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RESUMO

A escassez de &gua é o principal fator abiotico responsavel pela baixa produtividade, entretanto, as
mudancas climéticas terdo impactos para a sociedade e a biodiversidade causando a diminuicdo da
producdo agricola, aumento dos vetores de diversas doengas e a extin¢cdo de animais e plantas. Neste
trabalho, teve-se por objetivo avaliar duas cultivares e sete gendtipos de Megathyrsus maximus (Jacq.)
B.K.Simon & S.W.L.Jacobs quanto a tolerdncia ao estresse hidrico, por meio de duas metodologias
distintas: suspensdo da irrigacdo por 18 dias consecutivos e, aplicacdo de Polietileno glicol 6000 (PEG-
6000) por 12 dias consecutivos. No momento de supressdo do fornecimento de dgua e aos dias maltiplos
de trés de interrupcdo da irrigacdo e aos dias multiplos de quatro para solu¢cdo com PEG-6000 foi
estimado o teor de clorofila presente nas folhas, anotado o nimero de folhas e a altura do colmo. A taxa
de fotossintese, transpiracdo, condutancia estomatica e temperatura das folhas foram obtidos com um
analisador de gas infravermelho e também, determinamos a biomassa da parte aérea apds o estresse e
apos a reidratacdo. Os dados foram submetidos a ANOVA e foram padronizados pelo comando
decostand. As cultivares BRS Tamani e Massai e 0s genotipos, PM19, PM20 e PM21 foram as mais
tolerantes, altura e condutancia estomatica ndo foram significativas em relacdo ao tempo e a interagédo
tempo cultivar. Os destaques séo as cultivares Massai e BRS Tamani que, embora afetadas pelo estresse
hidrico, obtiveram 100% de rebrota e conservaram todas as suas atividades metabdlicas podendo inferir
que estas realocaram seus nutrientes para as raizes a fim de aguardar melhores condicbes de
crescimento. Na segunda metodologia, entretanto, destacou-se PM44, seguido pelas cultivares Massai e
BRS Tamani.

Palavras-chave: Estresse Hidrico; Panicum maximum; Seca; Suspensao da Irrigacdo, PEG-6000.



ABSTRACT

Water scarcity is the main abiotic factor responsible for low productivity; however, climate change will
have impacts on society and biodiversity, causing a decrease in agricultural production, an increase in
the vectors of various diseases and the extinction of animals and plants. In this work the aims to was
evaluate two cultivars and seven genotypes of Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K.Simon &
S.W.L.Jacobs for water stress tolerance, through two different methodologies: suspension of irrigation
for 18 consecutive days and by applying Polyethylene Glycol 6000 (PEG-6000) for 12 consecutive
days. At the moment of suppression of the water supply and the multiple days of three of interruption of
the irrigation and the multiple days of four for solution with PEG-6000 the chlorophyll content in the
leaves was estimated, noting the number of leaves and the height of the stem. The rate of
photosynthesis, transpiration, stomatal conductance and leaf temperature were obtained with an infrared
gas analyzer and also, we determined the shoot biomass after stress and after rehydration. The data were
submitted to ANOVA and were standardized by the decostand command. The cultivars BRS Tamani
and Massai and the genotypes, PM19, PM20 and PM21 were the most tolerant, height and stomatal
conductance were not significant in relation to time and cultivar time interaction. The highlight are the
cultivars P. maximum cv. Massai and P. maximum cv. BRS Tamani, which although affected by water
stress, obtained 100% regrowth and retained all their metabolic activities, and it can be inferred that they
relocated their nutrients to the roots in order to wait for better survival conditions. In the second

methodology, however, PM44 was highlighted, followed by cultivars Massai and BRS Tamani.

Keywords: Water stress; Panicum maximum; Dry; Suspension of Irrigation, PEG-6000.



INTRODUCAO GERAL

As plantas forrageiras tropicais pertencem a familia boténica Poaceae e tém grande importancia
econdmica devido sua utilizacdo na producdo agropecuéria, além de seu destaque com os cultivos, base
da alimentacdo mundial, como o arroz, trigo, milho, sorgo, dentre outras. Entretanto, as mudancas
climaticas ocasionadas pela poluicdo e o aumento demogréafico dos seres humanos tem causado drasticas
alterac6es no clima, principalmente nos regimes hidrolégicos e na temperatura média anual.

Por isso, tem-se discutido em painéis e conferéncias do clima, atitudes que os governos devem
tomar para mitigar essas mudangas. O Painel Intergovernamental de Mudangas do Clima (IPCC, 2014)
jé alerta que muitas dessas alteracGes podem ser consideradas irreversiveis, principalmente no que tange
a biodiversidade.

A Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria) € a empresa governamental que
desenvolve melhoramento genético de cultivos para maximizar a producdo em menores areas com
qualidade e seguranca do ambiente, e com isso, possui um dos programas mais avangados do mundo
para as regides tropicais.

Neste trabalho procurou-se validar protocolos de avaliacdo de acessos, hibridos e cultivares para
toleréncia a seca, capazes de se adaptar as mudancas climaticas, as secas sazonais e alteracOes de
regimes pluviométricos. Este trabalho de dissertacdo de Mestrado faz parte do Projeto da Embrapa Gado
de Corte 0 qual visa desenvolver cultivares de Panicum maximum com elevada producéo e qualidade,
resistentes a Bipolaris maydis e cigarrinhas das pastagens, e com adaptacdo a pelo menos um estresse
edafoclimatico, que permitam uma maior diversificacdo, sustentabilidade e intensificacdo das pastagens.

Com isto, no primeiro capitulo avaliamos os nove genotipos de P. maximum sob suspensdo da
irrigacdo por 18 dias consecutivos em casa-de-vegetacdo sob condicBes controladas. No segundo
capitulo utilizamos os mesmos nove genatipos, entretanto, em solucdo nutritiva com cultivo hidropdnico
adicionando Polietileno glicol 6000 (PEG-6000) para provocar o estresse hidrico controlado em casa-de-
vegetacao.

E ao final, como uma conclusdo geral apresentamos um panorama da eficiéncia dos métodos
para selecdo de genotipos, acessos e hibridos para tolerancia a seca a fim de permitir um protocolo de

avaliacdo. Também apontamos possiveis itens a serem considerados nos préximos trabalhos.
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Resumo: As escassezes de agua agravada pelas mudancas climaticas terdo impactos para a sociedade e a
biodiversidade causando a diminuicdo da producgdo agricola, aumento dos vetores de doencas e extincdo de
animais e plantas. Por isso, temos por objetivo avaliar nove genétipos de Megathyrsus maximus (Jacg.)
B.K.Simon & S.W.L.Jacobs para tolerancia a seca mediante a suspensdo da irrigacdo visando identificar os
gendtipos mais tolerantes ao estresse hidrico. No momento de supressdo do fornecimento de &gua e aos dias
maltiplos de trés, ou seja, até o 18° dia de avaliacdo, foi estimado o teor de clorofila presente nas folhas, o
namero de folhas, altura do colmo e o grau de perda de folhas. E ainda, a taxa de fotossintese, transpiragao,
condutancia estomatica e temperatura das folhas foram obtidos com um analisador de gas infravermelho.
Também determinamos a biomassa da parte aérea ap6s 0 estresse e apds a reidratacdo das plantas pela irrigacao.
Os dados foram submetidos a Anova e teste de Tukey (5%). As cultivares BRS Tamani e Massai e 0s genétipos
PM19, PM20 e PM21 foram as mais tolerantes, apenas altura e condutancia estomatica nao foram significativos
em relacdo ao tempo e a interacdo tempo x genétipo.

Palavras-chave: Panicum maximum; Tolerancia ao estresse; Seca.

1. Introducéo

O Painel Intergovernamental de Mudancgas Climaticas (IPCC) [1] mostrou que podera ocorrer um
aumento na concentracdo global de CO, atmosférico podendo chegar a 720 umol mol? o que podera
causar um aumento da temperatura de até 3°C, e terd como consequéncia direta mudancas nos regimes
hidroldgicos [2, 3]. A escassez de agua é o principal fator abiotico responsavel pela baixa produtividade
e baixo crescimento vegetal e é a causa mais comum de escassez severa de alimentos no mundo [4].
Essa escassez ainda pode ser muito mais severa em funcdo de mudancas climaticas.

As mudancas climaticas terdo impactos para a sociedade e na biodiversidade causando, na América
Latina a diminuicdo da producdo agricola, aumento dos vetores de diversas doencas e a extingdo de
animais e plantas devido a longos periodos de estiagem e a mudanca nos regimes hidricos [5, 6]. Com
isto, é esperado, no futuro, um cenario de clima mais extremo com secas, inundac@es e ondas de calor
mais frequentes. Estas alteracdes no clima irdo causar impactos negativos na produtividade agropecuaria
e na qualidade de vida humana, uma vez que a combinacdo de varios estresses as plantas serd maior que
0 previsto inicialmente [3, 7].

O estresse ¢ definido como “um desvio de forma significativa das condi¢des normais para a vida da
planta, o que pode originar mudangas e respostas aos niveis do organismo” [8], ¢ Lambers et al. [9] o
definem como “uma mudanga nos fatores ambientais que reduzem a taxa dos processos fisiologicos”.

E por isso que as plantas podem responder ao estresse de diversas maneiras, variando de segundos a
dias, o que pode resultar no declinio do crescimento e desenvolvimento. Esse declinio levara a
aclimatacdo, na qual a planta se ajustard as modificacfes ambientais a fim de sobreviver, demonstrando
entdo sua tolerancia ao estresse. E diferente da adaptagdo, pois esta é considerada em escala evolutiva
por causar mudancas genéticas [9]. Larcher [10] explica que esse ajuste depende das plantas e entre 0s



mais comuns esté a diminuigdo da lamina foliar, controle da abertura estomatica, aumento de solutos nas
folhas para impedir a perda de agua para o ambiente, diminui¢do do numero de folhas, dentre outras.

Megathyrsus maximus é uma Poaceae também conhecida pelo seu sinbnimo Panicum maximum
Jacq. [11], e é uma das gramineas forrageiras mais recomendadas para 0s sistemas agropecuarios em
regides tropicais e subtropicais devido a sua alta produtividade, qualidade e palatabilidade. Além disso,
ocorre como pioneira de areas desmatadas e nas margens de florestas, e devido sua alta adaptabilidade
genética, possui mais de 12 cultivares registradas no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA).

A Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) detém o banco de germoplasma com
mais de 426 acessos [12, 13, 14]. A espécie é amplamente utilizada em éreas de pastagens no Brasil,
sendo encontrados estudos com relagcdo a tolerdncia a luminosidade e ao alagamento [13, 15], por
exemplo, sendo identificadas cultivares de M. maximus tolerantes ao alagamento (cv. Massai e cv.
Mombaca) e a 50% de diminui¢do de luminosidade, indicando uma ampla plasticidade. Por isso, nés
temos por objetivo avaliar a tolerancia a seca mediante a suspensao da irrigacdo em nove genotipos de
M. maximus (acessos oriundos da Africa, hibridos e cultivares comerciais) em casa-de-vegetagio,
visando identificar os gendtipos mais tolerantes ao estresse hidrico.

O método de suspensdo da irrigacdo é indicado para determinar tolerancia ao estresse hidrico
porque simula as condi¢cbes do ambiente, porém em ambiente controlado, sem a influéncia das
intempeéries garantindo uma avaliagdo mais precisa [16, 17]. A nossa hipotese € que as variaveis altura,
namero de folhas, indice SPAD de clorofila (clorofilometro), dados fisiologicos (fotossintese,
transpiracdo, condutancia estomatica e temperatura foliar) serdo diferentemente afetados pelo tempo de
suspensdo da irrigacdo, e poderdo ser identificados os genotipos de M. maximus mais tolerantes ao
estresse hidrico.

2. Material e Métodos
2.1 Local de Estudo e Delineamento Amostral

O experimento foi realizado em casa-de-vegetagdo na Embrapa Gado de Corte (20°27°04” S e
54°42°57” W), com controle de temperatura maxima diaria (33°C + 2°C) e de umidade relativa minima
(35% £ 1%). O delineamento experimental foi em esquema fatorial de nove genotipos x sete niveis de
estresse hidrico a partir do tempo de suspensdo da irrigacdo individual (zero, trés, seis, nove, 12, 15 e 18
dias), com quatro repeticdes e parcelas de trés plantas por vaso, com irrigacdo e identificacdo individual.
O vaso utilizado era de 15,0 cm de altura, com capacidade de 0,7 L, com 8,0 cm x 8,0 cm de abertura
superior, 6,5 cm x 6,5 cm de base inferior (Figura S1).

2.2. Preparacdo das Sementes e do Solo

As sementes de cada um dos nove gendtipos, oriundos do programa de Melhoramento Genético da
Embrapa, foram germinadas no dia 16 de maio de 2018 (Tabela S1) em bandejas de poliestireno
expandido, preenchidas com areia e, 10 dias ap6s a emergéncia, selecionadas a partir da padronizagdo
do tamanho da parte aérea e sistema radicular, e entdo as plantulas, no dia 26 de maio de 2018 foram
transplantadas para 0s vasos plasticos, com o solo na capacidade de campo, determinada pelo método do
funil [33].

O solo latossolo vermelho foi seco ao ar, previamente peneirada em peneira de 2,0 mm de didmetro
e acondicionada nos vasos. Este solo foi adubado e sua acidez foi corrigida de acordo com o resultado



da andlise de solo (Tabela S4). O tempo da irrigacdo diaria, para o estabelecimento das plantulas, foi de
5 minutos, por gotejamento, em cada vaso, as 08:00 horas (Figura S2).

As plantulas, apds o transplante para os vasos, foram semanalmente adubadas com 100 mL de
solucdo nutritiva [34] até o inicio da suspensdo da irrigagdo [6, 26, 29] (Tabela S2 e S3). O solo nos
vasos foi mantido em 90% da capacidade de campo até 60 dias de estabelecimento, quando houve a
supressdo no fornecimento de agua para os tratamentos com estresse hidrico a partir de sorteio aleatério
dos vasos. O solo nos vasos sem o estresse hidrico foi mantido durante todo o periodo em 90% da
capacidade de campo [35].

2.3. Avaliacdo das Plantas sob Estresse Hidrico

No momento de supressdo do fornecimento de agua e aos dias multiplos de trés, ou seja, aos dias
zero (controle), trés, seis, nove, 12, 15 e 18 dias, foi estimado o teor de clorofila presente nas folhas com
um clorofildometro (SPAD-502 - Soil Plant Analysis Development), e avaliados o nimero de folhas (NF)
e altura do colmo (AC).

Também avaliamos a taxa de fotossintese (A), transpiracdo (E), conduténcia estomatica (gS) e
temperatura das folhas (T) obtidos com um analisador de gas infravermelho (Infra Red Gas Analyser —
IRGA, LICOR - 6400) mensuradas no periodo de 09:30 as 12:00 h, com fluxo luminoso fotossintético a
1000 pmol de fotons m2s? e 400 umol de gas carbonico (CO2) até os 15 dias de tratamento de
suspenséo da irrigacao [6].

