b 0,232 c
Condicao NDWI SWIR

Hid ri?:a (1000-1600) NDWI (1000-2300) NMDI MSI -p1 440
Controle 0,138 a 0,378 a 0,109 a 0,726 a 0,258 a
Déficit 0,124 b 0,343 b 0,099 b 0,753 b 0,238 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de confianca.

TRA%
SWIR-p1440- 0.74**
0192051440+ 0.977
p1440+51920+ [-0.87*

019201 [085"

014404 FO9T=

SWIR23004 [-0.90**
SWIR16004 [-0.9T%
MSIq [-0.86*

NMDI- 0.83*
NDWI(1000-2300) 0.84*
NDWI(1000-1600) . . 0.85* .

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Figura 8. Correlacdo de Pearson entre o teor relativo de dgua (TRA) com os indices
de vegetacéo (IVs) e bandas espectrais avaliados.

A analise do heatmap resultou em dois grandes grupos, sendo um
deles formado pelos genotipos sob DH e outro na condi¢cdo controle (Figura 9). Os

genotipos que conseguiram preservar seu conteudo de agua na folha, sem diferenca
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significativa entre os tratamentos C e DH foram distribuidos no mesmo grupo, como é
0 caso dos genotipos 1Ea2939, BRB 14-211566 e BRS 413 RR. Indicando que a
utilizacao dos indices foi eficiente para separacdo dos grupos de acordo com o TRA.
Assim como 0S genotipos, as variaveis analisadas também foram
agrupadas em dois grupos distintos, um deles positivamente associado ao TRA sendo
esse composto pelos indices (NDWl(1000-1600yy NDW/l(1000-2300, NMDI, SWIR-p1440 e
p1920-p1440), enquanto que o grupo composto pelos indices SWIR1600, SWIR2300,
MSI, p1440, p1920 e p1440+1920 foi negativamente associado ao TRA (Figura 9). A
formacdo destes grupos concorda com a analise de correlagdo (Figura 8) e as
diferentes intensidades de cores, indicam as menores e maiores médias das variaveis

em cada tratamento, como pode ser confirmado nas Figuras 5 e 7, e na Tabela 2.

BR 16 . Tratamento

BRB14-211566 2 Controle

BRS 413 RR Déficit hidrico
M 6210 IPRO
BRS 413 RR
DM 6563 IPRO
BRS 388RR -
BRS 1003 IPRO

1Ea 2939 N
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Figura 9. Andlise de Heatmap para experimento em camara climatica para
crescimento de plantas, apresentando o agrupamento das cultivares BR 16,
1Ea2939, BRB14-211566, BRS 388RR, BRS 1001 IPRO, BRS 1003 IPRO, TMG
7062 IPRO, M 6210 IPRO, DM 6563 IPRO e BRS 413 RR nas condigdes controle e
déficit hidrico e das variaveis analisadas: indices de vegetagdo NDW!I000-1600),
NDW|(1000_2300), NMD|, MS|, p1920-p1440, p1440+p1920 e SWIR-p1440, bandas
espectraisSWIR 1600, SWIR2300, 1440 € p1920; e teor relativo de agua (TRA).



40

3.5.2. Experimento Il

Em condicbes de campo, foi observada diferenca significativa da
umidade gravimétrica do solo entre as condi¢cdes hidricas (p-value < 0,05),
confirmando a diferenca de disponibilidade hidrica entre as parcelas. Também foi
possivel observar maior disponibilidade de agua na camada mais profunda do solo
(20-40 cm) (p-value <0,05), sendo de 25,3 e 21,04% para as camadas 20-40 e 10-20
cm, respectivamente.

Os efeitos dos genétipos e da interacdo dos fatores sobre as
caracteristicas TRA, T°C foliar, gs, A, Tr e Ci, ndo foram significativos. No entanto,
todas as caracteristicas avaliadas distinguiram o tratamento controle do DH (Tabela
4). Em relacéo aos IVs e as bandas espectrais, ainda que a interacdo dos fatores nédo
tenha sido significativa, foi observado efeito tanto da condi¢do hidrica quanto dos
genatipos, sugerindo maior sensibilidade deste método de avaliacdo em relacdo aos
demais utilizados neste estudo.

De modo geral, as variaveis apresentaram correlacdes altas entre si,
com excecdo da variavel Ci, que possui baixa correlacdo com as demais. As
correlagfes entre as variaveis fisiolégicas temperatura da folha, transpiracéo, gs e A
foram altas entre si, confirmando a estreita relacdo entre essas variaveis (Figura
10G). Para o TRA foi observado correlacbes maiores com os IVs e bandas do que
com as demais variaveis fisiologicas, onde a maior foi 0,64, com a fotossintese
(Figura 10A). O mesmo foi valido para as demais variaveis fisiologicas, onde foram
observados correlacdes mais altas com os IVs e bandas espectrais do que com o
TRA (Figura 10B - F).
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Tabela 3. Comparacdo de médias dos genotipos pelo teste de Tukey para as
variaveis teor relativo de agua (TRA), temperatura foliar (T°C foliar), condutancia
estomatica (gs), fotossintese (A), transpiracao (Tr) e conteudo interno de CO, (Ci),
indices de vegetacao (IVs) e bandas espectrais nas condi¢des hidricas controle (C) e
déficit hidrico (DH).

- ok o — gs* A* Tr* cir
Genotipos TRA% T°C foliar (mmol H,0 m?s™) (umol CO,m?™) (mmol H,0 m?s™) (umol |
CO;mol™)
BR 16 72,3 29,423 0,220 13,984 3,76E-03 253
Eal5 73,7 29,396 0,218 13,891 3,81E-03 259
BRS184 76,7 29,229 0,241 16,860 4,13E-03 245
2lad 79,0 29,196 0,232 15,984 3,94E-03 254
gs A Tr ci
Genotipos TRA %* ToC foliar (mmol H,0 m?s™) (umol CO,m?s?)  (mmol H,0 m?s™) (umol_1
CO;mol™)
C 79,4 a 28,513 a 0,359 a 22,474 a 0,006 a 263 a
DH 715 b 30,109 b 0,097 b 7,886 b 0,002 b 242 b
ek NDWI . NDWI - NMDI MSI p1440 p1920
Genotipos (1000-1600) (1000-2300)
P ) (p) (p) (p) (p) (p)
BR 16 0,152 b 0,411 b 0,125 b 0,711 b 0,189 b 0,062 b
Eal5 0,146 b 0,398 b 0,118 b 0,723 b 0,195 b 0,064 b
BRS184 0,171 a 0,452 a 0,143 a 0,680 a 0,172 a 0,057 a
2lad 0,171 a 0,449 a 0,143 a 0,680 a 0,173 a 0,056 a
C,O n.d y NDW |(1()0().1500) NDWI (1000-2300) NMDI MSI p1 440 p1 920
hidrica (P) ((2)] (p) (p) (P) (p)
C 0,185 a 0,483 a 0,157 a 0,657 a 0,159 a 0,052 a
DH 0,135 b 0,372 b 0,108 b 0,740 b 0,206 b 0,067 B
Gen(’)tipos p1440+1920 p1920—l440 SW|R1500 SW|R2300 SWIR -1440
(p) (p) (p) (p) (p)
BR 16 0,251 b 0,872 b 0,350 ab 0,199 b 0,254 b
Eal5 0,260 b 0,869 b 0,358 b 0,207 b 0,254 b
BRS184 0,229 a 0,885 a 0,344 a 0,184 a 0,280 a
2la4 0,229 a 0,883 a 0,346 a 0,186 a 0,279 a
Cond, p1440+1920 p1920—1440 SW|R1500 SW|R2300 SWIR -1440
hidrica (p) (p) ((2)] (p) (P)
C 0,211 a 0,893 a 0,336 a 0,170 a 0,293 a
DH 0,274 b 0,861 b 0,363 b 0,218 b 0,240 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de confianga.

Na figura 10, foi observado que as correlacdes entre os IVs/bandas e

as variaveis fisiolégica também foram altas. Para T°C foliar, as correlacdes mais altas
foram -0,95 com NDW/l1000-1600), € 0,95 com SWIR2300, p1440, p1920 e p1440+p1920
(Figura 10E). Para a A os maiores indices de correlacdo encontram-se em -0.97 para
SWIR1600, SWIR2300, p1440 e p1920-p1440, e 0,.97 para NDWIl1000-2300) (Figura 10B).

O coeficiente de correlacdo mais alto para as variaveis fisioldgicas Tr e gs foi -0,95



com a banda SWIR2300 (Figura 10C e 10F). J& para Ci, a maior correlacdo foi

observada com a banda p1920, -0,70 (Figura 10D).

A

E

R TRA T °C leaf
SWIR-p1440 | 089" SWIR-p1440 084 |
01920-,14404 0.88* p1920-p14404 0945 |
01440+p1920  EOB7# ] p1440+1920- E—Y |
p19204 (085 019201 . 0957
plad04 o87% | p1440- 0.95%
SWIR23004 [[0:86% | SWIR23001 - 095%
SWIRi600{ -0.83* SWIR16004 0.94*
MsI{ [0.88* MSI+ 0.93%
NMDI 0.87*4 NMDIH 0.93*
NDWI(1000-2300)4 0.87% NDWI(1000-2300)4 =0.95%*
NDWI(1000-1600)4 : - 0.88** : NDWI(1000-1600)7_=0.93** < 9 .
1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 £ o® & o® K
B A F gs
SWIR-p1440 4 [ 0.96 SWIR-p1440 - 0.93*
p1920-51440 0.97% p1920-51440 - 0.93*
p1440+19204 066" | p1440+1920 0947 T
01920 F0.95* 019204 F0:93*
plado{097% | p14404 FO94% |
SWIR230040.97%* SWIR23004 F0.95%*
SWIR1600 0,97 SWIR1600 F0.94*
msi{[086* | MsI{ 093 T
NMDIA [ 09" NMDI- [ 0939
NDWI(1000-2300)4 0.97* NDWI(1000-2300)4 0.94%%
NDWI(1000-1600)4 . . 0.96"% NDWI(1000-1600)4 : ; 0.93"* ;
-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
C Tr G
SWIR-51440 - 0.93"
p1920-51440 0.93*
p1“0+p1 9204 0.94°
p19204 093 |
pla40 094 |
SWIR23004 F0.95
SWIR1s00 0.94%*
MSI4 F0.92%
NMDIA 0.92%
NDWI(1000-2300)4 0.94*
NDWI(1000-1600)4 ; = 0.92%
-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
D Ci
SWIR-p1440 4 [ 0669
1920-,1440 - 0.647
1440+,1920 - oYy A
19204 o=
1440+ [
SWIR2300 067
SWIR1600 -0.64**
SIE -0.64**
NMDIA 0.63%
NDWI(1000-2300)4 0.66*
NDWI(1000-1600)4 8 06?3 ;
-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0

Figura 10. Correlacdo de Pearson dos indices de vegetacao (IVs) e bandas espectrais
para as variaveis fisiologicas. Em A: teor relativo de 4gua na folha (TRA); em B: taxa
de fotossintese (A); em C: transpiragéo (Tr); em D: contetdo interno de CO, (Ci); em
E: temperatura foliar (T°C), em F: condutancia estomatica (gs), e em G: correlacdes
entre as variaveis fisiolégicas.



43

A analise de heatmap utilizando os dados de campo apresentou o
mesmo comportamento do ensaio conduzido em camara climatica para crescimento
de plantas, mostrando que o uso da ferramenta apresentou resultados semelhantes
em ambas as condi¢des (Figura 11 e Figura 9). Neste caso, as variaveis Tr, gs, A e
Ci, foram agrupados juntamente com os IVs e bandas de correlagcédo positiva ao TRA
enquanto que a variavel T°C foliar foi distribuida no segundo grupo, formado pelas

variaveis de correlacdo negativa ao TRA (Figura 11).
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Figura 111. Analise de Heatmap para experimento de campo apresentando o
agrupamento das cultivares (1Eal5, BR 16, 2la4 e BRS 184) nas condi¢des controle
e deficit hidrico e das variaveis analisadas: indices de vegetagdo NDW!I1000-1600),
NDW!l 10002300, NMDI, MSI, p1920-p1440, p1440+p1920 e SWIR-p1440; bandas
espectraisSWIR1600, SWIR2300, p1440 e p1920; variaveis fisioldgicas fotossintese (A),
condutancia estomatica (gs), conteudo interno de CO, (Ci), transpiracao (Tr),
temperatura foliar (T°C leaf) e teor relativo de agua (RWC).

