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RESUMO

SILVA, Jucimara Alves. Implicacdes na selecdo dos métodos de fenotipagem de raiz em
populagdes com distintos niveis de heterozigose. 2020. 42 p. Dissertacdo (Mestrado em
Producdo Vegetal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-graduacgéo
em Producéo Vegetal, Lages, 2020.

A cultura do feijdo pode ser afetada por condicGes de cultivo adversas, como por exemplo,
déficit hidrico. A fenotipagem do sistema radicular, pode possibilitar a selecdo de plantas com
desempenho genético distinto nestas condi¢des limitantes. Entretanto, o processo de avaliagcdo
deste carater a campo nao tem sido realizado de forma rotineira nos programas de
melhoramento. Em razdo, dos métodos de fenotipagem aplicados a campo serem considerados
trabalhosos e demorados, ocasionando as vezes, uma limitagdo no progresso do melhoramento
genético. Limitagdes, que acabam direcionando os estudos de avaliacdo de raiz, a métodos de
fenotipagem aplicados em ambiente de casa de vegetacédo, porém, nao refletindo condicdes reais
de cultivo. Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar dois métodos de fenotipagem de
raiz na discriminacdo genética de populagdes fixas e segregantes de feijao. Para a realizacédo
deste estudo, foram utilizados sete genitores de grupos génicos distintos (mesoamericano e
andino), seguido de nove populagdes fixas e quatorze populacdes segregantes de feijdo. Destas
constituicdes genotipicas, foram conduzidas trinta populagdes em campo e casa de vegetagéo.
Para o processo de avaliagdo do sistema radicular, foram correlacionados dois métodos de
fenotipagem: i)  Shovelomics ii) Andlise digitais de imagens (WinRhizo ®). Os
resultados obtidos demonstraram que os métodos avaliados apresentaram uma associacao
negativa e significativa na discriminacdo das populacbes fixas e segregantes,
comparativamente. Por exemplo, na comparacgéo entre os métodos na geracdo Fz o coeficiente
de correlacdo linear simples refletiu uma associagdo negativa e significativa (r=-0.6). Fato este,
indica a importancia da selecdo do método apropriado para que 0 pesquisador diferencie as
plantas segregantes pela sua superioridade genética e nao pelo efeito ambiente. De modo, o
método Shovelomics deve ser o escolhido para caracterizacdo de populacbes segregantes de
feijao.

Palavras chaves: Phaseolus vulgaris L. Sistema radicular. GeracGes segregantes.



ABSTRACT

SILVA, Jucimara Alves. Implications in the selection of root phenotyping methods in
populations with different levels of heterozygosity. 2020. 42 p. Dissertation (Master’s in
Plant Production) — State University of Santa Catarina. Postgraduate in Plant Production, Lages,
2020.

The bean culture can be affected by adverse growing conditions, for example, water deficit.
The phenotyping of the root system may allow the selection of plants with different genetic
performance in these limiting conditions. However, the process of evaluating this character in
the field has not been carried out routinely in breeding programs. Because, of phenotyping
methods applied to the field considered laborious and time consuming, causing the times, a
limitation in the progress of genetic improvement. Limitations, that end up directing the root
evaluation studies, to phenotyping methods applied in a greenhouse environment, however, not
reflecting actual growing conditions. Thus, the objective of this work was to evaluate two
methods of root phenotyping in the genetic discrimination of fixed and segregating bean
populations. To carry out this study, where used seven parents of distinct genetic groups
(Mesoamerican and Andean), followed by nine fixed populations and fourteen segregating
bean populations. Of these genotypic constitutions, thirty populations were conducted in the
field and greenhouse. For the evaluation process of the root system, two phenotyping methods
were correlated: i) Shovelomics ii) Digital image analysis method (WinRhizo ®). The results
obtained demonstrated that the evaluated methods presented a negative and significant
association in the discrimination of fixed and segregating populations, comparatively. For
example, when comparing the methods in the Fs generation, the simple linear correlation
coefficient reflected a negative and significant association (r = -0.6). This fact, indicates the
importance of selecting the appropriate method for the researcher to differentiate segregating
plants by their genetic superiority and not by the environmental effect. So, the Shovelomics
method should be chosen to characterize segregating bean populations.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. Root system. Segregating generations.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 CARACTERISTICAS DA CULTURA

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) pertence a familia Fabaceae, € denominado como
uma espécie autégama e diploide (2n = 2x = 22), que pode apresentar habito de crescimento
determinado e indeterminado. No crescimento determinado, as plantas possuem caule principal
e ramos laterais terminando em uma inflorescéncia, com floracdo que iniciar do apice para a
base da planta. Em contrapartida, no crescimento indeterminado, as plantas possuem caule
principal com crescimento continuo, inflorescéncia axilares e florag&o que iniciar na base até o
apice da planta (ARRUDA, 2017). Ainda dentro dessas caracteristicas, as cultivares de feijao
também apresentam habito de crescimento classificados em tipo 1,11, 111 e IV. As classificacdes
do tipo I e Il, respectivamente possuem habito de crescimento determinado e indeterminado,
apresentando porte ereto, arbustivo e ramificacao fechada. Ja as classificacdes do tipo Il e IV,
possuem habito de crescimento indeterminado, porém, a terceira (111) apresenta ramificacéo do
tipo aberta, e a quarta (IV) € do tipo prostrado ou trepador (VILHORDO, 1991; ARRUDA,
2007).

O cultivo de feijao, apresenta grande importancia mundial, em razéo, de constituir uma
fonte principal de proteina vegetal, fornecendo fibras, carboidratos, vitaminas e
micronutrientes, ocasionando uma seguranca alimentar e nutricional entre os consumidores
menos abastados (BEEBE et al., 2013). J& em termos de producéo, o cultivo de feijao apresenta
destaque na economia brasileira, de modo, que o Brasil é responsavel por aproximadamente
20% da producdo mundial e situado como o terceiro maior produtor mundial. De acordo com
levantamentos da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2020), estima-se que a
producdo total de feijdo em 2020/21 (considerando todas as safras e grupos) foi de 3,04 milhdes
de toneladas com uma produtividade média de 1.041 kg/ha, apresentando uma queda de 4%
sobre a média do ano da safra anterior. Dentre os fatores responsaveis por essa queda na
produtividade, podem ser elucidados os principais fatores abiéticos que afetam o rendimento
da cultura: a baixa fertilidade do solo, a seca e as altas temperaturas (ASSEFA et al., 2014).

Entretanto, apesar de diversos fatores que limitam o rendimento agricola, a seca é o maior
entrave na producdo agricola, em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (HEINEMANN et
al., 2017). Os problemas de ambiente, principalmente os estresses hidricos, acabam tendendo a

ser potencializados com as alteracGes climéticas, de maneira, que esses fatores ocorrem de
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forma imprevisivel, e mudando a cada ano e regido (ASSEFA et al., 2015). Dessa forma, a
deficiéncia hidrica, acaba sendo a principal causa da reducéo na produc¢éo do feijdo no mundo,
pois, comparada com outras culturas, &€ uma espécie bastante sensivel a seca, principalmente
quando ocorrer na fase reprodutiva. As principais perdas, que ocorrem com 0s efeitos do
estresse hidrico é o abortamento das flores, diminuicdo do enchimento de grdos, nimero de
vagens e sementes, acarretando baixo rendimento. Além do mais, também ocorrem alteracOes
morfoldgicas nas plantas como o aumento de pelos radiculares, aprofundamento de raizes e
enrolamento de folhas, e adaptacdes foliares (maior nimero de estdmatos por area, cuticula
mais espessa e menor &rea foliar) entre outras (BOREL, 2016).

Portanto, essa condi¢do limitante de seca, € um dos principais focos de estudo para
melhorias na producéo agricola, pois, plantas mais tolerantes a seca podem proporcionar uma
maior capacidade de sobrevivéncia, reproducdo e manutencdo dos rendimentos sob estresse
hidrico. No entanto, a tolerancia ¢ uma caracteristica quantitativa complexa e de baixa
herdabilidade, sendo também altamente influenciada pelo ambiente, ou seja, essa caracteristica
é advinda de outros fatores, como temperatura elevada e deficiéncia de nutrientes, o que acaba
dificultando a selecdo (ARRUDA, 2017).

1.2 MELHORAMENTO GENETICO DO FEIJAO

O melhoramento genético de plantas € uma das ferramentas que pode atuar reduzindo o
efeito de estresses abioticos sobre a produtividade (rendimento de grdos). A partir do
desenvolvimento de constituicbes genotipicas promissoras, que superem o desempenho
produtivo das cultivares que ja encontradas no mercado (ZANELLA, 2016). De modo, que os
estudos sobre o melhoramento do feijdo obtiveram desenvolvimento em 1932, pelo Instituto
Agronémico (IAC) que realizou pesquisas com a cultura avaliando caracteristicas como
capacidade produtiva, porte de planta e resisténcia a doencas (CHIORATO; CARBONELL
2014), e assim incentivando outras instituicdes a desenvolverem pesquisas objetivando
melhorias na cultura.

