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Resumo

BORTOLIN, Gabriel Streck. Producéo e qualidade de sementes de Paspalum
notatum Fligge: Impactos do arranjo de plantas, do momento da colheita e do
estresse hidrico durante o estagio reprodutivo. 2021. 133f. Doutorado
(Doutorado em Ciéncias). — Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
de Sementes, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

O presente trabalho objetivou determinar o momento adequado para colheita das
sementes de grama forquilha tetrapléide e estudar fatores associados a semeadura
(densidade e espacamento) que proporcionem elevadas produtividades de sementes
logo no primeiro ano de implantacdo, bem como avaliar os mecanismos fisiologicos e
bioquimicos desta mesma espécie quando exposta ao estresse hidrico no estagio
reprodutivo e seus impactos na producéo e qualidade das sementes. Os resultados
obtidos mostram que a implantacdo via semeadura de 230 sementes viaveis m2
possibilitou elevado rendimento de sementes no primeiro ano de implantagéo (315kg
hal). A produtividade de sementes no segundo ano apés a implantacdo néo foi
afetada pelos fatores associados a semeadura. A maturacao das sementes de grama
forquilha tetraploide € um processo desuniforme e que o0 momento adequado para
colheita das sementes — com base no percentual de sementes viaveis — pode ser
determinado a partir de dois indicativos: o primeiro € visual, o qual esta vinculado a
presenca inicial de degrana em aproximadamente 10%, enquanto o segundo é um
método direto, com base na umidade das sementes, em que um percentual igual ou
inferior a 33% deve ser preconizado. Na avaliacao dos impactos do estresse hidrico,
plantas diploides e tetraploides cresceram em casa de vegetacao sob condicdes bem
irrigadas até o aparecimento das primeiras inflorescéncias, quando o déficit e o
excesso hidrico foram introduzidos e mantidos por dez dias. O desempenho
fotossintético de plantas dipldides e tetraploides nao foi afetado pelo alagamento. Em
contrapartida, a baixa disponibilidade de agua diminuiu a conduténcia estomatica,
aumentou a temperatura foliar e resultou na diminuicdo da taxa de assimilacdo dos
dois gendtipos. A atividade da superoxido dismutase nas raizes foi semelhante (sob
alagamento) e ainda menor (na seca) a observada nas plantas controle. As raizes das
plantas expostas ao déficit hidrico mantiveram um acumulo de biomassa semelhante
ao das plantas controle. Em folhas de plantas previamente expostas a seca, a prolina
foi maior mesmo em recuperacdo. Enquanto as plantas tetraploides apresentaram
maior estabilidade nas caracteristicas reprodutivas, as plantas dipléides submetidas
ao alagamento apresentaram mais inflorescéncias, porém o numero total de sementes
formadas por planta foi reduzido pela seca. Os resultados indicam que a sintese de
osmoprotetores e a ativacdo da maquinaria antioxidante sao estratégias importantes
na tolerancia de grama forquilha ao estresse hidrico na fase reprodutiva.

Palavras-chave: Grama forquilha. Tetrapléide. Arranjo de plantas. Producédo de
sementes. Curva de maturacéo. Estresse hidrico.



Abstract

BORTOLIN, Gabriel Streck. Seed production and quality of Paspalum notatum
Fligge: Impacts of plant arrangement, harvest time and water stress during the
reproductive stage. 2021. 133p. Doctorate (Doctorate in Science). — Postgraduate
Program in Seed Science and Technology, Faculty of Agronomy Eliseu Maciel,
Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

The present work aimed to determine the appropriate time for harvesting seeds of
tetraploid bahiagrass and to study factors associated with sowing (density and
spacing) that would provide high seed yields in the first year of implantation, as well as
to evaluate the physiological and biochemical mechanisms of this same species when
exposed to water stress in the reproductive stage and its impacts on seed production
and quality. The results obtained show that the implantation via sowing of 230 viable
seeds allowed a high seed yield in the first year of implantation (315 kg ha™). Seed
yield in the second year after implantation was not affected by factors associated with
sowing. The maturation of tetraploid bahiagrass seeds is an uneven process and the
appropriate time to harvest the seeds - based on the percentage of viable seeds - can
be determined from two indicators: the first is visual, which is linked to the presence of
shattering in approximately 10%, while the second is a direct method, based on seed
moisture, in which a percentage equal to or less than 33% should be recommended.
In evaluating the impacts of water stress, diploid and tetraploid plants grew in a
greenhouse under well-watered conditions until the appearance of the first
inflorescences, when water deficit and excess were introduced and maintained for ten
days. The photosynthetic performance of diploid and tetraploid plants was not affected
by flooding. On the other hand, low water availability decreased stomatal conductance,
increased leaf temperature and resulted in decreased assimilation rate of the two
genotypes. The superoxide dismutase activity in the roots was similar (under flooding)
and even lower (in drought) to that observed in the control plants. The roots of plants
exposed to water deficit maintained an accumulation of biomass similar to that of
control plants. In leaves of plants previously exposed to drought, proline was higher
even in recovery. While tetraploid plants showed greater stability in reproductive
characteristics, diploid plants subjected to flooding showed more inflorescences, but
the total number of seeds formed per plant was reduced by drought. The results
indicate that the synthesis of osmoprotectants and the activation of the antioxidant
machinery are important strategies in the tolerance of bahiagrass to water stress in the
reproductive phase.

Keywords: Bahiagrass. Tetraploid. Plant arrangement. Seed production. Maturation
curve. Water stress.



Sumario

(I [ a1 oo [V T oF- Lo PSP PP PP PP PTTTPPPR 9
2. Projeto de PeSOUISA.......ccoiiiiiiiiieitt ettt e 15
3. RelatOrio de CamPO.......cooviiiiieeiiiiieeese e s e e e e e e e e et et e s e e e eeeeeraeaaan 32

4. Artigo 1 -Producédo de sementes de grama forquilhatetrapléide, ecétipo

Bagual, em funcdo do arranjo de plantas e do momento de

(oTo | 1T 1 - TP 41
RESUMIO. ... et e e et e e e e e e e e e a e 43
INETOTUGAD. ...ttt ettt e e e e e e e e e s eee s 44
Materiais e 46
112 7o To [0 1SR URR RSP
TS U 7= To [0 1 PP 54
DISCUSSAD. ... ettt ettt e e e e e e e e e et e e e e e ettt e et e e e e aeaaeaaaaessssannnnnnnesnnne nenann 58
(©0] o Tod 1§ 17= T 1P 65
RETEIENCIAS. ...ttt e e e e e e e e e e s s eaeeee e 65

5. Artigo 2 — Respostas da raiz e parte aérea de grama forquilha a seca e

alagamento nafase reprodutiva em funcéo da ploidia do genotipo............... 80
RESUMIO. ...t e e et e e e e e e e et e e e e e enaans 82
INEFOTUGAD. ...ttt e e e e e e e e e e e e ee nns 83
Materiais e 86



Resultados

Discussao

Conclusodes

Referéncias

6.
Conclusoes

Referéncias

10

10

12

12



1. Introducéo

Grama forquilha (Paspalum notatum Fliggé) é uma planta rizomatosa - com
hébito de crescimento prostrado - que ocupa uma importante fungéo por ser uma das
gramineas mais frequentes nos campos haturais localizados no Cone-Sul do
continente americano (Figura 1). Este mesmo ambiente — muitas vezes indspito pelas
frequentes restricdes hidricas e elevadas temperaturas no verdo — exige resiliéncia

das espécies que o habitam; um atributo que parece néo faltar em grama forquilha.

———
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LC Paspalum notatum Flueggé — 1, habit flowerinﬁ
plant; 2, ligule; 3, spikelet. :

Figura 1 - Caracterizacado dos locais — a nivel global — em que grama forquilha esta
presente; suas caracteristicas estruturais (B), com destaque para a presenca de
colmos (C) sustentados por rizomas.

Esta mesma espécie possui importantes mecanismos — como de exploracao
do solo pelas raizes — que contribuem para tolerar periodos de déficit hidrico e ao
alagamento nao prolongado (BOERI et., 2020; SEVERMUTLU et al., 2011; SIGUA et
al., 2012).

