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RESUMO

As mudangas climéaticas em curso potencializam os efeitos do déficit hidrico (DH) sobre a
produtividade das culturas, colocando em risco a seguranca alimentar mundial. Logo, torna-se
necessario concentrar estudos em culturas mais tolerantes, como o sorgo, capazes de sustentar
alta produtividade mesmo em condi¢des de restri¢do hidrica. Com o intuito de contribuir para
a melhor compreensdo da alta complexidade de caracteristicas que possam estar associadas a
tolerancia da cultura a seca, o presente estudo objetivou investigar caracteristicas
morfoanatdémicas, fisiologicas e bioquimicas que possam estar associadas a respostas de
hibridos de sorgo contrastantes para tolerancia ao DH. O experimento foi conduzido em casa
de vegetacdo na Embrapa Milho e Sorgo. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2x2, ou seja, duas condi¢des hidricas: capacidade de campo
(CC), solo com tenséo de agua a -18 Kpa e DH, solo tensdo de &gua a -138kpa, com dois
hibridos, um tolerante (1G 282) e outro sensivel (AG 1060), com seis repeti¢cfes. O DH foi
imposto no pre-florescimento e mantido por doze dias. Ao final do periodo de estresse,
avaliaram-se as seguintes variaveis nas folhas dos hibridos: o potencial hidrico foliar ao meio-
dia (Ymd), a area foliar fotossinteticamente ativa, medidas de trocas gasosas, a eficiéncia
guéntica do fotossistema Il, o teor dos pigmentos fotossintetizantes, a atividade de enzimas
do metabolismo antioxidante, a concentragdo de peréxido de hidrogénio, os niveis de
peroxidacdo lipidica, a concentracdo de ascorbato, o teor de prolina, a concentracdo de
biomoléculas do metabolismo primario, assim como a densidade e o indice estomaticos. No
fim do ciclo, foram avaliados também os componentes de produtividade. 1G 282 sustentou
maior produtividade de grdos na condi¢do de DH, confirmando sua maior tolerancia quando
comparado a AG 1060 na mesma condi¢do. Sua maior tolerancia esta associada a manutencéo
de um maior potencial hidrico foliar, maior teor de pigmentos fotossintetizantes, area foliar
reduzida e maior densidade estomética na condicdo de DH. Além de sustentar maior taxa
fotossintética durante o estresse, 1G 282 exibiu um sistema antioxidante ndo-enzimético e
enziméatico altamente responsivo, caracterizado pela manutencdo da concentracdo de
carotenoides, a producdo de altas concentracfes de ascorbato e o aumento na atividade da
SOD, CAT e APX em suas folhas na condicdo de restricdo hidrica. Ademais, 0 aumento na
concentracdo de proteinas e o maior acumulo de prolina e agucares também contribuiram para
a maior tolerancia do hibrido tolerante sob DH.

Palavras-chave: Estresse hidrico. Mudancas climaticas. Produtividade. Sorghum bicolor.



ABSTRACT

The climate changes around the globe enhance the effects of the water deficit (WD) on
plantations, bringing risks to the world’s food security. For this reason, it is necessary to focus
our studies in other tolerant crops, such as sorghum, which is capable to maintain high
sustainability even under conditions of water deficit. Focusing to contribute to the
comprehension of the high complexities that might be associated to sorghum tolerance to
drought, this study aimed to investigate the morpho-anatomical, physiological and
biochemical characteristics that might be associated to responses of sorghum hybrids to
drought tolerance and water deficit. The experiment was carried under greenhouse at Embrapa
Milho e Sorgo. A completely randomized design in factorial scheme 2x2 was used, with two
water conditions: field capacity (FC), using soil with water tension of -18 Kpa and WD, soil
with water tension of -138kpa, with two hybrids, one tolerant (1G 282) and the other sensitive
(AG 1060), with six replications. The WD was imposed during the first blooming phases and
maintained for 12 days. After the stress period, we evaluated the following variables on the
leaves of the hybrids: water potential on the leaves at noon (¥md), active photosynthetic area,
the mean of the gas exchange, the quantic efficiency of the photosystem II, the amount of
photosynthetic pigments, the activity of the antioxidant metabolism enzymes, the
concentration of hydrogen peroxide, the levels of lipid peroxidation, concentration of
ascorbate, amount of proline, concentration of biomolecules on the primary metabolism and
the stomata density. At the end of the cycle, we evaluated the components of productivity.
The 1G 282 hybrid sustained higher productivity of grains under WD condition, highlighting
its tolerance when compared to AG 1060 under the same condition. Its higher tolerance is
associated to the maintenance of higher water potential on the leaves, higher amount of
photosynthetic pigments, reduced leaf area and higher amount of stomata under the WD
condition. Hybrid 1G 282 presented higher photosynthetic rates during the stress, a highly
responsive antioxidant and non-enzymatic system characterized by the stability of the
carotenoids concentration, production of high concentrations of ascorbate and the increase on
the activity of the SOD, CAT and APX in its leaves under the condition of water deficit. The
increasing on the concentration of proteins and higher accumulation of proline and sugar also
contributed to the higher tolerance of the hybrid under WD.

Keywords: Climate change. Productivity. Sorghum bicolor.Water deficit.
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1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas em curso causam impactos negativos a disponibilidade de
fatores climaticos essenciais para o desenvolvimento das culturas, comprometendo, assim, a
qualidade e a quantidade dos alimentos produzidos (FOLEY et al., 2011). Logo, poderdo ser
capazes de mudar a geografia da producdo agricola em escala mundial. Isso se deve,
principalmente, pela capacidade dessas oscilacdes climaticas potencializarem os efeitos de
varios estresses bioticos e abidticos. Um desses efeitos seria a mudanca nos padrbes de
precipitacdo, fazendo com que aumente a incidéncia de extremos ambientais como as
inundacdes e as secas atipicas em diversas regides do planeta (VIDAL, 2013). De fato, a seca
se destaca como o principal fator ambiental que limita a produtividade das culturas (FANG;
XIONG, 2015; MANAVALAN; NGUYESS, 2017). Tal fato, faz com que as mudancas
climéticas se tornem uma grande ameaca a producdo mundial de alimentos, colocando a
seguranga alimentar em risco (FOLEY et al., 2011).

Tratando-se de modificacBes na demografia mundial, segundo Vidal (2013), existe
uma previsao, por exemplo, da China, que atualmente possui a maior populacdo mundial,
diminuir em 400 milhGes o nimero de habitantes ainda neste século. Apesar de ja existir um
controle na natalidade, essa reducdo também ocorre como uma resposta a dificuldade futura
em adquirir alimentos a uma populacdo tdo grande. Em contrapartida, nos EUA a previsao é
qgue ocorra um aumento de 120 milhdes de habitantes até 2050. Por la, areas como a
Califérnia verdo os rendimentos de culturas como milho, tomate e algoddo diminuirem
rapidamente, apés 2050.

Ainda segundo o mesmo autor, como poucas culturas poderdo suportar aumentos
médios de temperatura maiores que 2 C°, espera-se que a América Latina seja seriamente
afetada por um clima mais extremo. Falando especificamente do Brasil (que é um dos grandes
fornecedores mundiais de alimentos), é previsto que o pais seja fortemente afetado, tendo em
vista que paises tropicais e subdesenvolvidos poderdo sofrer de forma mais acentuada os
efeitos das mudancas climéticas sobre a producdo das culturas. Nesse caso, aumentos de 1 a
2C° serdo suficientes para reduzir a produtividade de culturas como arroz, feijdo, mandioca,
milho e o café como uma das mais vulneraveis. Além disso, a producéo brasileira de soja, que
atualmente € um dos principais insumos para a alimentacdo animal em grande parte do
mundo, pode sofrer uma brusca queda de 25% nos proximos 20 anos.

Ademais, pelo predominio da agricultura em sua economia, o Brasil podera sofrer de

maneira mais acentuada os impactos negativos das mudangas climéaticas em sua economia
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(INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE - IPCC, 2014). Logo, com 0
intuito de minimizar os efeitos da escassez hidrica sobre a producéo agricola nacional, torna-
se necessaria uma maior compreensdo dos fatores bioldgicos associados a tolerancia de
culturas mais resistentes a essa condi¢cdo ambiental. O sorgo, por exemplo, é uma cultura que
apresenta uma extraordinéria capacidade de suportar condi¢des de baixa disponibilidade
hidrica, e tem -se tornado uma opcdo para a producdo de grdos e forragem em situacdes
desfavoraveis para o desenvolvimento de outras culturas, como o milho.

Nesse contexto, a melhor compreensdo das respostas, dos mecanismos e de
caracteristicas relacionadas a maior tolerdncia das plantas a seca sdo, de certo modo,
essenciais para o fortalecimento dos programas de melhoramento genético e desenvolvimento
de cultivares cada vez mais tolerantes. Além de contribuir para a melhor compreensao da alta
complexidade de caracteristicas que possam estar associadas a maior tolerdncia a seca na
cultura. Logo, o presente estudo teve como objetivo investigar e identificar caracteristicas
morfoanatémicas, fisiolgicas e bioquimicas que possam estar associadas a respostas de

hibridos de sorgo contrastantes para tolerancia ao deficit hidrico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sorgo: aspectos conjunturais da cultura

O sorgo [Sorghum bicolor L. (Moench)] faz parte da familia Poaceae, originério da
Africa tropical, no entanto, algumas evidéncias indicam que pode ter havido duas regides de
dispersdo independentes (Africa e india) (FORNASIERI FILHO; FORNASIERI, 2009).
Além disso, para 0s mesmos autores, sua domesticacdo segundo registros arqueoldgicos, deve
ter acontecido por volta de 3000 a.C.. Nas Gltimas décadas, essa cultura tem se tornado uma
importante matéria-prima para producdo de fibras, biocombustivel e alimentacdo animal, e,
assim, considerada a quinta cultura mais importante do mundo (DUTRA et al., 2013). O sorgo
ainda representa uma importante fonte de alimento para mais de 500 milhdes de pessoas em
98 paises (PENNISI, 2009).

Sua importancia aumentou com a crescente pressdo global por alimentos associado,
sobretudo, as mudancas climaticas alarmantes que forcaram os pesquisadores a concentrar
esforcos em outras culturas para encontrar uma resposta aos desafios de seguranca alimentar,
especialmente em regides mais pobres (HAMZA et al., 2016). Apesar de apresentar graos
altamente nutritivos e ser tradicionalmente utilizado na alimentagdo humana em diversos
paises da Africa e Asia (PAIVA et al., 2017), no Brasil o cereal ainda é utilizado,
principalmente, como matéria prima para a alimentacdo animal e producdo de etanol
(DUTRA et al., 2013).

O sorgo € de enorme utilidade em regides muito quentes e mais secas, onde 0 homem
ndo consegue boas produtividades de grdos ou de forragem cultivando outras espécies como o
milho (FORNASIERI FILHO; FORNASIERI, 2009). Sua melhor perfomance em regides
com pouca disponibilidade hidrica remete a caractéristicas genéticas adaptativas que
condicionaram diferentes mecanismos morfisiolégicos de tolerdncia a seca, que sao
intrinsecos a espécie (PATERSON et al., 2009).