Estudos sobre o melhoramento do feijdo, buscam cultivares que além de apresentar
adequada produtividade, apresentem também estabilidade de producéo, ou seja, que mantenha
o rendimento. Apesar de que, existem cultivares que possuem parcialmente essas
caracteristicas, entretanto, ainda ha limitacGes a serem superadas pela cultura. De forma, que o

feijdo foi domesticado em dois lugares de origem diferentes, mais precisamente na
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Mesoamérica e no Andes, formando assim os dois pools génicos principais conhecidos como
Mesoamericano e Andino (KOENIG; GIOIA et al., 2013). E, portanto, apresentam
caracteristicas divergentes entre os grupos génicos que aliadas podem contribuir para a elevada
variabilidade genética e, a partir de diversos cruzamentos dirigidos realizados tanto dentro
quanto entre grupos génicos, pode-se explorar a diversidade e ampliar a base genética (BOREL
et al., 2016). As principais caracteristicas contrastantes entre os grupos sdo morfologia da
planta, habito de crescimento, duracdo de ciclo, tamanho de grdo e cor de tegumento. Mais
especificamente, o grupo génico andino, abrange gen6tipos com formacéo de sementes grandes,
proteina faseolina do tipo “T” e plantas com habito de crescimento do tipo | e IV. De forma
contraria, 0 grupo mesoamericano dispde de gendtipos com sementes pequenas, proteina do
tipo “S” e crescimento do tipo IT e IIT (POLANIA et al. 2016). Tais caracteristicas divergentes,
ao serem cruzadas, podem tender a um gendtipo que atenda as preferéncias do consumidor, e
com maior facilidade ao produtor.

Dessa forma, como é notavel a variabilidade genética encontrada no feijdo, por ser
cultivado em diversos ambiente, e principalmente pela divergéncia entre 0s grupos génicos.
Atualmente, os programas de melhoramento de plantas, vem buscando minimizar os impactos
do estresse hidrico, fundamentado no estudo do sistema radicular. Pois, estudos sobre o
melhoramento radicular do feijdo tém sido considerados uma promessa para mitigar esses
estresses que acometem a cultura, além de, ser uma estratégia sustentavel para agricultores
baseados em cultivos com baixa entrada de nutrientes e uso limitado de agua por irrigacéo
(FESS et al., 2011). Para tanto, os grupos também séo contrastantes quanto ao sistema radicular,
no grupo andino, foi observado de forma mais influente sistema radicular na superficie,
enquanto, no grupo mesoamericano, foi notado sistema radicular com desenvolvimento em
camadas mais profundas do solo (BEEBE et al. 2013).

Sendo assim, a avaliacdo de caracteristicas que estejam associadas a raiz (distribuicéo,
arquitetura, comprimento, entre outras) é um fator importante. Uma vez que, a selecdo de
plantas com sistema radicular mais desenvolvido, ou, com caracteristicas advindas de ambos
0s grupos podem culminar no desenvolvimento de geno6tipos com maior tolerancia a fatores
bioticos e abidticos. Pois, a identificacdo e selecdo de gendtipos com sistema radicular mais
eficaz na absorcdo de agua e elementos minerais em condicBes limitantes, torna-se uma
alternativa para programas de melhoramento que buscam a obtencdo de gendétipos para
condicdes ndo ideais de cultivo (ROSADO, 2012). De forma, que esta estratégia pode ndo se
limitar a apenas um cérater, e ser considerada uma acdo indireta para melhoria em outros

caracteres.
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1.3 IMPORTANCIA DO SISTEMA RADICULAR

O sistema radicular apresenta um papel de grande importancia no crescimento e
desenvolvimento das plantas em geral, fornecendo suporte para fixacdo em substrato solido,
e para a absorcdo de &gua e nutrientes. De forma que, para uma maior eficiéncia na absor¢do
de nutrientes, nos 20cm localizados na parte superior do solo (maior concentracdo de
nutrientes), busca-se um sistema radicular abundante e superficial. J&, para um melhor
desempenho na aquisicao de gua, necessita-se de raizes mais profundas, e assim propiciando
plantas tolerantes a seca (HO et al., 2005). Dessa forma, uma abrangente distribuicéo radicular
pode propiciar a exploragdo de maior volume de solo, e condicionar melhor aquisi¢ao de agua
e nutrientes, favorecendo o ciclo da cultura. Porém, para a obtencdo dessas caracteristicas
desejadas, & necessario o conhecimento das variacbes geneticas, para uma melhor
caracterizacdo da distribuicdo do sistema radicular, e assim poder escolher genotipos
adaptados as condigdes de estresses (SILVA, 2003).

Nesse contexto, o sistema radicular do feijdo encontra-se pouco desenvolvido, pois, a
maior concentracdo de raiz esta restrita a camada superficial do solo, estando
aproximadamente de 0-20 centimetros, ocasionando uma alta sensibilidade a estresses
hidricos na cultura (ASSEFA et al., 2014). Entretanto, devido a domesticacdo em grupos
génicos de forma independente, esta espécie apresenta caracteristicas distintas, no qual,
caracteriza uma diversidade genética consideravel. Por exemplo, os gendtipos de origem
andina apresentam maior desenvolvimento de raizes superficiais, e 0s genétipos advindos do
grupo mesoamericano tendem a maior profundidade (Rosado, 2012), e portanto pressupdem-
se que 0s gendtipos de origem mesoamericano sdo mais tolerantes ao estresse hidrico, por
efeito de, profundidade de raiz (POLANIA, 2016).

Desse modo, a selecdo de gendtipos que apresentem caracteristicas importantes como:
boa distribuicdo radicular, maior volume de raizes, profundidade de raizes em todas as camadas
do solo podem abrandar as condi¢fes imprevisiveis de cultivo (DE ALMEIDA, 2011). No
entanto, o caminho para o estudo deste carater, é oneroso, devido ser considerado complexo e,
consequentemente ocasionado uma caréncia de estudos do sistema radicular. De modo que,
considerando a complexidade e a caréncia de estudos, nota-se que a base genética das
caracteristicas relacionadas ao sistema radicular ndo se encontra inteiramente conhecida

(PAEZ-GARCIA et al, 2015). No mais, os poucos estudos sdo focados quase que
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exclusivamente em aspectos visuais (anatdmicos e morfoldgicos) em plantas jovens. Dessa
forma, o nimero de trabalhos utilizando raizes como estratégias para a tolerancia a deficiéncia
hidrica e maior aquisicdo de nutrientes, € pequeno (TRACHSEL et al., 2011), principalmente
quando considerado para os demais caracteres (por exemplo, parte aérea).

Em vista disso, apesar da constatada importancia das raizes como um carater
relacionado a tolerdncia aos principais estresses abioticos, a selecdo deste carater,
principalmente, em condigdes de campo ndo tem sido rotina nos programas de melhoramento.
Por razBes, praticas, a maioria dos trabalhos sdo realizados com enfoque tipicamente em
melhorias nas caracteristicas relacionadas a parte aérea, mais necessariamente ao rendimento
de gréos (BARILI et al., 2016). E, embora os estudos focados no rendimento terem se tornado
fundamentais para o avango da producdo agricola, atualmente para as futuras melhorias na
produtividade, o estudo do sistema radicular € imprescindivel. Entretanto, justifica-se que a
inexpressiva quantidade de trabalhos cientificos avaliando populagdes segregantes em campo,
é em razdo, da complexidade do carater aliado ao processo laborioso de avaliagéo.

Dito isso, considera-se que a fenotipagem do sistema radicular, com enfoque na tolerancia
ao estresse hidrico € um gargalo que limita a analise genética e o0 melhoramento da cultura
(VARSHNEY et al., 2014 ). Porém, estudos mais avancados poderiam proporcionar uma
fenotipagem a campo de baixo custo, que permitiria aos melhoristas de plantas com recursos
limitados desempenhar gendtipos tolerantes as restricdes ambientais. Por exemplo, o estudo
mais profundo de parametros importantes para o carater raiz, como o comprimento radicular ou
quantidade de raizes, que permitem uma maior exploracdo de solo, resultando em maior ou
menor absor¢do de nutrientes e agua (BOHM, 1979). Ou, sobre interacbes genoétipo por
ambiente (GXE) que requerem fenotipagem em populacbes de interesse, e entre outros. Tais
caracteristicas, sdo importantes em ensaios a campo, uma vez que, os cultivos em ambiente
controlado normalmente dependem de vasos que geralmente limitam o volume do solo e
restringem o crescimento e o desenvolvimento das raizes (POORTER et al., 2012) o que pode

ocasionar uma restri¢do as respostas das plantas ao estresse ambiental.

1.4 METODOS DE FENOTIPAGEM DE RAIZ

A avaliacdo do sistema radicular é um processo importante para a descoberta de
gendtipos com caracteristicas superiores, porém, a complexidade relatada deste carater, levam

a um grande desafio dos programas de melhoramento em selecionar gen6tipos em condicGes
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de restricdo hidrica (MUKAMUHIRWA et al., 2015). De maneira, que a complexidade pode
estar atrelada as ramificacbes e formacdo de redes do sistema radicular, ocasionando
dificuldades na observacdo para a avaliacdo, principalmente a campo, de maneira que a
remocdo pode acarretar perdas e danificagfes da estrutura (ROSADO, 2012) . Entretanto,
apesar dessas dificuldades, alguns estudos relatam que a maneira mais apropriada para
encontrar genétipos com sistema radicular superior € a avaliacdo a campo (MITTLER, 2006).
Sendo que, comumente os principais estudos sobre crescimento radicular séo realizados a partir
da avaliacdo de caracteristicas como: comprimento de raiz, massa seca de raiz, area explorada
de raiz, volume de solo explorado de raiz entre outros. Onde, geralmente sdo em conjunto com
os fatores do ambiente que contribuem com sua distribuicdo, como: densidade e porosidade do
solo, &gua, ar, nutrientes disponiveis e pH do solo (BOHM, 1979).