Além do estresse hidrico, grama forquilha também é caracterizada por
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apresentar desenvolvimento satisfatorio mesmo em solos acidos e de limitada
fertilidade (GATES et al., 2004; SILVEIRA et al., 2013). Suas caracteristicas Ihe
conferem bom desempenho ainda em ambientes degradados pela mineragcao
(STUMPF et al., 2018) e a tornam uma alternativa viavel para a conservagao do solo
e daagua (Ll etal., 2011). Embora apresente resiliéncia e rusticidade, grama forquilha
também é uma graminea forrageira com excelente resposta ao emprego de
tecnologias, ao exemplo da adicao de fertilizantes - principalmente N (PRIOR et al.,
2019) - e ao processo de calagem (RECHCIGL et al., 1995). Um exemplo deste
potencial de resposta de grama forquilha pode ser verificado no trabalho conduzido
por Pitman (2013). Ao utilizar um manejo intensivo — colheita de forragem a cada
qguatro semanas e quatro aplicacdes de N de 56kg ha? cada, este autor constatou,
entre os anos de 2007 (ano em que a producao de forragem foi proxima a 12.000kg
hal) e 2009, que este método proporcionou maiores rendimentos do que em colheita
menos frequentes e com menores doses de N.

Assim como em diversas espécies, 0 tema produtividade — com o intuito
principal de maior eficiéncia e sustentabilidade das pastagens - também é uma
importante tematica em grama forquilha. Neste topico, trabalhos recentes tém
destacado beneficios sobre este importante item a um fator. o nivel de ploidia.
Gendtipos tetrapléides tém ganhado destaque por sua elevada producao de forragem,
atributo verificado com os cultivares Boyero UNNE na Argentina (URBANI et al., 2016)
e INIA Sepé no Uruguai (GIORELLO et al., 2021). No Brasil, o ecétipo tetraploide
Bagual (2n = 4x = 40) - com origem no planalto médio do estado do Rio Grande do
Sul - apresentou producédo de forragem sete vezes superior ao tradicional cultivar
dipldide (2n = 2x = 20) Pensacola (WEILER et al., 2018). Ao comparar estes dois
gendtipos (Bagual e Pensacola), Steiner et al. (2017) relataram que, enquanto a
producéo total de forragem do eca6tipo diploide— no primeiro ano de implantacdo — foi
de 8.816 kg de massa seca ha, a producéo do ecétipo tetrapldide foi de 14.337 kg
de massa seca ha.

Embora os genatipos tetrapldides de grama forquilha tenham maior potencial
de producédo de forragem do que cultivares diploides, os empecilhos vinculados a
producdo de sementes parecem ser independentes do nivel de ploidia. Ao avaliar a
producdo de sementes do cultivar tetraploide INIA Sepé durante dois anos
experimentais, Bertoncelli (2018) constatou altos indices de degrana e, embora nao
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quantificado, indica a necessidade de estudos relacionados ao momento ideal de
colheita. Além da degrana, outros problemas dificultam o processo de producéo de
sementes de grama forquilha, ao exemplo da desuniformidade na emisséo de
inflorescéncias (LOPES; FRANKE, 2011a) e na maturacdo das sementes na propria
inflorescéncia (BURTON, 1942). Identificar o momento adequado momento para a
realizacdo da colheita de sementes de grama forquilha tetrapléide constitui uma
lacuna que, se estudada, podera contribuir de forma expressiva ndo somente para a
obtencao de elevados rendimentos, mas também para a obtencédo de sementes com
elevada qualidade. Ao conduzir uma revisdo sobre este tema, Leprince et al. (2017)
argumentaram que o estagio de maturacédo na colheita € o principal fator que influencia
a longevidade das sementes e o estabelecimento das plantulas.

Assim como a colheita das sementes, o0 processo de implantacdo também é
visto como um empecilho em grama forquilha. Em contraste a limitacdo do método de
implantacdo via transplante de mudas, a semeadura em linha permite a abrangéncia
de maiores areas, embora Busey (1989) ressalte que o acumulo de biomassa se da
de maneira mais lenta e a capacidade competitiva das plantas durante o
estabelecimento seja mais baixa. Assim como no transplante de mudas, a umidade
do solo também é um importante fator para a obtencédo de sucesso na implantacéo
via semeadura em linha (NEWMAN et al., 2011), o qual também é dependente da
qualidade das sementes utilizadas. Sobre este tema, Souza et al. (2020) relataram
gue uma boa implantacédo de grama forquilha pode ser alcangcada com a semeadura
de 250 sementes por metro linear, com espacamento de linhas de 20cm. Todavia, a
falta de informac@es para genotipos tetrapldides — distinguidos de gendtipos diploides
pelo seu crescimento vigoroso e boa producdo de forragem — constitui uma lacuna
sobre sua implantacéo.

Tao relevante quanto a densidade de semeadura, o espacamento entre linhas
de semeadura é um importante componente no arranjo das plantas. Embora seja
possivel encontrar recomendacdes para o uso de espacamentos inferiores (18 -
20cm), a opgao por espagos maiores entre as linhas poderia beneficiar o controle
mecanico de espécies invasoras que apresentam maior velocidade de crescimento
inicial que grama forquilha, e até mesmo favorecer a semeadura associada entre

espécies do género Paspalum com forrageiras leguminosas, um método benéfico néo
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somente ao estabelecimento, mas para a diversificacdo e resiliéncia da pastagem
(JARAMILLO et al., 2018; SANCHEZ et al., 2019).

Assim como o arranjo das plantas e também o momento da colheita, é conhecido
em diversas espécies que 0s estresses abibdticos que venham a coincidir com o
estagio reprodutivo de gramineas forrageiras podem afetar de forma negativa a
producdo de sementes destas espécies (DIETRICH; SMITH, 2016; ZEITER et al.,
2016). Estudos mostram que em campos naturais — um ambiente comum no Cone-
Sul do continente americano e que grama forquilha possui elevada frequéncia —
estresses hidricos durante o periodo que coincide com o estagio reprodutivo das
plantas reduzem significativamente a biodiversidade do banco de sementes.

Tolerar estas condi¢cbes adversas em um estagio tdo importante requer das
gramineas perenes o0 uso de mecanismos especializados. Para atenuar os impactos
de uma condicdo desfavoravel, a sintese de compostos organicos contribui para o
ajuste osmotico da célula e possibilita a manutencao das fungdes celulares (OZTURK
et al., 2020; SINGH et al., 2015; ZULFIQAR et al., 2020). Por exemplo, ao expor dois
gendtipos de Paspalum scrobiculatum ao déficit hidrico, Ahmad et al. (2013) relataram
gue teores mais elevados de osmoprotetores (por exemplo, aminoacidos, prolina,
acucares sollveis totais e sacarose) foram encontrados no genétipo com maior
tolerancia a seca.

Certo niumero de metabdlitos secundarios, como aqueles pertencentes a categoria
dos compostos fendlicos, contribui para um importante mecanismo que permite que
as gramineas perenes tolerem o estresse hidrico, melhorando o aparato antioxidante
(FAN et al., 2020). Este aparelho atua na defesa contra o dano oxidativo gerado pela
superacumulacao de espécies reativas de oxigénio (ERQO's), incluindo radicais livres
como o anion superoxido (O2’) e moléculas nao radicais, como perdxido de hidrogénio
(H202) e oxigénio singleto (*O2). Em Setaria italica e Panicum miliaceum submetidos
ao déficit hidrico, observou-se aumento do teor de compostos fendlicos e reducéo do
teor de H202, malondialdeido (MDA) e outros aldeidos (NEMATPOUR et al., 2019),
evitando o dano oxidativo.