Os gendtipos foram agrupados de acordo com seu TRA, formando um

grupo constituido pelo tratamento controle e outro pelo tratamento DH. Estes grupos
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por sua vez, estdo divididos também em dois, sendo possivel observar pela diferenga
de coloracdo os genoétipos BRS 184 e 2la4 com comportamento mais tolerante em
relacdo aos genotipos de coloracdo mais clara (BR 16 e 1Eal5, classificados como

sensiveis) (Figura 10).

3.6. DISCUSSAO

Desde a semeadura, até a colheita, a cultura da soja esta exposta a
diferentes fatores bibticos e abibticos que afetam diretamente seu crescimento,
desenvolvimento e por consequéncia, sua producdo e muitas vezes a qualidade dos
graos. O déficit hidrico, de modo particular, provoca grandes perdas de produtividade
e econdmico-financeiras em varias culturas economicamente importantes, e no caso
da soja, ndo é diferente (FERREIRA, 2016). O desenvolvimento de cultivares mais
tolerantes é uma alternativa para minimizar os efeitos da seca. No entanto, via
melhoramento, a selecao de gendtipos discrepantes para a caracteristica pode ser um
gargalo em razado da sua genética, por ser uma caracteristica controla por varios
genes (FLEURY et al.,, 2010). Algumas ferramentas de fenotipagem podem auxiliar
nesta selecdo. Neste trabalho, indices de vegetacdo (IVs) e bandas espectrais foram
utilizados em conjunto com parametros fisiolégicos para otimizar um protocolo de
fenotipagem eficiente, rapido e ndo destrutivo para aplicacdo em larga escala.

Considerando o TRA como indicador do status hidrico da soja, os
genotipos 1Ea2939 e BRS 413 se destacaram em relacdo aos demais como 0s mais
tolerantes. Esses gendtipos apresentaram valores de TRA superiores em relacao aos
demais genotipos na condigdo de déficit hidrico. Dados semelhantes foram obtidos
por Marinho et al. (2016), que relatou que o gendétipo 1Ea2939, linhagem GM
(geneticamente modificada) com gene de tolerancia a seca, apresentou maiores taxas
de sobrevivéncia e melhor desempenho em relacdo aos parametros fisiologicos,
agron6micos e de crescimento em comparac¢ao ao seu background, a cultivar sensivel
a seca BR 16. O mecanismo de tolerancia ao déficit hidrico desse material foi
atribuido principalmente a menor gs e Tr na condicéo irrigada, o que contribui para a
preservacdo da agua no substrato (MARINHO et al., 2016). Assim, esse genotipo
1Ea2939 apresenta maior eficiéncia no uso de agua, e como consequéncia ocorre a

murcha mais lenta do mesmo em comparac¢ao aos demais materiais analisados.
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Os menores valores de TRA foram atribuidos as cultivares BRS 388
RR, TMG 72062 IPRO, juntamente com a BR 16. O baixo status hidrico apresentado
pela cultivar BR 16, concorda com diversos trabalhos prévios que apontam esse
genotipo como um material altamente sensivel ao déficit hidrico (MARINHO et al.,
2016; OYA et al, 2004). Embora o TRA na folha n&o possa ser diretamente
relacionado com o desempenho produtivo de genoétipos sob déficit hidrico, trata-se de
um importante indicador do status hidrico da planta, sendo considerado um
componente associado a atividade metabdlica e a sobrevivéncia da folha
(CHOWDHURY et al., 2017; INOUE; MORINAGA; SHIBAYAMA, 1993; SCHONFELD
et al., 1988).

Os Vs se mostraram eficientes na discriminacdo dos gendétipos de
soja avaliados e corroboraram os dados obtidos para o parametro fisiologico TRA,
indicando os genotipos 1Ea2939 e BR 16 como os discrepantes para a caracteristica.
Também Chen et al. (2005) observaram, em estudos avaliando campos de milho e
soja, que tanto a banda SWIR, quando o IV NDWI possuem potencial para
determinacdo do conteudo de agua na vegetacdo, sendo este segundo o mais
eficiente na comparacdo dos dois. Porém, os valores espectrais utilizados pelos
referidos autores foram obtidos por sensor orbital, ao passo que os valores utilizados
no presente trabalho foram obtidos com uso de sensor hiperespectral de campo, livre
de interferéncia atmosférica. Esse tipo de leitura elimina erros que possam ser
ocasionados pelas particulas de agua e poeira presentes na atmosfera, mesmo estes
sendo considerados pequenos (GAO, 1996).

Em relagdo ao IV NMDI, foi observado que este foi menor sob DH
qguando comparado ao controle, indicando que quanto menor o valor de NMDI, mais
severo é o efeito do déficit, isso por ele ser calculado com base na diferenca entre
duas faixas de absorcdo da agua (WANG; QU, 2007). Quando analisa-se o efeito de
genotipo houve a formacdo de trés grupos distintos, onde o gendtipo 1Ea2939
encontra-se juntamente como genétipo BRB14-211566 no grupo com 0S maiores
NMDIs, enquanto que a cultivar BR 16, juntamente com a BRS 388 RR, M 6210 IPRO
e TMG 7062 IPRO estdo no grupo com menores valores para este IV, e portanto,
mais susceptiveis ao DH em relagéo as demais (Tabela 2).

Quanto ao IV MSI, Hunt Jr. e Rock (2017), realizando um estudo com
diversas espécies incluindo a soja, concluiram que o IV MSI ndo foi sensivel o

suficiente para detectar diferencas significativas. Segundo os autores sdo necessarias
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grandes mudancgas no TRA antes que se detecte o déficit hidrico de forma confiavel.
No presente estudo, embora o IV ndo tenha sido sensivel o suficiente para observar
interacdo entre os fatores, ele apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
de condicdo hidrica sob estresse e, também, entre os genaétipos, 0 que pode estar
relacionado a severidade do déficit aplicado, a diferentes genotipos.

Inoue et al. (1993) realizando estudo de correlacdo de IVs e bandas
espectrais (calculados a partir de diferentes comprimentos de onda) com o parametro
TRA, também observaram correlacbes altas, principalmente com bandas que
pertencem a regido SWIR. Isso indica que os comprimentos de onda destas bandas
apresentam potencial para utilizacdo em trabalhos de fenotipagem para tolerancia a
seca em soja.

Em relacdo ao ensaio de campo, o fato de nédo ter sido observada
interacdo significativa entre gendtipo e condi¢cdo hidrica para nenhuma das variaveis
avaliadas, pode ser explicada pela pequena diferenca da umidade gravimétrica do
solo entre as condicbes C e DH, associada a ocorréncia de chuvas no periodo de
conducdo do experimento (anexo 1). Apesar de a condicdo DH estar protegida das
chuvas sob os abrigos, a baixa demanda evaporativa do ar, devido a frequente
incidéncia de chuvas permitiu menor perda evaporativa do solo e das plantas,
mantendo o status hidrico, e permitindo o armazenamento de agua no solo. Assim, o
nivel do déficit foi moderado, ndo sendo suficiente para permitir a observacdo da
interacdo entre os tratamentos.

Em condicdo de campo, os efeitos de gendtipo e da interacdo
gendtipo/condi¢do hidrica ndo foram significativos para as variaveis fisiolégicas e o
TRA. Ainda assim € importante que haja correlacdo entre estas variaveis e 0s IVs no
momento da fenotipagem das plantas, pois possuem grande importancia nas
respostas da planta ao déficit hidrico, tendo papel fundamental dentro da fisiologia do
estresse. A temperatura foliar por exemplo é uma variavel muito importante a ser
avaliada neste tipo de experimento, pois a seca normalmente vem acompanhada de
temperaturas elevadas. Em geral, quando a temperatura da folha esta mais alta, a
planta tende a perder mais agua, elevando suas taxas transpirativas, na tentativa de
baixar sua temperatura (MANAVALAN et al., 2009). Quando as plantas encontram-se
em condi¢Oes criticas de DH, os estdmatos se fecham, na tentativa de reduzir as
taxas evapotranspirativas, diminuindo a gs (soma das vias difusivas estomaticas e

cuticulares), que por sua vez determina a taxa de perda de agua dos tecidos foliares,
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qguanto menor for a gs, mais estressada a planta se encontra (MANAVALAN et al.,
2009). O fechamento estomatico, por sua vez, reduz a capacidade da planta em
realizar a fotossintese, processo vegetal vital e assim ha um aumento na
concentracdo interna de CO,, pois a planta acaba optando pelo processo de
respiragao (MARINHO et al., 2016).

Devido a relevancia da observacéo destas medidas fisiol6gicas para a
caracterizacdo das plantas sob déficit hidrico, € muito importante que os IVs e as
bandas avaliadas tenham apresentado fortes indices de correlacdo com as mesmas
sendo confirmado pelo agrupamento heatmap, que apresentou 0 mesmo
comportamento nos ensaios em camara climatica para crescimento de plantas e no
campo. Isso indica que tanto os IVs quanto as bandas podem ser utilizados na
determinacao do status hidrico dos diferentes gendtipos em testes semelhantes e até
mesmo em substituicdo ao uso de um medidor de trocas gasosas, quando seu uso for
inviabilizado por alguma razéo.

Em relacdo ao comportamento dos genétipos, no ensaio de campo,
observamos a formacéo de dois grupos, tanto pelo teste de médias dos IVs e bandas
espectrais(Tabela 3), quanto pelo agrupamento heatmap (Figura 11), onde cada
grupo é formado pelo OGM e seu background. Marinho et al. (2016) também nao
observou diferencas significativas entre os gendétipos 1Eal5 e BR 16, atribuindo isto
ao fato deste genoétipo ndo apresentar melhora em seu uso conservativo da agua em
relacdo ao seu background (BR 16), diferente do que ocorreu com 0s outros
transgenes avaliados. Dentre os transgenes avaliados por Marinho et al. (2016), esta
0 genodtipo 1Ea2939, que apresentou o melhor desempenho sob restricdo hidrica,
como apontado também em nosso ensaio em camara climética para crescimento de
plantas.

A divisdo observada na distribuicdo dos genétipos pelo agrupamento
heatmap no ensaio de campo (Figura 11) respeita também a classificacdo descrita por
Oya et al. (2004), que caracterizou a BRS 184 como tolerante ao déficit hidrico e a BR
16 como sensivel. Estudos prévios também caracterizaram a linhagem GM 2la4 como
tolerante ao déficit hidrico, semelhante ao seu background a BRS 184 (Honna et al.,
2016).

Além de permitirem sua utilizacdo como ferramentas de fenotipagem
de nova geracdo por gerar grande numero de dados de forma rapida e precisa, as

altas correlagbes entre os IVs, as bandas e as variaveis fisiologicas (Figuras 8 e 10),
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indicam que estes foram altamente eficientes em determinar o status hidrico das
folhas de soja. Apesar de todos os as varidveis obtidas a partir de dados espectrais
apresentarem alta correlacdo com as demais, sugere-se que sejam utilizadas as
bandas e IVs da regido SWIR (bandas SWIR1600, SWIR2300, p 1440 € p1920 e os
indices p1440+1920 e p1920-1440). Em razdo desta regido fazer parte do espectro
de absorcao da agua (CHEN; HUANG; JACKSON, 2005), as bandas apresentam uma
resposta mais rapida em relacdo ao status hidrico das folha, como pode ser
observado nas curvas espectrais da Figura 6, além de permitirem uma maior
diferenciacdo entre os gendtipos Figura 7. Em caso de fazer-se necessaria a selecéo
de uma Unica variavel, com o intuito de acelerar ainda mais o processo de
fenotipagem, recomenda-se a utilizagcdo da banda SWIR230, em razdo da mesma
englobar todo o espectro de absorcdo da agua, inclusive as faixas do espectro
contidas nas bandas SWIR1g00, p 1440 e p1920.

3.7.CONCLUSAO

Os indices de vegetacdo e as bandas espectrais se mostraram
eficientes para determinar o status hidrico de plantas de soja, apresentando alta
correlacdo com parametros fisiolégicos tais como teor relativo de agua e taxas de
trocas gasosas, mostrando-se uma alternativa promissora para fenotipagem de
plantas quanto a caracteristicas associadas a tolerancia ao déficit hidrico.