A determinacgdo da biomassa seca da parte aerea foi realizada cortando-se as plantas rente ao solo. O
material fresco foi acondicionado em sacos de papel para secagem em estufa de circulacdo forcada de
ar, por 72 horas, a 65°C até atingir o peso constante [26, 30]. Para avaliacdo da rebrota, reestabelecemos
a irrigacdo, o que Freitas [6] denomina reidratagdo, da parte radicular apds a remocédo da parte aérea.
Apos o periodo de 23 dias, determinamos novamente a biomassa seca da parte aérea produzida apos a
reidratacdo (biomassa da rebrota) (Tabela S5).

2.4. Analise dos Dados

Nos construimos modelos de ANOVA para identificar as diferencas médias significativas para cada
variavel escolhida para representar o estresse hidrico. Essas variaveis foram consideradas todas como
resposta em nossos modelos. A ANOVA foi escolhida para a modelagem pois o desenho experimental
foi relativamente simplificado no controle das variaveis de interesse, e principalmente pela quantidade
de repeticdes para garantir graus de liberdade para controlar possiveis erros do tipo | (falso positivo em
relacdo a hipotese nula) e erros do tipo Il (falso negativo em relacdo a hipotese nula).

Todas as variaveis resposta foram padronizadas para média zero e variancia unitaria com a funcéo
decostand (método “standardize”) pelo pacote vegan [36]. Para a ANOVA nds usamos a fun¢do aov do
pacote “stats” basico do R [37]. Todas as analises e graficos (fun¢do ggplot, pacote ggplot2) [37] foram
feitos em ambiente R [38].

3. Resultados

Todos o0s sete gendtipos e as duas cultivares avaliadas apresentaram sintomas severos de estresse
com a utilizacdo de diversos mecanismos para retardar a senescéncia e morte celular. Os resultados
corroboram a nossa hipotese, sendo possivel constatar que o estresse hidrico influenciou diretamente os
parametros fisioldgicos avaliados (Tabela 1).



Tabela 1. Probabilidades de significancia associadas as variaveis fisiolégicas em funcdo dos gendtipos e do tempo de

estresse.

Varidveis Fonte de variagéo gL F P

Genbtipo 8 10.53 5.19¢ -
Teor de Clorofila Tempo 6 171.67 <216 -
(SPAD) Gendtipo x Tempo 48 4.67 < 2el6 -

Residuo 693

Genotipo 8 8.94 4.09e%0 -
Fotossintese Temp(_) S 101.24 <26 *:

Genotipo x Tempo 40 1.92 0.002

Residuo 162

Genbtipo 8 11.04 2.21e%? -
Transpiracdo Temp(_) S 88.80 <2 ::

Genotipo x Tempo 40 211 <0.001

Residuo 162

Genotipo 8 30.16 < 2el6 -
Temperatura foliar Temp(_) 5 1550.66 <2 "

Gendtipo x Tempo 40 16.26 < 2el6 -

Residuo 162

Genotipo 8 2.01 0.039 *
Condutancia Tempo 5 5.58 9.11e% -
estomatica Genétipo x Tempo 40 1.02 0.437 ns

Residuo 162

Genbtipo 8 101.46 < 2el6 -
Altura do colmo Tempc_; 6 0.40 0.8 ns

Genotipo x Tempo 48 0.63 0.98 ns

Residuo 680

Genotipo 8 20.43 < 2el6 -

| Tempo 6 124.41 < 2el6 -

Namero de Folhas Geno6tipo x Tempo 48 4.56 < 2el6 -

Residuo 680

Genotipo 8 25.76 < 2el6 -
Biomassa seca apds  Tempo 6 9.55 4.21e10 -
Estresse Geno6tipo x Tempo 48 1.75 0.002 =

Residuo 692

Genotipo 8 28.57 < 26
Biomassa seca da Tempo 6 9.80 2.37¢10
Rebrota Genotipo x Tempo 48 12.77 <2el®

Residuo 645

Legenda: Valor do P: ***< 0.001 / **< 0.01 / *< 0.05 / ns- ndo significativo.

O teor de clorofila estimado a partir do indice SPAD (Tabela 1) foi significativo para todos os
gendtipos avaliados, entretanto, PM22, PM13, PM17 e PM44 obtiveram indices proximos a zero aos 18
dias de estresse consecutivos (Figura 1), enquanto que o PM20 aos 18 dias foi o gen6tipo com maior
indice; a cv. Massai e 0 cv. BRS Tamani, PM19 e PM21 também apresentaram o0s teores mais elevados
aos 18 dias inferindo-se que o aparelho fotossintético ainda estava ativo e que o periodo de 18 dias ndo
foi suficiente para atingir o estresse severo, ou seja, 0 Ponto de Murcha Permanente e a morte das
células das folhas (Figura 1).
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Figura 1. Estimativa do teor de clorofila ao longo do tempo de estresse por genétipo.

Houve diferencas entre os genotipos, o tempo de duracdo do estresse e sua interacdo para a taxa de
fotossintese, transpiracdo e temperatura foliar (Tabela 1), porém para condutancia estomatica, houve
diferencas apenas entre 0s genotipos e o tempo. A taxa de fotossintese, aos nove dias de estresse,
aproximou-se de zero para a maioria dos gendtipos (Figura 2), exceto para PM19, PM20 e PM21.
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Figura 2. Taxa de Fotossintese (umol CO. m? s1) ao longo do tempo de estresse por genétipo.

A temperatura foliar é apontada como um bom indicador de estresse hidrico uma vez que tende a
aumentar quando a planta detecta o estresse. Percebe-se que aos nove dias da suspensdo da irrigagdo



consecutivos 0s gendtipos demonstraram resposta ao estresse com o aumento da temperatura (Figura 3),
superior a média méxima do ambiente (28°C) no periodo de desenvolvimento dos tratamentos (obtido a
partir do IRGA-6400 e no Climatempo [18]) e a partir dai buscaram outras formas de contornar a
escassez de agua, economizando-a, bem como 0s nutrientes e energia, diminuindo suas atividades

metabdlicas e o protegendo o aparelho fotossintético, considerado entdo o marco do ajustamento ao
estresse.
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Figura 3. Temperatura foliar (°C) ao longo do tempo de estresse por genotipo.

Conforme se observa na Figura 3, em comparacdo dos gendtipos pelo tempo de suspensdo da
irrigacdo, PM19, PM20, PM21, BRS Tamani e Massai foram os que apresentaram maior temperatura
foliar aos 15 dias de estresse bem como o teor de clorofila, o que indica presenca de atividades
metabolicas enquanto que PM22, PM13, PM17 e PM44 os valores estavam préximos de zero, ou seja,
em ponto critico de estresse, indicando serem sensiveis ao déficit hidrico.

A Figura 4 apresenta os dados da transpiracdo no periodo avaliado e ratifica as respostas obtidas
para a taxa de fotossintese, temperatura foliar e teor de clorofila, e ainda, demonstra o efeito da
suspensdo da irrigacdo nas plantas, com a queda da transpiracdo ao longo do tempo. Pode-se destacar
que aos nove dias de suspensao de irrigacdo ja é possivel identificar genotipos mais sensiveis ao deficit
hidrico, ou seja, PM13, PM17 e PM44 que ja apresentaram taxas de transpiracdo proximas a zero.
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Figura 4. Transpiragdo (mmol H,O m2 s) ao longo do tempo de estresse por genétipo.

A figura 5 apresenta a comparacdo entre as condutancias estomaticas registradas por gendtipo ao
longo do tempo de avaliacdo do estresse, sendo que a interacdo entre esses dois fatores ndo foi
significativa (Tabela 1) porém, os resultados por gendtipo e com relagdo aos tempos de estresse foram
significativos, 0 mesmo encontrado para o teor de clorofila, fotossintese e transpiracao.
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Figura 5. Condutancia estomatica (mol H,O m2 s*) ao longo do tempo de estresse por gendtipo.

Em relacdo a altura do colmo, houve interagdo entre genotipos (Figura 6), porém nao em relacéo ao
tempo de suspensdo da irrigacdo (Tabela 1). Isso foi distinto do nimero de folhas que foi afetado pelo

tempo de suspensao da irrigagéo.
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Figura 6. Altura do colmo (cm) ao longo do tempo de estresse por genétipo.

O numero de folhas por planta principal (desconsiderando os demais perfilhos) foi significativo e
acompanhou o deficit hidrico, bem como a diminuicdo do teor de clorofila e demais taxas fisiologicas.
Isto acontece devido ao enrolamento foliar, que foi observado e € um mecanismo utilizado para reduzir
a perda de agua para o ambiente.

A biomassa seca da parte aérea foi obtida ap0s a suspensdo da irrigacdo (Figura 7), vario
significativamente entre os gendtipos, entre o tempo de suspensdo de irrigacdo e sua interacdo (Tabela
1).
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Figura 7. Producdo de Biomassa Seca (g) ao longo do tempo de estresse por genétipo.



Houve ainda, variagdo na producdo de biomassa seca de rebrota, apos 23 dias do reestabelecimento
da irrigagdo (Figura 8), porem, os resultados foram significativos apenas para os genotipos. Entretanto,
cv. Massai e PM19 obtiveram producdo de biomassa seca de rebrota ap6s o estresse de 18 dias maiores
do que a testemunha (sem estresse) e estresse de trés dias, por exemplo, o que pode ser explicado como
um fator de tolerancia desses genotipos aos periodos sem dgua. Embora ndo tenha ocorrido diferengas
na sobrevivéncia das plantas, pois, a rebrota foi de 100% em seis gendtipos, quando restabeleceu-se a
irrigacdo aos 18 dias de suspensdo da irrigagdo, PM44, PM22 e PM13 foram os mais sensiveis ao
estresse e obtiveram menor taxa de rebrota quando comparadas.
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Figura 8. Producgdo de Biomassa seca (g) da rebrota apds suspensdo do estresse por diferentes periodos de estresse por
gendtipo.

Por isso, comparando-se as Figuras 7 e 8 percebemos que os genétipos foram afetados
significativamente pelo tempo de suspensdo de irrigacdo, contudo, conseguiram sobreviver e retomar o
crescimento apds cessar 0 estresse, ou seja, toleraram o estresse, sendo que cv. Massai, BRS Tamani,
PM19, PM20 e PM21 podem ser considerados os mais aptos em suportar as condi¢Ges de seca, aqui
simuladas.

4. Discussao

O teor de clorofila nas folhas esta diretamente relacionado a fotossintese, pois a fotossintese é o
processo pelo qual os organismos autétrofos fixam o CO2 com a utilizagdo de energia proveniente da luz
solar, sendo 0 O2 o residuo liberado juntamente com a sintese de carboidratos, fonte de energia para 0s
autotrofos [09, 10]. Nas plantas, de modo geral, 40% de sua biomassa seca é constituida por carbono
fixado diretamente da fotossintese, processo que permitiu a vida na terra conforme a conhecemos [9,
19].

Em gendtipos de algoddo (Gossypium hirsutum (L.)) sensiveis & seca, a taxa de fotossintese liquida
caiu enquanto que a temperatura foliar aumentou e ainda, a Rubisco (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase
oxigenase) mostrou menor atividade em comparacdo com as tolerantes a seca, testadas nas mesmas



condi¢des [3], reduzindo ainda mais a fixacdo de CO> atmosférico. Em Lippia alba o teor estimado de
clorofila obtido pelo clorofilometro (indice SPAD), aos 15 dias de estresse ndo diferiu do controle [6]. O
mesmo ndo ocorreu em nossos dados pois, 0s teores de clorofila em nosso experimento foram
significativos tanto para os genotipos quanto em relacdo ao tempo de tratamento, sendo que destes,
PM20 foi o genotipo com maior indice, sequido pela cv. Massai, cv. BRS Tamani, PM19 e PM21 aos 18
dias consecutivos de suspensédo da irrigagéo.

Freitas [6] avaliando Lippia alba em zero, cinco, dez e 15 dias de suspenséo do fornecimento de
agua, percebeu que o regime que mais as afetou foi o de 15 dias, enquanto que para nos, foi aos 18 dias;
porém, a maior temperatura foliar foi registrada aos nove dias sendo que, com L. alba, esse registro
ocorreu aos 15 dias. O estresse hidrico em L. alba também causou reducdo na taxa de fotossintese,
transpiracdo e condutancia estomatica ocasionando uma queda na média de quase cinco vezes no
periodo de 15 dias em relacdo ao controle [6].

Com a diminuicdo do teor de clorofila, pigmento responsavel pela captacdo de luz solar, a taxa de
fotossintese também decai e, por conseguinte, a taxa de transpiracdo [9, 10]. Contudo, Araujo et al. [19]
avaliando trés genotipos de capim-elefante ando perceberam a diminui¢do da condutancia estomatica e
da transpiracdo devido a indisponibilidade hidrica, porém, a taxa fotossintética foi mais elevada em
comparagdo aos nove genotipos de M. maximus por nds avaliados, 0 que pode ser explicado, em nosso
ensaio, pelo controle de temperatura e umidade bem como pela diminuicdo da radiacéo solar que adentra
a casa-de-vegetacéo.

A taxa de transpiracdo (Figura 4) esta relacionada diretamente com o balanco hidrico das plantas,
cujo conceito foi proposto por Montfort (1922) e Maximov (1929), definido como a relacdo entre a
quantidade de agua absorvida pelas raizes e a taxa de agua perdida na transpiracdo. Isto esta relacionado
entdo, a todo o balangco homeostatico da planta e seu déficit pode afetar direta ou indiretamente seu
crescimento e desenvolvimento, podendo causar até a morte [10, 20].

A reducdo da transpiracdo ocorre como uma estratégia de economizar agua, sendo o fechamento
estomatico o principal, porém, h4 um custo metabolico, pois reduz a transpiracdo, diminuindo a
capacidade de refrigeracdo da folha e aumentando a temperatura foliar bem como reduz as taxas
fotossintéticas e, por conseguinte a producdo de nutrientes e energia [10, 19]. Ahmed et al. [21] em
estudo com a cevada (Hordeum valgare L.) sob estresse hidrico relatam a diminuicdo do crescimento,
do conteudo de clorofila e da taxa fotossintética que, metabolicamente estao inter-relacionados.

No nosso experimento a condutancia estomatica de M. maximus foi afetada pelo estresse hidrico
diferentemente do que foi relatado por Freitas [6] para L. alba. Em M. maximus, houve variacdo
significativa da condutancia estomatica entre 0s genotipos, mas ndo entre 0s tratamentos, enquanto que
em para L. alba, aos 15 dias de estresse consecutivos houve uma queda drastica em comparacdo ao
controle. Winter [22] discute que a principal resposta das plantas a seca (estresse hidrico) é a mudanca
na abertura estomatica visando controlar o fluxo de CO», a temperatura foliar e a perda de agua por
evaporacdo para 0 ambiente, entretanto, isso ndo ocorreu nos genotipos de M. maximus, cuja mudanca
na condutancia estomatica embora significativa entre genotipos, ndo variou ao longo do periodo de
estresse.