O aparato de enzimas antioxidantes também parece contribuir para mitigar os
efeitos do estresse hidrico nas raizes. Ao expor as plantas ao déficit hidrico, Katuwal
et al. (2020a) constataram que as folhas do genotipo UGP113 de Paspalum vaginatum

apresentaram aumento na atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT),
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ascorbato peroxidase (APX), peroxidase (POD) e glutationa redutase (GR). Além
disso, um aumento simultaneo nas atividades de superéxido dismutase (SOD) e CAT
nas raizes manteve os valores de H202 semelhantes aos das plantas controle
(KATUWAL et al., 2020b). Resultados como este indicam que a tolerancia ao estresse
hidrico por gramineas forrageiras perenes também depende do desempenho da raiz
e de sua relacdo com a parte aérea.

Além dos mecanismos bioquimicos, as altera¢cdes morfoldégicas desempenham um
papel importante na tolerancia ao alagamento, uma condigdo adversa comum em
periodos de alta pluviosidade. Em estudos realizados na Argentina com Paspalum
dilatatum, Mollard et al. (2008) e Vasellati et al. (2001) observaram que a capacidade
dessas plantas de tolerar o alagamento estava ligada a formacao de aerénquima na
bainha foliar e ao aumento do espaco intercelular nas raizes, caracteristicas que
favorecem a aeracéo dos tecidos submersos.

Vérios estudos envolvendo a capacidade de tolerar estresses abioticos mostraram
que plantas polipléides podem ser mais tolerantes a condi¢des desfavoraveis (DENG
et al. 2012; STEVENS et al. 2020; XU et al. 2019). Supde-se que em organismos
polipldides, toda a duplicacdo do genoma resulta na retencédo de mais de dois alelos
por loco, e assim os genes duplicados podem desenvolver novas func¢des que ajudam
0 organismo a se adaptar melhor a diferentes ambientes estressantes (LIU; SUN
2019). Sabe-se também que a poliploidia aumenta o tamanho e a forma das células,
a biomassa dos 6rgéos (folhas, sementes e raizes) e o conteido de metabdlitos
primarios e secundarios em varias espécies de plantas (RUIZ et al., 2020). Em grama
forquilha, Weiler et al. (2018) constatou que o ecétipo “Bagual” (gendtipo tetraploide)
produziu sete vezes mais forragem que o cultivar Pensacola (dipldide). Assim,
comparar diferentes ploidias em uma mesma espécie em condi¢cbes de estresse
hidrico, algo ainda ndo estudado em grama forquilha, pode permitir entender se o
maior rendimento do genotipo tetrapldéide também é mantido em situagbes de
restricao.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar os impactos gerados pelo arranjo
de plantas bem como do momento da colheita — através da determinacao da curva de
maturacdo — sobre a produgcdo e qualidade de sementes de grama forquilha
tetraploide. Um segundo objetivo foi avaliar impactos do estresse hidrico — aplicado

no inicio do estagio reprodutivo — sobre a producéo e qualidade de sementes de grama
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forquilha tetraploide em comparacdo um cultivar dipléide, bem como avaliar os
mecanismos fisioldgicos associados a uma possivel tolerancia desta espécie a este

tipo de estresse durante um momento critico na producdo de sementes.
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RESUMO GERAL
Projeto de pesquisa
Curso de Pés-Graduacgédo em Ciéncia & Tecnologia de Sementes
Universidade Federal de Pelotas

Producédo de sementes de Paspalum notatum Fligge
Autor: Gabriel Streck Bortolin
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Paspalum notatum Fligge, conhecido vulgarmente por “grama-forquilha”, € uma
graminea nativa com bom potencial forrageiro. Devido sua presenca em distintos
ecossistemas, diversos morfétipos de P. notatum sdo encontrados com notaveis
variacfes, 0s quais podem ser utilizados em programas de sele¢cdo e melhoramento
genético. Caracterizado recentemente por apresentar interessante potencial
forrageiro, o ecétipo de P. notatum nomeado como Bagual possui valores expressivos
de producdo de forragem e tolerancia ao frio. No entanto, apesar da qualidade
forrageira, ainda séo escassas as informacdes quanto aos temas que envolvem o
estabelecimento, a producao e a qualidade de suas sementes. A partir deste contexto,
0 presente projeto traz como proposta avaliar metodologias empregadas no
estabelecimento desta espécie a campo, bem como na avaliacdo da producéo e na
qualidade de suas sementes. Os ensaios experimentais serdo conduzidos na unidade
da Embrapa Pecuéria Sul, municipio de Bagé-RS, Brasil. Tendo em vista a obtencao
de sementes de qualidade, serdo avaliados neste projeto os efeitos dos fatores
espacamento e da densidade de semeadura sobre os principais componentes de
rendimento, bem como sobre a producao e a qualidade de sementes de P. notatum
ecotipo Bagual. A partir da execucdo dos experimentos aqui detalhados, espera-se
fornecer informagdes consistentes sobre os efeitos que os fatores relacionados ao
arranjo de plantas exercem sobre a producéo de sementes do ecotipo Bagual de P.

notatum.

Palavras-chave: Grama-forquilha, maturidade fisiol6gica, beneficiamento, qualidade

de sementes.



1 INTRODUCAO GERAL

A producéo pecuéria é definida como uma atividade econ6mica tradicional no
estado do Rio Grande do Sul, sendo que, fundamentalmente, boa parte é realizada
sobre campo nativo. As pastagens naturais no Rio Grande do Sul caracterizam-se por
apresentar uma grande diversidade, com cerca de 400 espécies de gramineas e 150
de leguminosas (BOLDRINI, 2002). Das gramineas nativas, o género Paspalum ocupa
lugar de destaque por possuir 0 maior nimero de espécies com bom valor forrageiro
(VALLS, 1987). Segundo Prestes et al. (1976), 0 género caracteriza-se por apresentar
elevado valor agrondmico, servindo como base alimentar para criagdo de ruminantes
no Rio Grande do Sul. Entre as principais caracteristicas que qualificam esta espécie,
destacam-se a tolerancia ao frio, assim como a producgéo e qualidade de forragem
guando comparadas com gramineas tropicais e subtropicais no Rio Grande do Sul.

Exemplar detentor das principais caracteristicas de qualidade atribuidas ao
género, Paspalum notatum Fliigge, também conhecida como Grama Forquilha, é a
espécie mais comum na formacdo dos campos nativos do Rio Grande do Sul
(MOHRDIECK, 1993), sendo responsavel por 20 a 40% da cobertura herbacea das
pastagens naturais do Estado. Além da funcdo ecolégica como frequente
representante nos campos sulinos, a espécie P. notatum pode ser introduzida visando
0 estabelecimento de novas éareas, bem como para recuperacdo de areas
degradadas. Neste ponto, varios morfotipos sao avaliados com o intuito de se
disponibilizar novos materiais. Ao verificar o potencial de genétipos de P. notatum
nativos do Rio Grande do Sul quanto a producdo de matéria seca, Steiner (2005)
obteve expressivos valores de producdo de matéria seca total, proximos a 14.000 kg
de massa seca ha, provando o potencial produtivo desta espécie nativa, chegando
a niveis de produgdo proximos de cultivares de espécies tropicais.

De acordo com Boggiano; Zanoniani (2001), a producao de sementes de uma
espécie forrageira, na qual a producédo vegetativa assume uma funcao relevante, é
um fator de grande importancia, ja que muitas espécies com potencial forrageiro foram
desconsideradas por falta de conhecimentos ou incentivos para a multiplicacéo
comercial de sementes.

Os progressos alcancados na producdo de sementes estdo praticamente
restritos a espeécies cultivadas, o que vem a constituir-se em uma limitacdo técnica

para a producao de sementes de plantas forrageiras de boa qualidade. Tal condi¢cdo
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€ essencial para assegurar ndo s6 a manutencdo de uma possivel producao ja
existente, mas também facilitar a expansao de novas areas de cultivo, visto que, a
semente é o meio mais econdmico na multiplicagdo de um material vegetal
(LEDEZMA, 2000).