As avaliagdes citadas, tradicionalmente sdo aplicadas em condi¢Ges de campo, no
entanto, a coleta de informacOes nestas condi¢fes € uma tarefa bastante ardua e é feita de
diferentes formas. Na literatura encontra-se diversos métodos de avaliacdo, sendo eles: Método
do perfil do solo ou trincheira (para a quantificacdo de raizes), método do Rhizotron, método
do mondlito ou blocos, método de escavacao (por exemplo, Shovelomics) (BOHM, 1979). E,
além dos métodos citados, devido as dificuldades encontradas sob condi¢fes de campo, existem
atualmente, métodos de avaliacdo realizados em casa de vegetacdo, conhecidos como metodos
de andlises digitais. De modo que, encontrar referéncias na literatura que discorra sobre a
utilizacdo destes métodos de avaliacdo do sistema radicular em populacdes segregantes é
bastante raro, uma vez que, tais métodos exigem grande quantidade de trabalho fisico e séo
considerados bastante minuciosos (CANTAO, 2007). Condicionando, a caréncia de técnicas
para mensuracao de caracteristicas do sistema radicular, e, portanto, sendo necessario o0 avango
nos estudos referentes ao conhecimento dos métodos de conducéo, para 0 sucesso na selecao
de populaces segregantes.

O método do perfil do solo ou trincheira, é realizado em condicdes in situ, consistindo
em uma abertura de trincheira ao redor da planta que sera realizado a avaliacdo radicular, onde,
posteriormente é exposto as raizes para a quantificacdo visual das raizes (BOHM, 1979). Outro
método utilizado com frequéncia é o Rhizotron, de forma que as plantas se desenvolvem em
um recipiente de vidro inserido no solo, podendo ser visualizado o crescimento radicular das
raizes em condicdes in vivo (BRASIL, 2003). Porém, como as raizes encontram-se em uma
parede de vidro, esta avaliacdo é mais considerada para estudos fenol6gicos do que em estudos
de distribuicdo de raizes (BOHM, 1979). Por conseguinte, uma avaliagdo também bastante

conhecida é a do método do mondlito ou blocos, que se baseia na remocéao de blocos de solo
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com dimensBes pré-definidas. Onde, seguidamente sdo lavadas, separadas, e medido
caracteristicas como peso e comprimento. Entretanto, como relatado, tanto o processo de
remocao como lavagem, podem levar a perdas de até 40% de raizes, de acordo com o método
aplicado (COSTA, 2002). E no mais, outros métodos utilizados, tanto em condi¢des de campo,
como em casa de vegetacdo, sdo 0s metodos conhecidos como Shovelomics (método de

escavacdo), e 0 método de imagens digitais, relatados a seguir.

1.4.1 METODO SHOVELOMICS

Diversos métodos foram descritos na literatura para avaliagdo do sistema radicular.
Entretanto, Trachsel et al. (2011) propds uma metodologia para avaliacdo do sistema radicular
denominada de Shovelomics. Este método preconiza a avaliacdo de plantas adultas, tornando-
se uma ferramenta vantajosa para melhoristas avaliarem a variabilidade genética do sistema
radicular. Uma vez que, a maioria dos métodos propostos em condicOes de laboratorio ou casa
de vegetacdo, realizam o processo de fenotipagem em plantas no estadio vegetativo, buscando
custos mais baixos e maior rendimento. Porém, apesar dessas avaliages buscarem a medicao
de forma néo invasiva, o tamanho do vaso limitar as raizes, sendo necessario a retirada no tempo
de duas a trés semanas (POORTER et al. 2012). Dessa forma, nesses periodos algumas
caracteristicas das raizes do feijdo como numero de raiz do hipocotilo e didmetro da raiz
principal, ainda n&o se desenvolveram totalmente (CANTAO, 2007), e assim n&o obtendo um
desenvolvimento esperado para analise mais profunda de caracteristicas diferenciadas, como
por exemplo, popula¢Bes em geracGes com niveis diferentes de segregacao.

Em contrapartida, a fenotipagem do sistema radicular em solos reais pela metodologia
Shovelomics (TRACHSEL et al., 2011 ) pode complementa as analises de laboratério, pois,
permite a fenotipagem de raizes em estadio adulto, em condicdes reais de cultivo. Onde, em
alguns trabalhos, como o realizado por Burridge (2016) encontra-se esta metodologia
juntamente com a analise de imagens digitais, apresentando pontuacGes visuais para dez
fendmenos radiculares, tornando-se uma ferramenta simples, robusta e barata para melhoristas
de culturas avaliarem os sistemas radiculares e as respostas funcionais a varios ambientes.
Contudo, a desvantagem do método é que apesar de ser realizado na fase adulta, 0 método
Shovelomics é considerado destrutivo, em virtude da remocao da planta para a avaliacdo das
raizes. Porém, como as analises sdo realizadas nas plantas adultas, o0 método possui a vantagem

da possibilidade de outras avaliagdes. Como por exemplo, estudo sobre doencas, pragas, e a
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variabilidade genética do sistema radicular em popula¢des segregantes. Tornando-se um
importante na avaliacdo de diferentes constituintes genéticos, porém, ndo pode ser utilizado
para o aumento de herdabilidade genética.

1.4.2 METODO ANALISE DIGITAIS DE IMAGENS (WINRHIZO ®)

Com as dificuldades encontradas na fenotipagem do sistema radicular a campo, novas
formas de avaliacdo foram surgindo, e com o uso dos computadores, a analise de imagens foi
aumentado o potencial de medicdo de raizes, reduzindo o tempo exigido para a medida, e
possibilitando a avaliacdo de diferentes variaveis de raiz, antes ndo possiveis de serem
mensuradas, como 0 numero de pontas de raizes e a aréa projetada de raizes (COSTA et al .,
2001; CANTAO, 2007). Dessa forma, a analise de imagens digitais transformou o estudo de
sistema radicular, tornando-o menos demorado, permitindo medidas mais precisas € menos
subjetivas do que caracteristicas que detectadas pelo o olho humano (STUTTE, STRYJEWSKI,
1995; CANTAO, 2007).

Dentre as andlises realizadas de forma computacional, o software que mais se destaca na
avaliacdo do sistema radicular, € o sistema WinRhizo. O processo de analise desse sistema
funciona pelo método da intersecdo de fragmentos de raiz em uma malha de dimensdes
conhecidas. Onde, as raizes sdo distribuidas de forma aleatéria em cima de um anteparo, e logo
sdo contadas as intersecdes, que a partir dos valores obtidos sdo utilizados em uma expressdo
matematica, determinado o comprimento das raizes (NEWMAN, 1966; TENNANT, 1975;
CANTAO 2007). Uma das principais vantagens do sistema WinRhizo é corrigir as limitacoes
do método da intersecdo, juntamente com a sua facilidade operacional (CANTAOQ, 2007). Pois,
este método (intersecdo) possui a desvantagem de assumir que as raizes estdo distribuidas
aleatoriamente, ou seja, se as raizes estiverem sobrepostas, o valor de comprimento pode ser
sobrestimando. E assim, ocorrem erros nas estimativas quando a suposic¢ao nédo é atendida.

Para tanto, a partir do software WinRhizo que € um sistema de analise de imagens
projetado especificamente para medicdo de raizes em diferentes formas (ABRAMS M. D et al
1998). Pode ser realizado a avaliacdo do sistema radicular pelo método de anélise digitais de
imagens (WinRhizo ®), onde utilizar analises de morfologia (comprimento, area, volume etc.),
topologia, arquitetura e cor. E assim, com o auxilio desse programa de computador obtém-se

componentes de aquisi¢do de imagem, combinados para atender diferentes necessidades e
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orcamentos. O método de analise digitais de imagens (WinRhizo ®) também é considerado
destrutivo, devido a remocédo da planta no periodo vegetativo, entretanto, uma das vantagens
deste método, é a andlise em larga escala, no caso de um nimero grande de individuos, e outra

vantagem é a quantidade de varidveis obtidas.

2 IMPLICACOES NA SELECAO DOS METODOS DE FENOTIPAGEM DE RAIZ EM
POPULACOES COM DISTINTOS NiVEIS DE HETEROZIGOSE

2.1 INTRODUCAO

A cultura do feijao, pode ser afetada por condi¢bes de cultivo adversas, como por
exemplo, o déficit hidrico, ocasionando um dos principais gargalos da agricultura
contemporanea em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, limitando o desenvolvimento
favoravel da cultura (HEINEMANN et al., 2017). A exigéncia hidrica desta cultura variar com
os estadios alcangados, apresentando uma estimativa de consumo entre 300 a 600 mm de agua
ao longo do seu desenvolvimento (PAVANI et al., 2008). Logo, o feijdo é bastante sensivel as
condicdes de deficiéncia hidrica, estando 60% da producdo sujeita a estas condi¢cdes em alguma
etapa da cultura (ARRUDA, 2017), acarretando perdas significativas. De modo que, a medida
que aumentam os dias de deficit, diminuem a producao de graos, porém, as cultivares de feijao
apresentam respostas diferentes quando submetidas a condi¢des severas (AGUIAR, 2008).