Sanchéz et al. [23] avaliando Arundo donax L., uma planta de metabolismo Cs e Panicum virgatum,
uma Cs, ndo constataram diferenca na taxa fotossintética de ambas, entretanto, foi encontrado queda na
taxa de fotossintese e condutancia estomatica, assim como em nosso trabalho (Figura 5), e, os teores de
clorofila em A. donax ndo foram significativos. Isto difere de nossos dados pois o teor de clorofila foi



significativo (p>0,05) com excecdo da interagdo genotipo pelo tempo para condutancia estomatica o que
pode ajudar a explicar a tolerancia ao estresse desses genotipos.

Seixas et al. [25] citam os experimentos de Mattos et al. [26], os quais avaliaram as caracteristicas
morfogénicas, fisioldgicas e produtivas de espécies de Urochloa, em que as taxas fotossintéticas de
todas as especies foram reduzidas, 0 mesmo encontrado em todos 0s genétipos de M. maximus por nés
avaliados.

Nossos dados diferem dos estudos de Carlin & Santos [27] sobre indicadores fisiologicos de
estresse em cana-de-aglcar (Saccharum sp.), pois eles perceberam que o crescimento foi reduzido
drasticamente, mesmo com a detec¢do do aumento de solutos nas células. Um destaque, entretanto, é
que cv. Massai, cv. BRS Tamani, PM19, PM20 e PM21 produziram mais biomassa seca apos a
suspensdo do estresse de 18 dias (rebrota apds o estresse) do que a testemunha e das plantas submetidas
apenas a trés dias de estresse, por exemplo.

Uma possivel explicacdo € uma tolerancia desses genotipos aos periodos sem &gua, com a
ocorréncia de ajustamento osmatico, conforme explicou Turner [28], que as plantas realocam nutrientes
e solutos nas células para responder ao deficit hidrico conservando o turgor celular e por conseguinte,
dos 6rgédos, como raizes e folhas.

Martins et al. [29] em um trabalho com leguminosas de potencial forrageiro, em suspensdo de
irrigagdo por 18 dias encontraram aumento do contedo de agucares totais, prolina e extravasamento de
eletrolitos, mecanismos descritos como compensadores de estresse [28] pois, impedem a perda de agua
para 0 ambiente economizando-a. Por isso, Macroptilium lathyroides (L.) Urb, Vigna luteola Jacq e
Desmodium incanum DC podem tolerar a restricdo hidrica acumulando osmolitos, aglcares solveis e
prolina em raizes e folhas.

A suspensdo da irrigacdo também afetou a biomassa seca uma vez que esta esta diretamente
relacionada a taxa de fotossintese, mostrando a necessidade de producéo de espécies menos sensiveis as
mudancas climaticas [26, 30]. Porém, nos tratamentos realizados por Mattos et al. [26], considerando o
fato de que a recuperacdo completa do estresse, em termos fisiologicos ndo tenha ocorrido, é possivel
inferir que as espécies de Urochloa (sin. Brachiaria) por eles estudadas, ao restabelecerem suas
atividades fotossintéticas normais, foram habeis em tolerar a falta de agua no solo, e por isso, 0s
vegetais possuem um ponto em que podem se reestabelecer completamente apds sofrer um estresse
hidrico. O mesmo pode ser considerado para os genotipos de M. maximus que apds a suspensdo do
estresse rebrotaram 100% (Figura 9), com excecdo do gendtipo PM44, considerado um dos mais
sensiveis, onde aproximadamente 20% das plantas ndo rebrotaram.

Para os trés gendtipos de capim elefante avaliados por Araujo et al. [19], a taxa fotossintética caiu a
partir do quinto dia de suspensao da irrigacéo, o que corrobora com nossos dados, pois, ha evidéncias de
que o estresse hidrico danifica o0 metabolismo do mesofilo, sendo, muitas vezes, mais importante que a
limitacdo de agua no tecido vegetal [27]. Esse pode ter sido o caso do genotipo PM44, o qual apresentou
menor rebrota apos o estresse, mas, ndo houve danos nos demais genotipos avaliados, o que indica que
podem ter realocado nutrientes organicos e minerais nas raizes para aguardar melhores condicdes de
sobrevivéncia [10], justamente por as raizes serem 0s principais sensores de estresse hidrico [31].

Contudo, com a reidratacdo de L. alba por 24 horas, esta ja apresentou recuperacdo das atividades
fotossintéticas demonstrando sua rapida regulacdo estomética [6], assim como o0s genétipos aqui
estudados. Sobre a reidratacdo, Blum & Tuberosa [32] expGem que o traco de sobrevivéncia das plantas
a dissecacdo (ou desidratacdo), base do sucesso evolucionario, é a conservacdo do aparelho
fotossintético, o qual em plantas de ressurreicdo é uma caracteristica particularmente notavel pois,
recuperam-se apos a reidratacdo, retornando muito rapidamente a fixacdo de CO, e demais atividades
metabolicas.



5. Conclustes

De acordo com nossos resultados podemos identificar o genétipo PM44 como o mais sensivel ao
estresse hidrico, enquanto o0s outros genotipos demonstraram maior adaptacéo ao estresse sendo que, 18
dias de suspensdo da irrigacdo foram suficientes para diferencia-los em tolerantes e ndo tolerantes ao
déficit hidrico. Destacam-se as cultivares Massai e BRS Tamani que, embora afetadas pelo estresse
hidrico, obtiveram 100% de rebrota e conservaram todas as suas atividades metabdlicas, 0o que nos
permite inferir que estas plantas realocaram seus nutrientes para as raizes a fim de aguardar melhores
condicdes de crescimento.

Quadro 1. Ordenacdo dos genotipos avaliados pelo grau de tolerancia.

Gendtipo Classificagdo Variavel destaque

cv. BRS Tamani Tolerante SPAD, PA Seca, Rebrota
cv. Massai Tolerante SPAD, PA Seca, Rebrota
PM21 Tolerante SPAD, PA Seca, Rebrota
PM20 Tolerante SPAD, PA Seca, Rebrota
PM19 Tolerante SPAD, PA Seca, Rebrota
PM22 Sensivel PA Seca, Rebrota

PM17 Sensivel Rebrota

PM13 Sensivel Rebrota

PM44 Sensivel Rebrota

Os gendtipos destaque foram PM19, PM20 e PM21 que ndo apresentaram reducao nos teores de
clorofila apds 18 dias de estresse e, portanto, sem danos ao aparelho fotossintético e nem atingiram o
ponto de murcha permanente. Deste modo, podemos identificar os mais tolerantes e 0os mais sensiveis no
periodo avaliado (Quadro 1). Entretanto acreditamos que um tempo maior de avaliacdo € necessario
para garantir que a tolerancia ndo foi somente em relacdo as condigcdes avaliadas por nos. Concluimos
ainda, que este método é eficiente em discriminar 0s genotipos tolerantes e sensiveis ao estresse hidrico
possibilitando uma fenotipagem rapida, eficiente e em larga escala.

Contribuicdo dos autores: Suzy Florentin, Liana Jank; Valdemir Laura e Rafael Arruda pela redacéo
do artigo, Suzy Florentin e Rafael Arruda pelas analises estatisticas e elaboracdo dos graficos; Valdemir
Laura e Liana Jank pelo design experimental e métodos utilizados; Liana Jank pela doagdo das sementes
utilizadas.

Financiamento: Este artigo recebeu apoio financeiro da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001, Fundacdo de Apoio ao Desenvolvimento do
Ensino, Ciéncia e Tecnologia do Estado de Mato Grosso do Sul (FUNDECT) e UNIPASTO.

Agradecimentos: Ao Programa de Pds-graduacdo em Biologia Vegetal (PPGBV), a Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Empresa Brasileira de Pesquisas
Agropecuéarias (EMBRAPA) e a UNIPASTO pelo apoio financeiro, logistico e intelectual.

Conflitos de Interesse: "Os autores declaram ndo haver conflito de interesse."

Referencias

1. IPCC. Climate Change 2014: Impacts, Adaptation, and Vulnerability. 2014. Available online:
<https://www.ipcc.ch/report/ar5/wg2/> (accessed on 30 Ago 2017).



10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Grandis, A.; Godoi, S.; Buckeridge, MS. (2010) Respostas fisioldgicas de plantas amazdnicas de
regides alagadas as mudangas climaticas globais. Revista Brasileira de Boténica, 33, 1, 1-12, DOI:
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-84042010000100002.

Zandalinas, S.1.; Mittler, R.; Balfagon, D.; Arbona, V.; Gomez-Cadenas, A. (2018) Plant
adaptations to the combination of drought and high temperatures. Physiologia Plantarum, 162, 01,
2-12, DOI: 10.1111/ppl.12540.

Baldoni, E.; Genga, A.; Cominelli, E. (2015)Plant MY B Transcription Factors: Their Role in
Drought Response Mechanisms. Int. J. Mol. Sci., 16, 15811-15851, DOI: 10.3390/ijms160715811.
Maroun, M.R. Adaptacdo as Mudancas Climaticas: uma proposta de documento de Concepcéo de
Projeto (DCP) no ambito do mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL). Dissertacdo —
Universidade Federal do Rio de Janeiro, COPPE, Rio de Janeiro, 2007.

Freitas, J.C.E. (2018) Ecofisiologia em poliploides de Lippia alba sob diferentes regimes hidricos.
Dissertacdo de Mestrado, Juiz de Fora, Programa de P6s-graduacdao em Ecologia, Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Ryan, R.G. (1991) Effects of Climate Change on Plant Respiration. Ecological Applications, 1, 2,
157-167, DOI: https://doi.org/10.2307/1941808.

Seixas, A.A.; Gomes, V.M.; Serafim, V.F.; Viana, W.A. (2015) Déficit Hidrico em Plantas
Forrageiras — revisao de literatura. Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria, 8, 1-
14;

Lambers, H.; Chapin 11, E.S.; Pons, T.L. (2008) Plant Physiological Ecology. 2nd ed.; Springer,
591 p., ISBN 978-0-387-78341-3.

Larcher, W. (2006) Ecofisiologia vegetal. S&o Carlos: RiMa, 550 p., ISBN 85-86552-03-8.
Filgueiras, T.S. (2015) Megathyrsus in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Boténico do
Rio de Janeiro, Available online: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB86869>.
(accessed on 05 Jul 2018).

Valentim, J.F.; Carneiro, J. da C.; Moreira, P.; Jank, L.; Sales, M.F.L. (2001) Capim Massai
(Panicum maximum Jacq.): nova forrageira para a diversificacdo de pastagens no Acre. Circular
Técnica, 1 ed., n. 41, Rio Branco, 16 p., Rio Branco, AC, Outubro, ISSN 0100-9915.

Victor, D.M.; Jank, L.; Lempp, B.; Simedo, R.M.; Resende, M.D.V. de; Goncalves, M.C. (2015)
Selection of full-sib families of Panicum maximum Jacq under low light conditions. Revista Ceres,
62, 2, DOI: http://dx.doi.org/10.1590/0034-737X201562020010.

Caldeira, R.R. (2016) Periodo de crescimento e idade de corte sobre a producéo e a qualidade do
capim Panicum maximum cv. Massai. Dissertacdo de Mestrado, Brasilia, Faculdade de Agronomia
e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, 58 p.

Silva, A.S.; Laura, V.A.; Jank, L. (2009) Soil flood tolerance of seven genotypes of Panicum
maximum Jacq. Braz. Arch. Biol. Technol., 52, 6, p. 1341-1348, DOI:
http://dx.doi.org/10.1590/S1516-89132009000600004.

Blum, A. (2011) Drought resistance — is it really a complex trait? Functional Plant Biology, 38,
753-757, DOI: https://doi.org/10.1071/FP11101.

Blum, A. (2017) Osmotic adjustment is a prime drought stress adaptive engine in support of plant
production. Plant, Cell & Environment, 40, p 1-7, DOI: 10.1111/pce.12800.

Climatempo. (2019) Climatologia Campo Grande em 2018.. Available on:
<https://www.climatempo.com.br/climatologia/212/campogrande-ms> (accessed on 01 Feb 2019).
Kramer, P.J.; Boyer, J.S. (1995) Water Relations of Plants and Soils. 1 ed. Academic Press, 495
p.;
Araujo, S.A. do C.; Vasquez, H.M.; Campostrini, E.; Netto, A.T.; Deminicis, B.B.; Lima, E. da S.
(2010) Caracteristicas fotossintéticas de genotipos de capim-elefante ando (Pennisetum purpureum
Schum.), em estresse hidrico. Acta Scientiarum. Animal Sciences, 32, 1, 1-7, DOI:
10.4025/actascianimsci.v32i1.8961.

Ahmed, I.M.; Dai, H.; Zheng, W.; Cao, F.; Zhang, G.; Sun, D.; Wu, F. (2013) Genotypic
differences in physiological characteristics in the tolerance to drought and salinity combined stress
between Tibetan wild and cultivated barley. Plant. Physiol. Biochem., 63, 49-60, DOI:
10.1016/j.plaphy.2012.11.004.

Winter, E.J. (1976) A agua, o solo e a planta. Sao Paulo, SP: E.P.U., 169 p.;



23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Sanchez, E.; Gil, S.; Azcon-Bieto, J.; Nogués, S. (2016) The response of Arundo donax L. (C3) and
Panicum virgatum (C4) to different stresses. Biomass and Bioenergy, 85, 335-345,

DOI: 10.1016/j.biombioe.2015.12.021.

Kramer, P.J. (1988) Changing concepts regarding plant water relations. Plant, Cell and
environment, 11, 565-568, DOI: https://doi.org/10.1111/}.1365-3040.1988.tb01796.x.

Seixas, AA; Gomes, V.; Serafim, VF; Viana, WA. (2015) Déficit Hidrico em Plantas Forrageiras —
revisdo de literatura. Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinéria, 8, 1-14, ISSN:
1679-7353.

Mattos, J.L.S.; Gomide, J.A.; Huaman, C.A.M. (2005) Crescimento de espécies do género
Brachiaria, sob déficit hidrico, em casa de vegetacdo. Revista Brasileira de Zootecnia, 31, 03, p.
746-754, DOI: http://dx.doi.org/10.1590/S1516-35982005000300005.

Carlin, S.D.; Santos, D.M.M. (2009) Indicadores fisiologicos da interacdo entre déficit hidrico e
acidez do solo em cana-de-agUcar. Pesq. agropec. bras., 44, 9, 1106-1113, DOI:
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-204X2009000900006.

Turner, N.C. (2018) Turgor maintenance by osmotic adjustment: 40 years of progress. Journal of
Experimental Botany, 69, 13, 3223-3233, DOI: 10.1093/jxb/ery181.

Martins, A.C.; Larré, C.F.; Bortolini, F.; Borella, J.; Eichholz, R.; Delias, D.; Amarante, L. (2018)
Tolerancia ao déficit hidrico: adaptacdo diferencial entre espécies forrageiras. lheringia, Série
Boténica, 73, 3, 228-239.

Pezzopane, C.G.; Santos, P.M.; Cruz, P.G.; Altoé, J.; Ribeiro, F.A.; Valle, C.B. (2014) Estresse por
deficiéncia hidrica em genotipos de Brachiaria brizantha. Ciéncia Rural, Online, 45, 5, 871-876,
DOI: 10.1590/0103-8478cr20130915.