Apesar do grande numero de trabalhos que caracterizam a produtividade de
um grande ecotipos de P. notatum, ainda ha uma caréncia de informacdes quanto a
resposta destes materiais quanto a producdo de sementes. A partir deste contexto,
este projeto tem como objetivo avaliar os efeitos ocasionados pelos fatores densidade
de semeadura e arranjo de plantas sobre a producéo e qualidade de sementes, bem
como determinar o ponto de maturidade fisiolégica, a influéncia do beneficiamento e
de condi¢des para 0 armazenamento sobre a qualidade de sementes de P. notatum

ecotipo Bagual.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Paspalum

Na diversidade existente nos campos sulinos, o género Paspalum é um dos
mais importantes, devido ao elevado niumero de espécies que apresenta e a sua
ampla distribuicdo geografica, habitando desde regides tropicais até subtropicais da
América. No Brasil, ndo ha estudos com informacdes detalhadas sobre o niumero total
de espécies. Segundo Aliscioni (2002), a falta de estudos envolvendo a taxonomia
global para este género faz com que seja dificil estimar o niUmero total de espécies na
atualidade. No entanto, Valls; Pozzobon (1987) estimaram a ocorréncia de cerca de
220 espécies.

Strappasson et al. (2000) afirmam que existem mais de 400 espécies tropicais
e subtropicais, cuja importancia € evidenciada por sua adaptabilidade a diferentes
ecossistemas, o que representa menor risco de causar desequilibrio biolégico devido
a grande diversidade genética existente. Gates (2004) afirmam que o género
Paspalum foi descoberto nas regides tropicais e subtropicais do “Novo Mundo”, sendo
abundante particularmente no Brasil, leste da Bolivia, Paraguai, nordeste da Argentina

e com poucas espécies na Africa e Asia. E dominante em campos abertos, mas
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também esta presente em bordas de florestas e em ambientes salinos, ocorrendo
desde o nivel do mar até 4600 m de altitude, nos Andes (ZULOAGA et al., 2004).
Praticamente, 75% das espécies de Paspalum conhecidas ocorrem no Brasil,
fazendo parte das mais variadas formacbes vegetais em diferentes condi¢cdes
ecologicas. O estudo aprofundado destas espécies é de alta importancia, pois objetiva
identificar quais apresentam potencial para serem preservadas, ou para uso imediato,
ou para serem incorporadas a programas de selecdo e melhoramento genético,
visando a producao de forragem de elevada qualidade (BATISTA, 2005). No entanto,
na selecéao e melhoramento de gramineas forrageiras no Brasil, ocorre concentracao
de trabalhos com espécies exaéticas, ficando as espécies nativas em plano muito

secundario.
2.1.1 Paspalum notatum Fligge

As gramineas do género Paspalum contribuem com elevado numero de
espécies na composicao dos campos do Bioma Pampa, entre as quais se destaca o
Paspalum notatum Fligge (PRATES, 1977). Esta espécie € a mais comum na
formacdo de pastagens nativas, produzindo forragem da primavera ao outono. As
plantas de P. notatum séo perenes, herbaceas, rizomatosas e possuem de 10 a 20
cm de comprimento, com colmo comprimido, achatado, de forma bem peculiar
(TRENHOLM et al., 2001).

Entre seus principais atributos, destaca-se a baixa exigéncia quanto a
fertilidade do solo e a resistencia ao stress hidrico, sendo comumente introduzida
através da semeadura em areas com elevado nivel de degradacdo pelo manejo
incorreto de cultivos anuais (HUANG et al, 2009). Em sua estrutura, o
desenvolvimento de raizes profundas distribuidas por pequenos e fortes rizomas
permite que esta planta apresente elevada resisténcia ao pastejo e ao pisoteio pelos
animais (INYANG et al., 2009).

Devido sua presenca em distintos ecossistemas, diversos morfotipos de P.
notatum sdo encontrados com notaveis variacdes no meio em que se encontram, 0s
quais podem ser utilizados nos processos de selecdo e melhoramento genético
(ACUNA et al. 2009). Ecétipos nativos de P. notatum apresentam adaptacdes a

diferentes tipos de solos e condi¢des climaticas, com variagcao na producao de rizomas



23

e qualidade de forragem. Nativo do estado do Rio Grande do Sul-Brasil e com elevado
potencial forrageiro, o ecotipo de P. notatum nomeado como Bagual destaca-se pelos
expressivos resultados de producdo de matéria seca, seguidos por uma alta
persisténcia as condi¢des adversas na estacao fria (FACHINETTO et al. 2012; Steiner
et al., 2017).

Steiner (2005), testando genadtipos de P. notatum nativos do Rio Grande do Sul
quanto a producdo de matéria seca, obteve expressivos valores de producdo de
matéria seca total, préximas a 14.000kg de massa seca de forragem ha!, provando o
potencial produtivo desta espécie nativa, chegando a niveis de producao préximos de
cultivares de espécies tropicais, como relatam Cecato et al. (2000), com producdes
de 11.000kg de massa seca de forragem ha para o “capim colonido” e de 16.600 kg

de massa para a cultivar “Tanzania”.

2.2 Producao de sementes de espécies do género Paspalum

A producdo de sementes forrageiras caracteriza-se cCOmoO UM pProcesso
complexo, sendo condicionado por um elevado numero de fatores especificos. Apesar
do elevado potencial para producdo de forragem, as insuficientes informacdes de
espécies do género Paspalum em relacdo a producdo de sementes caracteriza-se
como o principal fator na limitacdo da popularizacado de uso de suas espécies como
forrageiras cultivadas (LOPES, 2009).

Para grande parte das espécies do género Paspalum, h& necessidade de
maiores informacdes sobre etapas que envolvem o estabelecimento da cultura, bem
como sua resposta ao manejo, fator importante para garantir a persisténcia de
espécies forrageiras perenes. Destaca-se também que, grande parte da dificuldade
em se trabalhar em se trabalhar com espécies nativas como P. notatum consiste
principalmente na obtencdo de sementes de qualidade, situacdo que dificulta o
estabelecimento de ensaios, assim como na comparacdo com as especies
domesticadas (BAREA et al., 2007).

De acordo com Souza (2001), em espécies de gramineas forrageiras, o
extensivo periodo de floragcdo, associado ao precario sincronismo de emergéncia das
inflorescéncias, tém reflexos diretos sobre o0 sincronismo da maturacao das sementes.

Ainda segundo o mesmo autor, o niumero de perfilhos reprodutivos/m? é um dos
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principais determinantes da producao de sementes de gramineas forrageiras. Para a
obtencdo de sementes de qualidade, o conhecimento do ponto de maturidade
fisiologica € um fator determinante para a escolha do momento de colheita. Em estudo
efetuado para Paspalum gurnoarum Arech., Batista; Godoy (1997) verificaram que a
maturidade fisiol6gica das sementes foi obtida aos 18 dias apos a antese, havendo
neste momento o maximo acumulo de massa seca, bem como um maior vigor das
sementes. Os mesmos autores constataram que houve uma taxa elevada de degrana
a partir 27 dias apoés a antese.

Estudos apontam que espécies do género Paspalum exibem variabilidade em
termos de producdo de sementes. Em estudo realizado por Souza (2001), o autor
afirmou que pode haver ampla variacdo na producdo de sementes de espécies
forrageiras, podendo ocorrer variagbes até mesmo dentro da mesma espécie de
acordo com o cultivar. Conforme relatado por Marousky et al. (1991), o florescimento
de P. notatum responde a temperatura e ao comprimento do dia, ocorrendo durante
um periodo de no minimo quatro semanas, fator este que é controlado.

Para a espécie Paspalum dilatatum, Carambula (s.d.) verificou que os
rendimentos de sementes estdo sujeitos a grandes variacdes e, na meédia, 0s
rendimentos variam entre 200 e 600kg ha para o rendimento bruto. Loch; Ferguson
(1998) constataram que os rendimentos de sementes variam muito de um ano ao
outro. Para Pensacola, P. notatum cv. Argentine, os rendimentos variam de 60 a 100kg
hat, podendo chegar até 400kg ha. De acordo com Carmona (1985), quanto menos
sincronizada for a floracdo da cultura maior sera a heterogeneidade da condicéo das
sementes em relacdo ao nivel de maturidade, tornando dificil a determinacdo do
periodo em que as plantas apresentam méaxima quantidade e qualidade de sementes
disponiveis para a colheita.