Neste cenario, 0 melhoramento genético busca a selecdo de plantas mais tolerantes ao
estresse hidrico, a partir da escolha de genotipos com caracteristicas radiculares que promovam
um melhor desempenho da espécie em condicdes de cultivo (BURRIDGE et al., 2016). Por
exemplo, gendtipos com ciclo precoce, adaptacdo fisioldgica para condutancia estomatica,
enraizamento profundo para maior absorcdo de dgua em condi¢cbes de seca, e dentre outras
caracteristicas relacionadas a producdo de grdos como rendimento, nimero de vagens, massa
de 100 sementes e numero total de grdos (BLAIR et al., 2012). Diante disso, 0 estudo do sistema
radicular, é considerado uma ferramenta valiosa para 0 melhoramento genético de plantas,
podendo auxiliar na reducdo dos efeitos de estresse hidrico sobre a cultura do feijao, através da
obtencdo de gendtipos com caracteristicas superiores. De forma, que a fenotipagem do sistema
radicular pode possibilitar a selecdo de plantas com desempenho genético distinto nestas
condicdes limitantes, e assim levar a selecdo mais eficiente de populacGes segregantes. Posto

que, poucos trabalhos tém sido realizados com o estudo de populagGes segregantes, fato que,
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pode viabilizar a selecdo de constituicGes genéticas com sistema radicular ajustado para
condicdes severas.

Entretanto, o processo de avaliacdo deste carater a campo nao tem sido realizado de forma
rotineira nos programas de melhoramento. Em razéo, dos métodos de fenotipagem aplicados
serem considerados trabalhosos e demorados, ocasionando as vezes, uma limitagdo no
progresso do melhoramento genético (BURRIDGE et al., 2016). Limitacfes, que acabam
direcionando os estudos de avaliagdo de raiz a ambientes de cultivo em casa de vegetacao,
porém, ndo refletindo condic@es reais de cultivo (MITTLER, 2006). Condigdes essas (campo),
necessarias para a selecao de gendtipos superiores, de modo que, para o conhecimento das bases
genéticas envolvidas no controle deste carater, é necessario o estudo do comportamento de
populacdes em condicdes reais de cultivo, e em diferentes geragdes (GRIGOLO, 2018).

Diante dessas limitag6es, foi proposto o estudo de métodos de fenotipagem de raiz,
avaliando a eficacia destes metodos na discriminacdo de populagdes fixas e segregantes, em
condicdes de campo e casa de vegetacdo. Uma vez que, resultados similares entre as avaliagdes
podem indicar a realizacdo do processo de fenotipagem em métodos menos onerosos, pois, ndo
ha diferencas entre as avalia¢bes. Entretanto, no caso da consecucao de resultados diferentes,
pode ser selecionado o método mais preciso e eficiente, em termos de melhoramento genético.
Uma vez que, a escolha do método que apresente relevancia na discriminacao de genotipos, €
de vital importancia quando se objetiva melhorias no carater raiz. Porém, deve-se considerar
que a escolha do método de fenotipagem de raiz a ser utilizado depende, entre outros, do
objetivo do estudo, da facilidade na coleta dos dados e da disponibilidade de recursos
(ARRUDA, 2017). Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar dois métodos de

fenotipagem de raiz na discriminacdo genética de populacgdes fixas e segregantes de feijao.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Constituicdes genotipicas

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados sete genitores de grupos génicos distintos
(mesoamericano e andino), seguido de nove populacdes fixas e quatorze populacdes
segregantes de feijdo. Os genitores, foram formados por BAFQ07, IPR Uirapuru, BAF53,
Carioca Mg, BAF35, BRS Embaixador e BRS Expedito (Tabela 1). As geracoes fixas (F1)

proveniente do cruzamento dirigido entre os genitores deram origem as populagdes segregantes
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na geracdo F», F3. Destas constituicbes genotipicas, foram conduzidas trinta populacdes em
campo e casa de vegetagéo:

i) progénies BAF07 x BRS Embaixador; BRS Expedito x Carioca Mg; Carioca Mg x BRS
Expedito; IPR Uirapuru x BAF07; IPR Uirapuru x BAF35; IPR Uirapuru X BAF53; BAF35 x
BAF53; BAF35 x BAF0O7 e BAF35 x IPR Uirapuru na geragéo F1 (9 populagdes);

i) progénies BAFO07 x BRS Embaixador; IPR Uirapuru x BAFQ7; IPR Uirapuru x BAF35;
IPR Uirapuru x BAF53; BAF35 x BAF53; BAF35 x BAF07 e BAF35 x IPR Uirapuru na
geracéo F», F3 (14 populagdes);

iii) genitores BAF07, IPR Uirapuru, BAF53, Carioca Mg, BAF35, BRS Embaixador e BRS
Expedito (7 populagdes).

De forma que, a auséncia de cruzamentos compondo as geracOes F» e Fz, mais
precisamente os cruzamentos reciprocos ‘BRS Expedito x Carioca Mg’, foi em virtude da

indisponibilidade de sementes nestas geracoes.

Tabela 1- Caracteristicas dos genitores utilizados para a obtencao das populaces fixas F1 e
segregantes F2, F3 em feijéo.

Genitores Grupo génico Grupo comercial ~ Habito de crescimento @
BAFO07 Mesoamericano  Preto Tipo Il

IPR Uirapuru Mesoamericano  Preto Tipo Il

BAF53 Andino Bege Tipo |

Carioca Mg Mesoamericano  Bege Tipo Il

BAF35 Mesoamericano  Carioca Tipo Il

BRS Embaixador Andino Vermelho Tipo |

BRS Expedito Mesoamericano  Preto Tipo Il

@ 1: Crescimento determinado, porte ereto; 11 Indeterminado com guias curtas, porte ereto; 111: Indeterminado com guias longas, porte

semi-ereto a prostado.
Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

2.2.2 Delineamento experimental (campo) — Experimento 1
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O experimento em campo foi conduzido na &rea experimental do Instituto de
Melhoramento Genético e Molecular (IMEGEM), localizado na Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC/CAV), em dezembro da safra de 2018/19. A &rea encontra-se a 950 m
de altitude, com clima caracteristico cfb temperado (mesotérmico imido e verdo ameno)
(KOPPEN, 1918). O solo encontrado na aréa foi classificado como Cambissolo Humico
Aluminio Léptico, horizonte A moderado, com textura argilosa e relevo ondulado (GRIGOLO,
2018).

O delineamento experimental utilizado foi latice simples (6x5), com duas repeticGes,
resultando em 60 unidades experimentais. Cada unidade experimental foi constituida de trés
linhas de dois metros de comprimento, espacadas entre 0,50m. As linhas externas de cada
parcela apresentaram densidade de duas plantas por metro linear, e as linhas internas
apresentaram densidade de 10 plantas por metro linear. A semeadura foi realizada no modelo
convencional, com revolvimento do solo. Os tratos culturais utilizados foram adubacéo e capina
manual para o controle de plantas daninhas. A adubacéo utilizada foi a partir da aplicacdo de
calcio antes da semeadura, e apds, a aplicacdo de ureia de acordo com a necessidade da cultura.

e Método Shovelomics (campo)

A avaliacdo do sistema radicular a campo, foi realizada pela metodologia adaptada
denominada de Shovelomics, proposta por Trachsel et al. (2011). Esta metodologia, consistiu
na fenotipagem de raiz, quando as plantas atingiram o estddio R8 (Enchimento das vagens).
Onde, foram coletadas duas plantas aleatdrias entre as linhas externas de cada parcela, mediante
a escavacdo do solo a uma distancia de 25-30 cm ao redor da coroa das plantas. Apds, as raizes
foram cuidadosamente agitadas para remover o solo excessivo. O solo remanescente foi
removido por imersdo das coroas da raiz em agua, contendo cerca de 5% de detergente e,
enxague com agua a partir de uma mangueira de baixa pressao . Posteriormente, as raizes foram
posicionadas em um gabarito para quantificacdo das varidveis angulo de raiz (AR),
comprimento horizontal esquerdo (CHE) e comprimento horizontal direito (CHD).
Seguidamente, as raizes foram pesadas em balanca quantitativa e depois iniciado o processo de
secagem em estufa a aproximadamente 65° C, para a obtencdo das variaveis massa fresca da
raiz (MFR) e massa seca da raiz (MSR) (Figura 1).