Chaves, M.M. (1991) Effects of water deficits on carbon assimilation. Journal of Experimental
Botany, 42, 234, 1-16, DOI: 10.1093/jxb/42.1.1;

Blum, A.; Tuberosa, R. (2018) Dehydration survival of crop plants and its measurement. Journal of
Experimental Botany, 69, 5, 975-981, DOI: https://doi.org/10.1093/jxb/erx445.

Luchese, E.B.; Favero, L.O.B.; Lenzi, E. (2001) Fundamentos da quimica do solo. Rio de Janeiro:
Freitas Bastos, 182 p.

Melo, H.C.; Castro, E.M.; Soares, A.; Melo, L.A., Alves, J.D. (2007) Alteracdes anatbmicas e
fisiologicas em Setaria anceps Stapf ex Massey e Paspalum paniculatum L. sob condicGes de
déficit hidrico. Revista Hoehnea, 34, 2, p. 145-153, DOI: http://dx.doi.org/10.1590/S2236-
89062007000200003.

Oksanen, J.; Blanchet, F. G.; Friendly, M.; Kindt, R.; Legendre, P.; McGlinn, D.; Minchin, P.R.;
O'Hara, R. B.; Simpson, G.L.; Solymos, Stevens, P.M.H.H.; Szoecs, E.; Wagner, H. (2017) vegan:
Community Ecology Package. R package version 2.4-4. Available online: <https://CRAN.R-
project.org/package=vegan>. (accessed on 20 Set 2018).

R Core Team. (2018) R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria, Available online:<https://www.R-project.org/>. (accessed
on 20 Oct 2018).

Wickham, H. (2009) ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. Springer-Verlag New York,



Material Suplementar

Avaliacéo de sete gendtipos e duas cultivares de Megathyrsus maximus ao estresse hidrico sob

método tradicional

Suzy Florentin !, Liana Jank?, Rafael Arruda3 and Valdemir Laura®*
L Universidade Federal de Mato Grosso do Sul; suzy.mls@hotmail.com
2 Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuarias (Embrapa);

3 Universidade Federal de Mato Grosso;
* Correspondence: valdemir.laura@embrapa.br.

Tabela S1. Cronograma completo de desenvolvimento dos experimentos.

Descricao das sementes Germinacéo Germinacao Inicio do Término do Término da
Gendtipos GEmbra a () ¢ an ¢ Transplante Estresse Estresse e Rebrota
P Reidratagdo
E?n?ani 07/04/2017 L10 P9 16/05/2018 25/05/2018 20/07/2018 07/08/2018 28/08/2018
PM44 (1) 2010; (I1) 2013 16/05/2018 30/05/2018 08/06/2018 20/07/2018 07/08/2018 28/08/2018
Massai 27/04/2017 L13 P4 16/05/2018 25/05/2018 20/07/2018 07/08/2018 28/08/2018
PM22 08/05/2013 16/05/2018 25/05/2018 20/07/2018 07/08/2018 28/08/2018
PM13 19/04/2013 16/05/2018 25/05/2018 20/07/2018 07/08/2018 28/08/2018
PM17 01/04/2011 16/05/2018 25/05/2018 20/07/2018 07/08/2018 28/08/2018
(1) 25/04/2017 L8 P8;
PM20 (1) 25/04/2017 L8 P8 16/05/2018 30/05/2018 08/06/2018 20/07/2018 07/08/2018 28/08/2018
Rep 02
(1) 13/04/2017 L6 P1;
PM21 (1) 25/04/2017 L1 P1 16/05/2018 30/05/2018 08/06/2018 20/07/2018 07/08/2018 28/08/2018

Rep 01




Tabela S2. Solugdo nutritiva para estabelecimento. Adaptado de Hoagland & Arnon, 1950.

Quantidade Diluigéo Reagente Nutriente
KH2PO4
. . Fosfato de Potéssio
136,099 1000 mL &gua destilada Monobésico
66,07 g (NH4)2SO4 (Sulfato de KNO
101,11 amonio) + 74,55 g KCL. (Cloreto Nitrato de 3E)télssio
10 de potassio) = 1000 mL agua P Macro nutrientes —
destilada Calcio, Fosforo,
Ca(NOs3)2.5H.0 Ferro Potassio e
236,16 g 1000 mL agua destilada Nitrato de Calcio Nitrogénio
MgS0,.7H,O
247,47 g 24,747 g x 100 mL agua destilada Sulfato de Magnésio
1,5mL Diluido diretamente na solugdo Solugdo de Ferro quelatizado
~ HsBOs
2,86¢9 150 mL &gua destilada Acido bérico
MnCI2.4HZO
181¢g 150 mL agua destilada Cloreto de Manganés
ZnS04.7H,0 Micronutrientes —
0,22¢g 150 mL &gua destilada Sulfato de Zinco Boro, Cobre, Zico,
Manganés, Sodio
CuS04.5H,0
0,08¢g 150 mL &gua destilada Sulfato de Cobre
0,18 g (NH4)6M07024 (molibdato Na;Mo00..2H,0 Molibdato de
0,26 g de amdnio) 150 mL 4agua Sédio

destilada

Tabela S3. Solucéo nutritiva aplicada para estabelecimento (100 mL por vaso a cada sete

dias).

Volume Reagente Solucdo Resultante
KH,PO4

20mL Fosfato de Potassio Monobésico

100 mL KNOs
Nitrato de potassio
C&(NOs)z.SHzO

100 mL Nitrato de Célcio 20 L de 4gua tratada
MgS0..7H,0

40 mL Sulfato de Magnésio

1,5mL Solucéo de Ferro quelatizado

20 mL Micronutrientes




Tabela S4. Resultados da anélise do solo usado nos experimentos. Laboratdrio de Andlise de solos e
consultoria LTDA/EMBRAPA, 14 de ago. de 2017.

Analise Quimica do Solo

pH pH P K Ca Mg Al
agua CaCl, mg/dm3 cmol/dm?® cmol/dm?® cmol/dm?® cmol/dm?®
4,79 4,19 0,60 0,10 1,00 0,50 0,39
Relacgdes
Ca/Mg Ca+Mg/K Ca/K Mg/K
2,00 15,00 10,00 5,00
Micronutrientes
Fe mg/dm? Zn mg/dm? Cu mg/dm? B mg/dm?® Mn mg/dm?
165,58 119,92 2,11 8,73 0,16
Analise Fisica
Areia g/kg Silte g/kg Argila g/kg
550 120 330

Tabela S5. Parametros biologicos e morfoldgicos analisados e equipamentos utilizados para a
analise.

Descritor morfoldgico Unidade de medida Equipamento
Teor de clorofila pg.cm Clorofilémetro SPAD-502
Numero de folhas Uni. Contagem manual
Altura do colmo Cm Régua

2 -1
Fotossintese pmol co,m s IRGA-6400

2 -1

Condutancia estomética mol HZO m s IRGA-6400
Intensidade luminosa wmol mos IRGA-6400

2 -1
Transpiracdo mmol HZO m s IRGA-6400
Temperatura foliar °C IRGA-6400

Estufa de secagem e balanca de

Biomassa da parte aérea G .
precisdo
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Figura S1.A. Casa-de-vegetacdo utilizada no experimento na Embrapa Gado de Corte. Figura S1.B. Esquema do arranjo
espacial dos vasos com irrigacdo individual em casa-de-vegetacdo. Figura S1.C. Transplante e estabelecimento dos
genotipos. Figura S1.C. Detalhe do vaso utilizado no experimento.

Figura S2.A. Demonstracdo da identificacdo das plantulas por vaso, sendo: A: vermelho, B: branco, C: rosa. Figura S2.B.
Arranjo espacial dos gendtipos estabelecidos em casa-de-vegetagdo. Figura S2.C. Esquema utilizado para contagem das
folhas na planta principal do genétipo.
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O estresse abi6tico, em especial e mais comum, o estresse hidrico, € umas das principais causas da perda de
produtividade no mundo e tem sido agravada pelas mudangas climaticas. Por isso, temos por objetivos
avaliar nove genotipos de Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K.Simon & S.W.L.Jacobs do banco de
germoplasma do programa de melhoramento genético da Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria) para tolerancia a seca mediante Polietileno glicol 6000 (PEG-6000) visando identificar os
mais tolerantes ao estresse hidrico. A nossa hipétese é de que frente as outras metodologias, esta sera eficaz
em ser uma rapida avaliagdo demonstrando que os gen6tipos responderédo diferentemente ao estresse, sendo
o Teor de Clorofila, Taxa de Fotossintese, Transpiracdo, Condutancia estomatica, nimero de folhas, altura
e biomassa seca ap0s estresse e ap6s reidratacdo varidveis que permitirdo identificar os mais tolerantes ao
estresse simulado. No momento de supressdo do fornecimento de agua e aplicacao de solugao nutritiva com
PEG-6000 para atingir os potenciais de zero, -0,5 MPa, -1,0 MPa e -1,5 MPa e aos dias mdltiplos de quatro,
ou seja, até o0 12° dia de avaliacdo, foi estimado o teor de clorofila presente nas folhas, o0 nimero de folhas,
altura do colmo e o grau de perda de folhas. E ainda, a taxa de fotossintese, transpiracdo, condutancia
estomatica e temperatura das folhas foram obtidos com um analisador de gas infravermelho. Também
determinamos a biomassa da parte aérea ap6s o estresse e apés a reidratacdo das plantas pela irrigagdo. Os
dados foram submetidos a Anova e teste de Tukey (5%). As cultivares BRS Tamani e Massai e 0s
genétipos PM44, PM19, PM20 e PM21 foram as mais tolerantes quando comparados aos demais,
significativamente afetados pelo estresse hidrico. O potencial -1,5 MPa foi considerado o ponto de murcha
permanente e o potencial -1,0 MPa o ideal para identificar os gendtipos tolerantes ao estresse hidrico.
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1. Introducéo

O estresse abiotico, em especial e mais comum, o estresse hidrico, € uma das principais causas da perda de
produtividade no mundo e tem sido agravada pelas mudangas climéticas, entretanto, uma solugdo a isto tem recebido
uma atencdo maior para erradicar seus efeitos sobre as plantas (Basu et al., 2016; Masoabi et al., 2017). Contudo,
Sutcliffe (1980) aponta que a disponibilidade de agua exerce efeito na distribuicdo da vegetacdo ao redor do planeta,
ou seja, ambientes com regimes hidricos constantes terdo maior riqueza e diversidade que ambientes desérticos, por
exemplo. Maroun (2007) e o IPCC (2014) explicam que as mudancas climaticas terdo impactos a sociedade e a
biodiversidade causando a América Latina a diminuigdo da producdo agricola, aumento dos vetores de diversas
doencas e a extingdo de animais e plantas.

E com isto, os pesquisadores esperam um cendrio de clima mais extremo com secas, inundacOes e ondas de calor
frequentes (Salati et al., 2002), o que causara impactos negativos na produtividade agropecudria e na qualidade de vida
humana uma vez que a combinacdo de varios estresses as plantas serdo maiores que o previsto inicialmente (Ryan,
1991; Zandalinas et al., 2017).

E por isso, a compreensdo das respostas das plantas ao déficit hidrico é de fundamental importancia para
quantificar a capacidade de armazenamento de dgua no solo e analisar a influéncia dos mecanismos de adaptacédo das
plantas a reducdo da disponibilidade de dgua no ambiente (Santos & Carlesso, 1998; IPCC, 2014; Pezzopane et al.,
2014). Basu et al. (2016) explicam que a “Resistencia a Seca” pode ser aplicada as plantas que conseguem burlar,
escapar e tolerar os efeitos do estresse hidrico, sobrevivendo a ele. Entretanto, para burlar estas condicdes, as plantas
variam as respostas de acordo com suas condi¢cGes morfofisioldgicas, sendo o ajustamento osmético o principal, pois,
com o acumulo de diversos compostos organicos como acglcares, aminoacidos e sais inorganicos como céations de
potassio e magnésio, e anions como cloretos e nitratos conseguem tolerar o estresse a seca (Blum, 2016; Turner,
2018).

Além disso, as plantas desenvolvem mecanismos de adaptacdo a seca como o fechamento estomético e por
consequéncia, diminuicdo da condutancia estomatica e da concentracdo interna de CO-, ajustamento da parede celular,
producdo de folhas menores, reducéo da area e potencial hidrico foliar e aumento na densidade e profundidade de
raizes, principal evidéncia da resisténcia a seca (Klar et al., 1978; Kano et al., 1999; Chaves, 1991; Barker et al., 1993;
Neumann, 1995; Shao et al., 2008; Seixas et al., 2015). A irreversibilidade das modifica¢des dos cultivos depende do
genotipo, da duracdo, da severidade e do estadio de desenvolvimento da planta (Marin, 2008).

Contudo, avaliar as respostas morfofisiolégicas das plantas ao estresse em seu ambiente natural é complexo, uma
vez que ndo é possivel controlar todas as variaveis como umidade, chuvas, vento etc. Neste sentido, o Polietileno
Glicol 6000 (PEG-6000) foi indicado para experimentos controlados pela primeira vez num artigo publicado na revista
Science em 1961 (Lagerwerff et al., 1961) onde demonstrava sua capacidade de alterar o potencial osmético de
solugdes nutritivas e permitir avaliar as plantas submetidas ao estresse em ambientes controlados como as casas-de-
vegetacdo. Em 1971, Michel & Kaufmann publicaram um artigo com a indicagdo da quantidade de PEG-6000
utilizado levando em consideracdo a viscosidade da solucdo em relagéo a temperatura do ambiente. E entdo, em 1991,
Villela et al. publicaram um artigo completo com uma tabela a ser seguida da quantidade por litro de PEG-6000 em
relacdo a temperatura ambiente para produgdo de solugdes para simular condi¢Bes de estresse hidrico devido os
potenciais negativos ocasionados pelo PEG-6000 que impedem a absorcdo da agua pelas raizes.

E entdo, diversos métodos utilizando o PEG-6000 foram publicados e revisados posteriormente com inimeras
espécies vegetais, tais como o trigo (Triticum sp.) mediante uma cadmara escura para avaliagdo das raizes (Nelson &
Oliver, 2017), em estudo in vitro com cana-de agucar (Saccharum spp.) constatou-se a eficiéncia da avaliacdo para
identificar as respostas morfoldgicas e fisiolégicas do estresse hidrico (Masoabi et al., 2017), e ainda, com estudos

hidroponicos, em que se utilizando variadas concentraces de PEG-6000 (Villela et al., 1991) é possivel avaliar sua



capacidade de tolerancia a seca bem como as alteragdes morfofisiologicas e o ajustamento osmético com inimeras
espécies (Mohammadkhani & Heidari, 2008; Castafieda-Castro et al., 2015; Robyn et al., 2015; Wang et al., 2016;
Souza et al., 2018a; Souza et al., 2018b).