A producdo de sementes de P. notatum é caracterizada por apresentar uma
série de dificuldades que vao desde a falta de uniformidade de maturacdo, método de
colheita, beneficiamento e secagem, até o estabelecimento da cultura, dificultado
principalmente pela ocorréncia do alto indice de dorméncia (MAEDA; PEREIRA,
1997).

3 HIPOTESE
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- O arranjo de plantas exerce influéncia sobre a producédo e qualidade de

sementes de P. notatum ecoétipo Bagual.

4 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Este trabalho tem como objetivo principal avaliar a influéncia de diferentes
densidades de semeadura e de dois espacamentos entre linhas sobre a producéo e a

gualidade de sementes de Paspalum notatum ecétipo Bagual.

3.1 Objetivos Especificos

- Verificar os efeitos da combinacédo entre os niveis dos fatores densidade de
semeadura e espacamento entre linhas sobre:

Componentes do rendimento de sementes

Producéo e qualidade das sementes

Qualidade das sementes produzidas ao longo do armazenamento

5 MATERIAL E METODOS

O projeto sera desenvolvido na unidade da Embrapa Pecuéria Sul, Bagé-RS,
sob condicfes de campo e laboratoriais. O projeto tera duracdo de 36 meses.

As sementes de P. notatum eco6tipo Bagual (material que se encontra em testes
de Valor de Cultivo e Uso) utilizadas para os testes serdo colhidas em area
experimental da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Apés a
colheita, estas serao trilhadas e armazenadas em sacos de papel em temperatura de
20°C, na condicdo de 60 % de umidade relativa do ar.

O experimento sera instalado no més de outubro em area experimental
localizada na unidade da Embrapa Pecuéria Sul. Visando determinar o arranjo ideal
de plantas em termos de produtividade e qualidade de sementes de P. notatum

ecotipo Bagual, serdo avaliados os efeitos de dois espacamentos (20 e 40 cm) e de
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trés densidades de semeadura (90, 160 e 230 sementes viaveis/m?) sobre os
componentes de rendimento, sobre a producao e qualidade de sementes.

O delineamento sera um fatorial (espacamento x densidade de semeadura),
representado pelos niveis dos fatores Espacamento x Densidade. Um esquema de
blocos completamente casualizados em parcelas subdividas sera adotado, tendo cada
parcela a medida de 5x2, totalizando 10 metros quadrados. Previamente ao processo
de semeadura (setembro), o preparo do solo na area experimental através de
gradagens e aplainamento sera realizado. Para fins de controle de invasoras e
estabelecimento sem competicdo com invasoras, sera utilizada uma aplicacdo de
herbicida de acdo total no dia anterior a semeadura. Para conhecimento das
condigcbes em que o experimento foi conduzido, dados diarios de temperatura e
pluviosidade serdo computados a partir dos valores obtidos em uma estacao
meteoroldgica do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizada a 860 metros
da area experimental.

A semeadura sera efetuada no més de outubro, de forma manual. Apds o
estabelecimento das plantas, sera efetuada uma adubac¢éo de cobertura contendo os
elementos N, P e K, conforme necessidade atribuida a interpretacdo da analise de
solo, efetuada seis meses anteriormente a semeadura. Ao longo do ciclo, seréo
efetuadas limpezas manuais a fim de se evitar a competicdo com potenciais invasoras.

Como variavel resposta, serdo avaliados os seguintes componentes de
rendimento:

-Numero de perfilhos reprodutivos/m?;

-Numero médio de racemos por inflorescéncia;

-NUmero médio de sementes por racemo;

-Peso médio de sementes por inflorescéncia;

-Peso médio de sementes por racemo e peso de mil sementes.

-Producéo de sementes ha™'.

A colheita sera efetuada a partir da degrana natural das primeiras sementes,
conforme proposto por Beck (2012). O numero de inflorescéncias, assim como a
producdo de sementes, serdo estimados a partir da avaliagcado de 3,0 m de duas linhas
localizadas ao centro de cada parcela. Na ocasido, as inflorescéncias seréo cortadas,

mantidas a sombra por dez dias em local coberto. As amostras coletadas serdo secas
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a sombra, peneiradas, embaladas em sacos de papel e mantidas sob condicGes
laboratoriais até serem avaliadas.

Os resultados relacionados a qualidade fisiolégica das sementes serdo obtidos
através dos seguintes testes:

-Porcentagem de germinacéo;

-Primeira contagem da germinacao;

-indice de velocidade da germinacgao;

-Viabilidade das sementes através do teste de tetrazolio.

- Emergéncia a campo.

Todos os testes citados serdo conduzidos conforme proposto nas Regras para
Andlise de Sementes (Brasil, 2009) para a espécie P. notatum.

Com o intuito de avaliar o efeito dos tratamentos sobre a germinacao e sobre a
qualidade fisiologica das sementes ao longo do periodo de armazenamento, 0S
seguintes testes serdo efetuados em intervalos de dois meses, totalizando ao final 6
avaliacoes (12 meses).

- Porcentagem de germinacéo;

- Umidade da semente

- Primeira contagem da germinacéao;

- indice de velocidade da germinaco;

- Viabilidade das sementes através do teste de tetrazolio;

-Sanidade das sementes;

Estes testes citados serdo conduzidos conforme proposto nas Regras para
Andlise de Sementes (Brasil, 2009) para a espécie P. notatum.

Na analise estatistica, atendendo os requisitos de homogeneidade, os dados
coletados serdo submetidos a comparacédo de médias feita pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Regressdes polinomiais serdo empregadas para mensurar o efeito
da combinacdo dos niveis dos fatores estudados ao longo do tempo de

armazenamento.

6 RESULTADOS ESPERADOS
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Espera-se que o arranjo populacional exerca influéncia sobre a arquitetura de
plantas do ecétipo Bagual de Paspalum notatum. Acredita-se que, nas condi¢cfes
geradas pelos arranjos populacionais propostos neste projeto, havera interferéncia
sobre o aproveitamento dos recursos haturais disponiveis, ocasionando desta forma
uma influéncia significativa sobre as caracteristicas estruturais das plantas em
avaliacdo. Espera-se que alteragdes significativas sejam observadas sobre os
componentes de rendimento do bi6tipo em estudo a partir da combinacdo dos niveis
dos fatores propostos.

Além da produtividade, acredita-se que as variaveis relacionadas a germinacao
e ao vigor de sementes do ecotipo em estudo sejam alteradas na condi¢do de pos-
armazenamento, sendo estas influenciadas pelos arranjos de plantas propostos.

Finalmente, importante informacdo no processo de implantacdo de uma
espécie forrageira, espera-se justificar através da producdo e da qualidade de

sementes o arranjo ideal de plantas de P. notatum ec6tipo Bagual.