Esse cereal possui grande quantidade de caracterisitcas xerofiticas que o torna uma
espécie adaptada a condicdo de restricdo hidrica (SANS et al., 2003). Quando comparado a
outros cerais (e.g. milho), o sorgo possui (1) um sistema radicular mais desenvolvido e
fibroso, capaz de melhor explorar o perfil do solo em busca de agua, (2) reduzido nivel de
transpiracdo, com regulacdo estomatica mais eficaz, (3) superficie foliar funcional mais
reduzida, (4) cobertura cerosa presente nos colmos e nas folhas da planta (FORNASIERI

FILHO; FORNASIERI, 2009). Tais caracterisitcas fazem com que o cultivo da cultura seja
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recomendado ap6s as culturas de verdo, durante condi¢fes de menor disponibilidade hidrica
provenientes do outono e inverno (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO -
CONAB, 2011).

Com base nos dados do oitavo levantamento realizado pela Companhia Nacional de
abastecimento (CONAB, 2018), os estados com maior producdo de sorgo continuardo a ser
Minas Gerais, Goias e Bahia (FIGURA 1). A estimativa nacional de producdo para 2018 é de
1,8 milhGes de toneladas, com produtividade de 2.823 Kg/ha e area plantada de 632,8 mil
hectares. No entanto, é esperada uma queda na producdo de 5,2%, com base na Ultima
estimativa. Segundo o levantamento, tal reducéo na producdo ocorrerd em funcdo do estresse
hidrico obervado principalmente durante o desenvolvimento vegetativo do gréo.

Figura 1 - Mapa da producdo agricola nacional de sorgo.

@ Conab

Companhia Nacional de Abastecimento

769,

Produgdo de sorgo

[ Sem produgdo

[ Até 10 mil toneladas

[ 10 - 100 mil toneladas
Il Acima de 100 mil toneladas

Fonte: CONAB (2018).

2.2 Quais sdo os principais efeitos da seca nas plantas?

Os efeitos da seca nas plantas variam desde niveis morfoanatbmicos a bioquimicos e
moleculares, e sdo evidentes em todos os estadios fenoldgicos do crescimento da planta que
ocorra o déficit. No entanto, é nos estadios reprodutivos que, de modo geral, os efeitos na
produtividade de plantas cultivadas sdo mais pronunciados (FAROOQ et al., 2009).



17

Conceitualmente, a seca enquanto estresse pode causar dois tipos de efeitos nas
plantas, os chamados efeitos (i) primarios e (ii) secundarios. Os efeitos primarios, como a
reducdo do potencial hidrico e desidratacdo celular, alteram (afetam) diretamente as
propriedades fisicas e bioquimicas nas células, que por sua vez, podem desencadear 0S
chamados efeitos secundarios. Esses efeitos secundarios, como a alteracdo da atividade
metabdlica, citoxicidade ibnica e a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
comprometem seriamente a integridade celular, podendo, por fim, provocar a morte celular
(ANJUM et al., 2011b; TAIZ et al., 2017).

2.2.1 Crescimento e produtividade

Partindo do principio de que a célula é a unidade béasica de qualquer ser vivo, pode-se
dizer que o crescimento do individuo reflete o crescimento de suas células individualmente.
Assim, é interessante entender como a seca influencia o crescimento e a formacdo de novas
células no vegetal. O esquema na figura 2 mostra como o estresse causado pela seca pode
reduzir a atividade meristematica e o turgor celular, o que reflete diretamente no crescimento
da planta como um todo (ANJUM et al., 2011b; FAROOQ et al., 2009).

Figura 2 - Descricdo dos possiveis eventos que levam a reducdo do crescimento das plantas
sob estresse hidrico por seca.
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Fonte: Adaptado de Anjum et al. (2011b) e Farroq et al. (2009).
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Inicialmente, a reducdo na absorcéo de agua resulta em uma diminuicdo no conteudo
de &gua nos tecidos. Como resultado, o turgor celular é perdido e por consequéncia diminui a
pressdo hidrostatica que possibilita a expansdo das células. Do mesmo modo, a seca promove
uma inibicdo na atividade dos meristemas, uma vez que sdo tecidos que consomem muita

agua e CO,. Logo, a divisao celular é limitada, de modo que, sem a formacao de novas células
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e com o0 crescimento das j& existentes limitado, o crescimento da planta é, entdo,
comprometido (ANJUM et al., 2011b; JALEEL et al., 2009).

De modo geral, o estresse causado pela seca afeta o rendimento colhivel em varias
especies de plantas (JALEEL et al., 2009). No entanto, antes de mais nada, € importante
deixar claro que, quando se fala em reducdo de produtividade causada pela seca, alguns
aspectos devem sem levados em consideracédo: (i) a intensidade do estresse (leve, moderado
ou severo), (ii) o estadio fenoldgico da planta durante o estresse, (iii) 0 material genético em
questdo (gendtipo), assim como (iv) o tempo de duracdo do estresse (FAROOQ et al., 2009).
Por exemplo, a produtividade de gen6tipos sensiveis de sorgo (MAGALHAES; SOUZA;
LAVINSKY, 2016) e milho (AVILA et al., 2016; LAVINSKY et al., 2015), durante o estagio
de pré-florescimento, é significativamente afetada, ap6s doze dias de estresse hidrico severo.

Além disso, para o sorgo, € conhecido que alguns genotipos possuem tolerancia ao
déficit hidrico no estagio de pré-florescimento, enquanto que outros apresentam tolerancia ao
déficit hidrico no periodo de p6s-florescimento (ROSENOW et al., 1996). O déficit hidrico no
pré-florescimento pode desencadear atraso na floracdo e aborto de flores, enrolamento das
folhas e reducdo no diametro e comprimento da panicula (BORRELL et al.,, 2014). Em
contrapartida, durante o pos-florescimento o estresse hidrico em questdo pode provocar
diminuicdo na massa e no nimero de grdos (ROSENOW et al., 1996).

2.2.2 Teor de pigmentos fotossintéticos e fotossintese

Os pigmentos fotossintéticos sdo essenciais para a producdo de ATP e poder redutor
durante a etapa fotoquimica, que por sua vez € utilizado durante a etapa bioguimica da
fotossintese (ANJUM et al., 2011b; FAROOQ et al., 2009; JALEEL et al., 2009). Os
carotenoides possuem uma importancia multifacetada, uma vez que, além de funcionarem
como pigmentos acessorios, atuam como antioxidantes efetivos, desempenhando um papel
importante na integridade dos processos fotoquimicos (JALEEL et al., 2009). O estresse
causado pela seca normalmente promove mudancas na propor¢do das clorofilas a e b, e
carotenoides. Essa mudancga na propor¢cdo dos pigmentos esta relacionada a capacidade da
seca em mudar seu turnover, ou seja, reduzir a sintese dos pigmentos e aumentar sua
velocidade de degradacdo (ANJUM et al., 2011D).

A diminuicdo do teor de clorofila sob estresse hidrico € considerada uma das
principais causas da inativacdo da fotossintese (JALEEL et al., 2009). Um exemplo bem

interessante a respeito do papel dos pigmentos em condicdo de seca € o chamado stay green
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que alguns gendtipos podem apresentar. A caracteristica stay green faz com que as folhas das
plantas permanecam verdes por mais tempo, principalmente no periodo final de producéo,
Visto que nesse caso ocorre a manutencdo dos pigmentos e um retardo da senescéncia das
folhas (BORRELL et al., 2014).

A reducéo da produtividade das plantas esta intimamente ligada & reducéo da taxa
fotossintética (ANJUM et al., 2011b; FAROOQ et al., 2009). A seca pode ocasionar dois
tipos de limitacdo fotossintética, a chamada (i) limitacdo estomatica e (ii) a ndo estomatica (ou
bioquimica) (ANJUM et al., 2011b). Quando se fala em limitacdo da fotossintese pela seca,
existe um grande debate se tal limitacdo ocorre principalmente por fechamento estomatico ou
por limitagdo bioquimica (MANAVALAN; NGUYEN, 2017). A primeira, como o préprio
nome sugere, ocorre por diminuicdo da condutancia estomatica durante a seca, ou seja, O
fechamento estomatico. Inicialmente esse fechamento ocorre pela simples desidratacdo das
células guarda e posteriormente, a medida que o estresse hidrico prossegue, vao ocorrendo
mecanismos de sinalizagdo como o acumulo de &cido abscisico (ABA), fazendo com que 0s
estdmatos permanecam fechados por mais tempo (ANJUM et al., 2011b).

Por um lado, o fechamento estomatico é importante durante o periodo de estresse, uma
vez que a planta perde menos agua via transpiracdo. No entanto, a medida que a planta deixa
de perder 4gua para a atmosfera, ela deixa também de assimilar CO,. Entdo nesse caso, a
fotossintese € limitada porque ocorre uma diminuicdo da concentracdo interna de CO; e,
consequentemente, uma menor atividade de carboxilacdo da rubisco (ANJUM et al., 2011b).

Com o aumento dos dias e intensidade do estresse, ocorre o fechamento estomatico
por periodos prolongados, isso faz com que ocorra uma diminui¢cdo na transpiracdo e um
aumento da temperatura foliar, resultando da menor perda de calor latente (ANJUM et al.,
2011b). Como a atividade de carboxilacdo da rubisco sera baixa durante um longo periodo,
ocorre um acumulo de poder redutor que seria utilizado durante a etapa bioquimica. Esse
acumulo faz com que ocorra a formagéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem
danificar os fotossistemas e causar a peroxidacao lipidica nas membranas celulares. A etapa
bioquimica é dependente de poder redutor e ATP produzidos durante a etapa fotoquimica,
como o aparato fotoquimico pode ser danificado o ciclo de Calvin ndo funciona, ocasionando,
assim, a chamada limitagdo ndo estomatica ou bioquimica da fotossintese (FAROOQ et al.,
2009).
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2.2.3 Dano oxidativo

As chamadas EROs sdo moléculas altamente reativas produzidas pela reducdo
incompleta de O, para H,O em diferentes organelas (cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos), atraveés de processos metabdlicos vitais para o vegetal, tais como a
fotossintese, respiracdo e a fotorrespiracdo (GILL; TUTEJA, 2010; MANAVALAN;
NAUYEN, 2017). O termo EROs é genérico e inclui tanto radicais de oxigénio como o
radical superdxido (O%), oxigénio singleto (*O,), alcoxila (RO’) ou hidroxila (OH"), como
alguns derivados de radicais, como o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o &cido hipocloroso
(HOCL) (KARUPPANAPANDIA et al., 2011).

E importante salientar que o oxigénio é essencial para a producdo de energia em
organismos aerobicos. De modo que, em condicOes fisiologicas adequadas ou estaveis, as
moléculas de EROs sdo removidas por diferentes mecanismos de defesa antioxidante
(FOYER; NOCTOR, 2005). Além disso, os radicais livres e o peréxido de hidrogénio sdo
importantes moléculas que atuam nas reacdes enzimaticas, como intermediarios ou produtos,
e em baixas concentracBes como sinalizadores (MANAVALAN; NGUYEN, 2017). No
entanto, quando a producdo de EROs excede a capacidade antioxidante de elimina-las, ocorre
0 estresse oxidativo que leva ao dano oxidativo propriamente dito.