Entre os indices e banda espectrais testados, as bandas SWIR¢00,
SWIR2300, p1440, p1920 e os indices p1440+1920 e p1920-1440 se destacaram por
possibilitar a diferenciacdo dos gendtipos sensiveis e tolerantes, sob condi¢cbes de

déficit hidrico.
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4. ARTIGO B: FENOTIPAGEM DE ACESSOS DE SOJA PARA
CARACTERISTICAS RELACIONADAS A TOLERANCIA A SECA

4.1.RESUMO

A caracterizacdo dos acessos presentes em bancos de germoplasma € fundamental
na identificacdo de fontes de resisténcia e/ou tolerancia para caracteristicas de
interesse, como é 0 caso da tolerancia a seca, principal fator abiotico limitante da
producdo de soja. Assim, o objetivo deste trabalho foi fenotipar diferentes acessos
de soja, incluido genotipos Pls e variedades atuais, para tolerancia ao tratamento
por déficit hidrico, com base em bandas espectrais e caracteristicas fisiolégicas.
Para tanto, foram selecionados 164 acessos buscando incluir materiais de diferentes
origens. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo em duas condi¢cdes
hidricas, controle, e déficit hidrico. O estresse por déficit hidrico foi imposto pela
suspensao da irrigacdo, quando as mesmas atingiram o estadio de desenvolvimento
V3. Foram realizadas medidas de temperatura, clorofila e das reflectancias das
plantas, sendo utilizadas como variaveis as bandas SWIR1s00, SWIR2300, p1440 e
p1920. Além disso foram coletadas amostras para determinacao do teor relativo de
dgua (TRA). As varidveis foram submetidas a analise de variancia, teste de
agrupamento de médias de Scott-Knott, correlacdo e a analise de componentes
principais. Os resultados obtidos mostraram que houve variabilidade entre as
condicBes hidricas e os acessos avaliados para todas as variaveis analisadas. Com
excecao do teor de clorofila, todas as variaveis apresentaram correlacdes entre si.
As bandas espectrais foram mais sensiveis que as demais variaveis analisadas
permitindo a diferenciacdo de um maior nimero de acessos. Além disso sao
analises ndo destrutivas e que permitem a analise de um grande numero de plantas
de forma répida e precisa demonstrando seu potencial de uso em experimentos de
fenotipagem. Dentre os acesos analisados, 0s que se destacaram por manter um
melhor status hidrico da planta mesmo sob condi¢cdes de déficit hidrico foram: PI
603200, R02-1325, P1 416937 e Pl 471938.

Palavras chave: Glycine max, déficit hidrico, sensoriamento remoto, fenotipagem de
nova geragao

4.2. ABSTRACT

The characterization of accessions present in gene banks is fundamental in the
identification of resistance sources for interest traits, as is the case of drought
tolerance, the main limiting abiotic factor of soy production. Thus, the aim of this work
was to phenotype different soybean genotypes, including Plant Introductions (PIs)
and current cultivars, for drought- tolerance, based on spectral bands and
physiological parameters. For this, 164 genotypes were selected including materials
from different origins. Plants were grown in a greenhouse under two water
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conditions, control, and water deficit, where the stress was imposed by irrigation
suspension, when the plants reached the V3 developmental stage. Measurements of
temperature, chlorophyll and plant reflectance in SWIR1600, SWIR2300, p1440 and
p1920 bands were carried out. In addition, samples were collected for the
determination of relative water content (RWC). All variables were submitted to Scott-
Knott averages test, and a correlation analysis between them and the principal
components analysis (PCA). Results showed that there was variation between the
water conditions and the genotypes evaluated for all variables analyzed. Except for
chlorophyll content, all variables had high correlations with each other. The spectral
bands were more sensitive than the other variables analyzed, with the differentiation
of a greater number of genotypes. In addition, they are non-destructive methods and
allow the analysis of many plants accurately and quickly, demonstrating their
potential of use in phenotyping experiments. Among the analyzed genotypes, those
that stood out for maintaining a better water status of the plant even under of water
deficit conditions were: Pl 603200, R02-1325, Pl 416937 and Pl 471938.

Key words: Glycine max, abiotic stress, water deficit, remote sensing, high
performance phenotyping

4.3.INTRODUCAO

A imprevisibilidade do clima em razdo das mudangas climaticas
observadas nos ultimos anos representa o principal fator de risco para a producéo
agricola mundial. Segundo o Ultimo relatério elaborado pelo IPCC (Painel
Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas, 2014) existe uma previsdo de
aumento na ocorréncia de episédios extremos, tais como elevacdo de CO,
atmosférico, irregularidades na distribuicdo das chuvas e altas temperaturas.

A seca, juntamente com incidéncia de altas temperaturas, € o
estresse abidtico que mais causa danos a producdo agricola. Esta condicdo
ambiental resulta em quebras de safra que podem chegar a ordem de 80% em anos
muito secos, como ocorreu em 2012, quando US$ 17,3 bilhdes foram pagos pelas
seguradoras aos agricultores norte-americanos (NRDC, 2013).

A soja, € a oleaginosa mais produzida no mundo, porém, também
sofre os efeitos do aumentos da frequéncia dos eventos climéaticos extremos. Nosso
Pais é o segundo maior produtor mundial, com cerca de 337 milhdes de toneladas
(t) produzidas no ultimo ano (CONAB, 2018). Considerando somente a cultura da
leguminosa, dados registrados entre as safras 1976/77 e 2013/14 estimaram as
perdas no Brasil, devido principalmente a ocorréncia de eventos de seca, em US$
79,62 bilhdes (FERREIRA, 2016).
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Neste contexto de perdas e de previsdes futuras ainda mais
desafiadoras, a busca por alternativas que minimizem os efeitos da seca sao
necessarias e urgentes. Assim, os programas de melhoramento de soja tém
buscado desenvolver cultivares capazes de se desenvolver e atingir altas
produtividades mesmo em condigbes ambientais adversas, buscando a
sustentabilidade da cultura e a demanda do mercado pelo gréo.

Geneticamente, a tolerancia das plantas a seca € uma caracteristica
complexa, governada por muitos genes de pequeno efeito (QTLS), apresentando
baixa herdabilidade e alta influéncia ambiental. Para este tipo de caracteristica, a
estratégia que vem sendo utilizada pelos programas de melhoramento tem sido a
selecéo assistida por marcadores moleculares (MAS) buscando selecionar gendtipos
gue apresentem o maior numero de QTLs inseridos a partir de cruzamentos (HU;
XIONG, 2014). Segundo Valliyodan et al. (2016), gendtipos de linhagens de soja que
nao passaram por intensos processos de selecdo podem servir como base para
cruzamentos e acesso a alelos raros perdidos ao longo de sucessivos ciclos de
selecdo. Em seu estudo, estes autores, observaram uma perda de cerca de 27%
dos marcadores SNPs observados nos genaétipos elite em relacdo aos das linhagens
silvestres, ilustrando a perda de variabilidade no processo de melhoramento. Neste
contexto, a identificacdo de cultivares superiores é fundamental e depende da
capacidade de selecionar a melhor variacdo genética para a caracteristica de
interesse (ARAUS; CAIRNS, 2014). Portanto, faz-se necessario identificar genotipos
tolerantes ao déficit hidrico, para que estes possam servir como doadores das
caracteristicas de interesse em possiveis cruzamentos. A identificacdo de fontes de
tolerancia a seca por exemplo, é util aos programas de melhoramento, tanto para
introgressdo desses genes por meio de cruzamentos como também, em estudos
visando a identificacdo de genes ou de marcadores moleculares associados a essa
caracteristica.

Dentre as ferramentas atualmente disponiveis para fenotipagem e
selecdo de genotipos superiores, 0o uso de dados espectrais de nova geragdo vem
sendo empregada na obtencdo de dados em larga escala, possibilitando a avaliacao
de um grande numero de plantas de forma rapida e ndo destrutiva. Araus e Cairns
(2014) apontam o0 uso de sensores espectrais como ferramenta essencial no

aumento da eficiéncia dos programas de melhoramento genético.



55

A utilizag&o de dados espectrais baseados nos valores de reflectancia
tem sido utilizado na soja e em diversas culturas para estimativa do contetdo de agua
nas folhas das plantas (HUNT JR et al., 2017; KHANAL; FULTON; SHEARER, 2017;
KIM et al., 2012) e outras variaveis fisiolégicas, como clorofila (MULLA, 2013),
fotossintese, transpiracdo, entre outras (ARTIGO A). Como pode ser verificado no
capitulo A deste mesmo trabalho, diversos indices de vegetacdo e bandas espectrais
da regido NIR/SWIR possuem alta correlacdo com variaveis fisiologicas amostradas
em plantas de soja, como o teor relativo de agua na folha, fotossintese, transpiragéo,
entre outros, o que indica sua viabilidade na fenotipagem de plantas para tolerancia a
seca.

Assim, o objetivo deste trabalho foi fenotipar diferentes acessos de
soja do banco de germoplasma da Embrapa Soja, incluido Pls, cultivares obsoletas
e atuais, para tolerancia ao déficit hidrico, com base em bandas espectrais e
caracteristicas fisioldgicas.

4.4. MATERIAL E METODOS

4.4.1 Escolha dos acessos

Um conjunto de 164 acessos de soja foram selecionados para o
estudo, incluindo Plant Introdutions (Pls) de diversos locais do mundo, cultivares
comerciais provenientes de diferentes programas de melhoramento de soja
brasileiros e uma linhagem de soja geneticamente modificada (OGM) caracterizada
como tolerante ao déficit hidrico (MARINHO et al., 2016) (ANEXO 2). A selecdo dos
acessos de diferentes origens, regides e grupos de maturacao teve por objetivo a
busca de acessos que apresentassem variabilidade genética, possibilitando a
identificacdo de grupos contrastantes para as caracteristicas avaliadas.

A selecdo de alguns dos acessos tolerantes ao déficit hidrico foi
realizada de acordo com trabalhos prévios publicados (OYA et al.,, 2004; PITOL;
BROCH, 2008; SINGH, 2010; PATHAN et al., 2014; MARINHO et al., 2016; PRINCE
et al.,, 2016 CEREZINI et al., 2017).

Os acessos utilizados foram disponibilizados pelo Banco de
Germoplasma da Embrapa Soja e passaram por dois ciclos de multiplicacdo de
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sementes em casa de vegetacdo. A partir das sementes obtidas apos a
multiplicacéo das sementes fez-se a implantagcédo do ensaio de fenotipagem.

4.4.2. Ensaio de fenotipagem

O ensaio para fenotipagem dos acessos de soja foi conduzido em
casa de vegetacdo, com delineamento experimental de blocos ao acaso com trés
repeticdes para cada condicéo hidrica (controle — C e déficit hidrico — DH).

Para garantir a maior uniformidade das plantas, as sementes foram
germinadas em camara de germinacao em papel germitest® por 4 dias. Em seguida,
as plantulas foram transplantadas para tubetes preenchidos com uma quantidade
padronizada de 300g de substrato misturado com areia na proporc¢édo 1: 1, no qual o
substrato era composto de solo, areia e compostos organicos (na proporcao 3: 2: 2).

As plantas foram mantidas sob condi¢cdes 6timas de cultivo até
atingirem o estadio de desenvolvimento V3 (FEHR et al., 1971) quando a irrigacao
do grupo sob tratamento de DH foi suspensa. Na véspera do inicio do tratamento
todos os tubetes foram saturados com agua para garantir que 0 excesso de agua
fosse drenado durante a noite e todas as plantas dispusessem da mesma

quantidade de agua no substrato no inicio do tratamento (Figura 12).

Figura 12. Plantas de soja em tubetes com substrato padronizado no estadio V3, ja
irrigadas no dia anterior ao inicio do estresse hidrico por suspenséo da irrigacao.
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A temperatura e a umidade relativa do ar (UR%) foram monitoradas

a cada cinco minutos, usando um registrador de dados de termohigrografo (modelo
U14-002, Hobo Onset®) (Figura 13). A temperatura média registrada foi de 24,6 °C e
a UR% média foi 81%.

Figura 13. Monitoramento da temperatura e umidade relativa do ar (UR%) com
utilizacdo de registrador de dados de termohigrografo (modelo U14-002, Hobo
Onset®).

Durante todo o periodo experimental,, diariamente, a condutancia
estomatica (gs) da cultivar BR 16, descrita como susceptivel por Oya et al. (2004),
foi monitorada com o auxilio de um medidor portatil de trocas gasosas LI-6400 (LI-
6400XT, LI-COR) (Figura 14), visando o acompanhamento da severidade do
tratamento de déficit. As medi¢Bes foram realizadas entre 9 e 11h, com o aparelho
nas seguintes condicdes: radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), 1000 pmol m? s’
! referéncia de CO,, 400 pmol mol™; referéncia de agua, 18-20 mmol mol™; fluxo de
CO,, 400 pmol s™. As avaliacbes da fenotipagem tiveram inicio no momento em que

a gs da cultivar susceptivel encontrava-se abaixo 0,200 mmol H,0 m™ s™' nas

1

plantas da condigcdo DH e superior a 200 mmol H,0 m~ s nas plantas controle,

conforme descrito por Flexas et al. (2004).
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.
Figura 14. Monitoramento da condutancia estomética (gs) da cultivar sensivel a
seca, BR 16 com uso de medidor portatil de trocas gasosas LI-6400 (LiCor, Inc.).