7 CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

CRONOGRAMA DAS ATIVIDADES DE DOUTORADO

2017 2018 2019 2020
ATIVIDADES 20seM| I [2osEm| L [20sEm| L
SEM SEM SEM
Revisao Bibliografica X X X X X
Elaboracéo do Projeto X
Aquisicao de Materiais X
Realiacio dos x| x|
Analise Estatistica X X X
Redacéo dos Dados X X X
Quialificacéo X
Defesa da tese X

8 ORCAMENTO
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Para realizar as andlises propostas, o trabalho serd desenvolvido com a
utilizacao da infraestrutura dos laboratorios pertencentes e colaboradores da Embrapa

Pecuaria Sul, Sendo necessarios 0s seguintes recursos:

8.1Material de consumo

Descricao das

mercadorias Quantidade Subtotal (R$)
Papel para germinacao
marca Germibox 1000 folhas 210,00
(10,5x10,5cm)
Papel aluminio 10 rolos 23,00
Papel toalha 10 rolos 90,00
Tinta para impressao 2 cartuchos 80,00
Papel A4 4 pacotes 88,00
Fotocdpias 500 100,00
Analise de solo 3 60,00
Adubo quimico 2 sacos 75,00
Uréia 1 saco 65,00
Analise/carboidrato 30 -
Analise/proteina 30 -
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Caderno de campo

As atividades conduzidas em campo foram iniciadas logo apdés o comeco de
meu doutorado no Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia & Tecnologia de
Sementes na Universidade Federal de Pelotas (UFPel). A partir do inicio do segundo
semestre de 2017, a area experimental - localizada na unidade da Embrapa Pecuaria
Sul, Bagé-RS, Brasil — foi submetida aos primeiros processos de preparo para a
instalacdo do experimento. Para melhorar as caracteristicas fisicas do solo para o
estabelecimento da grama forquilha, bem como para eliminar espécies invasoras,

duas gradagens foram realizadas na area experimental na segunda quinzena do més

de agosto.
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Figura 1 - Valores médios de temperatura e precipitagdo mensal nos anos experimentais seguidos dos
valores médios de 30 anos (A), bem como os valores de temperatura maxima, temperatura minima e
precipitacéo (B) e de radiacdo ao longo da avaliacdo da curva de maturacao das sementes de grama
forquilha tetrapldide.

b

Devido a elevada precipitacdo (Figura 1) na primeira quinzena do més de
outubro de 2017 (dados coletados a partir de uma estacdo automatica do Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET) localizada a 860 metros da area experimental), a

etapa de semeadura do ecétipo tetrapléide de Paspalum notatum - identificado como
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Bagual - foi efetuada no dia 27 de outubro de 2017. A aplicacao de glifosato, em dose
de 3L hectare?, foi realizada sete dias antes da semeadura para eliminacdo de
espécies invasoras que emergiram apés a gradagem. Entre estas espécies, houve
predominio dos géneros Digitaria e Cyperus. Todos os procedimentos envolvidos na
semeadura foram realizados manualmente, com a utilizacdo de um marcador de
linhas, bem como de uma semeadora, 0s quais puderam ser conduzidos

manualmente.

o
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Figura 2 - Imagem da area experimental localizada na Embrapa Pecuaria Sul, municipio de Bagé, RS
— Brasil (A), da semeadora manual utilizada no momento da semeadura (B) e da emergéncia das
primeiras plantulas aos 15 dias apds este mesmo procedimento (C).

Aos 15 dias ap0s a semeadura foi verificada a emergéncia das primeiras
plantulas do gendtipo estudado e de espécies invasoras. Neste mesmo momento uma
primeira limpeza manual foi realizada para remover estas plantas com potencial
daninho para as plantas do genétipo Bagual. Esta mesma remocao foi efetuada com
0 uso de enxada (para os espacos entre linhas) e faca (espagos na linha). Estes

procedimentos de remogdo manual de invasoras foram realizados em intervalos de
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duas semanas até o final do més de fevereiro, momento em que as plantas de grama

forquilha apresentavam um crescimento expressivo.

Figura 3 - Imagens representativas do momento da fertilizacdo nitrogenada (A), da condi¢céo pré e pés
desolha (B-C) e da condig&o das plantas durante o monitoramento do surgimento de inflorescéncias e
da determinacg&o da curva de maturacéo (D).

Apds um més de elevada precipitacao (outubro), os meses subsequentes foram
de niveis bastante inferiores aos da média dos Ultimos trinta anos. Por este motivo,
um sistema de irrigacdo (composto pela utilizagcdo de mangueiras de gotejamento) foi
instalado no inicio da segunda quinzena do més de dezembro de 2017. Com o
propdsito de obter maior eficiéncia no procedimento, a irrigacdo era iniciada ao final
da tarde e cessada na manha do dia seguinte. Neste procedimento, o inicio do
acumulo de agua na superficie do solo foi considerado como o momento de finalizagéo
deste procedimento, o qual foi conduzido em intervalos semanais.

N&o conduzida em linha devido ao lento estabelecimento e um possivel
beneficiamento as espécies invasoras, a fertilizacdo com nitrogénio, fosforo e potassio
foi realizada dois dias apds a primeira irrigagdo. Os niveis aplicados de cada um
destes elementos foram obtidos a partir da interpretacdo da andlise de solo, coletada
ainda no més de agosto e analisada no laboratério de analise de solos da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os valores obtidos foram interpretados
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conforme recomendacdes do Manual de Adubacéo e Calagem para os estados do Rio
grande do sul e Santa Catarina, para gramineas forrageiras perenes de estacao
quente (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CIENCIA DO SOLO, 2004).

Figura 4 - Imagem representativa da quantidade de sementes colhidas a partir de cinco inflorescéncias
na determinacdo da curva de maturagdo das sementes (A), bem como do Laboratério de Andlise de
Sementes na Embrapa Pecuaria Sul (B), local de conducdo das avaliacdes iniciais de qualidade.
Também esta representada a quantidade de inflorescéncias remanescentes apds a amostragem das
parcelas e o equipamento utilizado no processo de trilha das sementes (C-D).

Devido a desuniformidade na emergéncia das plantas, um procedimento de
uniformizagéo através de desfolha foi realizado ao final do més de fevereiro de 2019.
Nesta etapa, as plantas que naquele momento estavam com aproximadamente 25 cm
tiveram sua altura reduzida para sete cm com auxilio de um cortador de grama. Apos
esta data, foi verificado o surgimento das primeiras inflorescéncias. Neste mesmo
momento, as duas linhas centrais de cada parcela ao longo de um metro linear foram
demarcadas e a contabilizacdo do surgimento de novas inflorescéncias foi realizada
em intervalos de trés dias. Inflorescéncias localizadas nas linhas laterais das parcelas
também foram marcadas neste momento com a utilizagéo de fios de luz coloridos para
determinacao da curva de maturacdo das sementes. Este procedimento de colheita
foi realizado a cada trés dias, em que cinco inflorescéncias foram colhidas em cada

intervalo em cada bloco. As inflorescéncias colhidas — tanto na avaliagdo dos efeitos
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do arranjo de plantas quanto na curva de maturacéo - foram levadas para o laboratorio
de andlise de sementes da Embrapa Pecuéaria Sul onde avaliacdes iniciais de
caracterizacado de umidade e de percentual de degrana foram conduzidas, conforme
procedimentos descritos nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009). Apds
0 processo de secagem, as sementes tiveram parte de sua qualidade avaliada no
Laboratério Didatico de Anélise de Sementes e no Laboratério de Bioquimica Vegetal,
ambos da Universidade Federal de Pelotas.

Possiveis efeitos do arranjo de plantas também foram avaliados em um
segundo ano apo6s o estabelecimento. Inicialmente, uma desfolha para remocao da

excessiva massa de material morto foi conduzida no dia cinco de outubro de 2018.

Figura 5 - Representacdo da primeira desfolha no segundo ano, conduzida apenas para remog¢éo de
material morto (A), bem como a condicao das plantas no momento de pré (B-C) e pds-amostragem (D)
de producédo de sementes.

A elevada precipitacdo no final do ano de 2018 e no inicio do ano de 2019
contribuiu para o excessivo crescimento vegetativo, e uma desfolha foi conduzida —
sem colheita de sementes - no dia 06 de janeiro de 2019. Apds este processo houve
a realizacdo de uma fertilizacdo nitrogenada, e uma colheita de sementes foi
conduzida no dia 25 de fevereiro de 2019, juntamente com a realizacdo de um
procedimento de desfolha para colheita da forragem. Assim como na primeira desfolha

de 2019, houve novamente excessivo crescimento vegetativo, e foi somado a um
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baixo numero de inflorescéncias. Reduzidos niveis de precipitacdo ocorreram apds
este momento e, a emissao de novas inflorescéncias foi extremamente baixa, e isto
nao possibilitou uma nova colheita de sementes. Houve um baixo crescimento
vegetativo nesse momento, o que foi determinado com uma ultima desfolha no dia 12
de abril de 2019. O procedimento para determinacdo da qualidade das sementes
colhidas foi novamente embasado nos procedimentos utilizados no primeiro ano de
avaliagoes.