Esta metodologia que emprega o PEG-6000 € eficaz, pois, € um polimero ndo tdxico e que ndo reage com as
substancias organicas presentes nos sistemas bioldgicos vegetais €, por isso, estudos tem sido realizado para simular as
condi¢Bes ambientais de seca a qual as plantas estdo sujeitas no ambiente, uma vez que impede a absorcdo de agua
pelas raizes e permite uma avaliacdo rapida e precisa (Mohammadikhani & Heidari, 2008; Castafieda-Castro et al.,
2015; Nelson & Oliver, 2017).

As plantas forrageiras sdo aquelas cultivadas tendo em vista a producdo de pastagens para a nutricdo da pecuaria
bovina (Karam et al., 2009), dentre as quais, a maioria pertence aos géneros Urochloa sin. Brachiaria spp., Panicum
sin. Megathyrsus spp. e Andropogon (Pereira & Herling, 2016). Constituem-se na principal fonte de alimento e em
elemento crucial para a competitividade das cadeias produtivas da carne e do leite bovinos brasileiras no mercado
mundial. Por isso, temos por objetivos avaliar nove gendétipos de Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K.Simon &
S.W.L.Jacobs do banco de germoplasma do programa de melhoramento genético da Embrapa (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria) para tolerancia a seca mediante PEG-6000 visando identificar os mais tolerantes ao estresse
hidrico. A nossa hipotese é de que frente as outras metodologias, esta sera eficaz em ser uma rapida avaliacdo
demonstrando que os gendtipos responderdo diferentemente ao estresse, sendo o Teor de Clorofila, Taxa de
Fotossintese, Transpiracdo, Condutancia estomatica, nimero de folhas, altura e biomassa seca ap0s estresse e apos

reidratacdo variaveis que permitirdo identificar os mais tolerantes ao estresse simulado.

2. Material e Métodos

2.1. Local de estudo

O experimento foi realizado em casa-de-vegetacdo instalada na Embrapa Gado de Corte em Campo Grande, Mato
Grosso do Sul (20°27°04” S e 54°42°57” W), sem controle de temperatura e umidade, entretanto, foram obtidos os
dados de Precipitacdo Pluvial, Temperatura e Radiagdo a partir do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2018)
para o periodo de desenvolvimento desta pesquisa (marco a agosto de 2018) (Apéndice A do material suplementar).

O delineamento experimental possui quatro repeticdes e parcelas de uma planta por tubete em um esquema fatorial
de nove (gendtipos) x quatro (niveis de estresse hidrico: zero, -0,5 MPa, -1,0 MPa, -1,5 MPa induzido por PEG-6000
(Tabela 2.1) x trés (épocas de colheita - aos dias multiplos de quatro, ou seja, aos quatro, oito e 12 dias apds a indugéo
ao estresse). Foram utilizadas 432 plantas estabelecidas, devidamente etiquetadas e identificadas selecionadas por

sorteio, e divididas entre os quatro tratamentos conforme o nivel de estresse sorteado.

Tabela 2.1. Quantidade de PEG-6000 para diferentes niveis de estresse hidrico.

Temperatura Zero -0,5 MPa -1,0 MPa -1,5 MPa

30°C Zero 212,564 g/L 308,434 g/L 382,082 g/L

Fonte: Villela et al., 1991.

O PEG-6000 foi dissolvido em um litro de solugdo nutritiva descrita no material suplementar (Anexo B), e, portanto,
apenas a solucdo para obtencdo do controle (Zero) ndo possuia PEG-6000 dissolvido. As quantidades determinadas por

temperatura e potencial a ser obtido seguiram o artigo de Villela et al. (1991) conforme Tabela 2.1.



2.2. Preparacéo das sementes e do solo

As sementes de cada gendétipo (Anexo A, Tabela S1, S2 e S3 do material suplementar) oriundas do programa de
Melhoramento Genético da EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) foram germinadas no dia 16 de
maio de 2018 em bandejas de poliestireno expandido preenchidas com areia e, 10 dias ap6s a emergéncia, selecionadas
a partir da padronizacdo do tamanho da parte aérea e sistema radicular, e entdo, no dia 29 de maio de 2018, foram
iniciados os transplantes para os tubetes de 290 cm®.

Foram utilizadas 48 plantulas por genotipo, sendo duas cultivares de M. maximus, a cv. Massai e cv. BRS Tamani e
0s gendtipos PM13, PM17, PM44, PM19, PM20, PM21 e PM22 estabelecidas em tubetes devidamente adubadas com
solucdo nutritiva (Anexo A do material suplementar) durante o periodo de estabelecimento e crescimento de 60 dias e,
somente entdo, os testes de estresse de acordo com o método em meio aquoso (hidropdnico) foram iniciados no dia 17
de julho de 2018 (Mattos et al., 2005; Pezzopane et al., 2014; Carloto, 2016).

O substrato utilizado para preencher os tubetes foi a areia, uma manta de bedim fixada na extremidade inferior para

impedir a perda de seu conteddo conforme o Anexo D do material suplementar.

2.3. Avaliagdo do Estresse Hidrico

Apds o estabelecimento das plantas, foram sorteadas e colocadas em caixas com circulagdo de solugdo nutritiva
para aeracdo e fornecido para o Zero (controle) apenas com solugdo nutritiva, enquanto que os potenciais -0,5 MPa, -1,0
MPa e -1,5 MPa foi utilizado PEG-6000 diluido na solucdo nutritiva conforme descricdo da Tabela 1 e do material
suplementar (Anexo B).

As avaliagBes dos parametros biolégicos (Tabela 2.2) foram realizadas a cada quatro dias apds o inicio do estresse.
Foi estimado o teor de clorofila presente nas folhas com um clorofildmetro (SPAD-502 - Soil Plant Analysis
Development), anotado o numero de folhas (NF) e altura do colmo (AC) (Carloto, 2016).

Além disso, com um analisador de gas infravermelho (Infra Red Gas Analyser — IRGA, LI — 6400) foram obtidas a
taxa de fotossintese (A), de condutincia estomatica (gS), transpiracdo (E) e temperatura foliar (T) mensuradas no
periodo de 09:30 h as 12:30 h aos quatro e 12 dias de estresse consecutivos para o controle e -1,5 MPa, (os demais
foram obtidos medidas apenas no primeiro dia de avaliacdo), com fluxo luminoso fotossintético a 1000 pmol de fétons
m2st e 400 pmol de gés carbonico (CO-) até os 12 dias de tratamento (Freitas, 2018) conforme descrigéo detalhada na
Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Pardmetros biolégicos e morfoldgicos analisados e equipamentos utilizados para a analise.

Descritor morfolégico Unidade de medida Equipamento

Teor de clorofila pg.cm? Clorofildmetro SPAD-502

Numero de folhas Uni. Contagem manual

Fotossintese pumol CO; m? st IRGA-6400

Condutancia estomatica mol H,0 m? s IRGA-6400

Intensidade luminosa pumol m? st IRGA-6400

Transpiragio mmol H,O m? s IRGA-6400

Temperatura foliar °C IRGA-6400

Biomassa da parte aérea g Estufa de secagem e balanca de preciséo
Altura do colmo cm Régua

Também foi determinada a biomassa da parte aérea (folhas e caules) (MSPA) logo apds o periodo de estresse com
0 seu acondicionamento em sacos de papel para secagem em estufa de circulagdo forcada de ar, por 72 horas, a 65°C até

atingir o peso constante, em seguida, realizada a pesagem em balanca de precisdo (Pezzopane et al., 2014).



Com relacdo a avaliagdo da Rebrota, apds reidratagdo das plantas submetidas ao estresse (Freitas, 2018),
reintroduzimos os individuos que sofreram estresse em solugdo nutritiva, sem PEG-6000, por oito dias, apenas para
avaliar a qualidade da rebrota e determinar novamente a biomassa apos estresse. A determinagdo da biomassa seca da

parte aérea foi realizada cortando-se as plantas rente ao solo.

2.4. Andlise dos Dados Estatisticos

No6s construimos modelos de ANOVA para determinar as diferencas médias significativas para cada variavel
escolhida para representar o estresse hidrico. Essas varidveis (Teor de Clorofila, Taxa de Fotossintese, Transpiracao,
Condutancia estomatica, nimero de folhas, altura e biomassa seca apds estresse e apds reidratacdo) foram consideradas
todas como resposta em nossos modelos. A ANOVA foi escolhida para a modelagem pois o desenho experimental foi
relativamente simplificado no controle das variaveis de interesse, e principalmente pela quantidade de repeticOes para
garantir graus de liberdade para controlar possiveis erros do tipo | (falso positivo em relacédo a hipétese nula) e erros do
tipo Il (falso negativo em relacdo a hipdtese nula). Todas as variaveis resposta foram padronizadas para média zero e
variancia unitaria com a funcdo decostand (método “standardize”) pelo pacote vegan (Oksanen, 2017). Para a ANOVA
nos usamos a funcdo aov do pacote “stats” basico do R (R Core Team, 2018). Todas as andlises e graficos (funcédo
ggplot, pacote ggplot2) (Wickham, 2009) foram feitos em ambiente R (R Core Team, 2018).

3. Resultados

Com relacéo ao teor de clorofila estimado pelo clorofildmetro, podemos constatar conforme a Tabela 3.1 (Figura 1)
que a cultivar BRS Tamani e o gendtipo PM17 ndo foram afetados pelo tempo de estresse aqui simulados, entretanto,
Massai obteve valores significativos com relacdo ao gendtipo. Os genétipos PM13 e PM44 também foram pouco
afetados pelo tempo de estresse, sendo significativo apenas para o genétipo e com relacdo aos potenciais; 0s demais

tiveram indices de clorofila significativamente afetados pelo estresse.

Tabela 3.1. Probabilidades associadas a variavel fisiolégica Teor de Clorofila (SPAD) em funcdo dos gendtipos e do
potencial de estresse.
Genotipos Fonte de variagdo gL F P

Gendtipo 3 3355 0.0294 *
Massai Tempt_) 2 2053 0.1431 ns
Genétipo*Tempo 6  0.812  0.5679 ns
Residuo 36
Gendtipo 3 1545 0.220 ns
. Tempo 2 1403  0.259 ns
BRS Tamani Genétipo*Tempo 6  0.466  0.829 ns
Residuo 36
Gendtipo 3 3332 0.0301 *
PM13 Tempo 2 2005 0.1491 ns
Gendtipo*Tempo 6  0.821  0.5613 ns
Residuo 36
GenGtipo 3 1544  0.2199 ns
PM17 Temp(_) 2 2529 0.0938 ns
Genotipo*Tempo 6 0.240  0.9601 ns
Residuo 36
Gendtipo 3 13336 5.22¢% Fkx
PM19 Tempq 2 8572 0.000902 ***
Genotipo*Tempo 6  5.974  0.000208 ***
Residuo 36
Gendtipo 3 1717 0.18075 ns
PM20 Tempq 2 7212 0.00232  **
Genotipo*Tempo 6  3.042 0.01644  *
Residuo 36
PM21 Gendtipo 3 5641 0.00283  **
Tempo 2 0850 043570 ns



Gendtipo*Tempo 6  2.591  0.03438  *

Residuo 36

Gendtipo 3 6216 0.00163 **
PM22 Tempo 2 12643 6.93¢®  **x

GenGtipo*Tempo 6  4.088  0.00316  **

Residuo 36

Gendtipo 3 3666 0.021 *
PM44 Temp(_) 2 0810 0.453 ns

Gendtipo*Tempo 6  0.607 0.723 ns

Residuo 36

Legenda: Valor do P: ***- 0.001 / **- 0.01 / *- 0.05 / ns- ndo significativo.

Com relagdo a Figura 1, podemos constatar que quando comparadas com as avaliacfes de quatro, oito e 12 dias,

PM13 e PM44 ndo foram afetadas pelo tempo de estresse, entretanto quando comparadas com a distribuicdo dos

potenciais, no meio de concentragdo -1,0 MPa as afetou diretamente quando comparadas aos demais. Contudo, o

potencial -1,5 MPa foi aquele em que as plantas atingiram maior grau de estresse.
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Figura 1. Teor de Clorofila (SPAD) em fun¢éo dos gen6tipos e do potencial de estresse. Legenda: T1 (4 dias), T2 (8

dias) e T3 (12 dias).

A Tabela 3.2 (Figura 2) mostra os dados de taxa de fotossintese obtidos a partir do Analisador de Gas Infravermelho

(IRGA 6400), sendo que mesmo com as avalicbes no periodo inicial e final é possivel perceber que foram

significativamente afetadas pelo estresse com exce¢do para PM44 que ndo obteve nenhum indice significativo,

entretanto, o teor de clorofila (SPAD) foi afetado, as quais séo funcdes fisioldgicas dependentes uma vez que a clorofila

€ 0 pigmento responsavel por captar a luz solar. As cultivares foram afetadas, porém, BRS Tamani ndo apresentou

diferencas na relacdo do tratamento com o potencial avaliado.



Tabela 3.2. Probabilidades associadas a variavel fisioldgica Fotossintese (A) em fungdo dos gendétipos e do potencial
de estresse.

Genotipos Fonte devariagdo gL F P

Gendtipo 3 7468 0.00188 **
Massai Tempq 1 3758 0.06840 *

Gendtipo*Tempo 1  3.193 0.09082 =

Residuo 18

GenGtipo 3 9.053 0.000716 ***

. Tempo 1 3385 0.082342 =

BRS Tamani condtipo*Tempo 1 1172 0207198 ns

Residuo 18

Gendtipo 3 18.345 1.04¢%  Ax=
PM13 Tempc_) 1 1646  0.2157 ns

Genotipo*Tempo 1 3644 0.0723 *

Residuo 18

Genotipo 3 4407 0.0172 faaked
PM17 Tempc_) 1 1907 0.1843 ns

Genotipo*Tempo 1 0445 0.5130 ns

Residuo 18

Gendtipo 3 14189 5.45¢0%  Hxx
PM19 Tempc_) 1 8720 0.00851 **

Genotipo*Tempo 1 5673 0.02847 *

Residuo 18

Gendtipo 3 13972 6e% falall
PM20 Tempt_) 1 0391 0.539 ns

Genotipo*Tempo 1 1538 0.231 ns

Residuo 18

Gendtipo 3 28611 458  F*x*
PM21 Tempo 1 1743 0.2033 ns

Genétipo*Tempo 1  3.250  0.0882 *

Residuo 18

Gendtipo 3 9521 0.000548 ***
PM22 Tempo 1 29735 3.52e%  **x

Genétipo*Tempo 1 1411  0.250358 ns

Residuo 18

Gendtipo 3 1467 0.257 ns
PM44 Tempo 1 049  0.490 ns

Genétipo*Tempo 1 1.102 0.308 ns

Residuo 18

Legenda: Valor do P: ***-0.001 / **- 0.01 / *- 0.05 / ns- ndo significativo.