O equilibrio entre a producédo e a eliminacdo de EROSs pode ser perturbado por uma
série de fatores ambientais condicionadores de estresse, tais como a salinidade, temperatura,
metais pesados, radiacdo UV e o déficit hidrico (APEL; HIRTO, 2004). O déficit hidrico
propicia um desbalanceamento entre a producédo e a eliminacdo de EROs. Logo, por serem
extremamente reativas, as EROs podem causar grandes prejuizos as células vegetais,
aumentando a peroxidacdo lipidica, a degradacdo das proteinas, a fragmentacdo do DNA e,
por fim, a morte celular (ANJUM et al., 2011b; MANAVALAN; NAUYEN, 2017). A
superproducdo de EROs induzida pela seca aumenta a producdo de malonaldeido (MDA) que
por sua vez, é considerado um indicador de dano oxidativo nos tecidos vegetais (ANJUM et
al., 2011b).

2.3 Como as plantas podem responder a condicao de déficit hidrico?
Na literatura, ao se tratar de respostas das plantas a fatores ambientais como a seca, é

bem rotineiro encontrar termos empregados inadequadamente. Dentre esses termos, merece

um melhor esclarecimento a condicdo de adaptacédo e aclimatacdo das plantas (FIGURA 3). O
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nivel adaptativo refere-se a uma tolerdncia geneticamente determinada, adquirida por um
processo de selecdo natural durante geracGes (TAIZ; ZEIGER, 2009). Um exemplo bem claro
de adaptacdo sdo as plantas xerofitas que normalmente possuem um conjunto de estruturas
xeromorficas, como folhas menores e mais espessas, estbmatos menores e mais densos. Logo,
tais caracteristicas fazem com que esse grupo de plantas consiga se sobressair em ambientes
com limitacdo hidrica associada a altas temperaturas (FANG; XIONG, 2015).

Figura 3 - Esquema integralizando as possiveis respostas nas plantas induzidas pela seca.

66 .

°

[ ]
e ACLIMATAGAO
L]

°

ADAPTACAO

SECA

Fonte: Do autor (2018).

Por outro lado, a aclimatacdo é um termo geralmente utilizado para descrever a
capacidade das plantas em promoverem modificacdes em diferentes niveis de organizacéo,
em resposta a mudancas em seu ambiente de desenvolvimento (TAIZ; ZEIGER, 2009). Essas
respostas sao frequentemente referidas como plasticidade fenotipica, que pode ser conceituada
como a capacidade do gen6tipo em expressar diferentes fenotipos sob variagfes ambientais
(VALLADARES et al., 2000).

Normalmente os autores organizam as possiveis respostas das plantas a seca em trés
diferentes categorias de mecanismos ou estratégias (TAIZ; ZEIGER, 2004; FARROQ et al.,
2009; LUO, 2010; FANG; XIONG, 2015). Sdo elas (1) escape, (2) evitacdo e a (3) tolerancia,
no entanto, alguns autores inserem uma quarta categoria, (4) a recuperacdo (FANG; XIONG,
2015), que esta relacionada a capacidade da planta em retomar seu desenvolvimento quando a
condicdo de estresse é revertida. Entretanto, as trés primeiras sdo as mais aceitas e difundidas.

O escape é um mecanismo desenvolvido por plantas que reduzem seu ciclo de vida
permitindo sua reproducdo, antes que o ambiente se torne seco e, portanto inapropriado para
seu desenvolvimento (FANG; XIONG, 2015). Para um contexto ecol6gico, o escape possuli
muita relevancia, uma vez que as plantas que desenvolvem esse mecanismo conseguem

sustentar algum tipo de reproducéo e assim possibilitar a perpetuacdo da espécie. No entanto,
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quando se trata de plantas cultivadas e termos produtivos, esse mecanismo ndo é bem visto, j&
que leva a uma reducdo direta na produtividade das plantas (ANJUM et al., 2011b). Por sua
vez, a evitacdo e a tolerancia sdo consideradas 0s mecanismos mais importantes para as
plantas (FANG; XIONG, 2015). No entanto, € importante ressaltar que essas respostas,
normalmente resultam de eventos integrados que ocorrem em todos os niveis de organizacéo
da planta.

De todos 0s mecanismos a evitacao € a que possui mais divergéncia terminologica na
literatura, e pode ser encontrada em trabalhos como evitacdo, prevencdo e retardo da
desidratagdo (TAIZ; ZEIGER, 2004; ANJUM et al.,, 2011b; FANG; XIONG, 2015;
MANAVALAN; NGUYEN, 2017;). Entretanto, geralmente € encontrada como evitacdo,
apesar de alguns autores (TAIZ; ZAIGER, 2004), sugerirem que 0 termo é inapropriado,
tendo em vista que para eles, as unicas plantas que evitam realmente a seca, sdo aquelas que
conseguem escapar dela, ou seja, as que desenvolvem a estratégia de escape.

De modo geral, o mecanismo de evitagdo visa retardar a desidratacdo dos tecidos,
sobretudo, pela maximizacdo do acesso a dgua, bem como pela minimizacdo de sua perda
para a atmosfera via transpiracdo (FANG; XIONG, 2015). Isso é conseguido pelas plantas
através de um sistema radicular bem desenvolvido e altamente responsivo a condicdo de
restricdo hidrica (LAVINSKY et al., 2015). Assim como pelo fechamento estomaético, ou
mesmo pelo desenvolvimento de uma cuticula mais espessa (MANAVALAN; NGUYEN,
2017). E importante ressaltar que o mecanismo de evitacdo se torna particularmente essencial
em condicdes de seca leve a moderada (FANG; XIONG, 2015).

A estratégia de tolerdncia é a que integra a maior quantidade de possiveis respostas.
Esse mecanismo é desenvolvido pelas plantas quando a quantidade de &gua no solo esta
extremamente reduzida e estas podem experimentar um déficit hidrico severo (FANG;
XIONG, 2015). Essas diferentes respostas visam a manutencdo continua dos processos
fisioldgicos sob baixa disponibilidade de dgua. Dentre as principais respostas pode-se citar:
acumulacdo dos chamados osmolitos compativeis como a prolina, glicina betaina e agucares
soltveis; o acimulo de ABA que possui um importante papel em vias de sinalizagdo; a
manutencdo do teor de pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotendides); formacdo de
elementos de vaso de menor calibre (reduzir a cavitacdo) e um sistema de defesa antioxidante
altamente responsivo (ANJUM et al., 2011b; FANG; XIONG, 2015; MANAVALAN;
NGUYEN, 2017).

Todos essas respostas sao extremamente importantes para as plantas tolerarem a seca.

No entanto, o sistema de defesa antioxidante é considerado um dos mais importantes por
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muitos autores (ANJUM et al., 2011b; MANAVALAN; NGUYEN, 2017), tendo em vista 0s

danos que as EROs podem ocasionar nas células, como mostrado anteriormente.

2.3.1 Sistemas de defesa antioxidante

Visando impedir o dano oxidativo causado pelo acimulo de EROs, ocasionado pela
seca, as plantas podem aumentar a atividade de seus mecanismos de defesa antioxidantes.
Tais mecanismos de desintoxicacdo incluem (i) complexos antioxidantes enzimaticos e (ii)
ndo-enzimaticos. Os antioxidantes ndo-enzimaticos incluem compostos de baixo peso
molecular capazes de interagir com componentes celulares e funcionar como cofatores
enzimaticos. Integram o sistema antioxidante ndo enzimatico, o acido ascorbico (ascorbato),
glutamina, a-tocoferol, prolinas, flavondides e os carotendides (BARBOSA et al., 2014;
STEFFENS; STEFFENHEINS; SAUTER, 2013).

J& os antioxidantes enzimaticos incluem as enzimas dismutase do superdxido (SOD),
peroxidase do ascorbato (APX), catalase (CAT), peroxidase (POD) glutamina redutase (GR),
glutamina-S-transferase (GST), peroxidase do guaicol (GPOX), peroxidase da glutationa
(GPX), monohidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR) e
polifenoloxidase (PPO) (BARBOSA et al., 2014; GILL; TUTEJA, 2010).

A SOD constitui a linha de defesa celular primaria contra EROs, posto que sua
atuacdo na prevencdo dessas espécies reativas envolve outras peroxidades como a POD
(JALEEL et al., 2009). Atraves de catalise, a SOD catalisa a dismutacdo de duas moléculas do
radical superéxido em H,0, e H,O (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). De modo que,
um radical superéxido tem uma meia vida de menos de um segundo, sendo rapidamente
dismutado em H,0,, que é um produto relativamente estavel e que pode ser desintoxicado
pela catalase e peroxidase (FAROOQ et al., 2009).

Dentre as enzimas antioxidantes, a CAT possui um dos mecanismos mais eficientes
para remover o H,O, formado nas células sob condigdes de estresse (MALIICK; MOHN,
2000). A acdo da CAT torna-se mais importante, quando a concentragdo de H,O, se eleva,
tendo em vista que em concentra¢fes menores o0 H,O; € reduzido pela glutadiona e peroxidase
(RICE-EVANS; DIPLOCK; SYMONS, 1991).

Ao contrario da CAT, que reduz os niveis de H,O, nos peroxissomos, a APX realiza a
mesma funcdo nos cloroplastos e citosol das células vegetais. A APX utiliza o ascorbato

como doador de hidrogénio e elétrons para quebrar H,O, formando H,O e
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monodehidroascorbato (MDHA) que é desmembrado a DHA ndo enzimaticamente
(SHARMA et al., 2012).

O ascorbato, também conhecido como &cido ascorbico, € um importante antioxidante
ndo-enzimatico. Essa molécula apresenta a capacidade de doar elétrons em varias reagoes
enziméticas e ndo-enzimaticas, participando diretamente da desintoxicacdo de EROs em
processos de fotossintese e respiracdo (BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003).
Ademais, a minimizacdo dos danos causados pelas EROs se devem também a acdo de
sinergismo que 0 ascorbato possui com outros antioxidantes (JALEEL et al., 2009).

Ja os carotenoides possuem papel multifacetado, funcionando como pigmentos
acessorios, absorvendo luz na regido do visivel e transferindo-a para as moléculas de clorofila.
Além disso, atuam como importantes agentes antioxidantes ndo enzimaticos combatendo o
oxigénio singleto e dissipando o excesso de energia contida no estado triplete da clorofila
(GILL; TUTEJA, 2010).

2.3.2 Osmorregulacéo

A osmorregulagdo ou ajuste osmotico pode ser definida como a capacidade das células
vegetais em acumular solutos orgéanicos e inorganicos intracelularmente e utiliza-los para
baixar o potencial hidrico durante periodos de estresse osmotico (MANAVALAN;
NAUYEN, 2017; TAIZ et al., 2017). Segundo Taiz et al. (2017), existem duas maneiras
principais pelas quais a osmorregulagdo pode ocorrer. A primeira envolve o vactolo onde
ions inorganicos sdo utilizados no ajuste osmatico, impossibilitando, assim, que possam afetar
processos metabdlicos no citosol. A segunda envolve a acumulacdo de solutos compativeis,
em geral, ndo carregados.

Os solutos compativeis sdo compostos organicos osmoticamente ativos nas células, no
entanto, diferentemente dos ions, em altas concentrages ndo desestabilizam a membrana nem
interferem no funcionamento enzimatico (TAIZ et al., 2017). Logo, as células vegetais
conseguem acumular altas concentragfes desses compostos sem nenhum tipo de efeito
prejudicial em seu metabolismo. Os principais solutos compativeis sdo, aminoacidos como a
prolina, agucares-alcoois como o sorbitol, compostos quartenarios de aménio como a glicina
betaina e carboidratos soldveis (ANJUM et al., 2011lb; FAROOQ et al., 2009;
MANAVALAN; NAUYEN, 2017; TAIZ et al., 2017).