Para avaliacdo do experimento foram consideradas as variaveis
temperatura foliar (T °C foliar), teor de clorofila, teor relativo de agua (TRA) e as
bandas espectraisSWIR1600, SWIR2300, p1440 € p1920. A temperatura foliar foi obtida
por meio de termémetro do tipo pistola infravermelho com mira laser, a uma
distancia padrao de 40 cm da folha. O teor de clorofila foi estimado utilizando a
média de duas leituras realizadas na mesma folha com o uso de medidor de clorofila

portétil (SPAD) na equacéo proposta por Swiader e Moore (2002):
Teor de Clorofila = SPAD x 0,0007 — 0,0071.

Os valores de reflectancia para calculo das bandas foram obtidos
com uso do sensor hiperespectral Fieldspec 3 Jr, (ASD, Inc.), com resolucao
espectral de 3 nm na faixa entre 350 e 1400 nm e 30 nm na faixa de 1400 a 2500
nm, equipado com o acessorio plant probe, o qual realiza a leitura somente da folha
de interesse e elimina a interferéncia da iluminacdo externa nos valores obtidos
(Figura 15). Os dados obtidos foram coletados em reflectancia e avaliados por meio
de indices de vegetacdo (IV) e bandas espectrais. As bandas foram selecionadas

com base no comportamento espectral da vegetacdo. Considerando uma folha
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sadia, a reflectancia observada na regido do visivel (400 a 720 nm), diz respeito a
presenca de pigmentos nas folhas como clorofila e carotenoides e na regido do Near
Infra-Red — NIR (720 a 1000 nm) ha pequena absorcdo da radiacdo e ocorre 0
espalhamento interno da radiacdo na folha, fazendo com que n&do haja grandes
mudancas do comportamento espectral, por estar diretamente ligado a estrutura
celular da folha. J& na regido do Short Wave Infra-Red — SWIR (1000 a 2500 nm)
ocorre a absorcdo da radiacdo pelo conteuddo de agua na folha, resultando em
baixos valores de reflectancia. Assim, quanto maior conteudo de agua na folha,

menor a reflectancia da mesma.
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Figura 15. Obtencdo dos valores espectrais com uso do sensor hiperespectral
Fieldspec 3 Jr, (ASD, Inc.), em detalhe o acessoério plant probe do equipamento.

Para avaliacdo dos acessos foram selecionadas as bandas SWIR
1600, SWIR2300, p1440 e p1920, as quais coincidem com a principal regido de
absorcéo de luz pela molécula da agua. Os valores das bandas foram determinados

conforme descrito na tabela 5.
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Tabela 4. Bandas espectrais utilizadas para avaliagdo do déficit hidrico na cultura da
soja. e suas férmulas de calculo.

SWIR1600 SWIRe00) = 21621 _ 1661nm)
0
S SWIR
g 2300 SWIR 23000 = 4(2131 _ 2231nm)
o
)
(0]
wn
s p1440 _
e p1440 = A(1436 _ 14457nm)
)
0

p1920

P1920 = 2(1916 _ 1925nm)

Amostras do mesmo trifélio utilizado para obtencdo das demais
variaveis foram coletadas para o célculo de TRA por meio da formula proposta por
Schonfeld et al. (1988):

(Peso fresco—Peso seco)

100.

TRA (%) =

(Peso turgido—Peso seco)

4.4.3. Andlise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia conjunta e,
posteriormente, ao agrupamento de médias pelo teste Scott-Knott (1974). Para as
variaveis nas quais a interacdo entre os tratamentos nao foi significativa, o teste de
médias foi realizado considerando somente as respostas da condicdo DH. As
médias dos tratamentos também foram submetidas as andlises de correlacdo e
componentes principais (PCA). Todas as analises foram realizadas com auxilio do
software R utilizando os pacotes “Easyanova” (ARNHOLD, 2013), “GGally”
(SCHLOERKE et al., 2018) e “FactoMineR” (HUSSON; JOSSE; LE, 2016).

4.5.RESULTADOS

Foram observados efeitos significativos de genotipo e de condicao

hidrica para todas as variaveis analisadas, indicando que a metodologia utilizada
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para simular o déficit hidrico nas plantas foi efetivo e que 0s acessos apresentaram
comportamentos distintos. Somente as variaveis TRA e clorofila mostraram interacao
entre os fatores (Tabela 6). Em funcdo disso, para o agrupamento de médias da
temperatura foliar e das bandas de reflectancia foram considerados somente o0s

valores observados pelos acessos na condi¢ao de déficit hidrico.

Tabela 5 Andlise de variancia das variaveis fisiologicas e bandas espectrais para os
tratamentos acesso (A) e condi¢Bes hidricas (CH) indicando os graus de liberdade
(GL), quadrado médio, coeficiente de variacdo (CV) e média nas condi¢cdes hidricas
controle (C) e déficit hidrico (DH).

., Quadrado médio Média
Variavel - CV%
A CH AxCH Residuo C DH
GL 163 1 163 654
Var. Fisioldgicas
Clorofila 46,050*  1589,010* 61,310* 33,42 19,7 28,112 30,653
Temperatura da Folha 2,286* 21,367 * 2,120 1,846 6,2 21,921 22,853
TRA 0,003* 0,485* 0,003* 0,001 4,5 87%  82,6%
Bandas de reflectancia
SWIR 1600 3,20E-04* 1,24E-02* 9,00E-05 9,00E-05 2,6 0,365 0,374
SWIR2300 3,30E-04* 1,04E-02* 7,00E-05 7,00E-05 3,9 0,222 0,229
p1440 4,40E-04* 1,53E-02* 9,00E-05 9,00E-05 4,7 0,200 0,210
p1900 9,00E-05* 4,61E-03* 2,00E-05 2,00E-05 8,1 0,055 0,059

*Significativo pelo teste F, p<0,05.

Para a variavel fisiolégica TRA, ndo houve diferenca significativa
entre os valores apresentados pelos acessos dentro da condicéo controle (Anexo 3).
Sempre que houve diferenca entre as médias dos acessos entre as condicdes, a
média do controle é maior. Quanto ao desempenho dos acessos na condi¢do DH, foi
observado a formacdo de quatro grupos. A maior parte dos acessos, 129 deles,
foram agrupados no mesmo grupo para a variavel TRA, apresentando maior
conteudo de agua nas folhas, ndo diferindo entre si pelo teste Scott-Knott. Destes,
apenas 13 apresentaram desempenho inferior na condicdo DH, ndo havendo
diferenca para os demais acessos entre controle e DH. O segundo grupo formado
pelos acessos com as segundas maiores médias foi composto de 26 acessos, dos
quais somente dois ndo mostraram diferenca entre as condi¢des hidricas. O terceiro
grupo reuniu com 8 acessos, todos com menor desempenho na condicdo DH. O

altimo grupo foi composto somente pela Pl 570668 que apresentou o pior
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desempenho na condicdo DH comparado aos demais, com TRA médio de 64,81%
(Anexo 3).

Considerando a variavel clorofila, ndo foi observado diferenca dos
acessos para condicdo DH, enquanto que no controle houve formacdo de dois
grupos de acessos. O maior deles, formado por 104 acessos, apresentou maior
média, e o segundo grupo foi formado por 60 acessos que apresentaram menor teor
de clorofila nesta condicdo hidrica. Comparando o teor de clorofila entre as
condicbes, oito acessos apresentaram menos clorofila na condicdo controle,
enquanto que outro grupo formado por 18 acessos apresentou uma diminuicdo nos
seus valores médios de clorofila no DH em relacdo ao controle, havendo um
comportamento inverso entre estes acessos (Anexo 3).

Para temperatura foliar, o teste de médias agrupou 0s acessos em
dois grupos. O grupo com os valores mais baixos foi composto por 78 acessos,
reunindo a linhagem 1Ea2939, 43 Pls, 33 cultivares brasileiras e uma norte
americana. O grupo 2 apresentou temperaturas foliares mais elevadas e foi formado
por 44 Pls, 41 cultivares brasileiras e uma linhagem norte americana (Anexo 4).

Para a banda p1440, de acordo com o agrupamento de Scott-Knott,
0s acessos formaram cinco grupos diferentes (Anexo 4). O grupo de menor média
foi formado pela Pl 603200 que teve o melhor desempenho com reflectancia de
0,157 p, seguida por 35 acessos que ocupam o segundo lugar. Este segundo grupo
foi composto por 11 cultivares, 22 Pls e as duas linhagens, a 1Ea2939 (GM) e a
R02-1325. A maior parte dos acessos apresentou valores intermediarios e formaram
dois grupos que juntos englobam 108 acessos. O ultimo grupo englobou os acessos
com maiores valores de reflectancia nesta banda, portanto menor contetdo de agua
na folha e foi formado por 20 acessos, sendo seis deles cultivares comerciais e 14
Pls, com valores entre 0,2380 p e 0,223 p.

Para a variavel p1920, foi observada a formagédo de seis grupos.
Assim como no caso da banda p1440, a menor média apresentada pelo acesso
indica o melhor desempenho. Novamente o acesso Pl 603200 apresentou a menor
reflectancia na banda avaliada, com uma média de 0,0422 p. O grupo com a
segunda melhor média foi formado por 34 acessos, nove cultivares, 23 Pls e as duas
linhagens (Anexo 4).

Para a banda SWIR;s00 houve a formagao de cinco grupos e mais

uma vez a Pl 603200 teve destaque com média de 0,331 p, seguida por outros 15
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acessos cujas médias nao diferiram entre si, sendo eles nove cultivares e seis Pls
(Anexo 4).

A variavel SWIR2300, apresentou resultado muito semelhante as
demais bandas espectrais avaliadas e a formacéo de cinco grupos. A Pl 603200
mais uma vez se destacou, com média de 0,186 p, seguida por um grupo de oito
cultivares, 17 Pls e das linhagens 1Ea2939 (OGM) e R02-1325, que né&o diferiram
estatisticamente entre si (Anexo 4).

Houve correlacdo alta entre todas as variaveis analisadas, com
excecdo da variavel clorofila. Considerando as demais variaveis, houve uma
correlagdo muito forte entre as mesmas, onde os valores de TRA s&o inversos aos
valores apresentados pelas demais, resultando em correlacdo negativa entre elas. A
correlacdo chegou a -1 considerando TRA e temperatura foliar, e 1 entre algumas

das bandas espectrais(Figura 16).

SWIR2300

SWIR1600

p1920

B os
B 07505

(-0.5,-0.25]
" “ 002
(0,0.25]
(0.25,0.5)
" HH . o7

| JOEER)
Figura 16. Correlacdo de Pearson entre as variaveis analisadas, teor de clorofila
(Clor), temperatura foliar (T°C foliar), Teor relativo de agua (TRA) e bandas
espectrais p1440, p1920, SWIR1600 e SWIR2300.

Clor

*Valores acima de 0,5 e abaixo de -0,5 séo significativos a 5% de probabilidade.

A andlise de componentes principais (PCA — Principal components
analysis) explicou mais de 90% da variancia nos dois primeiros componentes, sendo
eles o0 grupo de acessos e as variaveis avaliadas. Analisando o comprimento dos

vetores de cada variavel, foi observado que todas contribuem de forma similar com
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os resultados. Porém quando a distribuicdo dos vetores é analisada, os dados
corroboram os resultados das correlacdes de Pearson, onde o TRA mostrou uma
forte correlacdo negativa com a temperatura foliar e as bandas de reflectancia, e a
clorofila uma fraca correlacdo positiva com o TRA e negativa com as demais
variaveis (Figura 17).

Em relacdo a distribuicho dos tratamentos, a andlise de
componentes principais confirmou os resultados obtidos nos testes de médias, onde
houve um efeito significativo das diferentes condi¢es hidricas. Trés clusters foram
formados, o primeiro composto pelos acessos na condi¢cao controle, bem separado
dos demais, e 0 segundo e terceiro mais préximos, agrupando os tratamentos na
condicdo DH. O cluster 2, formado pelos acessos que foram menos afetados pelos
efeitos do tratamento e assim se aproximaram mais da condi¢do controle e o cluster

3, formado pelos acessos mais sensiveis ao DH (Figura 17).

Factor map

cluster 1

cluster 2

Dim 2 (10.44%)

Dim 1 (81.48%) Dim 1 (81.48%)

Figura 17. Analise de Componentes Principais (PCA): teor de clorofila (Clor),
temperatura foliar (T°C foliar), teor relativo de agua (TRA) e bandas espectrais
p1440, p1920, SWIR1600 e SWIR2300, componente principal 1 (Dim 1) e
componente principal 2 (Dim 2).