Observando a figura 2 podemos concluir que a Taxa de fotossintese foi diferentemente afetada pelo tempo e pelos
potenciais utilizados, entretanto PM44 sobressaiu-se frente aos demais, uma vez que embora houve redugdo da
producdo fotossintética esta continuou ativa no periodo de 12 dias de estresse consecutivos. Dentre as cultivares cv.
Massai obteve melhor resposta em -1,0 MPa quando comparada ao controle por exemplo. PM13, PM17, PM20 e PM21,
ao contréario dos demais, ndo sentiram os efeitos do tempo de estresse, porém, podemos constar uma queda dréstica

entre os pontos quando comparados o controle aos tratamentos, principalmente entre o controle e -1,5 MPa.
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Figura 2. Taxa de Fotossintese em funcdo dos gendtipos e do potencial de estresse. Legenda: T1 (4 dias) e T3 (12 dias).

A Tabela 3.3 (Figura 3) apresenta os resultados com relagdo a transpiracdo das plantas obtidos com o IRGA 6400,
onde percebemos que Massai obteve melhor resposta que BRS Tamani, uma vez que o efeito ocorreu apenas no
gendtipo enquanto que BRS Tamani houve relacdo com o tempo de avaliacdo. Nos demais, PM19 e PM21 foram os
mais afetados pelo déficit da transpiracdo foliar, entretanto, enquanto PM44 nao foi afetado com relacdo ao teor de

clorofila e fotossintese, a transpiracdo foi, tanto com relacdo ao gen6tipo como em relacao ao tempo de avaliacao.

Tabela 3.3. Probabilidades associadas a variavel fisiologica Transpiragdo (E) em funcdo dos genétipos e do potencial
de estresse.

Gendtipos Fonte de variagdo gL F P
Genétipo 3 7.468 0.00188 **
. Tempo 1 3.758 0.06840 ns
Massai .
Genétipo*Tempo 1 3.193 0.09082 ns
Residuo 18
Genotipo 3 4,070 0.0227 *
. Tempo 1 6.981 0.0166 *
BRS Tamani Gené)tipo*Tempo 1 2.883 0.1068 ns
Residuo 18
Genotipo 3 15.657 2.94¢%®  ***
PM13 Tempo 1 2.176  0.157 ns
Gendtipo*Tempo 1 0.904 0.354 ns
Residuo 18
Gendtipo 3 5.252 0.00885 **
PM17 Tempq 1 7.111 0.01572 *
Genotipo*Tempo 1 0.418 0.52615 ns
Residuo 18
Gendtipo 3 16.63 1.99¢%  ***
PM19 Tempo 1 18.78  0.000400 ***
Gendtipo*Tempo 1 17.30  0.000589 ***
Residuo 18
Gendtipo 3 4,716  0.0134 *
PM20 Tempo 1 0.905 0.3542 ns
Gendtipo*Tempo 1 0.487 0.4942 ns
Residuo 18
PM21 Gendtipo 3 23.033 2.19¢% e



Tempo 1 18.451 0.000435 ***

Gendtipo*Tempo 1 7.904 0.011550 *

Residuo 18

Gendtipo 3 8.613  0.000927 ***
PM22 Tempo 1 88.784 2.21e®B  *xx

Gendtipo*Tempo 1 0.275 0.606462 ns

Residuo 18

Genoétipo 3 6.207  0.0044 **
PM44 Tempo 1 7.010 0.0164 *

Gendtipo*Tempo 1 0.836  0.3726 ns

Residuo 18

Legenda: Valor do P: ***- 0.001 / **- 0.01 / *- 0.05 / ns- ndo significativo.

Quando comparamos os dados estatisticos da Tabela 3.3 e a Figura 3, concluimos que PM44 utilizou todas os
mecanismos fisiolégicos disponiveis para garantir a Transpiragdo pois, embora tenha sido significativo para o genotipo
e 0 tempo de tratamento, ndo ha grande variacdo entre as médias para os potenciais avaliados. Entretanto, para todos o0s
genotipos, as maiores reducOes na taxa de transpiracdo foram obtidas no potencial -1,5 MPa o que indica que este

potencial provocou o maior estresse, préximo ao ponto de murcha permanente.

Com relacdo as cultivares, nota-se que a cv. Massai demonstrou melhor resposta quando comparada a cv. BRS
Tamani, o0 que pode significar que esta possui melhores condicdes fisioldgicas para responder ao estresse hidrico uma

vez que quando comparados os valores de -0,5 MPa e o controle, podemos perceber valores proximos, indicando uma

ligeira diferenga, mas que ndo afeta significativamente estas plantas.
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Figura 3. Transpiracdo em funcgéo dos genétipos e do potencial de estresse. T1 (4 dias) e T3 (12 dias).

A Tabela 3.4 (Figura 4) apresenta os resultados com relacdo a Temperatura Foliar das plantas obtidos com o IRGA
6400, e todos apresentaram diferencas significativas na temperatura foliar, principalmente com relagdo as cultivares e
aos gendtipos PM19, PM20 e PM22. Para PM13, PM17, PM21 e PM44 n&o foram encontradas relacdo com tempo de

estresse e potencial osmético aplicado. Entretanto, podemos ressaltar que todos os nove genoétipos sofreram estresse

hidrico uma vez que o aumento da temperatura foliar é o principal indicador de estresse.



Tabela 3.4. Probabilidades associadas a variavel fisiolégica Temperatura Foliar em fungdo dos genétipos e do potencial
de estresse.

Genétipos Fonte de variagho gL F P
Gendtipo 3  1750.18 < 2¢16 Hkek
-16 Kk

Massai Tempo 1 240540 <2e

[N

Gendtipo*Tempo 10.48 0.00457  **

Residuo 18
Gendtipo 3 44626 < 2e6 falall
. Tempo 1 672.77 1.04e%% Fxk

BRSTamani o dtipo*Tempo 1 7754 6.09e® %

Residuo 18

Gendtipo 3 34.271 1.19¢% Fxk
PM13 Tempc_) 1 27.364 5.65e1 falall

Genotipo*Tempo 1 0.366 0.553 ns

Residuo 18

Genétipo 3 5.252 0.00885  **
PM17 Tempo 1 7.111 0.01572 *

Gendtipo*Tempo 1 0.418 0.52615 ns

Residuo 18

Gendtipo 3 419.882 <2¢6 ool
PM19 Tempo 1 966.734 <2¢76 o

Genotipo*Tempo 1 8.465 0.00935 *x

Residuo 18

Genétipo 3 1420.01 <26 falaied
PM20 Tempg 1 1060.69 < 2e16 el

Genotipo*Tempo 1 10.27 0.00491 *x

Residuo 18

Gendtipo 3 107412 1.12eY falal
PM21 Tempo 1 84622 3.18¢® *xx

Genotipo*Tempo 1 0.667 0.425 ns

Residuo 18

Gendtipo 3 2161.80 <26 ek
PM22 Tempo 1  18598.44 <2¢ *xx

Genotipo*Tempo 1 16.34 0.000765  ***

Residuo 18

Gendtipo 3 592.088 <216 fakall
PM44 Tempo 1 1262.050 < 2?6 ool

Gen6tipo*Tempo 1 0.001 0.975 ns

Residuo 18

Legenda: Valor do P: ***- 0.001 / **- 0.01 / *- 0.05 / ns- ndo significativo.

Todos os gendtipos foram afetados pelo estresse hidrico e isto foi indicado pela diferenca na temperatura foliar
mensurados aos quatro e 12 dias de estresse (Figura 4), entretanto, a temperatura acima da média ambiente foi

registrada nos potenciais -0,5 MPa.
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Figura 4. Temperatura foliar em funcdo dos genétipos e do potencial de estresse. T1 (4 dias) e T3 (12 dias).

A Tabela 3.5 (Figura 5) apresenta os resultados com relacdo a condutancia estomatica das plantas obtidos com o
IRGA 6400, e, o genttipo PM21 nao foi afetado, entretanto, as demais variaveis fisiologicas foram. PM13, PM20 e
PM44 resultaram de efeitos sobre o gendtipo e os demais foram diretamente afetados pela diminuicdo da condutancia
estomatica conforme aumentou o tempo de estresse. As cultivares foram afetadas, entretanto, BRS Tamani se
sobressaiu na resposta a esse estresse.

Tabela 3.5. Probabilidades associadas a variavel fisiologica Condutancia Estomatica (gS) em funcéo dos gendtipos e do
potencial de estresse.

Genotipos Fonte de variagdo gL F P

Gendtipo 3 24816 1.29e%  xxx
Massai Tempt_) 1 21.911 0.000186 ***

Genotipo*Tempo 1 8.052 0.010920 =*

Residuo 18

Gendtipo 3 3398 0.0404 *

. Tempo 1 6.110 0.0236 *

BRS Tamani Genc’F))tipo*Tempo 1 3196  0.0907 ns

Residuo 18

Gendtipo 3 28.633 4550 @ xxx
PM13 Tempc_) 1 0.633 0.437 ns

Genotipo*Tempo 1 2.602 0.174 ns

Residuo 18

Gendtipo 3 7633 0.00170 **
PM17 Tempo 1 13.819 0.00158  **

Gendtipo*Tempo 1 5782  0.02717 *

Residuo 18

Genotipo 3 20683 4.63g%  xxx
PM19 Tempo 1 7515 0.01342 *

Gendtipo*Tempo 1 14.624 0.00124  **

Residuo 18

Genoétipo 3 14782 4.23e%  xx
PM20 Tempg 1 3907 0.0636 ns

Gendtipo*Tempo 1 2.811 0.1109 ns

Residuo 18

Gendtipo 3 1820 0.180 ns
PM21 Tempc_) 1 2.333 0.144 ns

Genétipo*Tempo 1 2.129 0.162 ns

Residuo 18




Gendtipo 3 5.627 0.00669 **
PM22 Tempg 1 13.406 0.00179 **

Genétipo*Tempo 1 1.693  0.20962 ns

Residuo 18

Gendtipo 3 4183  0.0206 *
PM44 Tempo 1 0.962 0.3396 ns

Gendtipo*Tempo 1 0.194  0.6645 ns

Residuo 18

Legenda: Valor do P: ***- 0.001 / **- 0.01 / *- 0.05 / ns- ndo significativo.

Com relacdo a condutancia estomatica observando os dados da Tabela 3.5 e Figura 5 podemos constatar com base

nas taxas de fotossintese e transpiracdo que estas plantas possuem mecanismos fisiologicos para burlar e tolerar o estresse

hidrico uma vez que embora, temos variacGes nas médias amostradas, estas plantas praticamente nao alteraram a abertura

estomatica, sendo que PM21 néo sentiu os efeitos do estresse nessa varidvel. Contudo, vendo a distribui¢do dos dados em

relacdo ao tempo de estresse de quatro ou 12 dias, ha uma ligeira diminuicdo na condutancia estomatica demonstrando que

houve um ajuste osmético das folhas para proteger o aparato fotossintético.

Condutancia Estoméatica (mol H20 m-2 s-1)

a) Tamani

°

b) Massai

c) PM22

. 4&_ :

d) PM13

1

) PM17

2 oso
8

i .

1 T3
Tempo de estresse (dias)

m LE] 1 3 ™ 3
g) PM19 h) PM20 i) PM21
. L ® . ®

Figura 5. Condutancia Estomatica (gS) em funcdo dos gendtipos e do potencial de estresse. T1 (4 dias) e T3 (12 dias).

A Tabela 3.6 apresenta os resultados com relagdo a Altura das plantas obtidos durante os tratamentos e este, foi

afetado significativamente entre gendtipos e tratamentos, onde a cultivar BRS Tamani obteve a melhor resposta quando

comparada com a cv. Massai, entretanto, PM44 sentiu os efeitos do estresse com relagdo a altura entre tratamentos. O

genotipo PM13 foi afetado, porém, as relacfes tratamento e tempo néo foram afetadas pelo estresse.

Tabela 3.6. Probabilidades associadas & varidvel fisiol6gica Altura em funcdo dos gendtipos e do potencial de estresse.

Genotipos Fonte de variagdo gL F P
Gendtipo 3 7.543 0.000486  ***
Massai Tempc_) 2 4111 0.024656  *
Genotipo*Tempo 6 1.691 0.151406 ns
Residuo 36
Gendtipo 3 4.462 0.00916 fola
. Tempo 2 4.412 0.01933 *
BRSTamani  condtipo*Tempo 6 0479 081945  ns
Residuo 36
Gendtipo 3 4.887 0.00596 fol
PM13 Tempo 2 2.434 0.10199 ns
Gendtipo*Tempo 6 0.925 0.48906 ns



Residuo 36

Gendtipo 3 3.25 0.03289 *
PM17 Temp(_) 2 6.75 0.00324 wx

Gendtipo*Tempo 6 1.00 0.44039 ns

Residuo 36

Gendtipo 3 9.613 8.45e-05 falel
PM19 Temp(_) 2 8.758 0.000796 falel

Gengtipo*Tempo 6 3.274 0.011302 *

Residuo 36

Gendtipo 3 11.667  1.73e-05 il
PM20 Tempc_) 2 8.706 0.000824 Hhx

Genotipo*Tempo 6 6.196 0.000155 ekl

Residuo 36

Gendtipo 3 4.889 0.00594 **
PM21 Tempc_) 2 5.033 0.01182 *

Genotipo*Tempo 6 1.789 0.12914 ns

Residuo 36

Gendtipo 3 5.741 0.00257 faled
PM?22 Tempc_) 2 12.111  9.5e-05 falehad

Genotipo*Tempo 6 1.741 0.13971 ns

Residuo 36

Gendtipo 3 2.000 0.13137 ns
PMA4 Tempg 2 5.250 0.00998 faled

Genotipo*Tempo 6 1.566 0.18548 ns

Residuo 36

Legenda: Valor do P: ***- 0.001 / **- 0.01 / *- 0.05 / ns- ndo significativo.

Com relacdo a altura apresentada na Figura 6, percebemos que ha uma reducdo significativa na altura das plantas
entre os potenciais osméticos avaliados, sendo que, para PM17, PM19 e PM22 sdo as mais evidentes. As cultivares cv.

Massai e BRS Tamani, nesta variavel, BRS Tamani obteve a melhor resposta assim como PM13 e PM44.
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Figura 6. Altura em funcdo dos gendtipos e do potencial de estresse. T1 (4 dias), T2 (8 dias) e T3 (12 dias).

A Tabela 3.7 apresenta os resultados com relagdo a nimero de folhas das plantas obtidos durante os tratamentos e
percebe-se que afetou apenas os gendtipos em Massai, BRS Tamani, PM13, PM20, PM22 e PM44. Os demais ndo
sofreram danos na perda de nimero de folhas nem pelo tempo de estresse de 12 dias e nem pelo potencial osmatico

empregado (Tabela 1).



Tabela 3.7. Probabilidades associadas a variavel fisiologica Nimero de Folhas (NF) em fun¢éo dos gendtipos e do

potencial de estresse.