Dentre todos os solutos, a prolina se destaca por ser a mais amplamente estudada, dada

sua consideravel importancia na tolerancia de inimeros estresses, como o déficit hidrico



25

(ANJUM et al., 2011b). A prolina é um aminoacido essencial para 0 metabolismo primario
das plantas, e possui uma excepcional rigidez conformacional. Anteriormente acreditava-se
que a prolina seria apenas um osmolito inerte compativel, que protege estruturas subcelulares
e macromoléculas sob estresse osmético (SZABADOS; SAVOURE, 2009). No entanto, hoje
ja é conhecido que o acumulo de prolina pode influenciar a tolerancia ao estresse de varias
maneiras, sendo uma molécula chave para a manutencdo da homeostase celular.

Logo, inimeras funcdes fisioldgicas podem ser atribuidas a prolina, tais como sua
atuacdo como molécula sinalizadora, modulando as fun¢des mitocondriais, sua influéncia na
proliferacdo celular ou morte celular e desencadeadora da expressdao génica especifica
(SZABADOS; SAVOURE, 2009). Além disso, a molécula pode contribuir para a
estabilizacdo de macromoléculas, funcionar como um sumidouro para 0 excesso de poder
redutor, além de constituir uma importante fonte de carbono e nitrogénio durante a fase de
recuperacdo, ou seja, quando a condi¢do estressante é revertida (FAROOQ et al., 2009).

A acumulagdo de prolina sob condic¢bes de deficit hidrico em muitas espécies de
plantas foi correlacionada com a tolerancia ao estresse, e sua concentracdo mostrou
geralmente ser superior em plantas tolerantes, quando comparada as sensiveis (ANJUM et al.,
2011b). Foi verificada uma alta concentragdo de prolina em variedades de arroz tolerantes a
seca (CHOUDHARY; SAIRAM; TYOGI, 2005). O contetdo de prolina também aumentou
significativamente nas folhas e raizes de sorgo submetido ao déficit hidrico (SOUZA et al.,
2013). Além disso, o0 estresse progressivo da seca induziu uma acumulacdo consideravel de
prolina em plantas de milho (ANJUM et al., 2011a).

2.3.3 Modificagbes morfoanatémicas condicionadas pelo deficit hidrico

Caracteristicas morfoldgicas e anatbmicas podem ser adaptativas quando geram
mecanismos de tolerancia a condi¢cbes ambientais adversas. Essas adaptacdes resultam das
relaces dos organismos com o seu ambiente e das caracteristicas do gend6tipo do individuo
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). Segundo 0s mesmos autores, as caracterisitcas morfo-
anatdmicas previamente definidadas geneticamente podem ser modificadas formando um
fenotipo particular. Esse fenétipo é formado gracas a chamada plasticidade fenotipica
(VALLADARES et al., 2000).

Dentre os 6rgdos vegetais, a folha se destaca por desempenhar funcdes vitais para o
vegetal (fotossintese, trocas de O, e CO, e transpiracdo) e por ser o 60rgdo mais plastico em

resposta a fatores ambientais. Muitos sdo os fatores ambientais capazes de promover
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alteracbes na morfologia e anatomia foliar. Dentre esses fatores, a restri¢do hidrica se destaca
como um importante condicionador de inimeras modificagdes morfoanatomicas nesse 6rgao
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).

No tecido epidérmico foliar, € comum encontrar uma vasta quantidade de variagdes
que podem ocorrer em resposta a condi¢cdo de seca. Normalmente ocorre um aumento na
espessura desse tecido, suas células sdo densamente cutinizadas e cobertas por espessas
camadas de ceras (CAMERON; TEECE; SMART, 2006). Importantes estruturas, como
estdmatos e tricomas, também sofrem variacdes impostas pelo déficit hidrico. Os estdmatos
podem sofrer modificacfes com relacdo a sua frequéncia e tamanho das células e ostiolo,
ocorre, assim, uma reducdo em seu tamanho e um aumento em sua densidade. Tal ajuste é
essencial para as plantas, tendo em vista que possibilita uma maior eficiéncia no uso da agua
(LARCHER, 2000).

Apesar de ocorrerem algumas excessdes, a maioria dos integrandes da familia
Poaceae, assim como 0 sorgo, sdo plantas do tipo C4. Essas plantas apresentam um arranjo
diferente e especifico nas células do mesofilo foliar que permite uma importante capacidade
de “divisdo de trabalho”, aumentando, assim, as chances de sobrevivéncia em ambientes com
maior intensidade de radiacdo solar, altas temperaturas e limitagdes na disponibilidade de
agua (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). Durante essa divisdo, ocorre a fixacdo do CO;
em forma de oxaloacetato pela enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase) nas células do
mesofilo, seguido de uma conversdo do oxaloacetato em malato que migra para as células da
bainha do feixe. Logo ocorre a descarboxilacdo do malato nas células da bainha e a liberacéo
do CO2 que é assimilado pela ribulose-1-5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco). Tal
mecanismo resulta em uma baixa atividade oxigenase da rubisco e um aumento da taxa

fotossintética associada a baixas taxas de fotorrespiracdo (FAROOQ et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal, condicdes de crescimento e design experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, Minas Gerais, Brasil (19°28’ S, 44°15°08”* W, 732 m de altitude). O material vegetal
constituiu-se de dois hibridos de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) contrastantes para
tolerancia ao déficit hidrico, um tolerante (1G 282) e outro sensivel (AG 1060). O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2,
sendo duas condigdes hidricas e dois hibridos com 6 repeticoes.

As plantas foram cultivadas em vasos plasticos contendo 20 kg de Latossolo Vermelho
Distrofico Tipico e, mediante a analise quimica do solo, foram realizadas as adubacGes de
base e cobertura. Com auxilio de sensores de umidade modelo GB Reader N1535
(Measurement Engineering, Australia) instalados no centro de cada vaso, o teor de &gua foi
monitorado diariamente entre 9 e 15 h. Com base na resisténcia elétrica e acoplados a
medidores digitais, esses sensores sdo capazes de monitorar a tensdo de agua no solo. A
irrigacdo dos vasos foi realizada com base nas leituras obtidas pelos sensores, a agua foi
reposta até a capacidade de campo, durante o periodo que antecedeu o estresse. Durante o
ensaio, foram realizados todos os tratos culturais e fitossanitarios necessarios, de acordo com
a demanda da cultura do sorgo.

Durante o estagio de pré-florescimento, metade das plantas de cada tratamento foram
submetidas a condicdo de déficit hidrico por 12 dias, ao passo que a outra metade permaneceu
com irrigacdo diaria a fim de manter a umidade do solo na capacidade de campo (CC), com a
tensdo da agua no solo de -18 kPa. O DH foi atingido a partir da aplicacdo de 50% da agua
disponivel até que a tensdo da &dgua do solo atingisse pelo menos -138 kPa (SOUZA, T. et al.,
2014).

3.2 Potencial hidrico foliar, medidas de trocas gasosas e eficiéncia quantica do

fotossistema |1

Apos doze dias nas condi¢des anteriormente estabelecidas, o potencial hidrico foliar
ao meio-dia (Wmd) foi determinado, utilizando uma bomba de pressdo do tipo Schollander
(modelo 1000. PMS Instrument Company — Albany OR, EUA). As medigdes foram
realizadas as 12 horas de acordo com a metodologia descrita por Scholander et al. (1964). As
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medidas de trocas gasosas foram obtidas por meio de um analisador de gés infravermelho
(IRGA-Infrared Gas Analyzer) (modelo LI 6400 (LI-COR, 86 Lincoln, NE, EUA). Todas as
medidas foram realizadas no periodo da manhd entre 8 e 10h na ultima folha totalmente
expandida das plantas (folha bandeira). Os parametros avaliados foram a taxa fotossintética
foliar (A), conduténcia estomatica (gs), transpiracdo (E), concentragdo intercelular de CO,
(Ci) e calculada a eficiéncia no uso da agua (A/E). As medidas foram feitas em uma area
foliar de 6 cm?, com fluxo de CO, controlado utilizando cilindros (Licor) de 12 gramas numa
concentrac&o de 400 pmol mol™. A densidade de fluxo de fétons (PPFD) foi de 1500 pmol m"
2 5. A eficiéncia quantica méxima do fotossistema Il (Fv/Fm) foi determinada através de um
fluorimetro com amplitude de pulso modulada (Plant Efficiency Analyzer, Hansatech

Instruments King's Lynn, Reino Unido).
3.3 Extracdo e quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos

Para a extracdo dos pigmentos fotossintéticos foram coletados fragmentos foliares em
sacos de aluminio condicionados em gelo. Posteriormente, foram adicionados 100 mg de
tecido foliar fragmentado em frascos contendo 20 mL de acetona 80% (v/v), e assim
permaneceram durante 24 horas sob refrigeracdo (4°C). Em seguida, foram realizadas as
leituras espectrofotométricas a 445, 645 e 663 nm. Logo, a partir dos valores obtidos nas
leituras foram calculados os teores dos carotenoides e das clorofilas a, b e total
(LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001).

3.4 Extracdao e atividade das enzimas do metabolismo antioxidante

Para as anélises das enzimas do sistema antioxidantes, assim como as demais analises
que necessitaram de material fresco, foram utilizadas folhas devidamente coletadas,
acondicionadas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer a -80° C.

A extracdo das enzimas foi realizada a partir da maceracdo de 200 mg de tecido foliar
em nitrogénio liquido com 50% de PVPP e procedendo-se ao protocolo de extracdo proposto
por Biemelt, Keetman e Albrecht (1998), o tampéo de extracdo foi composto por tampéo
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM e &cido ascérbico a 10 mM. Em
sequida, o extrato foi submetido a centrifugacdo a 13000 g por 10 minutos, a 4°C. Os

sobrenadantes, posteriormente obtidos foram utilizados para avaliar a atividade da dismutase
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do superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase (POD),
assim como para quantificar a concentracdo de proteinas presentes nas amostras.

A atividade da SOD foi determinada com base na metodologia de Giannopolitis e Ries
(1977), em que é avaliada a capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do azul de
nitrotetrazdlio (NBT). Logo, aliquotas do sobrenadante (6 pL) foram pipetadas em placas de
acrilico visivel junto ao meio de incubacdo composto por fosfato de potéssio 100 mM e pH
7,8, metionina 70 mM, EDTA 10 uM, NBT Mm, Riboflavina 0,2 mM e agua destilada. As
placas contendo as amostras e 0 meio de incubacdo foram iluminadas com lampada
fluorescente de 20 W durante 7 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a
560 nm.

Para avaliar a atividade da CAT foi utilizada metodologia proposta por Havir e
Mchale (1987), em que aliquotas do sobrenadante (9 pL) foram pipetadas em placas de
acrilico UV junto com o meio de incubagdo composto por tampdo fosfato de potéassio 200
mM (pH 7,0), peroxido de hidrogénio 250 mM e 4gua destilada. A atividade da enzima foi
determinada com base no consumo de H,0O, a cada 15 segundos, por 3 minutos, através de
espectrofotometria a 240nm. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM ™ cm ™.

A atividade da APX foi avaliada com base na metodologia de Nakano e Asada (1981),
em que se acompanha a taxa de oxidacao do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, durante
3 minutos. Para tal, aliquotas do sobrenadante (9 pL) foram pipetadas em placas de acrilico
UV junto ao meio de incubacdo contendo tampéao fosfato de potassio 200 mM e pH 7,0, &cido
ascorbico 10 mM, perdxido de hidrogénio 4 mM e agua destilada. O coeficiente de extingdo
molar utilizado foi 2,8 Mm * cm ™.