4.6. DISCUSSAO

No contexto das mudancas climaticas atuais, as previsfes para 0s

proximos anos indicam aumento da frequéncia e severidade de condi¢des extremas,
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dentre elas o déficit hidrico € o que mais acarreta prejuizos para as culturas
economicamente importantes, como a soja.

Buscando alternativas de cultivo neste novo ambiente que se
desenha, os pesquisadores dos programas de melhoramento do grao, tém buscado
desenvolver cultivares mais tolerantes a seca. Uma das abordagens utilizadas € a
selecdo de gendtipos superiores em bancos de germoplasma e a apés uma selecéo
por fenotipagem para a caracteristica de interesse, o cruzamento destes visando
obter materiais com as fontes de tolerancia. Portanto, ferramentas de fenotipagem
com grande eficicia, praticidade e rapidez sdo necessarias quando se busca
amostrar grandes quantidades de materiais.

Para todas as variaveis utilizadas neste trabalho (T °C foliar, teor de
clorofila, teor relativo de agua (TRA) e as bandas espectrais SWIR1500, SWIR2300,
p1440 e p1920) foi observado o efeito das diferentes condi¢cdes hidricas impostas
(Figura 12), indicando que a metodologia de imposicdo de deficiéncia hidrica foi
efetiva, induzindo nas plantas respostas a seca. A metodologia utilizada nesse
estudo baseada no monitoramento da condutancia estomatica descrita por Flexas et
al. (2004), reflete a percepcdo da reducdo do estoque de agua no substrato pelas
raizes das plantas, ativando o ajustamento osmoético, fechamento dos estébmatos e
consequentemente a reducao da condutancia estomatica reduzindo a perda de agua
pro ambiente. Seguindo estes mecanismos, ocorre a reducédo do potencial hidrico da
folha, e de outros mecanismos de defesa (SHAO, 2008).

Na comparac¢ao entre as variaveis utilizadas para a fenotipagem sob
déficit hidrico, a variavel TRA, apesar de permitir a diferenciacdo dos acessos foi a
gue possibilitou a formacédo de um menor nimero de grupos comparativamente aos
indices espectrais. Esse resultado indica que além de se tratar de um método mais
rapido de avaliacédo, o uso de valores de reflectancia também é mais sensivel que o
TRA, capaz de detectar diferencas do status hidrico da planta mesmo quando estas
sdo ainda sutis, como o caso desse estudo onde as plantas foram avaliadas sob
condicdes de déficit hidrico moderado.

Apesar de significativa a interacdo entre os fatores analisados na
variavel teor de clorofila, ndo foi possivel observar uma tendéncia dos acessos em
aumentar ou reduzir o teor do pigmento na condicdo DH, havendo acessos que
apresentaram comportamentos contrastantes nas diferentes condi¢bes. Conforme

discutido por Kalaji et al. (2016), enquanto a condutancia estomatica esta fortemente
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ligada ao fotossistema | (PSl), a estimativa do teor de clorofila obtida pelo método
SPAD esta mais ligada ao fotossistema Il (PSIl). Por isso, embora comumente
utilizada pelos melhoristas como método de fenotipagem para tolerancia a seca, as
mudancas no teor de clorofila em decorréncia dessa condi¢cdo adversa, s6 ocorrem
durante eventos de seca extrema, pois o PSIl é muito mais tolerante ao déficit
hidrico que o PSI (KALAJI et al., 2016). Esses fatos concordam com a correlagéo
observada entre as variaveis analisadas, onde a clorofila teve as menores
correlagcdo com as demais (Figura 16).

A temperatura foliar pode ser considerada também como indicativo
de déficit hidrico, considerando-se que nestas condigcdes ocorre uma reducao da
transpiracdo em razédo do fechamento estomatico a fim de evitar a perda excessiva
de agua. Isso resulta em um aumento da temperatura da planta pois é por meio da
transpiracédo que a folha resfria sua temperatura (MANAVALAN et al., 2009). Assim,
plantas mais estressadas estdo com o0s estdomatos totalmente fechados causando
uma elevacdo da temperatura foliar, por isso o0 TRA e a temperatura foliar sdo
variaveis com forte correlacdo negativa (Figura 16), como observado neste trabalho.

Em relagdo as bandas espectrais utilizadas, todas elas fazem parte
de uma faixa do espectro que vai de 1300 a 2500 nm conhecida como SWIR (Short-
Wave Infra-red). E nesta faixa espectral que encontram-se as principais bandas de
absorcdo da agua e por isso, sensiveis a variacdo de acordo com o conteudo desta
(CHEN; HUANG; JACKSON, 2005). Assim, quanto maior a quantidade de &agua
presente nas folhas, maior sera a radiacdo absorvida e consequentemente, menor a
reflectancia emitida pelas mesmas. Essas relacdes foram confirmadas pelos dados
de correlacdo negativa entre as leituras obtidas nas diferentes faixas espectrais e a
variavel TRA (Figura 16), além da distribuicdo dos vetores na analise PCA (Figura
17). Esses dados corroboram ainda com Kalaji et al. (2016), que descreve o
comportamento dos PSI e PSII, indicando também que as bandas da faixa SWIR do
espectro sdo as mais adequadas para estudos relacionados ao status hidrico da
planta. Por tratar-se de bandas da mesma regido do espectro, a correlagédo entre as
mesmas € muito alta (Figura 16). Entretanto, cabe destacar que a banda p1920
permitiu uma maior diferenciacdo dos acessos, possibilitando a formacdo de maior
namero de grupos (Anexo 4).

Dentre os acessos avaliados, alguns sao descritos na literatura

como tolerantes ao déficit hidrico, enquanto outros, ao contrario, sdo considerados
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sensiveis a seca. Especificamente, a linhagem 1Ea2939 foi geneticamente
modificada com o fator de transcricdo AtAREB1 e caracterizada como tolerante a
seca em experimentos realizados em casa de vegetacdo (MARINHO et a., 2016) e
em condicdes de campo (FUGANTI-PAGLIARINI et al.,, 2017). Este acesso foi
incluido no grupo com os maiores TRAs apresentados pelos acessos, ndo diferiu
dos acessos que apresentaram 0s maiores teores de clorofila, porém foi reunido no
grupo que apresentou temperaturas foliares mais elevadas, sugerindo fechamento
estomatico para diminuicdo de perda e conservacdo de agua na célula, em
condi¢cbes de escassez. A linhagem GM 1Ea2939 apresentou ainda resultado muito
semelhante a outro acesso descrito na literatura como tolerante, a Pl 471938.
Diversos trabalhos indicam esta Pl juntamente com a Pl 416937 como tolerantes ao
déficit hidrico (SHIN et al.,, 2015; CEREZINI et al.,, 2016; KALER et al., 2017,
SHEKOOFA; SINCLAIR, 2018; BAY; PURCELL, 2018). Outro acesso que
apresentou maior status hidrico comparado aos demais e foi caracterizado como
tolerante, ndo somente a seca como também a fixacdo de nitrogénio nessas
condicbes foi a linhagem R02-1325 (DEVI et al. ,2014). Entretanto, o acesso PI
603200 merece destaque. Esta Pl apesar de nao diferir de alguns outros acessos
para determinadas variaveis, apresentou no geral maiores valores para todas as
variaveis analisadas, com excecao da temperatura foliar, na qual esta foi agrupada
inclusive com outros acessos caracterizados como tolerantes, como € o caso da
linhagem GM, por exemplo. Porém ndo ha disponivel na literatura nenhum trabalho
que tenha utilizado este acesso em estudos que envolvam tolerdncia ao déficit
hidrico. Pelo contrario, hd pouquissimas informacdes disponiveis sobre esta PI, as
quais podem ser acessadas no site da USDA (United States Department of
Agriculture) de rede de informacdo sobre recursos de germoplasma que fornece
informacdes sobre os acessos de germoplasma das espécies presentes no maior
banco de germoplasma mundial (https://Inpgsweb.ars-
grin.gov/gringlobal/accessiondetail.aspx?id=1556785)

A cultivar brasileira BR 16, apesar de ser, previamente,
caracterizada como sensivel a seca (OYA et al.,, 2004), foi classificada entre os
grupos intermediarios, indicando que no grupo estudado foram incluidos acessos

ainda mais sensiveis que a BR 16.



68

4.7.CONCLUSAO

Houve variabilidade para a resposta ao déficit hidrico entre os
acesos avaliados possibilitando sua utilizacdo em programas de melhoramento para
aumento da toleréncia a seca.

As bandas espectrais utilizadas no estudo foram mais sensiveis as
variacdes do contetdo de agua presente nas folhas em comparacgéo ao teor relativo
de agua na folha (TRA) permitindo uma melhor diferenciacéo dos acessos.

Os acessos Pl 603200, R02-1325, PI 416937 e Pl 471938
destacaram-se por manter um melhor status hidrico da planta mesmo sob condicdes
de déficit hidrico.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O uso de indices de vegetacdo e bandas espectrais baseadas na
reflectancia das plantas se mostrou eficiente na determinacdo do status hidrico das
folhas de soja por apresentar alta correlagdo com variaveis fisioldgicos como TRA e
taxas de trocas gasosas (temperatura foliar, fotossintese, transpiracéo e condutancia
estomatica). O uso destes indices e bandas espectrais € um método de fenotipagem
preciso, rapido, ndo destrutivo e de baixo custo, podendo ser considerado um
método de fenotipagem de nova geracdo que permite a avaliacdo de ensaios com
grande numero de tratamentos.

Dentre as variaveis analisadas as bandas da regido SWIR sao as
mais indicadas para estudos relacionados ao conteudo de agua presente nas folhas,
como é do caso dos ensaios para tolerancia ao déficit hidrico. Entretanto o potencial
apresentado por esse tipo de fenotipagem € muito grande, havendo a necessidade
de novos estudos envolvendo outras regides do espectro que podem estar
relacionadas ao comportamento das plantas a outros tipos de estresse.

Devido a eficiéncia, facilidade e agilidade na coleta de dados de
reflectancia com sensores espectrais, 0 método pode ser utilizado para fenotipagem
de linhagens testadas a campo pelos programas de melhoramento, para avaliagao
de diferentes genétipos em areas afetas pela seca, para verificar a ocorréncia de
estresse por déficit hidrico em periodos de escassez de chuva, entre outros.

A efetividade do método em diferenciar genétipos em condi¢des de
estresse foi confirmada na fenotipagem dos acessos do banco de germoplasma da
Embrapa soja, onde foi confirmada a variabilidade entre os acessos avaliados na
resposta ao estresse hidrico. Quando associado a variavel teor relativo de agua, foi
possivel observar que 0s acessos que destacaram-se em manter um melhor status
hidrico foram os acessos 1Ea2939, Pl 603200, R02-1325, P1 416937 e Pl 471938.

A caracterizacdo dos acessos presentes em banco de germoplasma
€ muito importante para os programas de melhoramento. Estas informagdes podem
ser utilizadas na escolha dos gendétipos que podem servir como fontes tanto para
introgressdo das caracteristicas de interesse por meio de cruzamentos via

melhoramento convencional. Além disso, podem ser utilizadas novas estratégias de
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melhoramento com uso de ferramentas de biotecnologia na identificacdo de genes e
marcadores associados a esta caracteristica como € o caso dos estudos de selecao

gendmica (GWS) e de associacdo gendmica ampla (GWAS).
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ANEXO0 1. BALANCO HIDRICO (WB — WATER BALANCE) CALCULADO DE ACORDO COM THORNTHWAITE &
MATHER (40) PARA PERIODOS DE 10 DIAS (1, 2, 3) A0 LONGO DA SAFRA 2017-2018 (DE OUTUBRO A
MARCO) EM LONDRINA, PR, BRASIL.