Genotipos Fonte de variagdo gL F P

Gendtipo 3 2.868 0.0499 *
Massai Tempg 2 0.908 0.4124 ns

Gendtipo*Tempo 6 0.218 0.9684 ns

Residuo 36

Gendtipo 3 4.075 0.0137 *

. Tempo 2 0.128 0.8800 ns

BRS Tamani  ongtipo*Tempo 6 0088  0.9971  ns

Residuo 36

Gendtipo 3 8.119 0.000294  ***
PM13 Tempc_) 2 0.910 0.411577 ns

Gendtipo*Tempo 6 0.803 0.574014 ns

Residuo 36

Gendtipo 3 0.989 0.409 ns
PM17 Tempo 2 0.059 0.943 ns

Gendtipo*Tempo 6 0.081 0.998 ns

Residuo 36

Gendtipo 3 0.771 0.518 ns
PM19 Tempg 2 0.296 0.745 ns

Genotipo*Tempo 6 0.478 0.820 ns

Residuo 36

Gendtipo 3 4.084 0.0136 *
PM20 Tempg 2 0.095 0.9099 ns

Genotipo*Tempo 6 0.158 0.9860 ns

Residuo 36

Gendtipo 3 2.087 0.119 ns
PM21 Tempg 2 0.193 0.825 ns

Genotipo*Tempo 6 0.053 0.999 ns

Residuo 36

Gendtipo 3 3.199 0.0348 *
PM22 Tempg 2 0.020 0.9800 ns

Genotipo*Tempo 6 0.405 0.8707 ns

Residuo 36

Gendtipo 3 7.442 0.000532 ***
PM44 Tempg 2 0.057 0.944222 ns

Genotipo*Tempo 6 0.097 0.996225 ns

Residuo 36

Legenda: Valor do P: ***- 0.001 / **- 0.01 / *- 0.05 / ns- ndo significativo.

Com relacéo a Figura 7 (Anexo C, figuras A e B anexas do material suplementar), podemos constatar que BRS
Tamani respondeu melhor aos tratamentos quando comparada a cultivar Massai, principalmente nos tratamentos -1,0
MPa e -1,5 MPa, com relagdo ao teor de biomassa seca de folhas e caules o que se refere a taxa de fotossintese liquida
produzida pela planta. Ja os genétipos, PM22, PM17, PM19, PM20 e PM21 e PM44 tiverem melhores resultados

quando comparados ao controle. PM13 obteve os menores indices e foi considerada a mais sensivel ao estresse.



a) BRS Tamani b) Massai c)PM22

@) PM13 ¢) PM17 ) PMad d) PM13 e) PM17  nPMa4

. 1

g) PM19 h) PM20 iy PM21 __9)PM19 h) PM20 _iPM21

Tratamento (MPa) Tratamento (MPa}

a) BRS Tamani b) Massai c) PM22

Biomassa pos estresse (g)
Biomassa da Rebrota (g)

Figura 7. Biomassa seca ap0s estresse e Biomassa Seca apds a Rebrota em funcéo do potencial de estresse.

Com relacdo a reidratacdo por oito dias consecutivos podemos constatar que a cultivar BRS Tamani obteve melhor
resposta, ou seja, conseguiu se reestabelecer rapidamente e reconstruir toda a parte aérea no periodo avaliado quando
comparada a cv. Massai. Além disso, PM22, PM17 e PM21 também foram destaques na rebrota, entretanto, nota-se que as
plantas que estavam antes embebidas na solucéo de -1,5 MPa em PM13, PM19, PM20, PM44 praticamente ndo obtiveram

teor de matéria seca ap06s reidratacdo o que significa que este potencial € o ponto de murcha permanente.

4. Discussdo

A diminuicdo do teor de clorofila obtido com o clorofildmetro (SPAD-502) (Tabela 3.1, Figura 1) é esperada,
pois, com o aumento do estresse hidrico, onde tende a transpiracdo exceder a absor¢do de &gua, as plantas buscam
economizar 0s recursos e o primeiro, é proteger o aparelho fotossintético, e se necessario, reaproveitar 0s pigmentos
fotossintéticos, dos quais a clorofila é o principal (Bray, 1997; Larcher, 2006), entretanto, a cultivar BRS Tamani e o
gendtipo PM17 néo foram afetados pelos tempos de estresse aqui simulados, o que pode estar diretamente relacionado
a0 ajustamento osmético (Turner, 2018).

O ajustamento osmético descrito por Turner (2018) € o aumento nas concentragdes de proteinas sollveis totais,
agucares soluveis totais, acUcares redutores e amido, o qual Melo et al. (2007) descrevem esse ajuste em raizes e em
folhas de plantas de Paspalum (Paspalum paniculatum (L.)) e setaria (Setaria anceps (Stapf ex Broun & R.E.
Massey.)) submetidos a 11 dias de déficit hidrico. Isto “indica o consumo destes aglicares para a manutenc¢do da
sobrevivéncia das plantas e os aminoacidos presentes nas folhas podem contribuir no ajustamento osmotico” bem
como a producdo de proteinas especificas para a protecdo do aparato celular, principalmente da dissecacdo (Bray,
1997; Melo et al., 2007; Turner, 2018).

Contudo, Melo et al. (2007) explicam que o aumento na densidade estomatica e diminui¢do no tamanho dos
estdbmatos é uma alternativa ao suprimento adequado de CO; necessario a fotossintese, sem que haja excessiva perda
de &gua. Além disso, Pezzopane et al. (2014) citam também que a baixa disponibilidade de 4gua no solo ocasiona a
desidratacdo, reducdo do crescimento, aceleracdo da senescéncia dos tecidos, comprometendo o crescimento por
reduzir as taxas de expansao foliar e fotossintese (Seixas et al., 2015).

A eficiéncia bioquimica da fotossintese durante o estresse hidrico depende principalmente de ribulose-1,5-

bisfosfato (RuBP) e a atividade da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse, ou seja, a enzima Rubisco, uma vez



que ela, uma parte importantissima do metabolismo C, auxilia na economia de agua, reduz a fotorrespiracdo e
maximiza a absor¢do de CO, durante a abertura estomética (Basu et al., 2016). Entretanto, a primeira resposta das
plantas a seca é o fechamento estomatico, que consequentemente reduz a absor¢do de CO, e com isto, a reducdo na
transpiracdo, que € a perda de vapor de agua para 0 ambiente quando os estdmatos abertos para obtencdo de CO,
necessario a fotossintese. Sob condi¢Bes de estresse hidrico pode também pode ser alcancado através de
derramamento de folhas (isto é, seca), bem como diminuir o nimero de folhas, tamanho de folhas e ramificacGes
(Larcher, 2006; Basu et al., 2016).

Isto esta diretamente relacionado com a diminuicdo na queda da taxa fotossintética (Tabela 3.2, Figura 2), uma
vez que com a diminuicdo dos pigmentos fotossintéticos ndo ha captacdo de luz solar e consequentemente, sem
producdo de energia (Larcher, 2006). Zandalinas et al. (2017) expfe que mudangas na abertura estomatica sdo uma
resposta primaria e rapida ao ambiente seco, pois, regular o fluxo de CO,, a temperatura foliar (via transpiracdo), a
qual é a principal indicadora de estresse uma vez que todos 0s gendtipos de M. maximus aqui avaliados indicaram

aumento de a temperatura foliar (Tabela 3.3).

Consequentemente, a perda de vapor de agua para o ambiente durante a abertura estomatica consiste na
transpiracdo (Tabela 3.4) e com isso, 0s estdmatos absorvem CO, da atmosfera, processo denominado condutancia
estomatica (Tabela 3.5). Estas atividades fisiologicas sdo as primeiras a demonstrar indices negativos quando em
estresse hidrico, entretanto, PM21 ndo foi afetado pelo estresse entre os quatro e 12 dias de avaliagdo ali comparados
(Tabela 3.5). Além disso, a condutancia estomatica, significativa entre os demais gen6tipos ndo houve grande
variacdo e, portanto, as plantas realizam outros ajustes fisioldgicos além da abertura estomatica como forma de

economizar a 4gua (Larcher, 2006).

A reducdo no crescimento é um dos mais notaveis efeitos da restricdo hidrica nas plantas (Tabela 3.6),
principalmente causada por uma inibicdo da elongacdo da folha e caule quando o potencial hidrico decresce, sendo
esse efeito diferente entre espécies, contudo, corrobora com nossos dados, pois foram afetadas pelo estresse e houve
diminuicdo significativa na altura entre tratamentos no genétipo PM44, PM17, PM19 e PM20, além das cultivares
Massai e BRS Tamani (Mattos et al., 2005; Pezzopane et al., 2014).

Com relagéo a diminuicdo de folhas nos gendétipos Massai, BRS Tamani, PM13, PM20, PM22 e PM44 (Tabela
3.7), Shao et al. (2008) expdem que devido o estresse hidrico a area foliar total por planta diminuiu significativamente
em Eragrostis curvula e Oryza sativa, o que auxilia no controle do uso da 4gua. Em Sorghum sp., a area foliar reduziu
significativamente sob estresse hidrico e isto é explicado por que ocorreu uma diminui¢do da condutancia estomética
na area foliar viavel restante e também pode explicar por que estes genotipos perderam folhas entre genétipos quando,

nos demais avaliados, ndo houve diferencas significativas.

Turner (2018) conclui que a expansdo foliar é ainda mais sensivel ao déficit hidrico que a fotossintese, o que
difere de nossos dados, pois, com excecdo de PM44, todos os gendtipos tiveram a taxa fotossintética afetada pelo
estresse hidrico (Tabela 3.2) enquanto o nimero de folhas apenas Massai, BRS Tamani, PM13, PM20, PM22 e PM44
(Tabela 3.7).

Monfared (2016) em trabalho de germinagdo e condic¢Bes de casa-de-vegetacdo descreve que em trés espécies de
Poa spp. sob estresse hidrico provocado por PEG-6000 apenas P. bulbosa € tolerante uma vez que o estresse tem
efeitos negativos na germinacao e desenvolvimento vegetal para as espécies P. annua e P. fratensis, jA com relagdo a
M. maximus avaliados em condi¢des de crescimento vegetativo, podemos perceber que M. maximus cv. BRS Tamani
se destaca em relacdo a outra cultivar cv. Massai, o que pode ser explicado pelo alto grau de adaptabilidade ao clima

tropical e diversidade genética (Tabela 3.7).



Nelson & Oliver (2017) estudaram o efeito do estresse hidrico em raizes de trigo (cultivar Zak), uma vez que é
uma das poaceas de maior importancia na agricultura, e perceberam que o estresse simulado com PEG-8000 afeta
mais a parte aérea que a parte radicular das plantulas enquanto que o estudo de Robin et al. (2015) constatou a perda
nove vezes o diametro de pelos radiculares em 13 cultivares de trigo submetidas a 0,6% de PEG-6000 quando
comparadas com o controle (0%).

Contudo, Ming et al. (2012) em estudo com O. sativa expdem que com a aplicacdo de Silicio em soluc6es
hidropdnicas com PEG-6000 a 8,5% por sete dias ndo provocou o estresse hidrico, mas sim, auxiliou na manutencéo
da turgescéncia, no aumento do potencial hidrico e que poderia melhorar poderia melhorar parcialmente o contetdo
de 4gua total, livre e osmolitos em folhas e raizes, que foram todos diminuidos sob estresse hidrico. Entretanto, este
ndo é 0 nosso caso, pois, mesmo com a solugdo completa de nutrientes, conseguimos garantir o fornecimento de

nutrientes sem impedir que ocorra o estresse hidrico ocasionado por PEG-6000.

Em relacdo aos dados da biomassa seca da parte aérea ap6s 12 dias consecutivos de estresse (Figura 7),
constatamos o ja avaliado por Souza et al. (2018a) quando compararam quatro cultivares de M. maximus (Mombacga,
BRS Zuri, BRS Tamani e Massai) em solucfes de solucdo nutritiva de PEG-6000 de -0,5 MPa, Mombaca apresentou
a maior inibicdo de crescimento (80,3% a), Zuri (73,5% b) e Massai (70,6% b) ndo diferiram entre si; Tamani
apresentou a menor inibicdo de crescimento (12,4% c). Em — 1,0 MPa todos diferiram: Mombaca (91,6%a), Zuri
(86,3% b), Massai (67,6% c), Tamani (20,8 %d) e concluiram que BRS Tamani foi o mais tolerante em -0,5 MPa e
em -1,0 MPa.

Em outro trabalho, com as cultivares de M. maximus cv. Massai e BRS Tamani e os genétipos T110 e T60
quando comparados os indices SPAD de clorofila e a biomassa seca ap0s 0 estresse apenas apresentou teste
significativo (p>3,5871) para a variacdo do teor de clorofila e também para o peso seco (p>3,8621) ao longo periodo e

tratamentos avaliados, considerando os demais, nas duas variaveis analisadas tolerantes (Souza et al., 2018b).

O resultado das plantas que retornaram para reidratacdo por oito dias consecutivos em solucdo nutritiva sem
PEG-6000 nos mostra que PM17, PM20 e PM22 foram destaques na rebrota, entretanto, nota-se que as plantas que
estavam antes embebidas na solucdo de -1,5 MPa em PM13, PM19, PM20, PM44 praticamente ndo produziram

matéria seca apos reidratacéo.

5. Conclusoes

De acordo com nossos resultados podemos diferenciar o genétipo PM44 como um dos mais tolerantes aos potenciais
hidricos aqui utilizados e simulados em casa-de-vegetacdo, entretanto, outros genétipos como o PM22, PM13, PM17
obtiveram respostas significativas em outras varidveis que também sdo importantes para tolerar a seca. Destacam-se 0s
genotipos cv. Massai e BRS Tamani que embora afetadas pelo estresse hidrico, ambos apresentam um aparato
morfofisioldgico capaz de suportar condi¢Bes de seca prolongadas, mesmo as extremas como a simulada com o potencial de -
1,5 MPa.

Quadro 1. Ordenacao dos gen6tipos avaliados pelo grau de tolerancia.

Gendtipo Tolerancia Varidvel destaque

PM44 Tolerante SPAD, MSPA Seca, A, ¢S, T, E, Altura, NF

cv. BRS Tamani Tolerante SPAD, MSPA Seca, A, ¢S, T, E, Altura, MSPA Rebrota
cv. Massai Tolerante SPAD, PA Seca, Rebrota, NF, A, gS, E, T, Altura
PM21 Tolerante SPAD, PA Seca, Rebrota, A, gS, T, E

PM20 Tolerante SPAD, PA Seca, Rebrota, A, gS, T, E

PM19 Tolerante SPAD, PA Seca, Rebrota

PM22 Sensivel PA Seca, Rebrota




PM17 Sensivel Rebrota
PM13 Sensivel Rebrota

Além disso, ressaltamos que embora os quatro potenciais foram Uteis para a identificacdo dos materiais
sensiveis e tolerantes, os mais importantes a serem levados em consideracdo quando instalar um experimento como

este para a familia botanica Poaceae é o potencial -1,0 MPa que permitiu diferir entre os tolerantes e nédo tolerantes.
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Apéndice A — Dados climatoldgicos durante o Experimento.
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Figura 1. Dados climatoldgicos no periodo de avaliagdo. Fonte: INMET, 2018. Legenda A); Precipitacdo
(mm); B) Temperatura (°C); C) Radiagao (kJm?).



Anexo A

Tabela S1. Genétipos e cultivares utilizadas no experimento.