Jé& para avaliar a atividade da POD, foi utilizada a metodologia de Fang e Kao (2000)
na qual é observada a formacdo de tetra guaiacol pelo aumento da absorbancia. Para isso,
aliquotas do sobrenadante (4 pL) foram pipetadas em placas de acrilico UV junto ao meio de
incubacdo composto por tampéo fosfato de sédio 100 mM e pH 6,0, guaiacol 0,8% e agua
destilada. Antes da leitura espectrofotométrica a 470 nm durante 3 minutos, foi adicionado

H,0, 0,9%. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 26,6 mM ™ cm ™.

3.5 Extracdo e quantificacdo do teor de perdxido de hidrogénio (H,O,) e malonaldeido
(MDA)

Para a quantificacdo de peroxido de hidrogénio e MDA, 200 mg de tecido foliar foi

macerado em nitrogénio liquido e PVPP, homogeneizado em acido tricloroacético (TCA)
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0,1% (m/v) e centrifugados a 10000 g por 15 minutos, a 4°C. A concentragcdo de H,O, foi
obtida por espectrofotometria de acordo com Vasellati et al. (2000). J& para concentracdo de
MDA, que corresponde ao produto final da peroxidacdo lipidica e é utilizado para determinar
o0 nivel de dano nas membranas celulares, utilizou-se a metodologia proposta por Buege e
Aust (1978).

3.6 Extracao e quantificacio de ascorbato

Para a quantificacdo da concentracdo de ascorbato nas folhas, utilizou-se protocolo
estabelecido por Arakawa et al. (1981), em que 50 mg de tecido foliar fresco foram
macerados em nitrogénio liquido com PVPP e posteriormente homogeneizado em 1500 de
acido tricloroacético (TCA) 5% (m/v), em seguida o0 homogeneizado foi centrifugado a 13000
g, por 15 minutos, a 4°C. Posteriormente foi retirada uma aliquota do sobrenadante (20 uL) e
adicionada ao meio de reacdo contendo TCA 5% (m/v), etanol 99,8% (v/v), &cido fosforico
(H3PO,) 0,4% em etanol (v/v), bathophenantrolina 0,5% em etanol (p/v) e FeClz 0,03% em
etanol (m/v). Ap6s homogeneizada, a mistura foi incubada a 30°C, por 90 minutos. A
concentragdo de ascorbato nas folhas foi determinada de acordo com a absorbancia das

amostras a 534 nm e com base na curva-padrdo com concentragdes conhecidas.

3.7 Extracdo e quantificacdo das biomoléculas do metabolismo primario

No fim do periodo de estresse, para a extracdo das biomoléculas do metabolismo
priméario, duas folhas completamente expandidas foram coletadas, secas em estufa de
circulagdo forcada a + 65 °C até atingir massa constante e moidas em moinho. Posteriormente,
homogeneizou-se 200 mg do tecido foliar seco, previamente processado, em tampao fosfato
de potassio 0,1 M (pH 7,0), e, em seguida, os extratos foram levados ao banho-maria por 30
minutos, a 40 °C. Logo, o extrato foi centrifugado a 1000 g durante 20 minutos, o
sobrenadante foi coletado e o processo repetido uma vez e 0s sobrenadantes combinados.
Apos a coleta do sobrenadante, o material foi armazenado a -20°C.

Utilizaram-se aliquotas desses sobrenadantes para analisar a concentragdo dos
acucares sollveis totais (AST) pelo método de Antrona (YEMM; WILLIS, 1954), para
determinar a concentracio dos aclicares redutores (AR) pelo método do Acido
dinitrosalicilico - DNS (MILLER, 1959) e para a determinacdo da concentracdo de proteinas
totais e aminoacidos, seguindo os métodos espectrofotométricos de Bradford (BRADFORD,
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1976) e Ninhidrina (YEMM; COCCKING; RICKETTS, 1955), respectivamente. O contetdo
de sacarose nas folhas foi estimado pela diferenca entre a concentracdo de AST e dos AR.
Para a extracdo e quantificacdo de amido, apds os processos de homogeneizacdo e
centrifugacdo do tecido foliar, j& descritos anteriormente para obten¢do dos extratos brutos, o
pellet de cada amostra foi ressuspendido com 8 mL do tampéo acetato de potassio 200 mM
pH 4,8. Posteriormente foram adicionados 2 mL da enzima amiloglucosidase 1 mg/mL (1 mg
da enzima em 1 mL de tampdo acetato de potassio 200 mM pH 4,8), foram encubadas em
banho-maria a 40 °C por 2 horas. Logo depois, as amostras foram centrifugadas a 10000 g por
20 minutos, o sobrenadante foi coletado e o volume completado para 15mL de agua destilada.
A concentragdo de amido foi determinada pelo método da Antrona (YEMM; WILLIS, 1954).

3.8 Extracdo e quantificacdo de prolina

A quantificacdo da concentragcdo de prolina nas folhas foi realizada com base na
metodologia proposta por Bates, Waldren e Teare (1973). Para tal foram macerados 100 mg
de tecido foliar seco com acido sulfosalicilico 3%. Os extratos obtidos foram homogeneizados
a temperatura ambiente durante 60 minutos e, posteriormente, filtrados com papel de filtro.
As aliquotas obtidas apo6s a filtracdo reagiram com solugdo composta por 2 ml de ninhidrina
acida e 2 ml de acido acético glacial em tubo de ensaio, durante 1 hora, a 100 ° C. A reacgdo
foi paralisada em banho contendo gelo. A concentracdo de prolina nas folhas foi determinada
de acordo com a absorbancia das amostras a 520 nm e com base na curva-padrdo com

concentragOes conhecidas de prolina.

3.9 Andlises anatdmicas da folha

As avalicGes anatdbmicas foram realizadas no Laboratorio de Anatomia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras. Para a anatomia foliar, foi coletada uma amostra na regiédo
do terco médio da ultima folha totalmente expandida das plantas (folha bandeira) de cada
repeticdo. As amostras foram fixadas em solucéo de formaldeido, acido acético e etanol 70%
(FAA 70) (JOHANSEN, 1940), por 48 horas e, em seguida, preservadas em etanol 70%. As
seccOes paradérmicas foram realizadas manualmente nas faces adaxial e abaxial das folhas.
Essas sesses foram clarificadas com hipoclorito de sddio 5%, por 10 minutos, reidratadas
duas vezes em agua destilada por 10 minutos, coradas com safranina 2% e montados em
laminas com agua glicerinada 50% (KRAUS; ARDUIN, 1997).
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As seccdes foram, entdo, fotografadas em microscopio éptico de luz Olympus BX-60
acoplado a uma camara digital. A partir das seccBes paradérmicas nas faces adaxial e abaxial
das folhas foram obtidos os seguintes parametros: densidade estomatica (nimero de
estdbmatos/mm?) e o indice estomético [(nimero de estdmatos/mm?) /nimero de células
epidérmicas]*100. Foi confeccionada uma lamina por repeticdo e 5 campos fotografados. Para
a contagem dos estdmatos e células epidérmicas foi utilizado o software Image J.

3.10 Componentes de produtividade

Ao final do periodo de estresse, avaliou-se a altura e o nimero de folhas por planta. A
altura das plantas foi obtida a partir de uma régua graduada. A area foliar foi obtida com
auxilio de um medidor de area (LI-COR). Posteriormente, retomou-se a irrigacao de todas as
plantas até o final do ciclo, em que foram determinados o comprimento e didmetro das
paniculas, bem como o nimero de ramificacdes férteis por panicula. Posteriormente, as partes
reprodutivas foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar a 70 ° C durante 72 h. Logo,

obteve-se a biomassa seca das paniculas, biomassa seca dos graos e o peso de 100 gréos.
3.11 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a testes estatisticos preliminares para a adequacao, ou nao,
a analise de variancia (ANOVA). Posteriormente as médias foram testadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade utilizando o software estatistico Assistat (SILVA; AZEVEDO,
2016).



33

4 RESULTADOS

Ao final do periodo de estresse, observou-se uma reducdo do potencial hidrico foliar
(md) em ambos os hibridos sob DH, quando comparados aos seus controles em CC
(FIGURA 4). Em contrapartida, o hibrido sensivel AG 1060 apresentou uma maior queda de
seu status hidrico em relag&o ao tolerante 1G 282 na mesma condicao.

Figura4 - Potencial hidrico foliar ao meio-dia (¥md) em dois hibridos de sorgo com
caracteristicas contrastantes para tolerancia a seca cultivados sob diferentes niveis
de agua no solo (capacidade de campo — CC e déficit hidrico — DH).

Sensivel Tolerante
AG 1060 1G 282
CC DH CcC DH
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Legenda: As médias seguidas pelas mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes umas das outras.
Letras minusculas denotam comparac@es entre hibridos dentro do mesmo nivel de agua no solo, e
letras maiusculas denotam comparag@es entre os niveis de 4gua no solo dentro do mesmo hibrido. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As barras indicam o erro
padrdo da média.

Fonte: Do autor (2018).

Ao analisar os parametros de trocas gasosas (TABELA 1), verificou-se uma reducéo
na taxa fotossintética (A) em ambos hibridos sob efeito do DH, no entanto, em AG 1060 foi
verificada uma reducdo mais acentuada de 55%. Alem disso, o hibrido sensivel reduziu em
54,04 % sua conduténcia estomatica (gs) e 47,69 % sua taxa transpiratoria (E), ao passo que
1G 282 ndo apresentou reducdo significativa para ambas as variaveis na condigdo de estresse.
A concentragdo interna de carbono (Ci) aumentou em ambos os hibridos durante o DH, no
entanto AG 1060 apresentou uma maior concentragao (37,32%). O uso e eficiéncia da agua
(A/E) ndo apresentou interacdo significativa entre os hibridos e as condic¢Ges hidricas.
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Ademais, a seca afetou negativamente a relacdo Fv/Fm em ambos os hibridos (TABELA 1),
entretanto, AG 1060 exibiu uma reducdo de 15,38 %, enquanto que 1G 282 apenas 5,94 %.

Tabela 1l - Pardmetros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a obtidos em dois
hibridos de sorgo com caracteristicas contrastantes para tolerancia a seca
cultivados sob diferentes niveis de agua no solo (capacidade de campo — CC e
déficit hidrico — DH).

Sensivel Tolerante
Parametros AG 1060 1G 282
cC DH CcC DH

32,39 bA 14,49 bB 43,57 aA 26,56 aB
Os 0,420 aA 0,193 bB 0,410 aA 0,330 aA
E 4,420 aA 2,312 aA 4,806 aA 3,004 aA
Ci 175,9 aB 291,8 aA 160,4 aB 190,8 bA
A/E 10,37 aA 8,180 aA 9,340 aA 10,03 aA
Fu/Fn 0,806 aA 0,682 bB 0,807 aA 0,759 aB

Fonte: Do autor (2018).
Abreviaturas; A = taxa fotossintética (umol CO,m s %):;g, = condutancia estomética

(mol H,O m 2s™%); E = taxa de transpiracdo (mol H,O0 m ?s !
F./Fn = eficiéncia méaxima do fotossistema II.