Water Balance - 2017-2018
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ANEXO 2: GENOTIPOS UTILIZADOS NO ESTUDO
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A 4725 RG Indeterminado semi-precoce 4.9 Brasil Nideira

A 7321 RG Indeterminado sergi&egdiofs < Brasil Nideira

BMX ALVO RR Indeterminado 5.9 Brasil BrasMax
E'\élx APOLO Indeterminado 55 Brasil BrasMax
S“Fglx IMPACTO Determinado precoce Brasil BrasMax
E'\ng MAGNA Indeterminado 6.2 Brasil BrasMax
IE?)A')F(ENCIA RR Indeterminado semi-pre%c?ge GMR < Brasil BrasMax
BMX TITAN RR Indeterminado semi-pre%(?ge GMR < Brasil BrasMax
E'\élx TURBO Indeterminado super-piegf);e GMR Brasil BrasMax
BR 16 Determinado semi-precoce Brasil Embrapa
BR 4 Determinado médio RS Brasil Embrapa
BRS 184 Determinado 6.7 Brasil Embrapa
BRS 206 Determinado precoce MS Brasil Embrapa
BRS 216 Determinado 6.8<GMR<7.6 Brasil Embrapa
BRS 233 Determinado 7.4 Brasil Embrapa
BRS 239 Determinado 6.9 Brasil Embrapa
BRS 242 RR Determinado 6.7 Brasil Embrapa
BRS 246 RR Determinado 7.2 Brasil Embrapa
BRS 255 RR Determinado 6.7 Brasil Embrapa
BRS 268 Determinado 6.9 Brasil Embrapa
BRS 283 Indeterminado 6.5 Brasil Embrapa
BRS 284 Indeterminado 6.6 Brasil Embrapa
BRS 314 Determinado 9.2 Brasil Embrapa
BRS 316 RR Determinado 6.5 Brasil Embrapa
BRS 333 RR Determinado tardio Brasil Embrapa
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BRS 334 RR Determinado 7.5 Brasil Embrapa
BRS 360 RR Indeterminado 6.2 Brasil Embrapa
BRS 7860 RR Determinado 7.6 <GMR <8.2 Brasil Embrapa
EES CHARRUA Determinado 6.8<GMR<7.6 Brasil Embrapa
BRS GO 7960 Determinado 7.9 Brasil Embrapa
BRS GO 7963 Indeterminado precoce Brasil Embrapa
BRS GO 8061 Determinado 8.6 Brasil Embrapa
BRS Indeterminado 6.8<GMR<7.6 Brasil Embrapa
INVERNADA

BRS MACOTA Indeterminado GMR < 6.8 Brasil Embrapa
EES MG 811C Determinado 8.1 Brasil Embrapa
BRS MILENA Determinado 8.3 Brasil Embrapa
22\8/ ANN%VA Determinado 140 dia:/l(S[))F; MG, Brasil Embrapa
BRS SINUELO Determinado médio-tardeio (RS) Brasil Embrapa
EES TAURA Determinado 6.8<GMR<7.6 Brasil Embrapa
CD 202 Determinado 6.5 Brasil COODETEC
CD 214 RR Determinado GMR < 6.8 Brasil COODETEC
CD 215 Determinado GMR < 6.8 Brasil COODETEC
CD 224 Determinado 6.8<GMR<7.6 Brasil COODETEC
CD 225RR Indeterminado 5.8 Brasil COODETEC
CD 226 RR Determinado GMR < 6.8 Brasil COODETEC
CD 233 RR Determinado GMR < 6.8 Brasil COODETEC
CD 240 RR

CD 243 RR Determinado 8 Brasil COODETEC
DAVIS 6 EUA Pl
;)(I)E6LTAPINE 6 EUA P
EMBRAPA 48 Determinado 6.8 Brasil Embrapa
FT COMETA Indeterminado precoce Brasil

FUNDACEP 59 Determinado 7.5 Fundacep

RR
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Instituto
IAC 11 ciclo precoce-médio Brasil Agronomico de
Campinas
IAS-1 7 Brasil
.I'\.AI;;/BRZl(BURI recomendada MS Embrapa
M-SOY 5826 Indeterminado 5.8 Monsoy
M-SQOY 8008 Determinado 7.6 <GMR <8.2 Brasil Monsoy
M-SQOY 8248 8.2 Brasil Monsoy
ZESOY 8336 Determinado 8.3 Brasil Monsoy
M-SQOY 8352 8.3 Brasil Monsoy
:\?/Il'QSOY 8527 Determinado 8.5 Brasil Monsoy
NA 5909 RG Indeterminado 6.9 Brasil Nideira
NA 7255 RR Indeterminado 6.8<GMR < 7.6 Brasil Nideira
NA 7337 RR Indeterminado 7.6 Brasil Nideira
NK 412113 (V Indeterminado GMR < 6.8 Brasil Syngenta
MAX)
NK 7074 RR Determinado 6.8<GMR<7.6 Brasil Syngenta
TMG 103 RR Determinado 8.3 Brasil T™MG
TMG 108 RR 8.9 Brasil T™MG
TMG 121 RR Determinado 8.4 Brasil TMG
TMG1182RR Determinado 8.2 Brasil TMG
TROPICAL Determinado 6.7 Brasil IAC
V MAX RR Indeterminado 5.9 Brasil Syngenta
Pl 088444 Determinado 4 China Pl
Pl 372413 Indeterminado 0 Alemanha Pl
Pl 398666 Determinado 4 Chungchong Puk PI
Korea, South
Pl 398848 Determinado 4 Chungchong Nam PI
Korea, South
Pl 398887 Determinado 4 Kyonggi Korea, PI
South
PI 399020 Determinado 4 Kyongsang Nam PI
Korea, South
Pl 407859-2 Determinado 5 Cholla Puk Korea, Pl

South




P1 416937 Determinado Japéo Pl
P1 417580 Determinado Japéo Pl
Pl 424494 Determinado Kyongsang Nam PI
Korea, South
Pl 432359 Indeterminado Jalisco, Mexico Pl
P1437127 B Georgia Pl
PI 437580 Semi- China PI
Determinado
Pl 438442 A Indeterminado Netherlands Pl
Pl 446893 Indeterminado Anhui, China pi
Pl 458020 Indeterminado Coreia do Sul Pl
Pl 458517 Indeterminado Shandong China Pl
P1 471938 Determinado Nepal Pl
P1 475822 A Indeterminado Xinjiang, China Pl
P1 475822 B Indeterminado Xinjiang, China Pl
P1 475822 C Indeterminado Xinjiang, China Pl
Pl 476885 Determinado Vietnan Pl
P1 506705 Determinado Japéao Pl
PI 508266 Determinado Carolina do Norte, PI
EUA
P1518664 Determinado Virginia, EUA Pl
P1518671 Indeterminado Illinois, EUA Pl
Pl 546375 Indeterminado Ohio, EUA Pl
Pl 547420 Indeterminado Illinois, EUA Pl
Pl 547475 Indeterminado Illinois, EUA Pl
P1 547672 Indeterminado Illinois, EUA Pl
Pl 547836 Indeterminado Illinois, EUA Pl
Pl 547855 Semi- lllinois, EUA PI
Determinado
Pl 547856 Indeterminado Illinois, EUA Pl
Pl 548362 Indeterminado Illinois, EUA Pl
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Pl 548507 Indeterminado Indiana, EUA Pl
Pl 548542 Indeterminado lowa, EUA Pl
Pl 548561 Indeterminado Minnesota, EUA Pl
Pl 548637 Indeterminado Ontario, Canada Pl
Pl 548655 Determinado Mississippi, EUA Pl
Pl 548657 Determinado Carolina do Norte, PI
EUA
P1 548667 Determinado Virginia, EUA Pl
Pl 548668 Indeterminado Minnesota, EUA Pl
Pl 552538 Indeterminado Nebraska, EUA Pl
Pl 553045 Determinado Georgia Pl
Pl1 567611 Indeterminado Henan, China Pl
Semi- . .
PI 567690 Determinado Anhui, China Pl
Pl 567731 Sem- Anhui, China PI
Determinado
Pl 570668 Determinado Sonora, Mexico Pl
P1 572238 Determinado Georgia Pl
PI 572239 Determinado Carolina do Norte, Pl
EUA
P1 573286 Determinado Mississippi, EUA Pl
P1578247 Determinado Mississippi, EUA Pl
Pl 587958 Hunan, China Pl
PI 587959 Hunan, China Pl
Pl 588025 Determinado Sichuan, China Pl
Pl 588028 Semi- Sichuan, China Pl
Determinado
. Carolina do Sul,
Pl 592756 Determinado EUA Pl
Pl 593654 Indeterminado Ohio, EUA PI
Pl 595081 Indeterminado Kansas, EUA PI
Pl 595645 Determinado Georgia PI
Pl 597387 Indeterminado Illinois, EUA Pl
P1 602597 Determinado Georgia Pl
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Pl 603200 Indeterminado 3 EUA PI
P1 603568 Indeterminado 4 China PI
P1 603694 B Determinado 4 China Pl
P1603742 C Determinado 4 China Pl
P1 607380 lllinois, EUA Pl
PI 608357 Determinado 5 Mississippi, EUA PI
P1 612608 Determinado 5 Delaware, EUA Pl
P1 614153 Indeterminado 3 Ohio, EUA Pl
Pl1 628821 Brasil Pl
Pl 628827 Brasil Pl
P1 628889 Brasil Pl
P1 632421 Determinado 4 Ohio, EUA Pl
P1 632428 Determinado 4 Ohio, EUA Pl
P1 632429 Determinado 4 Ohio, EUA Pl
Pl 634335 Determinado 4 Ohio, EUA PI
Pl 634813 DakoteES?ANorte, P
P1 634903 lllinois, EUA Pl
Pl 646157 Missouri, EUA Pl
Pl 647960 Determinado 5 Arkansas, EUA PI
Pl 647961 5 Arkansas, EUA Pl
P1 657701 136 dias Oyo, Nigeria Pl
Pl 661267 Indonesia PI
P190490-2 Determinado 4 Beijing, China Pl
P196118 Determinado 4 Ifgrzgggg Npg:fce Pl
P1 96280 Determinado 4 Hamgyong Puk, Pl
Korea do Norte
PI1 97038 Indeterminado 4 Hwanghae Puk, PI
Korea do Norte