2.2.3 Delineamento experimental (casa de vegetacdo) — Experimento 2
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O experimento em casa de vegetacao foi realizado nas dependéncias da Universidade do
Estado de Santa Catarina (UDESC/CAV). O delineamento utilizado foi blocos ao acaso com
trés repeticOes, totalizando 90 vasos distribuidos entre as bancadas. As populagdes foram
semeadas em vasos com volume de quatro litros, contendo substrato comercial, e sem a adigéo
de fertilizantes durante o enchimento dos vasos. Porém, foi aplicado como tratos culturais
adubacdo com ureia, antes de alcancarem o estadio de avaliagdo. Ao atingirem o estadio V3
(primeira folha trifoliolada) as raizes foram avaliadas pelo equipamento Scanner de raiz
(WinRhizo ®), na Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI).

e Meétodo Analise digitais de imagens (WinRhizo ®)

A fenotipagem do sistema radicular, a partir do cultivo em casa de vegetacdo, foi realizada
pelo equipamento denominado de Scanner de raiz, quando as populac6es atingiram o estadio
V3 (primeira folha trifoliolada), em trés plantas por tratamento (Figura 2). O processo de coleta,
foi executado de forma cuidadosa visando a ndo destruicdo do sistema radicular, realizando o
processo de limpeza, com imersao em agua. Apos esse processo, as raizes foram acondicionadas
em recipientes contendo solucéo de agua e 50% de etanol, para conservacéo do tecido radicular.
Em seguida, foram armazenadas e transportadas para a avaliacdo em condicdes de laboratdrio.
As raizes foram analisadas e quantificadas através do software WinRhizo ® (v 5.0, Regent
Instruments, Quebec, Canada), um sistema de analise de imagens (Figura 3). Este sistema, foi
projetado especificamente para medicdo de raizes em diferentes formas, realizando analises de
morfologia, topologia, arquitetura e cores (CASCONE, 2005). A partir deste processo, foi
obtido as variaveis: i) comprimento de raiz em cm (CR); ii) area superficial de raiz em cm?
(AS); iii) relagdo comprimento/volume de raiz em cm/ cm® (C/V); iv) volume de raiz em cm?®
(VOL); e v) nimero de pontas de raiz (NPR).

2.2.4 Andlise Estatistica

A anélise dos dados para a comparacdo dos métodos de fenotipagem, por meio do
comportamento das constitui¢des genotipicas de feijdo, em dois ambientes de cultivo (campo e

casa de vegetacdo), foi empregada a partir de dois modelos estatisticos.
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O modelo estatistico para o ensaio em campo foi:
Yijk = B+ 1+ bjoy + g + eiji

Yiji- efeito dos valores observados para as variaveis do sistema radicular do i — ésimo fator
repeticdo, no j-ésimo fator bloco, no k-ésimo fator genotipo.

u- efeito da média geral

r;- efeito do i-ésimo nivel do fator repeticdo

b; - - efeito do j-ésimo fator bloco dentro do efeito i-€simo do fator repeticéo;

9 — efeito do k-ésimo do fator gendtipo

e;j - efeito do erro experimental.

O modelo estatistico do experimento em casa de vegetagdo foi:

Yij=H+b +g;+e;

yij - valores observados para as variaveis do sistema radicular do i-ésimo fator bloco, no j-
ésimo fator genotipo.

u- efeito da média geral

b; — efeito do i-esimo fator bloco

g;— efeito do j-ésimo fator genotipo

e;; - efeito do erro experimental.

Para a analise estatistica, os dados foram submetidos a analise de variancia a 5% de
probabilidade, pelo procedimento GLM (Modelo Linear Geral). Onde, posteriormente,
juntamente com este modelo (GLM), também foram adotados valores de BLUP (melhor
predicdo linear ndo-viesada) utilizando o procedimento de modelos mistos (MIXED).

A natureza dos modelos mistos sdo compostas por efeitos fixos e aleatérios, de modo que,
a aplicacdo da analise de variancia por meio desses modelos, apresenta caracteristicas
singulares, como por exemplo, 0 conhecimento da composicdo das esperancas matematicas dos
quadrados médios, permitindo assim, a determinacdo dos testes de hipdteses de forma mais
precisa (HIGKS, 1973). De forma que, adotando este modelo linear misto é possivel realizar a
predicdo de efeitos fixos e aleatorios, pelos valores de BLUPS, bastante Gtil no melhoramento

genético. Visto que, os BLUPs descritos pelos modelos mistos, atribuem predicdo de efeitos
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aleatorios, ou seja, esses valores referem-se aos efeitos de um fator aleatério em razéo das
médias corrigidas (y), para os efeitos de fatores fixos. De maneira que, as fontes de variacdo
(efeitos aleatérios e erros) apresentam distribuicdo normal com média zero, e ndo sdo
correlacionados, com matrizes de variancia e covariancia (FILHO, 2002).

Posto isto, a partir dos valores de BLUP foram obtidos coeficientes de correlagdo,
utilizando o procedimento CORR. Este procedimento, permitiu a formacao de matrizes entre e
dentro dos métodos de fenotipagem Shovelomics e Anélise digitais de imagens (WinRhizo ®).
As combinacdes para a correlacdo entre e dentro dos métodos, a partir das populacdes fixas
(Pai e F1) e segregantes (F. e F3), foram realizadas de forma individual e conjunta, seguindo a
seguinte estrutura: a) Matrizes de cada método (Individual) — Pai vs F1, Pai vs F», Pai vs F3, F1
vs F2, F1 vs F3, F2 vs F3 b) Matrizes entre os métodos (Conjunta) — Pai vs Pai, F1vs F1, F2 vs
F2, Fa vs Fs.

As matrizes foram analisadas pelo teste Z de Mantel com 1000 aleatorizag6es. O teste de
Mantel foi proposto em 1967 para testar a associagdo entre duas matrizes. As matrizes séo
normalizadas, apresentando média igual a zero, e desvio padréo igual a um (DINIZ, 2013). As
aleatorizagdes (permutacdes) que ocorrem, mostram quantas vezes o Z observado (valor de p)
foi maior ou menor que 1000 valores de Z. No entanto, ocorrendo mudancas apenas nos valores
de probabilidade, mantendo as médias e as variancia constantes, e assim nao interferindo na
estandardizacé@o do Z para a correlacdo entre as matrizes.

As andlises estatisticas citadas foram realizadas a partir do auxilio do software estatistico
SAS University (CODY, 2015).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados inseridos na Tabela 2, apontam um resumo da analise de variacdo para 0s
métodos de fenotipagem, comparados para todas as variaveis consideradas. De modo que,
analisando esta tabela pode ser observado diferencas, quanto a significancia dos quadrados
médios, dentre os métodos Shovelomics e Analise digitais de imagens (WinRhizo ®) na
caracterizacdo dos gendtipos.

No entanto, apenas a andlise de variacdo ndo fundamenta a hipotese de similaridade entre
0s métodos de fenotipagem. Em razdo, das diferencas de efeitos dos métodos de fenotipagem

se confundirem com as diferencas entre as caracteristicas estranhas. Caracteristicas essas, que
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sdo representadas pelos conjuntos que formam as demais caracteristicas das amostras, ou seja,
sdo caracteristicas relacionadas ao ambiente, técnicas de cultivo, forma de manejo, mensuragéo
de dados e dentre outras. De forma resumida, sdo todas as caracteristicas referentes a planta ou
amostra, excetuando-se das caracteristicas respostas e explanatorias, por exemplo, as variaveis
respostas obtidas e os fatores de tratamento, respectivamente (SILVA, 2007). Desta forma, pode
ndo fornecer estimacdo do erro apropriado para a comparacdo fidedigna entre os diferentes
métodos. Esse confundimento ocorre, quando caracteristicas estranhas relevantes néo
controladas, se confundem tendenciosamente com os efeitos de condi¢Oes de ambiente (SILVA,
2003). No caso deste estudo, as caracteristicas estranhas, como por exemplo, ambiente, e as
técnicas de mensuracdo, podem ter ocasionado as diferencas nas avaliagbes do fator qualitativo
especifico ndo estruturado (gendtipos) quanto o sistema radicular, ndo sendo ocasionadas pelos
efeitos dos métodos de fenotipagem.

Corroborando com o elucidado, entende-se que as diferencas na discriminacdo dos
genotipos entre os métodos, podem ter sido em raz&o das diferencas entre as caracteristicas
consideradas relevantes, em cada método. Sendo elas, as condi¢Oes de cultivo diferenciadas
(casa de vegetagdo e campo), estadio de avaliacdo (Rs e V3), mensuragdo dos dados e dentre
outras. Estas caracteristicas, caracterizadas anteriormente como estranhas, podem ter
influenciado nas diferencas dos efeitos dos métodos de fenotipagem, e assim ocasionando
confundimento. Ou seja, ndo pode ser indicado se os resultados encontrados pela anélise de
variacdo, sdo devidas as diferencas entre essas caracteristicas estranhas, ou, se realmente existe
diferenca na discriminacdo de genotipos entre as metodologias.

Entretanto, apesar dessas diferencas citadas, a utilizacdo de delineamentos experimentais
diferentes (Shovelomics: latice simples e; Andlise digitais de imagens: blocos completos
casualizados) se constituiu também numa limitacdo deste trabalho na forma apresentada.
Porém, essa dificuldade é comumente encontrada em varios trabalhos cientificos publicados.
Pois, a escolha do modelo utilizado, apresenta consequéncias importantes para a estimativa de
componentes da variancia e teste de hipdteses (BUENO; VENCOVSKY, 2000). De forma que,
o0s experimentos foram realizados em condicBes experimentais distintas (Shovelomics a campo
e; Andlise digitais de imagens em laboratorio).