GenGtipo/Cultivar Data transplante Data/Lote

PM13 29/05/2018 19/04/2013

PM44 08/06/2018 18/04/2011

PM22 29/05/2018 08/05/2013

PM17 29/05/2018 01/04/2011
Panicum maximum cv. Massali 29/05/2018 27/04/2017 L13 P4
Panicum maximum cv. BRS Tamani 29/05/2018 07/04/2017 L10 P9
PM20 29/05/2018 25/04/2017 L8 P8
PM21 29/05/2018 13/04/2017 L6 P1
PM19 29/05/2018 25/04/2017 L2 P47

Tabela S2. Solugdo nutritiva para estabelecimento. Note: Adaptado de Hoagland & Arnon, 1950.

Quantidade Diluicio Reagente Nutriente
KH2PO4
136,099 1000 ml &gua destilada Fosfato de P otassio
Monaobésico
66,07 g (NH4),SO4 (Sulfato KNO
101,119 de amonio) + 74’5.5 g KCL Nitrato de p3<)téssio
’ (Cloreto de potéssio) = 1000 Macro
ml agua destilada nutrientes —
Ca(N0Os)2.5H,0 Calcio, Fosforo,
236,16 g 1000 ml agua destilada Nitrato de Célcio Ferro Potéssio e
Nitrogénio
, MgS04.7H,0
247,47 g 24’7.47 g x 100 ml agua Sulfato de Magnésio
destilada
S Solucéo de Ferro
1.5 ml DI|UIC~iO diretamente na quelatizado
solucdo
~ H3BOs
2,86 ¢ 150 ml 4gua destilada Acido bérico
MnCI2.4H20
181¢g 150 ml &gua destilada Cloreto de Manganés
zsomo - Moot
0,22¢g 150 ml 4gua destilada Sulfato de Zinco . ' o
Zico, Manganés,
CuS04.5H,0 Sodio
0,089 150 ml 4gua destilada Sulfato de Cobre
0,18 g (NH4)5M07024 Na,Mo00O,4.2H,0 Molibdato
0,26 g (molibdato de am6nio) 150 ml de Sadio

agua destilada




Tabela S3. Solucéo nutritiva aplicada para estabelecimento (100 ml por vaso a cada

sete dias).
Volume Reagente Solucdo Resultante
20ml KH2PO4
Fosfato de Potassio Monobasico
100 ml KNO;
Nitrato de potassio
Ca(N03)2.5H20 . p
100 ml Nitrato de Célcio 20 litros de agua
tratada
MgS0O4.7H0
40 ml Sulfato de Magnésio
1,5ml Solucdo de Ferro quelatizado

20 ml

Micronutrientes




Anexo B

Legenda: Figura A. Nove genétipos — 48 tubetes x 1 individuo — 4 tratamentos— medicdes cada quatro dias.
(432 plantas estabelecidas). Figura B. Estabelecimento das plantulas. Figura C. Tubete utilizado. Figura D.
Substrato utilizado. Figura E. Tubetes com manta de bedim. Figura F. Sais utilizados na solu¢do nutritiva de
estabelecimento. Figura G. Polietileno Glicol 6000. Figura H. Casa-de-vegetacdo utilizada para 0s
experimentos. Figura I. Vista do PEG-6000 antes da diluigdo.
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Legenda: Figura A. Execucdo dos tratamentos da esquerda para a direita — zero, -0,5 MPa, -1,0 MPa, -1,5
MPa. Figura B. Circulagéo da solucdo nutritiva por tratamento.



Anexo C — Anadlise Estatistica (Teste Tukey) e Figuras Complementares para Biomassa Seca ap0s Estresse e
apos a Rebrota dos genotipos avaliados.

Figura A — Analise complementar da Biomassa Seca pos estresse por potencial.
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Figura B — Analise complementar da Biomassa Seca pds rebrota por potencial.
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CONSIDERACOES FINAIS
Apb6s a conducdo dos dois experimentos e comparando os dados de literatura,
podemos concluir:

- As cultivares j& lancadas comercialmente pela Embrapa cv. Massai e cv. BRS Tamani foram
consideradas tolerantes ao estresse hidrico nas condigdes aqui simuladas. Os genétipos PM19,
PM20, PM21 e PM44 (embora no primeiro trabalho tenha sido considerado o mais sensivel ao
estresse) foram considerados tolerantes ao estresse, e, portanto, indicados ao programa de
melhoramento para producéo de cultivares tolerantes a seca.
- Ambas as metodologias empregadas aqui sdo eficientes na avaliacdo do estresse hidrico,
entretanto, a metodologia com utilizacdo de PEG-6000 pode ser considerada mais rapida,
segura e eficiente mesmo sem o controle da temperatura pois, impede a absor¢do de agua de
qualquer fonte, incluindo a utilizada na dilui¢do da solucéo nutritiva.
- Com relacdo ao uso destas metodologias, ambas sdo como passo-a-passo, uma vez que se
compreenda a maneira como fazer, basta executa-las. Portanto, depende da necessidade do
pesquisador para emprega-las. Além disso, o tempo de duracdo do estresse depende do
pesquisador, utilizamos 18 dias para o capitulo um e 12 dias para o capitulo dois como uma
média do tempo utilizado em outros trabalhos, mas, dependendo da necessidade e das plantas
utilizadas, a metodologia pode ser expandida.
- As variaveis fisioldgicas utilizadas foram essenciais e devem ser seguidas claramente,
entretanto, sugiro avaliar também o numero de perfilhos por plantas e marcar sempre que
possivel o maior nimero de dados possiveis do IRGA 6400 além dos que consideramos aqui,
como a concentragdo de carbono interno (Cl) e razdo do carbono interno da camara

subestomatica e carbono externo (CI/CA), por exemplo.



	1. Introdução
	O Painel Intergovernamental de Mudanças Climáticas (IPCC) [1] mostrou que poderá ocorrer um aumento na concentração global de CO2 atmosférico podendo chegar a 720 μmol mol-1 o que poderá causar um aumento da temperatura de até 3 C, e terá como consequ...
	As mudanças climáticas terão impactos para a sociedade e na biodiversidade causando, na América Latina a diminuição da produção agrícola, aumento dos vetores de diversas doenças e a extinção de animais e plantas devido a longos períodos de estiagem e ...
	O estresse é definido como “um desvio de forma significativa das condições normais para a vida da planta, o que pode originar mudanças e respostas aos níveis do organismo” [8], e Lambers et al. [9] o definem como “uma mudança nos fatores ambientais qu...
	É por isso que as plantas podem responder ao estresse de diversas maneiras, variando de segundos a dias, o que pode resultar no declínio do crescimento e desenvolvimento. Esse declínio levará a aclimatação, na qual a planta se ajustará as modificações...
	Megathyrsus maximus é uma Poaceae também conhecida pelo seu sinônimo Panicum maximum Jacq. [11], e é uma das gramíneas forrageiras mais recomendadas para os sistemas agropecuários em regiões tropicais e subtropicais devido a sua alta produtividade, q...
	A Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária) detém o banco de germoplasma com mais de 426 acessos [12, 13, 14]. A espécie é amplamente utilizada em áreas de pastagens no Brasil, sendo encontrados estudos com relação a tolerância a luminosid...
	O método de suspensão da irrigação é indicado para determinar tolerância ao estresse hídrico porque simula as condições do ambiente, porém em ambiente controlado, sem a influência das intempéries garantindo uma avaliação mais precisa [16, 17]. A nossa...
	2. Material e Métodos
	3. Resultados
	Todos os sete genótipos e as duas cultivares avaliadas apresentaram sintomas severos de estresse com a utilização de diversos mecanismos para retardar a senescência e morte celular. Os resultados corroboram a nossa hipótese, sendo possível constatar q...
	Figura 1. Estimativa do teor de clorofila ao longo do tempo de estresse por genótipo.
	Houve diferenças entre os genótipos, o tempo de duração do estresse e sua interação para a taxa de fotossíntese, transpiração e temperatura foliar (Tabela 1), porém para condutância estomática, houve diferenças apenas entre os genótipos e o tempo. A t...
	Figura 2. Taxa de Fotossíntese (μmol CO2 m-2 s-1) ao longo do tempo de estresse por genótipo.
	A temperatura foliar é apontada como um bom indicador de estresse hídrico uma vez que tende a aumentar quando a planta detecta o estresse. Percebe-se que aos nove dias da suspensão da irrigação consecutivos os genótipos demonstraram resposta ao estres...
	Figura 3. Temperatura foliar ((C) ao longo do tempo de estresse por genótipo.
	Conforme se observa na Figura 3, em comparação dos genótipos pelo tempo de suspensão da irrigação, PM19, PM20, PM21, BRS Tamani e Massai foram os que apresentaram maior temperatura foliar aos 15 dias de estresse bem como o teor de clorofila, o que ind...

	A figura 5 apresenta a comparação entre as condutâncias estomáticas registradas por genótipo ao longo do tempo de avaliação do estresse, sendo que a interação entre esses dois fatores não foi significativa (Tabela 1) porém, os resultados por genótipo ...
	Figura 5. Condutância estomática (mol H2O m-2 s-1) ao longo do tempo de estresse por genótipo.
	Em relação à altura do colmo, houve interação entre genótipos (Figura 6), porém não em relação ao tempo de suspensão da irrigação (Tabela 1). Isso foi distinto do número de folhas que foi afetado pelo tempo de suspensão da irrigação.
	Figura 6. Altura do colmo (cm) ao longo do tempo de estresse por genótipo.
	Figura 7. Produção de Biomassa Seca (g) ao longo do tempo de estresse por genótipo.
	Houve ainda, variação na produção de biomassa seca de rebrota, após 23 dias do reestabelecimento da irrigação (Figura 8), porém, os resultados foram significativos apenas para os genótipos. Entretanto, cv. Massai e PM19 obtiveram produção de biomassa ...
	Figura 8. Produção de Biomassa seca (g) da rebrota após suspensão do estresse por diferentes períodos de estresse por genótipo.
	Por isso, comparando-se as Figuras 7 e 8 percebemos que os genótipos foram afetados significativamente pelo tempo de suspensão de irrigação, contudo, conseguiram sobreviver e retomar o crescimento após cessar o estresse, ou seja, toleraram o estresse,...
	4. Discussão
	O teor de clorofila nas folhas está diretamente relacionado a fotossíntese, pois a fotossíntese é o processo pelo qual os organismos autótrofos fixam o CO2 com a utilização de energia proveniente da luz solar, sendo o O2 o resíduo liberado juntamente ...
	Em genótipos de algodão (Gossypium hirsutum (L.)) sensíveis à seca, a taxa de fotossíntese líquida caiu enquanto que a temperatura foliar aumentou e ainda, a Rubisco (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase) mostrou menor atividade em comparação...
	Freitas [6] avaliando Lippia alba em zero, cinco, dez e 15 dias de suspensão do fornecimento de água, percebeu que o regime que mais as afetou foi o de 15 dias, enquanto que para nós, foi aos 18 dias; porém, a maior temperatura foliar foi registrada a...
	Com a diminuição do teor de clorofila, pigmento responsável pela captação de luz solar, a taxa de fotossíntese também decai e, por conseguinte, a taxa de transpiração [9, 10]. Contudo, Araújo et al. [19] avaliando três genótipos de capim-elefante anão...
	A taxa de transpiração (Figura 4) está relacionada diretamente com o balanço hídrico das plantas, cujo conceito foi proposto por Montfort (1922) e Maximov (1929), definido como a relação entre a quantidade de água absorvida pelas raízes e a taxa de ág...
	A redução da transpiração ocorre como uma estratégia de economizar água, sendo o fechamento estomático o principal, porém, há um custo metabólico, pois reduz a transpiração, diminuindo a capacidade de refrigeração da folha e aumentando a temperatura f...
	No nosso experimento a condutância estomática de M. maximus foi afetada pelo estresse hídrico diferentemente do que foi relatado por Freitas [6] para L. alba. Em M. maximus, houve variação significativa da condutância estomática entre os genótipos, m...
	Sanchéz et al. [23] avaliando Arundo donax L., uma planta de metabolismo C3 e Panicum virgatum, uma C4, não constataram diferença na taxa fotossintética de ambas, entretanto, foi encontrado queda na taxa de fotossíntese e condutância estomática, assim...
	Seixas et al. [25] citam os experimentos de Mattos et al. [26], os quais avaliaram as características morfogênicas, fisiológicas e produtivas de espécies de Urochloa, em que as taxas fotossintéticas de todas as espécies foram reduzidas, o mesmo encont...
	5. Conclusões
	De acordo com nossos resultados podemos identificar o genótipo PM44 como o mais sensível ao estresse hídrico, enquanto os outros genótipos demonstraram maior adaptação ao estresse sendo que, 18 dias de suspensão da irrigação foram suficientes para dif...
	Referencias
	Suzy Florentin1, Liana Jank2, Rafael Arruda³ and Valdemir Laura1,2,4,*
	PEG-6000
	A B S T R A C T
	E-mail addresses suzy.mls@hotmail.com, liana.jank@embrapa.br, rsarruda@ufmt.br, valdemir.laura@embrapa.br.
	Além disso, ressaltamos que embora os quatro potenciais foram úteis para a identificação dos materiais sensíveis e tolerantes, os mais importantes a serem levados em consideração quando instalar um experimento como este para a família botânica Poacea...
	Financiamento: Este trabalho foi financiado com o apoio de Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior -Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001, FUNDECT, UFMS, Unipasto e EMBRAPA.
	Agradecimentos: Ao Programa de Pós-graduação em Biologia Vegetal (PPGBV), a Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuárias (EMBRAPA) e a UNIPASTO pelo apoio financeiro, logístico e in...
	Kramer, P.J., 1988. Changing concepts regarding plant water relations: opinion. Plant Cell Environment. 115, 7, 565–568;
	Larcher, W., 2006. Physiological Plant Ecology. 3rd ed, Springer press, London, 322 pp.;
	Pimentel, C., 1998. Metabolismo de carbono na agricultura tropical. Seropédica: Edur, 150 p.;
	Nepumoceno, A. L.; Oosterhuis, D. M.; Stewart, J. W., 1998. Physiological responses of cotton leaves and roots to water
	deficit induced by polyethylene glycol. Environmental and Experimental Botany. 40, 29–41;
	Ryan, R.G., 1991. Effects of Climate Change on Plant Respiration. Ecological Applications. 01, 02, 157-167;
	Robin, A. H. K.; Uddim, M. J.; Bayazid, K. N., 2015. Polyethylene Glycol (PEG)-Treated Hydroponic Culture Reduces Length and Diameter of Root Hairs of Wheat VarietiesAgronomy. 5, 506-518;
	Sutcliffe, J.F., 1980. As Plantas e a Água. São Paulo: EPU, Ed. Da Universidade de São Paulo, Temas para Biologia, 23, 126 p.;
	Turner, N.C., 2018. Turgor maintenance by osmotic adjustment: 40 years of progress. Journal of Experimental Botany. 69, 13, 3223–3233;
	Wickham, H. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. Springer-Verlag New York, 2009.
	Suzy Florentin1, Liana Jank2, Rafael Arruda³ and Valdemir Laura1,2,4,* (1)
	Apéndice A – Dados climatológicos durante o Experimento.
	Anexo A