R02-1325 5 EUA Linhagem
1Ea2939 Determinado Brasil Linhagem OGM




ANEXO0 3. MEDIAS DOS GENOTIPOS AVALIADOS PARA AS VARIAVEIS TEOR RELATIVO DE AGUA (TRA) E

CLOROFILA NAS CONDICOES HIDRICAS CONTROLE E DEFICIT HIDRICO (DH).
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Genatipo (Cultivar) TRA % Clorofila (ug cm’)
C DH Controle DH
CD 240 RR 89,27 a A 87,86 a A 31,18 A A 29,37 a A
BRS 284 87,63 a A 87,52 a A 29,07 B A 27,70 a A
CD 202 85,27 a A 87,18 a A 26,57 B A 22,77 a A
BRS MG 811CRR 85,64 a A 87,12 a A 37,38 A A 28,40 a A
BMX POTENCIA RR 89,67 a A 86,44 a A 28,05 B A 33,42 a A
FT COMETA 82,03 a A 86,31 a A 28,10 B A 26,85 a A
BRS 7860 RR 88,66 a A 8591 a A 37,20 A A 28,37 a A
BMX ALVO RR 85,63 a A 85,88 a A 29,10 B A 26,82 a A
BRS 314 84,06 a A 85,87 a A 30,65 A A 23,32 a A
CD 233 RR 86,96 a A 85,62 a A 28,15 B A 27,63 a A
EMBRAPA 48 86,60 a A 85,35 a A 32,18 A A 23,65 a A
CD 224 85,24 a A 85,25 a A 33,65 A A 28,57 a A
A 7321 RG 89,84 a A 85,07 a A 3458 A A 29,10 a A
BRS 334 RR 84,81 a A 85,06 a A 30,60 A A 25,65 a A
CD 226 RR 87,88 a A 84,98 a A 3548 A A 25,28 a B
BRS 255 RR 89,23 a A 84,89 a A 28,80 B A 28,97 a A
CD 214 RR 81,18 a A 84,83 a A 3542 A A 2790 a A
TROPICAL 86,63 a A 84,82 a A 32,80 A A 30,22 a A
BRS 216 85,41 a A 84,74 a A 34,00 A A 24,23 a B
M-SQOY 8336 RR 82,31 a A 84,74 a A 25,57 B A 22,15 a A
CD 215 87,33 a A 84,64 a A 33,32 A A 24,17 a A
A 4725 RG 89,57 a A 84,63 a A 22,37 B A 30,28 a A
BMX TURBO RR 85,94 a A 84,50 a A 29,27 B A 30,62 a A
IAS-1 88,10 a A 84,35 a A 20,15 B A 23,98 a A
BRS 239 89,13 a A 84,24 a A 31,42 A A 27,68 a A
BRS NOVA SAVANA 89,40 a A 84,23 a A 33,70 A A 28,48 a A
M-SQOY 5826 92,17 a A 84,08 a B 1795 B B 29,50 a A
BRS MILENA 88,30 a A 83,91 a A 3468 A A 29,35 a A
BRS 233 84,22 a A 83,87 a A 31,45 A A 24,70 a A
BRS TAURA RR 87,16 a A 83,85 a A 14,08 B B 32,08 a A
BRS 295 RR 85,26 a A 83,80 a A 32,18 A A 30,10 a A
BR 16 86,35 a A 83,59 a A 33,02 A A 27,78 a A
BRS 333 RR 88,55 a A 83,32 a A 3478 A A 26,07 a A
CD 243 RR 86,86 a A 83,31 a A 28,85 B A 26,32 a A
M-SQOY 8527 RR 85,34 a A 83,25 a A 28,70 B A 23,68 a A
BRS GO 7960 85,63 a A 83,23 a A 36,77 A A 28,48 a A
TMG 121 RR 86,10 a A 83,15 a A 34,80 A A 25,18 a B
M-SQY 8352 90,34 a A 83,14 a B 2533 B A 27,73 a A
BMX TITTAN RR 89,25 a A 83,03 a B 2858 B A 35,85 a A
BMX MAGNA RR 90,34 a A 83,02 a B 2497 B A 27,42 a A
BR 4 88,59 a A 82,94 a A 36,18 A A 30,18 a A
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BMX IMPACTO RR 82,19 a A 82,80 a A 30,55 A A 30,55 a A
BRS SINUELO 85,71 a A 82,54 a A 2505 B A 29,63 a A
BRS 360 RR 87,83 a A 82,52 a A 2543 B A 25,97 a A
BRS 246 RR 88,77 a A 82,32 a B 3497 A A 31,58 a A
TMG 103 RR 81,73 a A 82,26 a A 2895 B A 22,92 a A
NK 7074 RR 83,92 a A 82,18 a A 30,02 A A 21,70 a A
BRS 206 84,85 a A 82,12 a A 3295 A A 33,73 a A
BRS 316 RR 85,08 a A 82,08 a A 3743 A A 29,25 a A
TMG1182RR 87,09 a A 81,92 a A 2598 B A 31,60 a A
BMX APOLO RR 84,90 a A 81,65 a A 36,32 A A 24,17 a B
M-SQOY 8248 87,17 a A 81,48 a A 33,70 A A 23,42 a B
BRS 242 RR 86,58 a A 81,19 a A 31,13 A A 23,22 a A
FUNDACEP 59 RR 84,40 a A 81,10 a A 31,72 A A 24,88 a A
BRS 283 85,44 a A 8101 a A 30,25 A A 27,10 a A
CD 225RR 85,10 a A 80,73 a A 31,13 A A 20,83 a B
IAC 11 88,52 a A 80,40 b B 27,10 B A 23,75 a A
BRS GO 7963 87,13 a A 80,07 b B 2863 B A 2995 a A
NK 412113 (V MAX) 87,18 a A 79,76 b B 42,28 A A 2887 a B
BRS 268 89,76 a A 79,57 b B 2955 B A 32,70 a A
MG/BR21(BURITI) 87,42 a A 79,24 b B 2790 B A 2452 a A
NA 7255 RR 87,13 a A 79,18 b B 3153 A A 26,48 a A
BRS INVERNADA 87,07 a A 79,17 b B 31,35 A A 22,15 a A
TMG 108 RR 84,90 a A 78,75 b A 37,60 A A 26,40 a B
BRS CHARRUA RR 88,87 a A 78,45 b B 3522 A A 3243 a A
DAVIS 88,14 a A 78,45 b B 32,70 A A 27,37 a A
V MAX RR 88,20 a A 77,90 b B 38,16 A A 25,72 a B
BRS GO 8061 85,94 a A 77,36 b B 32,82 A A 2597 a A
NA 5909 RG 85,19 a A 77,09 b B 2923 B A 27,90 a A
BRS 184 88,63 a A 76,84 b B 3167 A A 30,07 a A
BRS MACOTA 85,47 a A 76,47 b B 33,12 A A 26,17 a A
NA 7337 RR 85,00 a A 7339 ¢ B 2830 B A 3145 a A
DELTAPINE 506 88,73 a A 73,16 ¢ B 32,25 A A 25,78 a A
M-SQOY 8008 87,70 a A 70,10 ¢ B 37,17 A A 18,37 a B
Genétipo (PI) TRA% Clorofila (pug cm?)
C DH Controle DH
P1 603694 B 86,76 a A 88,64 a A 3550 A A 2462 a B
PI 546375 86,28 a A 87,02 a A 35552 A A 33,72 a A
P1416937 91,44 a A 87,01 a A 31,07 A A 30,63 a A
P11 471938 88,06 a A 86,64 a A 30,37 A A 2943 a A
P1593654 84,01 a A 86,62 a A 3255 A A 31,97 a A
PI 547856 89,07 a A 86,54 a A 17,18 B B 29,58 a A
PI 573286 84,93 a A 86,34 a A 3290 A A 2690 a A
P1 628889 87,43 a A 86,30 a A 3195 A A 28,58 a A
PI 602597 87,64 a A 86,16 a A 32,87 A A 31,60 a A
P1 458020 88,29 a A 86,11 a A 22,78 B A 31,80 a A
P1 628827 89,04 a A 86,09 a A 30,37 A A 28,03 a A



P1 632429
P1 603200
P1 572239
PI 547475
P1 548637
P1553045
P1 603742 C
PI 548657
P1475822 C
P1628821
PI 647960
PI 646157
P1 607380
PI437580
PI1 548561
P11 458517
PI 612608
P1 518671
P1 597387
P11 547420
P1 446893
P11 475822 B
PI 547836
PI 475822 A
P1 595645
P1 603200
P1407859-2
PI1 548655
P1 578247
P1 634813
PI 518664
P1 552538
P1438442 A
P11 572238
P1 547672
P1 548507
PI 567611
P1 634903
P1 592756
P1 508266
P1 399020
P1 547855
P190490-2
P1 088444
P1437127 B
P1 588028

92,59
87,10
89,20
90,85
87,95
87,24
90,26
87,30
89,20
83,01
83,74
86,03
91,27
83,96
88,40
85,60
87,03
87,91
89,01
85,48
85,34
88,55
83,23
87,48
87,40
86,79
88,57
89,62
88,24
88,25
86,79
89,60
84,39
88,41
79,48
88,02
91,25
83,30
87,16
86,02
85,43
85,49
89,87
85,38
86,96
86,47
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86,07
86,02
85,95
85,88
85,83
85,80
85,74
85,73
85,72
85,61
85,58
85,49
85,41
85,25
85,12
85,11
85,11
84,83
84,72
84,71
84,64
84,61
84,60
84,55
84,44
84,07
84,03
83,93
83,77
83,73
83,69
83,67
83,65
83,57
83,53
83,50
83,45
83,36
83,30
83,28
82,92
82,92
82,90
82,52
82,49
82,36
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23,15
20,73
28,48
28,85
33,40
31,53
18,08
29,80
25,48
37,17
26,10
26,78
38,38
28,05
28,37
28,28
30,18
26,32
32,00
23,97
35,03
30,25
36,90
33,90
29,18
32,05
37,90
31,95
18,75
29,75
24,82
30,17
37,53
33,02
24,05
32,18
32,80
32,62
35,38
31,15
32,25
25,42
27,75
30,83
29,18
27,97
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42,38
24,32
25,57
26,27
31,23
27,25
35,37
27,70
28,63
24,98
30,22
29,93
25,10
32,48
34,28
30,45
27,50
40,60
34,23
29,85
30,02
24,78
29,55
26,45
27,83
28,47
32,90
22,32
30,40
33,57
27,73
34,28
30,58
25,43
24,88
34,22
21,07
28,63
25,28
30,60
25,53
34,27
34,95
29,27
28,92
17,48
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P1567731 87,50 a A 82,24 a A 3233 A A 26,75 a A
PI 661267 87,76 a A 82,11 a A 32,58 A A 23,85 a A
P1632428 87,30 a A 82,07 a A 27,23 B A 30,87 a A
PI 657701 82,98 a A 81,96 a A 3305 A A 26,58 a A
P1 398887 86,84 a A 81,94 a A 3355 A A 26,62 a A
PI 548668 89,54 a A 8191 a B 2705 B A 27,80 a A
P1372413 91,49 a A 81,88 a B 36,85 A A 29,12 a A
P1 614153 86,43 a A 81,70 a A 31,13 A A 3490 a A
PI1 476885 89,22 a A 81,55 a B 3520 A A 26,73 a A
P1 424494 85,90 a A 8145 a A 2737 B A 21,60 a A
PI 548667 87,58 a A 81,37 a B 31,58 A A 24,85 a A
PI 647961 87,36 a A 81,18 a A 23,33 B B 33,28 a A
P1 548362 88,83 a A 81,16 a B 27,73 B A 2895 a A
P1 608357 86,70 a A 80,72 a A 30,37 A A 23,20 a A
P1 634335 84,71 a A 80,54 b A 24,40 B A 28,45 a A
PI 567690 86,31 a A 80,31 b A 2740 B A 23,57 a A
PI1 595081 86,68 a A 80,28 b B 30,30 A A 26,80 a A
PI1 588025 87,64 a A 80,04 b B 30,60 A A 2445 a A
PI 587959 89,05 a A 79,74 b B 38,70 A A 33,63 a A
P1 398848 89,77 a A 79,20 b B 3190 A A 29,82 a A
P1 97038 85,79 a A 79,15 b B 31,20 A A 2893 a A
P1 417580 95,59 a A 78,80 b B 3290 A A 29,83 a A
Pl1 632421 82,53 a A 78,41 b A 2732 B A 23,67 a A
P1432359 85,60 a A 77,55 b B 33,50 A A 28,18 a A
PI 587958 87,03 a A 77,36 b B 3162 A A 26,83 a A
P1 96280 84,05 a A 74,86 ¢ B 33,78 A A 29,65 a A
P1 548542 90,64 a A 74,73 ¢ B 2558 B A 29,53 a A
Pl 398666 84,26 a A 72,63 c B 3462 A A 23,52 a B
P1 506705 86,14 a A 7198 ¢ B 31,87 A A 24,87 a A
P1 96118 86,27 a A 71,49 c B 36,62 A A 29,02 a A
PI 570668 86,59 a A 64,81 d B 33,57 A A 27,32 a A
Genétipo (Linhagem) TRA% Clorofila (pug cm?)
C DH Controle DH

1Ea2939 87,99 a A 85,06 a A 33,80 A A 30,55 a A
R02-1325 88,43 a A 8193 a B 33,88 A A 35,37 a A

*Letras minUsculas comparam o desempenho dos gendtipos dentro de cada condicdo (coluna) e
mailsculas comparam o desempenho dos genétipos entre as condi¢cfes hidricas (linha). Gendtipos
seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).



ANEXO0 4. MEDIAS DOS GENOTIPOS AVALIADOS PARA A VARIAVEL FISIOLOGICA TEMPERATURA FOLIAR
(T2C FOLIAR) E AS BANDAS ESPECTRAIS P1440,P1920, SWIR1600 E SWIR2300 NAS CONDICOES

HIDRICAS CONTROLE E DEFICIT HIDRICO (DH).
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Genotipo (Cultivar) TeC foliar p1440 p1920 SWIR 1600 SWIR ;300