Analisando ainda a Tabela 2, pode ser observado que o fator genotipo, para o Shovelomics
ndo revelou significancia em todos os caracteres mensurados. De modo contrario, 0 método de
Anadlise digitais de imagens (WinRhizo ®) apresentou significancia para o fator gendtipo para
todas as variaveis medidas. Considerando de forma habitual, o pesquisador poderia ser induzido

a selecionar o método que de fato discriminar os genoétipos, pela estatistica F. No entanto, essas
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diferengas ndo podem ser consideradas validas, pois, apesar das constituicdes genéticas usadas
tanto no método do Shovelomics quanto na Analise digitais de imagens (WinRhizo ®) terem
sido as mesmas, as variaveis mensuradas nao se repetiram entre os diferentes métodos
avaliados. Ou seja, a principal limitagdo para a comparacéo fidedigna entre as metodologias,
além das relatadas, é auséncia de varidvel resposta comum, ou seja, nas mesmas unidades de
medidas.

De forma apenas didatica, pode ser transformado o latice em blocos completamente
casualizados reunindo as fontes de variacdo: repeticdes, repeticdes (blocos) e o erro
experimental. Como no caso do estudo realizado por Bueno e Vencovsky (2000), onde para
obter a estrutura de um latice, foi considerado as repeticbes como blocos casualizados
completos e, apontada como uma alternativa usual, nos experimentos. O que de fato, ao ser
aplicado neste estudo, seria obtido 0 mesmo numero de graus de liberdade do erro para o
delineamento blocos completamente casualizados (Graus de liberdade=58). Apesar disso, estes
valores nédo coincidem em virtude de que 0 método de fenotipagem Shovelomics foi conduzido
com 60 unidades experimentais (uma unidade experimental foi perdida) enquanto o método de
Analise digitais de imagens (WinRhizo ®) teve 90 unidades experimentais. Mas, se 0 método
Shovelomics tivesse sido conduzido com trés repeticGes, com mesmo namero de blocos e 30
gendtipos, os valores dos graus de liberdade seriam exatamente os mesmos. De forma a
esclarecer, pode ser observado que o delineamento de latice, para o Shovelomics, quando
somados os quadrados médios das fontes controladas (repeti¢éo, repeticdo(bloco) e o erro),
independente da variavel medida, sempre mostrou valores superiores comparativamente ao
fator gendtipo. Ou seja, se no método Shovelomics ndo foi possivel detectar significancia para
o fator gendtipo, por meio do delineamento de latice, considerado mais preciso, ndo seria
encontrado significancia estatistica, se este método de fenotipagem tivesse sido conduzido sob
0 delineamento de blocos casualizados.

Dito isto, apesar da possibilidade de transformacdo da estrutura dos delineamentos,
utilizados nos ensaios de campo, nota-se que este processo pode ndo prover uma estimativa
fidedigna para o erro, e pode perder precisdo comparativamente. Ja que, desconsidera a
formacdo de blocos dentro das repeticdes, e considera as repeticdes como blocos completos.
Situacdo esta comumente encontrada na literatura e, portanto, rigorosamente nédo € indicada a
conversao da estrutura do modelo estatistico em virtude das restricdes impostas na aleatorizacao
dos tratamentos. Para tanto, analisando alguns estudos, os resultados encontrados apontaram

que ao realizar um experimento na estrutura de latice, visando estimar parametros genéticos,
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deve se considerar a estrutura do latice como blocos incompletos, independentemente de sua

eficiéncia, e ndo como blocos completos casualizados (CECON, 1992).

Em razdo dos levantamentos apontados no decorrer do estudo, que levam as dificuldades

de comparacdo entre os métodos de fenotipagem (Tabela 2). Tal condicdo, denota que, por

terem sido realizados em circunstancias diferentes, o método Shovelomics ndo deve ser

comparado com o método de Analise digitais de imagens (WinRhizo ®), por meio apenas da

andlise de variagdo comumente aplicada. E, portanto, necessaria a realizacdo de analises, que

visem a avaliacdo individual entre as metodologias de fenotipagem e, posteriormente,

possibilite a comparacdo conjunta, de forma que, ndo viole as pressuposi¢cdes do modelo

estatistico, priorizando a informacédo genética contida nas diferentes populacfes consideradas.

Tabela 2- Resumo da analise de variagdo para as variaveis determinadas: angulo de raiz (AR),

comprimento horizontal esquerdo (CHE), comprimento horizontal direito (CHD),

massa fresca da raiz (MFR), massa seca da raiz (MSR), comprimento de raiz (CR),

area superficial (AS), comprimento/volume (C/V), volume de raiz (VOL) e nUmero

de pontas de raiz (NPR), considerando os valores de quadrado médios e graus de

liberdade (GL) nos diferentes métodos de fenotipagem.

Fonte de variagao Caracteres
GL AR CHE CHD MFR MSR
Repeticdo 1 326.69 5.03 31.00 37.74 7.11
@ Repetigdo (Bloco) 10 90.12 8.86 41.02 3.98 0.47
% Genotipo 29 164.56 21.97 20.23 5.27 0.98
L§ Erro 18 139.42 21.95 17.19 3.10 0.68
UCID) Média 43.68 9.78 10.23 5.33 1.85
C.V (%) 27.02 47.91 40.50 33.02 44,72
CR AS CIvV VOL NPR
Bloco 2 690919 4009 269890 66327 281623
bﬁ‘é’ Genotipo 29 105409*  12170* 411755* 100971* 808243*
g’(‘:p Erro 58 444286 4540 173549 362662 318655
< 0 Média 2320 250 1450 2128 2176
C.V(%)! 28.72 26.95 28.72 28.29 25.93

(MCoeficiente de variagéo
*Significativo a 5% Pr> F Hy = 0.
Fonte — Elaborado pela autora, 2020.
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Dessa forma, analisando as populagbes genéticas utilizadas nas estruturas dos
experimentos, formadas por genitores, populacdes fixas (Fi) e segregantes (F2, F3).
Constantemente, relata-se nas literaturas que a geracdo Fi, € a geragdo onde constitui-se uma
manifestacdo da heterose. Geralmente, promovida pela presenca de alelos divergentes em um
mesmo loco, com decorréncia do cruzamento entre individuos contrastantes (GRIGOLO,
2018). Levando, a uma combinag&o hibrida com desempenho superior aos genitores, em razéo
do, grande numero de locos em heterozigose, ocasionado principalmente pela dominéancia do
carater (SHULL, 1908). Ja a primeira geracdo segregante (F2), originada da autofecundacéo da
geracdo F1, € geneticamente a geracdo com maior variabilidade genética, caracterizando assim,
a geracdo que pode ser iniciada a selecdo de geno6tipos superiores, em razéo, de niveis elevados
de heterozigose em relagdo as geracOes subsequentes. Em contrapartida, na geracdo Fs,
teoricamente, espera-se que ocorra uma reducdo no nivel de heterozigose, em relacdo as
geracOes F1 e Fa.

Em vista disso, nota-se que o conhecimento sobre 0s componentes que controlam um
carater é fundamental para o processo de selecédo e para a predicdo do desempenho das geracdes
segregantes (CRUZ et al., 2004). Pois, em suma, as fracfes genéticas (variancia genética aditiva
e de dominancia) envolvidos nas diferentes geracdes segregantes e geracdes fixas (que nédo
segregam, por exemplo, genitores e F1) fundamentalmente tem como reflexo o incremento ou
reducdo do valor esperado, sendo avaliado na progénie selecionada ou desconsiderada na
selecdo das constituicdes genotipicas promissoras, para os caracteres alvo da selecdo. De forma
que, ao analisar uma populacao segregante em relacdo aos seus genitores, pode ser apontado
predominancia de um ou outro componente.

Buscando obter informacgdes com relacdo a natureza dos caracteres, medidos pelos
métodos de fenotipagem, a partir das populacdes genéticas explanadas, nota-se a importancia
do conhecimento das correlacdes lineares entre as variaveis. Visto que, os coeficientes de
correlacdo, medem o grau de associacdo entre duas variaveis, em detrimento da covariancia,
gue € uma estatistica que determinar a presenca ou auséncia de relacdo entre duas variaveis
aleatorias, ou seja, indica a direcdo que o coeficiente de correlacdo tendera, sendo ele positivo,
negativo ou proximo de zero (GUIMARAES, 2017). Dessa maneira, o conhecimento das
correlacdes é importante, em razdo de poder analisar 0 quanto a variacdo de uma variavel pode
influenciar nas demais, e assim, identificar o comportamento de populacdes genéticas em

virtude do desempenho das varidveis em questdo. Entretanto, de certo modo, sdo escassas
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informacdes sobre estimativas obtidas em populagdes segregantes, principalmente, em casos
que a dominéncia e a ligagdo génica podem afetar a correlacdo (VENCOVSKY, 1986).

Em vista disso, de acordo com as estimativas de correlacdo linear simples, obtidas nos
genitores e nas populagdes, pode-se obter informagdes que oriente na escolha do método a ser
empregado nas etapas de grande importancia no melhoramento de plantas, principalmente,
quando o objetivo é a selecdo de individuos superiores. De modo que, dependendo da
magnitude e direcdo das correlacdes obtidas, é possivel ter o conhecimento do comportamento
das geraces. Como por exemplo, ao analisar as correlagcdes entre os pares de caracteres nos
genitores e filhos, e observar uma correlacdo positiva e significativa, pode-se dizer que as
geracOes apresentam 0 mesmo comportamento, ou seja, variam positivamente para a mesma
direcdo. E valores negativos, indicam que as geracOes estdo apresentando desempenhos
opostos. Complementando o elucidado, valores negativos na correlagdo, apontam que um
carater esta sendo favorecido em relagdo ao outro, e valores positivos apontam que 0s pares de
caracteres sdo beneficiados, pelas mesmas causas de varia¢des de ambiente (CRUZ et al., 2004;
ROCHA, 2012). E, portanto a natureza das correlacdes, séo fatores importantes, que refletem
diretamente na selecdo de plantas segregantes.