Nota: As médias seguidas pelas mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes umas das outras.
Letras minusculas denotam comparag@es entre hibridos dentro do mesmo nivel de agua no solo, e
letras maiusculas denotam comparag@es entre os niveis de dgua no solo dentro do mesmo hibrido. As

médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

); AIE = eficiéncia no uso da agua;

Analisando o teor dos pigmentos fotossintéticos (TABELA 2), observou-se uma
reducdo no teor de clorofila a, clorofila b e contetdo total de clorofila nas folhas dos hibridos
sob DH, quando comparados aos seus controles em CC. Em contrapartida, o hibrido sensivel
AG 1060 apresentou uma maior queda em relacdo ao tolerante 1G 282 na mesma condicéo,
apresentando uma reducdo mais acentuada de 33,25, 37,32 e 34,21% sobre o teor da clorofila
a, clorofila b e clorofila total, respectivamente. A razdo a/b aumentou em ambos os hibridos
sob efeito do DH, tendo o hibrido sensivel um aumento mais acentuado. O teor de
carotenoides reduziu em 22,01% em AG 1060 durante o DH, enquanto que em 1G 282 ndo

ocorreu redugdo significativa.
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Tabela 2 - Teor de clorofilas e carotenoides em folhas de dois hibridos de sorgo com
caracteristicas contrastantes para tolerancia a seca cultivados sob diferentes niveis
de agua no solo (capacidade de campo — CC e déficit hidrico — DH).

Sensivel Tolerante

Parametro AG 1060 1G 282

ccC DH CC DH
Clorofila a 1737,82 bA 1159,88 bB 1919,94 aA 1538,35 aB
Clorofila b 534,97 aA 335,28 bB 548,17 aA 461,21 aB
Clorofila total 2272,79 bA 1495,17 bB 2468,12 aA 1999,56 aB
Relacdo a/b 3,25 bB 3,46 aA 3,50 aA 3,33 bB
Carotenoides 935,47 aA 729,51 bB 930,44 aA 917,10 aA

Fonte: Do autor (2018).
Nota: As médias seguidas pelas mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes umas das outras.
Letras minusculas denotam comparacdes entre hibridos dentro do mesmo nivel de agua no solo, e
letras maiusculas denotam comparac@es entre os niveis de dgua no solo dentro do mesmo hibrido. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O sistema antioxidante enzimatico (TABELA 3), foi aqui constituido pelas enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e peroxidase
(POD) (TABELA 3). O hibrido sensivel AG 1060 manteve a atividade da SOD inalterada sob
efeito do DH, enquanto que o tolerante 1G 282 aumentou 1,55 vezes sua atividade. Ja para a
APX verificou-se um aumento de atividade sob efeito do DH para ambos os hibridos, tal
atividade foi superior nas folhas de AG 1060, quando comparada a 1G 282 na mesma
condicdo. Apesar da atividade da CAT ndo ter sido aumentada pela condicdo de DH em
ambos os hibridos, as folhas do tolerante apresentaram maior atividade da enzima tanto na
condicdo de CC como em DH, quando comparadas as de AG 1060 nas mesmas condicdes. A
atividade da POD, manteve-se inalterada para ambos os hibridos, independentemente do nivel

de &gua no solo.
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Tabela 3 - Atividade do sistema de defesa antioxidante enzimatico em folhas de hibridos de
sorgo com caracteristicas contrastantes para tolerancia a seca cultivados sob
diferentes niveis de agua no solo (capacidade de campo — CC e déficit hidrico —

DH).
Sensivel Tolerante
Enzimas AG 1060 1G 282
CcC DH CcC DH
SOD 0,0659 aA 0,7662 aA 0,0539 aB 0,0916 aA
CAT 0,0319 bA 0,0350 bA 0,0448 aA 0,0453 aA
APX 1,5925 bB 3,5402 aA 2,4093 aB 2,9464 bA
POD 3,6634 aA 3,1091 aA 4,9633 aA 4,9344 aA

Fonte: Do autor (2018).

Abreviaturas: SOD = superdxido dismutase (umol H,0, min™ mg™ proteina); CAT = catalase (umol
H,0, mint mg™ proteina); APX = ascorbato peroxidase (umol H,O, min™ mg™ proteina); POD=
peroxidase (umol H,0, min™ mg™ proteina).

Nota: As médias seguidas pelas mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes umas das outras.
Letras minusculas denotam comparag@es entre hibridos dentro do mesmo nivel de agua no solo, e
letras maiusculas denotam comparac@es entre os niveis de dgua no solo dentro do mesmo hibrido. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Na condicdo de CC, as folhas de AG 1060 apresentaram menores niveis de peroxido
de hidrogénio, quando comparadas as de 1G 282 (FIGURA 5A). O estresse causado pelo DH
promoveu um aumento nos niveis de H,O, nas folhas de AG 1060, no entanto, nas folhas de
1G 282 os niveis permaneceram inalterados. Ja em relacdo aos niveis de MDA (FIGURA 5B),
que representam a peroxidacdo de lipideos, obervou-se apenas nas folhas de AG 1060, sob

efeito do DH, um aumento de 2,05 vezes em relacéo ao seu controle em CC.

Figura5 - Quantificacdo de peroxido de hidrogénio (A) peroxidacdo lipidica (B) em folhas
de dois hibridos de sorgo com caracteristicas contrastantes para tolerancia a seca
cultivados sob diferentes niveis de agua no solo (capacidade de campo — CC e
déficit hidrico — DH).
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Legenda: As médias seguidas pelas mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes umas das outras.
Letras minusculas denotam comparac@es entre hibridos dentro do mesmo nivel de agua no solo, e
letras maiusculas denotam comparac@es entre os niveis de dgua no solo dentro do mesmo hibrido. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As barras indicam o erro
padrdo da média.

Fonte: Do autor (2018).
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Ao analisar a quantidade de ascorbato presente nas folhas dos hibridos (FIGURA 6),
constatou-se que o estresse causado pela seca ndo propiciou nenhuma alteragdo em AG 1060.
No entanto, a condicdo de DH promoveu um aumento de 2,50 vezes nos niveis de ascorbato
nas folhas do tolerante 1G 282.

Figura 6 - Teor de ascorbato (AsA) em folhas em folhas de dois hibridos de sorgo com
caracteristicas contrastantes para tolerancia a seca cultivados sob diferentes niveis
de &gua no solo (capacidade de campo — CC e déficit hidrico — DH).
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Legenda: As médias seguidas pelas mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes umas das outras.
Letras minusculas denotam comparac@es entre hibridos dentro do mesmo nivel de agua no solo, e
letras maiusculas denotam comparag@es entre os niveis de dgua no solo dentro do mesmo hibrido. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As barras indicam o erro
padrdao da média.

Fonte: Do autor (2018).

Ao analisar o conteudo de biomoléculas nas folhas dos hibridos (FIGURA 7),
constatou-se que, de modo geral, o estresse causado pelo DH foi capaz de promover
alteracdes nas concentracdes. Analisando isoladamente, sob DH, houve um aumento no
contetdo de agucares redutores (AR) nas folhas de ambos os hibridos, uma vez que AG 1060
apresentou um incremento de 35,69%, enquanto que em 1G 282 foi de 51,89% (FIGURA
7A). O mesmo comportamento foi observado na concentra¢do dos agucares solUveis totais
(AST), e, em AG 1060 e 1G 282 o incremento sob DH foi respectivamente de 74,13% e
78,14% (FIGURA 7B). O contetudo de sacarose nas folhas dos hibridos também sofreu
aumento na condi¢cdo de DH, no entanto no hibrido sensivel aumentou 89,76%, enquanto que
no tolerante foi de 83,00% (FIGURA 7C). Ja com relagdo ao teor de amido (FIGURA 7D),
observou-se que 0 DH promoveu um aumento de 9,21% nas folhas de AG 1060 e de 30,21%
em 1G 282.
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Ao contrério do padréo verificado para 0s agucares, a seca promoveu uma reducdo no
teor de aminoécidos (FIGURA 7E) nas folhas dos hibridos, visto que para AG 1060 foi de

23,12% e 1G 282 de apenas 19,50%. A quantidade de proteinas permaneceu inalterada nas

folhas do hibrido sensivel, ao passo que no tolerante 0 DH promoveu um aumento de 24,73%.

Figura7 - Teor de biomoléculas do metabolismo priméario em folhas de hibridos de sorgo
com caracteristicas contrastantes para tolerancia a seca cultivados sob diferentes
niveis de agua no solo (capacidade de campo — CC e déficit hidrico — DH).
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Legenda: As médias seguidas pelas mesmas letras ndo sédo estatisticamente diferentes umas das outras.
Letras minusculas denotam comparac@es entre hibridos dentro do mesmo nivel de agua no solo, e
letras maiusculas denotam comparac@es entre os niveis de 4gua no solo dentro do mesmo hibrido. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As barras indicam o erro

padrdo da média.
Fonte: Do autor (2018).
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O DH promoveu um aumento nos niveis de prolina nas folhas de ambos os hibridos
(FIGURA 8). No entanto, o aumento nas folhas do sensivel AG 1060 foi de 77,27%, ao passo
que nas folhas do tolerante 1G 286 verificou-se um aumento mais acentuado de 82,75%, na

condicédo de DH.

Figura8 - Teor de prolina em folhas de dois hibridos de sorgo com caracteristicas
contrastantes para tolerancia a seca cultivados sob diferentes niveis de agua no
solo (capacidade de campo — CC e déficit hidrico — DH).
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Legenda: As médias seguidas pelas mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes umas das outras.
Letras minusculas denotam comparac@es entre hibridos dentro do mesmo nivel de agua no solo, e
letras maiusculas denotam comparac@es entre os niveis de dgua no solo dentro do mesmo hibrido. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As barras indicam o erro
padrdo da média.

Fonte: Do autor (2018).

A seca ndo promoveu nenhum tipo de alteracdo nas caracteristicas estomaticas
analisadas (FIGURA 9). No entanto, as folhas de 1G 282 apresentaram maior DEA (FIGURA
9) e DED (FIGURA 9B), tanto na condicdo de CC como sob DH, quando comparada as
folhas do sensivel AG 1060 em ambas as condigdes. Para o indice estomatico, ocorreu o
mesmo padrdo observado na densidade estomatica das folhas dos hibridos, uma vez que o DH
ndo promoveu nenhum de tipo de modificacdo nesse parametro. Além disso, o hibrido
tolerante mostrou ter um maior investimento na formacao de estdmatos, apresentando maior
indice estomatico nas faces abaxial (FIGURA 9C) e adaxial (FIGURA 9D) de suas folhas em
ambas as condigdes de cultivo, quando comparado as folhas de AG 1060 nas mesmas

condigdes.
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Figura9 - Densidade abaxial (DEA) (A) e adaxial (DED) (B) de estdbmatos e indice
estomatico abaxial (C) e adaxial (D) em folhas de dois hibridos de sorgo com
caracteristicas contrastantes para tolerancia a seca cultivados sob diferentes niveis
de agua no solo (capacidade de campo — CC e déficit hidrico — DH).
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Legenda: As médias seguidas pelas mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes umas das outras.
Letras minusculas denotam comparacdes entre hibridos dentro do mesmo nivel de agua no solo, e
letras maiusculas denotam comparac@es entre os niveis de dgua no solo dentro do mesmo hibrido. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As barras indicam o erro
padrdao da média.

Fonte: Do autor (2018).