Os impactos negativos verificados pela restricdo de agua no segundo ano
(reduzida emissdo de inflorescéncias) motivaram a conducdo de um segundo
experimento — sob condi¢cdes controladas em casa de vegetacdo — para avaliar os
impactos do estresse hidrico no inicio do estagio reprodutivo de plantas de grama
forquilha. Além da utilizacdo do genotipo tetrapldide avaliado no experimento de
campo, também foram avaliadas respostas de um gendétipo dipléide, representado

pela utilizacdo do cultivar Pensacola.

Figura 6 - Plantas de grama forquilha em desenvolvimento inicial (A) e no momento de aplicacéo da
primeira fertilizag&o nitrogenada (B).

Plantulas dos dois gendétipos foram transplantadas para vasos de 1.8 litros (1
plantula por vaso) contendo solo previamente peneirado e fertilizado conforme
recomendagdo da Sociedade de Ciéncia do solo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CIENCIA DO SOLO, 2004) A umidade do solo foi mantida em 80% da capacidade de
armazenamento de agua do solo, conforme protocolos baseados no método
gravimétrico (COOPER, 2016)

Ao longo do crescimento as plantas foram fertilizadas com N e K, e aos 99 dias

apos o transplante das plantulas houve o estabelecimento dos seguintes niveis de
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estresse hidrico: Manutencéao da irrigacao adequada (80% da CAA — Controle); seca
(25% da CAA) e alagamento (Manutencdo de uma lamina de agua de 5 cm). Estes
mesmos niveis — 0s quais coincidiram com o surgimento dos primeiros perfilhos férteis

— foram mantidos por um periodo de dez dias.

Figura 7 - Caracterizagcéo das plantas de grama forquilha apés a desfolha de uniformizacdo (A-B) e no
dia anterior a implantacgdo dos niveis do fator estresse hidrico (C), em que as duas plantas da esquerda
e as duas da direita sdo exemplares tetrapléides e dipléides de grama forquilha, respectivamente.

Ao longo deste intervalo, foram realizadas avaliagdes de trocas gasosas (com
auxilio de um analisador portatil) ao 0, 4, 8 e 10 dias, bem nas 24 horas aos sete dias
apos o reestabelecimento dos niveis adequados de irrigacdo. Analises destrutivas
foram realizadas ao final do periodo de estresse (10° dia) e no 7° dia de recuperacao.
Estas andlises foram constituidas da coleta de amostras - tanto de folhas quanto de
raizes - para determinacéo de espécies reativas de oxigénio, da atividade antioxidante
e também de moléculas que contribuem na osmorregulacdo das plantas. Também
foram coletadas amostras para determinagéo do conteudo relativo de 4gua das folhas,

bem como o extravasamento de eletrélitos nesta mesma estrutura.
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Em acréscimo as avaliacbes fisiolégicas e bioquimicas, avaliacdes
morfolégicas foram conduzidas no 10° dia de estresse hidrico e ao no 7° dia de
recuperacdo. Além da contabilizagc&o de perfilhos férteis e vegetativos, nesta etapa as
plantas foram separadas nos componentes folha, perfilhos totais mais rizomas,
material morto e raiz. Estas mesmas estruturas foram alocadas em sacos de papel e
colocadas em estufa para secagem. Todas estas mesmas avaliagdes foram
novamente efetuadas aos 58 dias apdés o encerramento do periodo de estresse,
momento este em que a colheita das sementes de cada planta foi realizada. Em
somatorio aos componentes estruturais da planta, também foram avaliados os
principais componentes que influenciam no rendimento de sementes. Avaliacdes
como numero de inflorescéncias, numero de racemos por inflorescéncias,
comprimento dos racemos e numero de sementes por planta foram avaliadas.
Também foi realizada a avaliacdo do percentual de flores vazias por planta. As
sementes colhidas tiveram sua qualidade avaliada no Laboratoério Didatico de Analise
de Sementes da Universidade Federal de Pelotas com a realizagdo dos testes de
tetrazdlio (verificacdo da viabilidade) e de germinacdo das sementes. O peso de mil
sementes também foi verificado. Todos estes procedimentos foram realizados
conforme metodologias utilizadas na avaliacdo da qualidade de sementes de grama

forquilha.
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Resumo

Embora gendtipos de grama forquilha tetraploide sejam caracterizados pela elevada producéao
de forragem quando comparados com gendtipos diploides, trabalhos recentes reportaram que
empecilhos vinculados a producéo e qualidade de sementes — ao exemplo do momento de
colheita — bem como ao estabelecimento inicial sdo caracteristicas da espécie que independem
do nivel de ploidia. Por isto, 0 presente trabalho objetivou determinar o momento adequado
para colheita das sementes de grama forquilha tetrapldide e estudar fatores associados a
semeadura (densidade e espagamento) que proporcionassem elevadas produtividades de
sementes logo no primeiro ano de implantagdo. Os resultados obtidos mostram que a
implantacdo via semeadura de 230 sementes viaveis possibilitou elevado rendimento de
sementes no primeiro ano de implantacio (315 kg ha) e maior colheita de forragem durante
0 segundo ano de avaliagBes. No entanto, a produtividade de sementes no segundo ano apos a
implantacdo néo foi afetada pelos fatores associados a semeadura. A maturagdo das sementes
de grama forquilha tetrapléide é um processo desuniforme e que 0 momento adequado para
colheita das sementes — com base no percentual de sementes vidveis — pode ser determinado a
partir de dois indicativos: o primeiro é visual, o qual esta vinculado a presenga inicial de
degrana em aproximadamente 10%, enquanto o segundo é um método direto, com base na
umidade das sementes, em que um percentual igual ou inferior a 33% deve ser preconizado.
Com o aumento do percentual de sementes viaveis ha um aumento linear do percentual de
degrana das sementes. Todavia, o percentual de umidade de sementes - importante indicador
de colheita - possui baixa variagdo ap0s este momento e permanece proximo a 33%. Portanto,
a densidade de semeadura e a época de colheita das sementes foram fatores determinantes na

produtividade de sementes de grama forquilha tetraploide.
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1. INTRODUCAO

Grama forquilha (Paspalum notatum Fliggé) é uma planta rizomatosa - com habito de
crescimento prostrado - que ocupa uma importante funcdo ao ser uma das gramineas mais
frequentes nos campos naturais localizados no cone-sul do continente americano. Este mesmo
ambiente — muitas vezes inospito pelas frequentes restricdes hidricas e elevadas temperaturas
no verdo — exige resiliéncia das espécies que o habitam; um atributo que parece ndo faltar a
grama forquilha. Esta mesma espécie possui importantes mecanismos — como de exploracao
do solo pelas raizes — que contribuem para tolerar periodos de déficit hidrico e ao alagamento
ndo prolongado (Severmutlu et al., 2011; Sigua et al., 2012; Boeri et., 2020).

Assim como em diversas espécies, 0 tema produtividade — com o intuito principal de
maior eficiéncia e sustentabilidade das pastagens - também é motivo de estudos em grama
forquilha. Neste topico, trabalhos recentes tém destacado beneficios sobre este importante
item a um fator: o nivel de ploidia. Quanto a producéo de forragem gendtipos tetraploides tém
g se destacado em relacdo aos diploides a exemplo dos cultivares Boyero UNNE na Argentina
(Urbani et al., 2016) e INIA Sepé no Uruguai (Giorello et al., 2021). No Brasil, o ec6tipo
tetraploide Bagual (2n = 4x = 40) - com origem no planalto médio do estado do Rio Grande
do Sul - apresentou producéo de forragem sete vezes superior ao tradicional cultivar dipléide
(2n = 2x = 20) Pensacola (Weiler et al., 2018).