Deste modo, com base no pressuposto, e visando atender o objetivo proposto, a
comparacdo entre as metodologias pode ser realizada, se os componentes comuns das fontes de
variacdo e as diferencas forem aleatorias, podendo assim resultar em inferéncias validas, sobre
os efeitos dos fatores experimentais (genotipos). E, assim obter um resultado fidedigno, em
virtude, das caracteristicas encontradas nas populacdes deste estudo. Para tanto, deve-se levar
em consideracdo a relevancia das metodologias de fenotipagem, de forma que, os métodos
sejam comparados em relacdo aos seus valores genéticos. Por exemplo, 0 pesquisador ndo
espera que os genitores fixos (cultivares, por exemplo) apresentem um desempenho superior as
plantas segregantes. Uma vez que, a variabilidade genética disponivel na geracdo segregante é
essencial para orientar o melhorista, na escolha de populacbes segregantes com potencial
superior as progénies (ROCHA, 2012). E, para tanto, a reduzida variabilidade genética em
cultivares, como por exemplo o feijdo, pode inviabilizar a selecdo de plantas em populacdes
fixas.

Entretanto, examinando a coeréncia genética na avaliacdo dos métodos de fenotipagem
Shovelomics e Andlise digitais de imagens (WinRhizo ®), foram estimados coeficientes de
correlacdo linear simples obtidos pela comparacdo de matrizes, em cada método e entre 0s
métodos, para cada geracao avaliada (Tabela 3). Uma vez que, incoeréncias encontradas dentre

0s métodos, podem apontar que o método ndo prové base consistente para a selecdo de plantas.
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Portanto, a escolha do método de fenotipagem adequado pode viabilizar a continuidade do

programa de melhoramento; pois, 0 sucesso do programa é dependende de um melhor

conhecimento dos métodos de fenotipagem empregados durante a conducdo das populacbes

segregantes.

Tabela 3 - Medidas de associagbes entre matrizes formadas entre populages fixas e

segregantes de feijao, dentro e entre os métodos de fenotipagem Shovelomics e

Anélise digitais de imagens (WinRhizo ®).

Método de Fenotipagem Geragbes Correlacdo de matrizes  Probabilidade!
Pai vs. F1 0.48 0.082
Pai vs. F2 0.57 0.054

Shovelomics Pai vs. Fs 0.83 0.009
Fivs. F2 0.92 0.008
Fivs. F3 0.23 0.256
Favs. F3 0.27 0.236
Pai vs. F1 0.93 0.019
Pai vs. F2 0.91 0.021

Analise digitais de imagens Pai vs. Fs 0.78 0.043
Fivs. F2 0.99 0.010
Fivs. F3 0.72 0.046
Favs. F3 0.69 0.052
Pai s -0.62 0.046
Pai

Shovelomics vs. Anéalise Digitais Fivs. F1 -0.51 0.089
Fovs. F2 -0.50 0.110
Favs. F3 -0.65 0.046

@ Probabilidade da estatistica Pr>|Z| Ho = 0.
Fonte — Elaborado pela autora, 2020.

As estimativas dos coeficientes de correlagdo linear simples, obtidas por meio de matrizes

formadas por diferentes populacdes avaliadas em cinco caracteres para distribuicdo radicular,

no método Shovelomics, aplicado na cultura do feijdo estdo apresentados na Tabela 3.
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Analisando, esta tabela, pode ser notado que todas as comparacdes realizadas revelaram um
coeficiente de correlacdo positiva e significativa, exceto para as geracdes formadas por F1 vs F3
e F2 vs Fs. As estimativas dos coeficientes de correlacdo positivos e significativos, indicam que
as matrizes comparadas, apresentam variacdo no mesmo sentido, e portanto, as populacées
revelam comportamento similar geneticamente. De forma didatica, deve ser notado que, a
medida que os coeficientes de correlacdo, apontam uma estimativa de valor préximo a unidade
(r=1), incrementa a probabilidade de rejeitar a hipGtese de que este valor estimado, seja
significativamente diferente de zero (Ho: r=0).

De modo que, com base nessas informacoes, foi observado que as gerac¢des avaliadas pelo
método Shovelomics, apresentaram correlagfes significativas (r=1) na maioria das matrizes
comparadas, revelando similaridade genética, mesmo em geracdes que ndo se espera que tal
fato aconteca. No entanto, quando comparado as geracdes fixas X segregantes, deve ser
esperado um desempenho genético distinto (Tabela 3). Por exemplo, ao analisar a matriz das
geracOes formadas pelas matrizes Pai vs F1, pode ser observado coeficiente de correlagédo
significativo pela estatistica Z (r=0,48). Este resultado encontrado reforca a coeréncia na
comparacdo entre geracdes fixas. Por outro lado, analisando as geracGes formadas pelas
matrizes Pai vs F., foi observado coeficiente de correlagdo significativo pela estatistica Z
(r=0,57). De forma que, este resultado aponta incoeréncia do método na comparagdo de
gerac0es fixas x segregantes.

As correlacgdes significativas (r=0,48), entre as matrizes das geracdes fixas (Pai vs F1),
pode ser resultante, das caracteristicas semelhantes encontradas entre as matrizes das
constituices genéticas dos genitores e das populactes fixas (Pai vs Fi). De modo que, 0s
genitores fixos, apresentam locos em homozigose, e as geracdes fixas (F1) sdéo compostas por
locos em heterozigose, que em ambos ndo segregam, ou seja, sdo geracdes que nao apresentam
a variabilidade necesséria, para a selecdo de caracteristica de interesse. Ja os resultados obtidos
entre as matrizes das gerac@es (r=0,57) formadas por genitores x populagdes segregantes (Pai
vs F2), apontam incoeréncia na avaliacdo, em razdo de, ser esperado diferencas de desempenho
das geracdes segregantes em relacdo aos genitores. Como no caso da geracdo F»2, que €
considerada como a primeira geracdo segregante, e geneticamente, com maior variabilidade
genética. Devido, esta geracdo (F.) apresentar diferentes classes genotipicas, dominantes e
recessivas, que levam ao aumento da possibilidade de sele¢cdo de individuos distintos
geneticamente (BERTAN, 2015).

J& nas correlagbes ndo significativas entre as geracOes avaliadas pelo método

Shovelomics, nota-se que, foram encontrados coeficientes de correlacdo préximos de zero (r=0)
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entre as matrizes formadas pelas geracdes F1 vs Fs e F> vs F3 (Tabela 3). Apontando auséncia
de associacgdo entre as matrizes. No entanto, a baixa associacdo entre essas geragoes deve ser
esperada, pois, sdo constituicdes genéticas que possuem desempenhos constrastantes. Como
por exemplo, as geracdes F. apresentam niveis elevados de heterozigose, em relacdo a geracao
Fs, demonstrando assim, que existe diferencas entre os valores genéticos das geragdes
avaliadas. De modo que, no melhoramento genético de plantas autogamas, espera-se que as
populacBes com elevado nivel de heterozigose revelem diferencas genéticas que pode viabilizar
a selecdo de plantas pelo melhorista (GINKEL; ORTIZ, 2018). Portanto, os resultados
encontrados de correlagcBes significativas (r=1) em geracdes fixas, e correlagbes néo
significativas (r=0) em populagdes segregantes, caracterizar a eficiéncia do método
Shovelomics, na discrimacéo de populagdes fixas x segregantes.

No entanto, analisando as matrizes das geracdes formadas por Pai vs F3 e F1 vs F2, pode
ser notado que houve similaridade de desempenho entre estas geracdes, apresentando
coeficientes de correlacdo significativos (r=0,83; 0,92 respectivamente). De maneira que,
espera-se que nestas geracOes sejam encontrados desempenhos diferenciados entre as
populacdes, por serem consideradas geracdes com diferentes niveis de heterozigose. Como por
exemplo, a geracdo F3, geneticamente, deve apresentar superioridade em relagéo aos genitores.
Portanto, ao apresentar valores de coeficientes altos (r=1) em geracdes com desempenho
genotipico diferentes, a avaliacdo pelo método Shovelomics ndo apresentou coeréncia ao
caracterizar as geracdes avaliadas (Pai vs Fz e F1 vs F2) quanto ao seu valor genético. De modo
que, as similaridades encontradas nestas geracfes ndo apresentaram importancia genética para
a selecdo, pois, a auséncia de variabilidade, restringem a possibilidade da obtencdo de
progresso pelo melhoramento de plantas.