Com relagdo aos componentes de produtividade (TABELA 4), notou-se que a
condicdo de DH afetou negativamente o numero de folhas (NF) em ambos os hibridos, néo
ocorrendo distingdo entre si nas duas condi¢des. Também ocorreu uma reducdo na area foliar
(AF) de ambos os hibridos sob DH, no entanto o hibrido AG 1060 apresentou maior AF em
ambas as condic¢des hidricas, quando comparado ao 1G 282. A altura das plantas (AP) néo
apresentou interacdo significativa entre as condig¢des hidricas e entre os hibridos, e 0 mesmo

comportamento foi observado para o comprimento (CP) e diametro das paniculas (DP). No
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entanto, o DH reduziu o nimero de ramificagdes férteis por panicula (NRFP) em ambos 0s
hibridos.

Apenas o hibrido sensivel AG 1060 sofreu reducdo (58,83%) na biomassa seca dos
gréos (BSG) sob DH. Entretanto, o DH reduziu a biomassa seca das paniculas em ambos 0s
hibridos, no entanto, a reducéo no tolerantelG 282 (21,03%) foi significativamente menor que
no sensivel AG 1060 (53,25%). Ja o peso dos grdos (P100) ndo sofreu interacdo significativa

entre as condi¢des hidricas e nem entre os hibridos.

Tabela 4 - Componentes de produtividade de dois hibridos de sorgo com caracteristicas
contrastantes para tolerancia a seca cultivados sob diferentes niveis de dgua no
solo (capacidade de campo — CC e déficit hidrico — DH).

Sensivel Tolerante
Parametros AG 1060 1G 282
CC DH CcC DH

NF 9,333 aA 6,666 aB 9,333 aA 6,666 aB
AF 0,537 aA 0,449 bA 0,435 bA 0,313 bB
AP 1,084 aA 1,022 aA 1,411 aA 1,416 aA
CP 36,08 aA 35,75 aA 37,91 aA 38,50 aA
DP 10,75 aA 8,333 aA 9,166 aA 8,083 aA
NRFP 60,33 aA 47,33 aB 70,66 aA 55,00 aB
BSG 143,5 aA 59,07 bB 138,7 aA 112,3 aA
BSP 159,6 aA 74,05 bB 1545 aA 122,0 aB
P100 3,363 aA 3,055 aA 2,763 aA 2,850 aA

Fonte: Do autor (2018).
Abreviaturas: NF = nimero de folhas (N°); AF = area foliar (m?); AP = altura da planta (m); CP =
comprimento da panicula (cm); DP = didmetro da panicula (cm); NRFP = nimero de ramificagdes
férteis por panicula (N°); BSG = biomassa seca dos grédos (g); BSP = biomassa seca da panicula (g);
P100 = peso de 100 gréos (g).
Nota: As médias seguidas pelas mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes umas das outras.

Letras minusculas denotam comparac@es entre hibridos dentro do mesmo nivel de agua no solo, e
letras maiusculas denotam comparag@es entre os niveis de 4gua no solo dentro do mesmo hibrido. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As barras indicam o erro
padrdao da média.
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5 DISCUSSAO

De modo geral, a exposicdo das plantas ao estresse da seca diminuiu de maneira
substancial o Ymd em ambos os hibridos. De fato, em condigdes de baixa disponibilidade
hidrica no solo, ocorre uma diminui¢do no ¥md que leva ao déficit hidrico (LAVINSKY et
al., 2015). Analisando o WYmd em genétipos de milho no final do periodo de DH, Avila et al.
(2016) e Souza et al. (2013) também observaram uma significativa reducdo do status hidrico
foliar em relacdo a condicdo controle. Os mesmos autores ainda verificaram, assim como no
presente trabalho, uma possivel discriminacdo entre gendtipos tolerantes e sensiveis a seca
com base no ¥Ymd. O maior Wmd apresentado pelo hibrido tolerante 1G 282, sugere a
existéncia de estratégias que garantam uma maior hidratacdo do tecido foliar durante a seca.

O maior potencial hidrico foliar apresentado pelo hibrido tolerante 1G 282 na
condig&o de seca, contribuiu para a manutencdo das trocas gasosas, garantindo uma maior g,
e consequentemente, maior entrada de CO, para o mesofilo. Tal gerenciamento hidrico foi
determinante para garantir uma reducdo menos acentuada na sua taxa fotossintética na
condicdo de DH. Durante a seca, plantas que ndo apresentam um bom gerenciamento hidrico,
tém sua fotossintese diminuida pela reducdo na condutancia estomatica, o que caracteriza uma
limitacdo estomatica (ANJUM et al., 2011b). De fato, em trabalhos com gendtipos de sorgo
contrastantes para tolerancia a seca, Ogbaga, Stepien e Johnson (2014) observaram uma
reducdo da taxa fotossintética e condutancia estomatica em ambos 0s genotipos, no entanto o
declinio foi mais rapido no genétipo mais sensivel.

O significativo aumento na concentracdo interna de carbono na condicdo de DH
sugere uma limitacdo da fotossintese por vias bioquimicas, ou ndo estomatica, para ambos 0s
hibridos. Isso € confirmado observando o rendimento quantico maximo do fotossistema 1l
(Fv/Fm), que é um indicador de dano oxidativo ocorrido no centro de reacéo PSII e eficiéncia
fotoquimica (KALAJI et al., 2016; OGBAGA; STEPIEN; JOHNSON, 2014). Logo, foi
observada uma reducdo da relacdo Fv/Fm em ambos os hibridos durante o estresse, uma
reducdo mais acentuada no hibrido sensivel. Ao observar a eficiéncia no uso da agua (A/E),
nota-se que ndo ocorreu divergéncia entre as condi¢des hidricas e entre os hibridos. Alguns
autores afirmam que nem sempre genotipos mais eficientes no uso da agua sd@o mais
produtivos (BORBA et al., 2017), uma vez que ao reduzir a gs limitam estomaticamente a
fotossintese, e consequentemente diminuem sua produtividade.

De modo geral, o estresse causado pelo DH promoveu mudangas no teor dos

pigmentos fotossintetizantes nas folhas de ambos os hibridos. De fato, o estresse promovido
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pelo DH promove mudancas na propor¢do dos pigmentos fotossintetizantes, posto que tal
mudanca esta relacionada a capacidade da seca em alterar o turnover, diminuindo sua sintese
e aumentando sua degradacdo (MANAVALAN; NAUYEN, 2017). No entanto, € importante
destacar que 1G 282 conseguiu manter um maior teor de pigmentos na condicdo de estresse.
A manutengdo de um maior teor de pigmentos fotossintéticos durante a seca é uma
caracteristica essencial para a tolerancia das plantas, tendo em vista sua importancia durante a
etapa fotoquimica da fotossintese (FANG; XIONG, 2015). Logo, tendo em vista que a
diminuicdo do teor de pigmentos sob estresse hidrico é considerada uma das principais causas
da inativacdo da fotossintese (ANJUM et al., 2011a; MANAVALAN; NAUYEN, 2017), os
maiores teores de clorofilas nas folhas do hibrido tolerante podem estar contribuindo
diretamente para a manutencdo de uma maior taxa fotossintética na condicdo de DH
(TABELA 1).

Além disso, essa capacidade de 1G 282 em reter um maior teor de pigmentos durante
0 estresse, retardando assim a senescéncia foliar, pode ser considerada uma caracteristica de
stay green funcional, caracterizado pela manutencdo de um maior teor de pigmentos
fotossintéticos, bem como do processo fotossintético (BORRELL et al., 2014). Estudando o
comportamento dos pigmentos fotossintéticos em gendtipos de sorgo contrastantes ao longo
de um periodo com déficit hidrico, Ogbaga, Stepien e Johnson (2014) ndo notaram perda
aparente no teor de clorofila nas folhas do gendtipo mais tolerante ao longo do periodo de
estresse, ao passo que o sensivel apresentou uma perda progressiva de clorofila por unidade
de area.

A manutencdo do teor de carotenoides nas folhas de 1G 282 na condi¢do de DH pode
ser considerada uma importante estratégia de tolerancia a seca. Os carotenoides possuem
papel multifacetadado, uma vez que funcionam como pigmentos acessorios, absorvendo luz
na regido do visivel do espectro, entre 400 e 500 nm (mais energéticos), transferindo-a para as
moléculas de clorofila sob a forma de comprimentos de onda menos energéticos (GILL;
TUTEJA, 2010). Tal efeito é importante, uma vez que durante o estresse acumula um excesso
de energia no complexo antena, desse modo agem como agentes fotoprotetores (SHARMA et
al., 2012). Somado a isso, tais moléculas ainda atuam como importantes agentes antioxidantes
ndo enzimaticos, combatendo principalmente o oxigénio singleto e dissipando o excesso de
energia contida no estado triplete da clorofila, contribuindo assim, para integridade do aparato
fotoquimico durante a condigéo de estresse (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Além da manutencdo dos niveis de carotenoides durante a condi¢do de DH, o hibrido

tolerante apresentou um aumento significativo nos niveis de ascorbato na mesma condigédo
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(FIGURA 6). O ascorbato ou &cido ascorbico pertence a classe dos antioxidantes nédo
enzimaticos, essa molécula apresenta a capacidade de doar elétrons em varias reacGes
enzimaticas e ndo-enzimaticas, participando diretamente da desintoxicacdo de EROs
principalmente nos processos de fotossintese e respiracdo (BLOKHINA; VIROLAINEN;
FAGERSTEDT, 2003). Além disso, a minimizacgdo dos danos causados pelas EROs se devem
também & acdo de sinergismo que o ascorbato possui com outros antioxidantes (JALEEL et
al., 2009). Assim como no presente estudo, o ascorbato foi relacionado como um antioxidante
eficaz, melhorando a toleréncia a seca em plantas de Glycine max (MOHAMED;
AKLADIOUS, 2014), Saccharum spp. (SALES et al., 2015) e Cucumis sativus (NAZ;
AKRAM; ASHRAF, 2016). Os presentes dados mostram um investimento do hibrido
tolerante em um sistema antioxidante ndo-enzimatico eficaz, caracterizado, sobretudo, pelo
aumento dos niveis de ascorbato (FIGURA 6) e a manutencdo no teor de carotenoides
(TABELA 2) na condigdo de DH.

Ambos os hibridos apresentaram um aumento significativo nos niveis de prolina em
suas folhas na condicdo de DH (FIGURA 8), confirmando, assim, a prolina como um
importante marcador fisiologico durante condicdo de estresse hidrico (SILVA et al., 2011).
Atrelado a isso, é importante ressaltar que a biossintese de prolina € um processo de alto
consumo energético na forma de NADPH, o que torna sua biossintese um processo preventivo
a formacédo de EROs (GILL; TUTEJA, 2010; KAUR; ASTHIR, 2015). De modo que o0 maior
acumulo de prolina nas folhas do hibrido tolerante pode ter contribuido para um menor dano
ao fotossistema Il. Além de neutralizar diretamente as EROs, as moléculas de prolina sdo
ainda capazes de funcionar como uma chaperona molecular, estabilizando proteinas,
prevenindo desconfiguracGes e aglomeracgdes conformacionais (HAYAT et al., 2012).