CD 240 RR 22,100 b 0,209 c 0,062 c 0,365 d 0,230 ¢
BRS 284 21,767 b 0,200 d 0,054 e 0,374 ¢ 0,221 d
CD 202 23,033 a 0,201 d 0,057 d 0,357 d 0,220 d
BRS MG 811CRR 23,333 a 0,210 c 0,059 d 0,381 b 0,230 c
BMX POTENCIA RR 23,333 a 0,204 c 0,058 d 0,369 c 0,223 ¢
FT COMETA 21,933 b 0,202 d 0,056 e 0,368 c 0,224 c
BRS 7860 RR 23,633 a 0,207 c 0,058 d 0,374 ¢ 0,226 ¢
BMX ALVO RR 22,633 b 0,207 c 0,060 d 0,366 c 0,228 ¢
BRS 314 22,967 a 0,205 ¢ 0,057 d 0,365 d 0,224 ¢
CD 233 RR 23,167 a 0,202 d 0,058 d 0,355 d 0,225 ¢
EMBRAPA 48 23,000 a 0,207 c 0,058 d 0,370 ¢ 0,226 ¢
CD 224 22,667 b 0,215 b 0,063 c 0,376 b 0,234 b
A 7321 RG 22,533 b 0,209 c 0,062 c 0,372 ¢ 0,230 ¢
BRS 334 RR 22,867 a 0,204 c 0,057 d 0,373 ¢ 0,222 c
CD 226 RR 23,017 a 0,206 c 0,060 d 0,367 c 0,226 ¢
BRS 255 RR 22,183 b 0,222 b 0,066 b 0,379 b 0,239 a
CD 214 RR 22,900 a 0,195 d 0,055 e 0,357 d 0,217 d
TROPICAL 22,867 a 0,214 b 0,060 d 0,380 b 0,233 b
BRS 216 21,700 b 0,212 ¢ 0,062 c 0,370 ¢ 0,230 ¢
M-SQOY 8336 RR 23,300 a 0,209 c 0,060 d 0,372 ¢ 0,227 c
CD 215 22,667 b 0,199 d 0,055 e 0,365 d 0,220 d
A 4725 RG 22,300 b 0,198 d 0,056 e 0,375 b 0,219 d
BMX TURBO RR 21,683 b 0,204 c 0,057 d 0,376 b 0,227 c
IAS-1 22,500 b 0,211 c 0,057 d 0,381 b 0,230 c
BRS 239 23,700 a 0,203 d 0,056 e 0,374 ¢ 0,221 d
BRS NOVA SAVANA 23,633 a 0,215 b 0,062 c 0,376 b 0,234 b
M-SQOY 5826 22,933 a 0,216 b 0,061 c 0,379 b 0,236 b
BRS MILENA 24,410 a 0,221 b 0,065 b 0,383 a 0,236 b
BRS 233 21,633 b 0,208 c 0,061 c 0,371 ¢ 0,227 c
BRS TAURA RR 22,967 a 0,206 c 0,060 d 0,376 b 0,226 c
BRS 295 RR 22,267 b 0,209 c 0,058 d 0,374 ¢ 0,224 ¢
BR 16 22,833 a 0,208 c 0,059 d 0,370 c 0,227 c
BRS 333 RR 23,167 a 0,218 b 0,062 c 0,381 b 0,242 a
CD 243 RR 22,467 b 0,221 b 0,065 b 0,374 ¢ 0,240 a
M-SQOY 8527 RR 22,700 b 0,221 b 0,065 b 0,379 b 0,238 b
BRS GO 7960 22,700 b 0,197 d 0,055 e 0,360 d 0,217 d
TMG 121 RR 23,967 a 0,230 a 0,069 a 0,387 a 0,246 a
M-SQY 8352 22,633 b 0,212 ¢ 0,059 d 0,385 a 0,234 b
BMX TITTAN RR 22,243 b 0,212 ¢ 0,061 c 0,380 b 0,231 b
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BMX MAGNA RR 22,183 b 0,203 d 0,056 e 0,370 c 0,222 ¢
BR 4 22,767 b 0,206 c 0,056 e 0,373 ¢ 0,225 ¢
BMX IMPACTO RR 21,567 b 0,210 c 0,059 d 0,377 b 0,229 c
BRS SINUELO 23,067 a 0,210 c 0,058 d 0,377 b 0,227 c
BRS 360 RR 23,667 a 0,217 b 0,062 c 0,371 c 0,233 b
BRS 246 RR 22,600 b 0,216 b 0,062 c 0,390 a 0,235 b
TMG 103 RR 23,067 a 0,222 b 0,064 c 0,378 b 0,240 a
NK 7074 RR 22,367 b 0,215 b 0,062 c 0,364 d 0,232 b
BRS 206 23,033 a 0,211 c 0,059 d 0,377 b 0,226 ¢
BRS 316 RR 22,933 a 0,207 c 0,060 d 0,367 c 0,226 ¢
TMG1182RR 23,267 a 0,207 c 0,058 d 0,371 c 0,223 ¢
BMX APOLO RR 21,900 b 0,210 c 0,060 d 0,376 b 0,230 c
M-SQY 8248 23,400 a 0,223 a 0,065 b 0,379 b 0,241 a
BRS 242 RR 22,467 b 0,230 a 0,070 a 0,386 a 0,248 a
FUNDACEP 59 RR 22,433 b 0,209 c 0,061 c 0,372 ¢ 0,227 c
BRS 283 23,100 a 0,212 ¢ 0,063 c 0,367 c 0,230 c
CD 225RR 22,205 b 0,215 b 0,063 c 0,381 b 0,235 b
IAC 11 22,767 b 0,225 a 0,066 b 0,387 a 0,242 a
BRS GO 7963 24,400 a 0,209 c 0,058 d 0,374 ¢ 0,228 ¢
NK 412113 (V MAX) 23,033 a 0,207 c 0,058 d 0,374 c 0,229 ¢
BRS 268 22,333 b 0,220 b 0,062 c 0,380 b 0,233 b
MG/BR21(BURITI) 23,567 a 0,225 a 0,065 b 0,385 a 0,243 a
NA 7255 RR 23,833 a 0,219 b 0,066 b 0,377 b 0,235 b
BRS INVERNADA 23,767 a 0,226 a 0,066 b 0,389 a 0,242 a
TMG 108 RR 22,883 a 0,220 b 0,063 c 0,376 b 0,237 b
BRS CHARRUA RR 22,733 b 0,207 c 0,058 d 0,377 b 0,230 c
DAVIS 23,233 a 0,205 ¢ 0,057 d 0,369 c 0,227 c
V MAX RR 23,767 a 0,217 b 0,062 c 0,379 b 0,236 b
BRS GO 8061 23,800 a 0,215 b 0,062 c 0,375 b 0,234 b
NA 5909 RG 23,667 a 0,218 b 0,061 c 0,380 b 0,238 b
BRS 184 23,688 a 0,208 c 0,056 d 0,382 b 0,228 ¢
BRS MACOTA 22,900 a 0,212 ¢ 0,063 c 0,367 c 0,230 c
NA 7337 RR 23,133 a 0,216 b 0,062 c 0,375 ¢ 0,234 b
DELTAPINE 506 22,667 b 0,201 d 0,058 d 0,363 d 0,220 d
M-SQOY 8008 22,360 b 0,212 ¢ 0,061 c 0,373 ¢ 0,236 b
Genatipo (Pl) TeC foliar p1440 p1920 SWIR 600 SWIR 300
P1 603694 B 23,300 a 0,208 c 0,059 d 0,374 c 0,229 c
PI 546375 23,200 a 0,194 d 0,050 e 0,378 b 0,215 d
P1 416937 23,500 a 0,207 c 0,057 d 0,372 c 0,227 c
PI 471938 22,533 b 0,201 d 0,055 e 0,373 ¢ 0,222 ¢
PI 593654 22,633 b 0,200 d 0,055 e 0,379 b 0,220 d
PI 547856 23,717 a 0,209 c 0,058 d 0,376 b 0,227 c
PI 573286 22,267 b 0,202 d 0,057 d 0,365 d 0,222 c
P1 628889 23,933 a 0,213 b 0,061 c 0,378 b 0,233 b



PI 602597
P1 458020
P1 628827
P1632429
P1 603200
P1572239
P1 547475
PI 548637
P1 553045
PI1603742 C
PI 548657
P1475822 C
P1 628821
P1 647960
PI 646157
P11 607380
P1 437580
P1 548561
P1 458517
P1 612608
PI 518671
P1 597387
P1547420
P1 446893
P11 475822 B
P1 547836
P1475822 A
P1 595645
P1 603200
P1 407859-2
PI1 548655
P1 578247
P1 634813
P1 518664
PI 552538
P11 438442 A
PI 572238
P1 547672
PI1 548507
PI 567611
P1634903
P1 592756
P1 508266
P1399020
PI 547855
P190490-2

23,300
22,367
22,033
22,233
22,200
22,900
22,750
22,433
23,400
22,600
22,533
21,733
22,267
21,967
22,733
22,367
23,267
22,433
24,200
22,967
22,767
22,100
22,933
23,433
22,600
23,467
23,233
23,133
22,533
24,200
22,567
22,667
22,433
22,967
21,567
22,500
22,367
22,900
21,333
23,467
21,633
23,100
22,700
23,067
22,567
23,300
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0,209
0,193
0,216
0,191
0,157
0,210
0,214
0,199
0,206
0,196
0,195
0,202
0,208
0,204
0,203
0,215
0,215
0,204
0,220
0,215
0,195
0,198
0,213
0,210
0,201
0,223
0,212
0,195
0,206
0,202
0,208
0,224
0,199
0,205
0,202
0,208
0,203
0,206
0,195
0,220
0,212
0,211
0,208
0,206
0,211
0,206
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0,059
0,052
0,061
0,053
0,042
0,058
0,062
0,055
0,058
0,053
0,052
0,055
0,058
0,056
0,057
0,063
0,062
0,057
0,061
0,060
0,053
0,055
0,063
0,060
0,055
0,064
0,059
0,052
0,056
0,054
0,060
0,066
0,054
0,059
0,056
0,055
0,057
0,059
0,052
0,066
0,062
0,057
0,059
0,058
0,057
0,057
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0,375
0,362
0,389
0,369
0,331
0,384
0,376
0,363
0,373
0,371
0,364
0,368
0,372
0,375
0,369
0,371
0,381
0,372
0,377
0,378
0,374
0,375
0,378
0,373
0,362
0,372
0,376
0,367
0,373
0,377
0,367
0,390
0,374
0,374
0,377
0,385
0,373
0,372
0,370
0,371
0,374
0,374
0,376
0,366
0,377
0,373
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0,228
0,216
0,235
0,210
0,186
0,231
0,234
0,218
0,227
0,215
0,214
0,223
0,229
0,224
0,226
0,235
0,230
0,221
0,236
0,235
0,215
0,219
0,232
0,229
0,222
0,240
0,231
0,214
0,222
0,220
0,225
0,238
0,219
0,224
0,224
0,228
0,224
0,226
0,217
0,237
0,232
0,230
0,228
0,221
0,231
0,223
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P1088444 23,533 a 0,206 c 0,056 d 0,374 ¢ 0,226 ¢
P1437127 B 23,433 a 0,215 b 0,063 c 0,377 b 0,231 b
P1 588028 21,967 b 0,214 b 0,059 d 0,362 d 0,231 b
P1567731 21,933 b 0,210 c 0,060 d 0,367 c 0,228 ¢
P1661267 22,400 b 0,223 a 0,066 b 0,372 ¢ 0,239 a
P1632428 22,883 a 0,196 d 0,054 e 0,371 c 0,215 d
P1 657701 22,600 b 0,238 a 0,072 a 0,390 a 0,251 a
Pl 398887 23,867 a 0,212 ¢ 0,058 d 0,372 ¢ 0,227 c
P1 548668 22,517 b 0,215 b 0,061 d 0,376 b 0,231 b
P1372413 21,727 b 0,209 c 0,058 d 0,378 b 0,226 c
P1614153 22,867 a 0,200 d 0,056 e 0,374 ¢ 0,218 d
Pl 476885 24,317 a 0,225 a 0,066 b 0,380 b 0,242 a
P1 424494 23,667 a 0,229 a 0,067 b 0,387 a 0,245 a
Pl 548667 22,317 b 0,204 c 0,060 d 0,367 c 0,226 c
Pl1 647961 22,233 b 0,204 c 0,058 d 0,387 a 0,227 c
P1 548362 23,117 a 0,235 a 0,069 a 0,397 a 0,246 a
P1 608357 23,467 a 0,210 c 0,058 d 0,376 b 0,230 c
P1 634335 22,167 b 0,209 c 0,060 d 0,373 ¢ 0,227 c
P1 567690 22,367 b 0,222 b 0,065 b 0,374 ¢ 0,238 b
P1 595081 21,833 b 0,202 d 0,058 d 0,367 c 0,224 c
P1 588025 23,250 a 0,230 a 0,070 a 0,387 a 0,246 a
P1 587959 24,450 a 0,231 a 0,068 b 0,393 a 0,240 a
Pl 398848 22,033 b 0,227 a 0,064 c 0,384 a 0,243 a
P197038 22,867 a 0,205 c 0,056 e 0,371 ¢ 0,223 ¢
P1 417580 23,233 a 0,210 c 0,059 d 0,378 b 0,231 b
Pl1 632421 22,233 b 0,208 c 0,060 d 0,373 ¢ 0,227 c
P1432359 23,167 a 0,228 a 0,067 b 0,379 b 0,245 a
P1 587958 22,900 a 0,226 a 0,072 a 0,380 b 0,247 a
P196280 23,033 a 0,215 b 0,059 d 0,373 ¢ 0,234 b
Pl 548542 23,600 a 0,207 c 0,056 d 0,380 b 0,226 c
Pl 398666 24,133 a 0,225 a 0,066 b 0,382 b 0,240 a
P1 506705 23,033 a 0,208 c 0,059 d 0,372 ¢ 0,228 c
P196118 23,817 a 0,233 a 0,064 c 0,381 b 0,246 a
P1 570668 23,200 a 0,220 b 0,064 c 0,380 b 0,238 b
Genotipo (Linhagem) TeC foliar p1440 p1920 SWIR 1600 SWIR 300

1Ea2939 22,500 b 0,194 d 0,052 e 0,373 ¢ 0,214 d
R02-1325 23,100 a 0,202 d 0,055 e 0,377 b 0,221 d

* Genotipos seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)