Analisando o método de fenotipagem Analise digitais de imagens (WinRhizo ®), foi
observado que todas as combinacdes avaliadas apresentaram coeficientes de correlacéo,
positivos e significativos entre as matrizes, independetemente das geracdes avaliadas (Tabela
3). De modo que, como relatado, os coeficientes de correlacdo positivos e significativos,
apontam que houve uma similaridade de comportamento entre as geracdes fixas X segregantes,
em razdo da variaveis medidas apresentarem o mesmo sentido de covariacdo. De modo que,
corroborando com o que foi dito anteriormente, nota-se que também na avaliacdo pelo método
de Analie digitais de imagens (WinRhizo ®), conforme o0s coeficientes de correlacdo
apresentam valores proximos a unidade (r=1) entre as variaveis, significativamente é diferente
de zero, este fato ocorreu por que médias estimadas pelas diferentes variaveis medidas foram

similares. Por exemplo, analisando as matrizes das geragdes formadas por Pai vs F1 , observa-
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se que houve similaridade de desempenho nas geracdes, avaliadas pelo método de Analise
digitais de imagens (WinRhizo ®), apresentando valores significativos de coeficientes de
correlagédo (r= 0,93). Indicando que estas geracdes se encontram altamente associadas, pois,
quanto mais préximos de um (r=1) os coeficientes de correlacdo, maior é a associacdo (Tabela
3). De maneira que, 0 método apresentou coeréncia na caracterizagdo das geracoes fixas, em
virtude, dos valores dos coeficientes de correlacdo entre as matrizes avaliadas, serem
equivalentes.

Entretanto, além da similaridade entre as geracGes fixas (Pai vs F1), foi observado que
houve desempenho semelhante entre todas as geracOes avaliadas, principalmente entre as
geragdes segregantes. Demonstrando que ao realizar a avaliagdo pelo método de Analise
digitais de imagens (WinRhizo ®), todas as geracdes apresentam o mesmo desempenho, pois,
independente da geracdo avaliada, o valor genético € o mesmo. E, portanto, poderia ser
considerado a selecdo em populagdes iniciais, ou seja, sem a necessidade de selecionar plantas
apenas em geracOes avancadas (por exemplo, em Fs), 0 que demandaria menos tempo e
resultados mais rapidos para os programas de melhoramento de plantas sem amparo genético
nenhum.

N&o obstante, ha controvérsias, pois, as constituicdes geneticas avaliadas, apresentam
valor genético distinto, visto que, ao analisar populacdes com diferentes classes genotipicas,
espera-se encontrar valores condizente com a genética das populagdes. Por isto, apesar do
método de Andlise digitais de imagens (WinRhizo ®), apontar similaridade em geracdes fixas
(Pai vs F1), as demais geracOes segregantes, deveriam apresentar diferengas de comportamento,
de modo que, estas populagdes apresentam variagdes genéticas do tipo aditiva e dominante. E
no mais, outra questdo, que apresenta incoeréncia na avaliacdo pelo método de Analise digitais
de imagens (WinRhizo ®), € a inducdo da selecdo em geracdes iniciais, pois, nota-se que tanto
os valores genéticos em populacdes fixas x segregantes sdo iguais, e portanto, pressupdem-se
gue ndo é necessario o avanco de geracdes, com o objetivo de obter individuos superiores. No
entanto, na selecdo de plantas, a variabilidade genética encontrada em cada geracéo, compdem
um fator importante, para a selecdo de gen6tipos com caracteristicas superiores.

Demonstrando a incoeréncia do método na caracterizacdo de populaces segregantes,
levando assim, a importancia da escolha do método de fenotipagem adequado, considerando o
objetivo a ser alcancado pelo melhoramento de plantas, ou seja, a sele¢cdo de métodos para a
escolha de genitores fixos, ou, a selecdo de métodos para a caraterizacdo de populacbes
segregantes, considerando o valor genético da geragdo. Entretanto, pode ser considerado que as

similaridades entre todas as geracOes avaliadas, principalmente, entre as populagdes
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segregantes. E, em razdo, da forma de cultivo empregada em casa de vegetagdo (vasos),
podendo ter ocorrido limitacdo do crescimento da raiz, e assim ndo ocasionado diferencas entre
as populacdes. Apesar de que, visando minimizar esta problematica, foi realizado as avaliacdes
em cada méetodo em estadios diferenciados, porém, novos estudos podem ser realizados visando
a analise de possiveis limitagdes de acordo com os estadios fenoldgicos.

De forma geral, e comparando os resultados dos coeficientes de correlagdo encontrados
entre os métodos Shovelomics e Andlise digitais de imagens (WinRhizo ®), pode ser
considerado que os valores de matrizes que apontam similaridade entre as geracdes. Indicam
que as metodologias podem ndo esta encontrando diferencas entre as geracgdes, e de fato, as
populacBes estdo apresentando comportamento genético similar nestas condi¢des avaliadas.
Porém, esses valores encontrados de similaridade entre as geracdes, também podem indicar
uma baixa relevancia do método na discriminacdo de populagdes segregantes, visto que, essas
geracOes, teoricamente, devem apresentar variabilidade genética. Em vista disso, apesar do
método Shovelomics apresentar valores significativos (r=1) de correlagdo em populagdes com
desempenhos distintos, este método também apontou valores coerentes com a constituicao
genetica das geracOes, por exemplo, na correlacdo entre as matrizes dos grupos Pai vs F1 e F1
vs Fz e F, vs Fs. Caracterizando a eficiéncia do metodo em discriminar populagdes fixas x
segregantes. Em contrapartida o método de Analise digitais de imagens (WinRhizo ®),
apresentou coeréncia apenas na caracterizacdo de populacgdes fixas (Pai vs F1), e apontando
incoeréncia na identificacdo dos valores genéticos entre todas as geracdes segregantes. De
modo que, a identificacdo de variabilidade genética em populacdes segregantes, caracteriza a
efetividade da metodologia utilizada, pois, a presenca de variacdo genética possibilita a
probabilidade de sucesso de selecdo de genotipos superiores (FERREIRA, 2018).

As diferencas entre os métodos de fenotipagem Shovelomics e Analise digitais de imagens
(WinRhizo ®), na discriminacdo de gendtipos é relevante. Dessa forma, foi aplicado
coeficientes de correlacdo entre matrizes dos grupos avaliados pelo método Shovelomics e
Analise digitais de imagens (WinRhizo ®), comparativamente (Tabela 3). De forma que, possa
ser identificado qual dos métodos esta avaliando o valor genético das geracBGes formadas, e
indicar o mais relevante para a selecdo nas etapas do melhoramento de plantas. Portanto,
analisando os coeficientes de correlacdo das matrizes das geracOes avaliadas entre as variaveis
medidas dos pelo método Shovelomics e Analise digitais de imagens (WinRhizo ®), foi
observado que todas as geracOes apresentaram coeficientes de correlacdo negativos e
significativos. Por exemplo, na comparagdo entre os métodos na geracdo F3 o coeficiente de

correlagdo linear simples reflete uma associagéo negativa e significativa (r=-0.6), indicando que
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em cada método, as varidveis estdo apresentando variagdes opostas, e, portanto, as populacdes
estdo apresentando desempenhos distintos, de acordo com a metodologia aplicada.

De forma que, enquanto um método apresenta valores distribuidos em uma direcéo, o
outro método obtém valores distribuidos no lado oposto. Esses coeficientes de correlacdo
negativos, podem ser determinados atraves da covariancia, que é uma estatistica que mede o
grau de associacdo linear entre duas variaveis aleatorias, ou seja, como essas variaveis variam
de forma conjunta (GUIMARAES, 2017). Geralmente, os coeficientes de correlacio negativos
indicam que os valores positivos de covariancia de uma geracao, sdo negativos para a outra
geracao.

Dessa maneira, analisando de forma comparativa, por meio dos coeficientes de correlacao
entre as matrizes avaliadas em cada método e entre 0os métodos, pode ser concluido que estes
valores medidos e encontrados pelo método de Analise digitais de imagens (WinRhizo ®),
podem ser valores relacionados a variacdo ambiental, e ndo as caracteristicas géneticas das
geracOes avaliadas. No entanto, o método Shovelomics apesar de apresentar valores
inconstantes entre os grupos, aponta resultados fidedignos e de acordo com as diferentes
geracOes avaliadas. Sendo assim, pode considerar que o método de Andlise digitais de imagens
(WinRhizo ®), ndo esta medindo o valor genético das geracOes, dentre as variaveis avaliadas,
e portanto, ndo existe uma consisténcia na teoria genetica que o melhorista possa se embasar
para fazer a selecédo. Fato este, indica a importancia da selecdo do método apropriado para que
o0 pesquisador diferencie as plantas segregantes pela sua superioridade genética e ndo pelo efeito

ambiente

2.4 CONCLUSAO

Os métodos de fenotipagem de raiz Shovelomics e Andlise digitais de imagens
(WinRhizo ®), ao serem correlacionados comparativamente, foram divergentes na
discriminacdo de constituicbes genotipicas. O método de Anélise digitais de imagens
(WinRhizo ®), pode ser indicado para a escolha de genitores em avaliaces de larga escala,
porém, o método ndo apresentou diferencas na discriminacdo de geracoes segregantes. De modo
gue, o método Shovelomics deve ser o escolhido para caracterizacdo de populacfes segregantes

de feijéo.
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Figura 2- Representacdo do método de fenotipagem Anélise digitais de imagens pelo equipamento
Scanner de raiz.

Figura 3 - Representacdo da imagem digitalizada pelo Software WinRhizo ®.

Fonte — Elaborado pela autora, 2020.