Ademais, o acumulo de prolina no citosol das células de plantas expostas a estresses
abioticos, sobretudo o déficit hidrico, € visto como uma classica e importante estratégia de
osmorregulagdo, que contribui para a manutencdo do turgor celular durante o estresse
(ANJUM et al., 2011b). A osmorregualcao é referida como uma caracteristica importante que
adia a desidratacdo celular e sua acumulagdo em muitas espécies de plantas é correlacionada
com a tolerdncia ao estresse, e sua concentragdo mostrou, normalmente, ser superior em
plantas tolerantes ao DH (ANJUM et al., 2011b; MANAVALAN; NAUYEN, 2017). Sob
condi¢cdes de DH os niveis de prolina tambem se mostraram superiores em trabalhos com
milho (ANJUM et al., 2011a) e sorgo (SOUZA, L. et al., 2014). Logo, a alta concentragdo de
prolina pode ser vista como uma importante estratégia que contribuiu com o maior potencial
hidrico (FIGURA 1) observado no hibrido tolerante durante o DH.



45

De modo geral, plantas crescendo em condicdo de déficit hidrico estdo sujeitas a um
aumento na producdo de EROs que condicionam o estresse oxidativo, e 0s mecanismos que
reduzam tal estresse desempenham importante papel na tolerdancia a seca
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Além do sistema antioxidante ndo enzimatico, 0s
dados mostram que ambos os hibridos apresentaram sistemas antioxidantes enzimaticos
responsivos a seca. O tolerante 1G 282 aumentou a atividade da SOD durante o estresse, tal
enzima tem um papel central no metabolismo oxidativo, sendo responsavel pela dismutagédo
do radical superoxido em peroxido de hidrogénio e agua (RIO et al., 2018). Sales et al.
(2015), trabalhando com genoétipos de Saccharum spp. contrastantes para toleréncia a seca
também observaram, assim como para o presente trabalho, um aumento na atividade da SOD
nas folhas do gendtipo tolerante na condicdo de restricdo hidrica. Logo, o aumento da
atividade da SOD nas folhas de 1G 282 evidencia um importante ajuste contra o estresse
oxidativo desencadeado pelo estresse hidrico.

Com aumento na concentracdo de H,O, a APX, enzima componente do ciclo
ascorbato-glutadiona, é a primeira peroxidase responsavel por reduzi-lo a H,O e
monodeidroascorbato (SHARMA et al., 2012). No entanto, com o aumento do pool de H,0,
outras peroxidases (CAT e POD) passam a ser responsadveis por catalisar a quebra das
moléculas de perdxido (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Vale ressaltar que o hibrido
tolerante apresentou um duplo sistema de defesa enzimatico, constituido pela maior atividade
da CAT e pelo aumento da atividade da APX, enquanto o sensivel apresentou aumento apenas
na atividade da APX. Assim como em outros trabalhos envolvendo sorgo em condicao de DH
(MAGALHAES; SOUZA; LAVINSKY, 2016), ndo foram verificadas alteracdes na atividade
da POD entre os hibridos e nem entre as condi¢des hidricas.

Logo, 0s mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos mostraram ser mais
responsivos nas folhas do hibrido tolerante 1G 282 submetido a condi¢do de DH. Tal fato é
corroborado pela menor peroxidacao lipidica, representada pelos niveis de MDA, em suas
folhas durante o DH (FIGURA 5B). Mesmo apresentando niveis de H,O, semelhantes ao
sensivel, sugere-se que naturalmente 1G 282 produza niveis de perdxido superiores aos de
AG 1060, visto que o hibrido tolerante ndo apresentou diferenca da condi¢cdo de CC para DH.
Além disso, os altos niveis de peroxido exibidos nas folhas de 1G 282 durante o DH podem
estar desempenhando um importante papel de sinalizacdo durante o estresse.

O conteudo de carboidratos foi modulado pelo DH, visto que ambos os hibridos nessa
condicdo aumentaram, de modo geral, o contetdo de carboidratos em suas folhas (FIGURA

7). No entanto, o tolerante 1G 282 apresentou maiores niveis, 0 que pode ser justificado pela
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manutencdo de uma maior atividade fotossintética associada a uma reengenharia metabolica,
e consequentemente, maior producdo de fotoassimilados durante a condicdo estresse
(TABELA 1). Torna-se necessario ressaltar que o DH foi imposto durante o periodo de pre-
florescimento, nesse estagio fenologico, as plantas ja tinham atingido seu estagio vegetativo
méaximo. Logo, o dreno com maior atividade nesse periodo sdo os 6rgdos reprodutivos em
desenvolvimento, no entanto, a seca compromete o desenvolvimento dessas estruturas
(MANAVALAN; NAUYEN, 2017), reduzindo, portanto, a eficiéncia de particionamento de
carbono (carboidratos), induzindo seu acumulo nas folhas, colmo e raizes (AVILA et al.,
2016). Isso € valido, uma vez que as plantas irrigadas que apresentaram paniculas maiores e
bem formadas (TABELA 4), e consequentemente maior atividade do dreno, apresentaram
menor contetdo de carboidratos em suas folhas, mesmo apresentando fotossintese superior
(TABELA 1).

E interessante ressaltar que, o acimulo de carboidratos nas folhas pode ter contribuido
na protecdo das moléculas e membranas celulares da oxidacdo, principalmente do efeito de
EROs que ndo sdo eliminadas por vias enziméticas (e.g. 'O, O," e OH) (OGBAGA;
STEPIEN; JOHNSON, 2014). Ademais, o maior acumulo de acgucares também pode ter
contribuido para reduzir o potencial osmético das células sob efeito do DH (MANAVALAN;
NAUYEN, 2017), de modo que as maiores concentragdes de AR, AST e sacarose nas folhas
de 1G 282 podem ter contribuido diretamente para seu maior potencial hidrico foliar durante a
condicdo de estresse (FIGURA 1).

A seca influenciou ainda o metabolismo de compostos nitrogenados, fazendo com que
reduzisse o turnover entre a sintese e a degradacdo de aminoacidos, induzindo uma
degradacdo maior que a sintese em ambos os hibridos (FIGURA 7E). O aumento na
concentracdo de proteinas nas folhas do tolerante 1G 282 pode estar relacionado com o
melhor ajustamento metabdlico desse hibrido a condicdo estressante (FIGURA 7F). Isso é
sustentado, visto que o DH induz a codificacdo de proteinas de suma importancia para a
tolerancia a desidratacao, tais como aquaporinas (GARG et al., 2018), deidrinas (OSAKABE
et al., 2014), proteinas LEAs (ZAMORA-BRISENO; JIMENEZ, 2016), além das enzimas
antioxidantes. Ao contrario do tolerante, o sensivel AG 1060 parece ndo apresentar tal ajuste
(FIGURA 7F).

O maior numero de estdmatos por area em 1G 282 corrobora com a maior condutancia
estomatica na condicdo de DH, assim como sua maior atividade fotossintética em ambas
condicBes de cultivo, quando comparado ao sensivel AG 1060. Os estdmatos podem sofrer

variacdes sob a influéncia de diversos fatores ambientais, tais como a disponibilidade hidrica,
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é, portanto, um importante indicador de respostas ambientais nas plantas (LARCHER, 2000).
De modo que, 0 aumento no nimero de estdmatos, associado & diminui¢do do seu tamanho é
uma caracteristica importante na regulacédo das trocas gasosas em condicdo de déficit hidrico
(MELO et al., 2007).

A condigdo de déficit hidrico ndo causou nenhum efeito sobre a densidade estomatica
e o indice estomético nas folhas dos hibridos. Isso ocorreu, possivelmente em funcdo do
estagio de crescimento das folhas em questdo. Trabalhando com linhagens de sorgo com
caracteristicas também contrastantes para tolerancia a seca durante o pré-florescimento,
Magalhées, Souza e Lavinsky (2016) também néo verificaram nenhum efeito do DH sobre as
caracteristicas estomaticas. No entanto, assim como para o presente trabalho a linhagem
tolerante apresentou maior densidade de estbmatos na face abaxial em ambas as condicfes de
cultivo, assim como maior indice estomatico em ambas as faces. O indice estomaético utiliza
como base para sua determinagcdo o nimero de estdbmatos e células epidérmicas por unidade
de area e representa o investimento da planta na producéao de estdmatos em relacdo ao total de
células epidérmicas (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). Aqui, os maiores valores para o
indice estomatico em ambas as condicdes e faces da folha em 1G 282, corrobora com um
maior investimento constitutivo do hibrido na formacéao de estomatos.

Ambos os hibridos reduziram o nimero de folhas fotossinteticamente ativas durante a
condi¢cdo de DH. A seca induz a senescéncia precoce das folhas, causando uma redugédo no
namero de folhas fotossinteticamente ativas (SMIT; SINGELS, 2006). Esse processo esta
bem caracterizado na literatura como uma estratégia de resposta das plantas a ambientes com
restricdo hidrica (BORREL et al., 2014; SOUZA et al., 2013). O hibrido tolerante ainda
reduziu sua area foliar na condicdo de DH, no entanto, apesar de ter uma area foliar reduzida,
o0 mesmo foi capaz de sustentar uma fotossintese mais eficiente por area, quando comparado a
AG 1060 na mesma condicdo. Tal fato pode ser justificado através da sua maior densidade
estomatica em ambas as faces de suas folhas (FIGURA 9A e 9B), associado a um aparato
fotoquimico mais eficiente na condicdo de estresse (TABELA 2) e menor dano oxidativo
(TABELA 1).

O hibrido tolerante ndo apresentou maior comprimento e diametro de paniculas, assim
como maior nimero de ramificagdes férteis por panicula durante o DH, quando comparado ao
sensivel na mesma condigdo. No entanto, foi capaz de sustentar maior biomassa seca de
panicula e biomassa seca de grdos (TABELA 4). A maior biomassa seca de grdos em 1G 282
na condicdo de DH pode estar diretamente relacionada a maior taxa fotossintética sustentada

pelo hibrido durante o estresse, quando comparado a AG 1060 na mesma condicdo. Logo, a
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maior taxa fotossintética levou a uma maior producdo de fotoassimilados os quais foram
exportados e utilizados no desenvolvimento dos o6rgdos florais e enchimento dos gréos
(ARAUS; SANCHEZ; EDMEADES, 2011).
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6 CONCLUSAO

As avaliacGes aqui realizadas confirmaram a sensibilidade a seca de AG 1060 e a
maior tolerancia de 1G 282, como observado na sua maior produtividade sustentada durante o
DH. A maior tolerancia de 1G 282 esta diretamente relacionada a diferentes estratégias de
aclimatacdo em nivel fisiolégico e bioquimico adotadas durante a condicdo de estresse
hidrico.

Dentre tais estratégias, vale ressaltar sua capacidade em manter um maior potencial
hidrico foliar, reter maior concentracdo de pigmentos fotossintetizantes, apresentar area foliar
reduzida e, constitutivamente, maior densidade estomética em suas folhas na condi¢&o de DH.
Além de sustentar maiores taxas de trocas gasosas e maior taxa fotossintética durante o
estresse.

A maior tolerancia a seca de 1G 282 também esté associada a um sistema antioxidante
ndo enzimatico e enzimatico altamente responsivo, caracterizado pela manutencdo da
concentracdo de carotenoides, a producdo de altas concentracdes de ascorbato e 0 aumento na
atividade da SOD, APX em suas folhas na condicdo de restricdo hidrica, além de
constitutivamente maior atividade da CAT.

Além disso, 0 aumento mais acentuado no teor de prolina, e maior acimulo de
acucares e proteinas nas folhas de 1G 282 em condic¢do de queda da fotossintese, sustentam a
existéncia de uma grande reengenharia metabdlica, capaz de condicionar maior tolerancia
durante o DH.
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