Embora os gendtipos tetraploides de grama forquilha tenham maior potencial de producéo
de forragem do que cultivares diploides, os empecilhos vinculados a produgéo de sementes
parecem ser independentes do nivel de ploidia. Ao avaliar a producdo de sementes do cultivar

tetraploide INIA Sepé durante dois anos experimentais, Bertoncelli (2018) observou altos
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indices de degrana, embora ndo quantificado, indica a necessidade de estudos relacionados ao
momento ideal de colheita. Além da degrana, outros problemas dificultam o processo de
producéo de sementes de grama forquilha, ao exemplo da desuniformidade na emissdo de
inflorescéncias (Lopes & Franke, 2011a) e na maturacdo das sementes na propria
inflorescéncia (Burton, 1942). Identificar o momento adequado para se efetuar a colheita de
sementes de grama forquilha tetrapl6ide podera contribuir de forma expressiva ndo somente
para a obtencdo de elevados rendimentos, mas também para a obtengdo de sementes com
elevada qualidade. Segundo Leprince et al. (2017), o estagio de maturagdo na colheita é o
principal fator que influencia a longevidade das sementes e o estabelecimento das plantulas.

O processo de implantacdo também é visto como um empecilho para a grama forquilha.
Em contraste a limitacdo do método de implantacdo via transplante de mudas, a semeadura
em linha permite a abrangéncia de areas de maior extensdo, embora Busey (1989) ressalte
acumulo lento de biomassa e baixa capacidade competitiva das plantas durante o
estabelecimento. Assim como no transplante de mudas, a umidade do solo também é um
importante fator para a obtencao de sucesso na implantacdo via semeadura em linha (Newman
etal., 2011), o que também é dependente da qualidade das sementes utilizadas. Sobre este
ultimo fator, Souza et al. (2020) relataram que uma boa implantacdo de grama forquilha pode
ser obtida com a semeadura de 250 sementes por metro linear, com espacamento de linhas de
20 cm. A falta de informacdes para gendtipos tetraploides — distinguidos de gendtipos
diploides pelo seu crescimento vigoroso e boa produgéo de forragem — constitui uma lacuna
sobre sua implantacéo.

Tao relevante quanto a densidade de semeadura, o espagcamento entre linhas de semeadura
constitui um importante fator no arranjo das plantas. Embora haja recomendacdes para a
adocdo de espacamentos inferiores (18 - 20 cm), a escolha por espagos maiores entre as linhas

de semeadura poderia beneficiar o controle mecéanico de espécies invasoras caracterizadas por
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possuirem maior velocidade de crescimento inicial que grama forquilha, e até mesmo
favorecer a semeadura associada entre espécies do género Paspalum com forrageiras
leguminosas, método promissor que tém se mostrado benéfico ndo somente ao
estabelecimento, mas para a diversificacdo e resiliéncia da pastagem (Jaramillo et al., 2018;
Sanchez et al., 2019).

Apesar dos diversos estudos que destacam o valor forrageiro de genotipos tetrapldides de
grama forquilha, informacdes sobre o seu estabelecimento via semeadura em linha e também
sobre 0 momento da colheita das sementes sdo necessarias para beneficiar o importante e
fundamental sistema de producéo de sementes. Por este motivo, o presente estudo teve como
objetivo determinar os impactos da densidade de semeadura - efetuada na primavera - e do
espacamento entre linhas na producdo de sementes de grama forquilha tetrapl6ide logo no
primeiro e segundo ano apos a implantagdo, bem como acompanhar a curva de maturacéo e
determinar o momento adequado para efetuacéo da colheita de sementes de grama forquilha

tetraploide.

2. MATERIAL E METODOS

2.1  Experimento no campo
2.1.1 Local

O experimento foi conduzido em uma area experimental na unidade da Embrapa Pecuéria Sul,
em Bage, RS - Brasil (31°21'09"S, 54°01'13"W; altitude de 229 m). O clima da regido,
segundo a classificacdo de Kopen, corresponde ao mesotérmico, tipo subtropical, classe Cfa
com predominancia de periodos de restri¢do hidrica durante a estacdo quente do ano. Dados
de temperatura e precipitacdo — presentes na Figura 1 - foram obtidos ao longo do periodo

experimental (outubro de 2017 até maio de 2019) a partir de uma estacdo meteoroldgica



48

automatica (codigo A827) do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) localizada a 860
metros de distancia da area experimental.

O solo da area experimental € classificado por Streck et al. (2008) como um Luvissolo
Haplico Ortico Tipico, o qual é caracterizado por elevada saturacio por bases. Efetuada a
determinacéo quimica do solo no local, foram obtidos os seguintes valores: pH agua: 5,0; Ca:
5,1 cmolc dm*?, Mg: 2,3 cmolc dm32; Al: 0,80 cmolc dm3?; H+AI: 4,9 cmolc dm*?; CTC
efetiva: 8,6 cmolc dm*?; matéria organica: 2,49 %; argila: 20 %; P (Mehlich): 68 mg dm?®*;
K: 117 mg dm*?; CTC pH7: 12,7 cmolc dm?3,

2.1.2 Preparo da area, semeadura e fertilizacéo
A preparacdo da area experimental foi iniciada no més de agosto de 2017 com a realizagdo de

duas gradagens do solo. O processo de semeadura — efetuado no dia 27 de outubro de 2017 —
foi precedido pela aplicacdo de um herbicida de acéo total (glifosato) para eliminacdo de
plantas invasoras (elevada frequéncia de espécies dos géneros Digitaria e Cyperus) presentes
na area. As sementes do ecotipo tetraploide Bagual (2x = 4n = 40) — originario da regido do
planalto médio do estado do Rio Grande do Sul, Brasil — utilizadas neste experimento foram
colhidas em uma area experimental da Universidade do Rio Grande do Sul e caracterizadas
por um peso de mil sementes de 3,17 g e viabilidade de 65%. A semeadura ocorreu em dois
espacamentos entre linhas (20 e 40 cm) e em trés niveis de densidade (90, 160 e 230 sementes
viaveis m=2), procedimento efetuado com uma semeadora manual modelo Multi-Star — ECM
(Outils Wolf, Wissembourg — Franca). Trabalhos anteriormente conduzidos com o objetivo de
avaliar a implantacdo de espécies do género Paspalum contribuiram na escolha dos niveis dos
dois fatores avaliados no presente trabalho (Busey1989; Hare et al. 2004). Este experimento
foi delineado como blocos ao acaso com trés unidades experimentais (trés blocos) por
tratamento. Cada um destes trés blocos foi constituido de seis parcelas com 10 m? (5x2 m),

resultado da combinagdo dos niveis de cada fator avaliado (fatorial — 2x3).
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A primeira fertilizagdo das plantas foi efetuada a lango no dia 20 de dezembro de 2017
(54 dias apds a semeadura) com a aplicacdo de 111 kg ha™* de fosfato diamonico e 86 kg ha
de cloreto de potassio, conforme interpretacdo da analise quimica do solo e recomendac&o do
Manual de Adubacéo e Calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, 2004). No dia posterior a este procedimento, foi
efetuada uma fertilizagdo com 50 kg ha* de N (111 kg ha® de uréia).

A reduzida precipitacdo ap0s o periodo de semeadura (Figura 1) exigiu o0 uso da
irrigagéo para promover um adequado estabelecimento das plantas no primeiro ano. Para isto
foi instalado um sistema de gotejamento individual para cada bloco no dia 18 de dezembro de
2017 (dois dias antes da fertilizacdo com P e K) e utilizado até a ultima semana de fevereiro
de 2018. As irrigacOes foram efetuadas em intervalos de sete dias e o critério de cessamento
foi a visivel saturacdo do solo (inicio do acimulo de agua na superficie).

Devido a desuniformidade na emergéncia das plantulas, um corte de sincronizagéo foi
realizado no dia 22 de fevereiro de 2018 com o objetivo de padronizar a emissao de
inflorescéncias e estimular a ocupacao dos espacos entre linhas pelas plantas, as quais
apresentavam uma altura média de 25 cm (pré-desfolha) e foram reduzidas para sete cm (pds-
desfolha). Uma nova fertilizagido com N - 50 kg ha* na forma de uréia — foi realizada no dia
posterior a este procedimento.

2.2 Avaliacdes efetuadas no campo

2.2.1 Densidade e espagcamento na semeadura

As duas linhas centrais de cada parcela tiveram o comprimento de 1 m - localizado no centro
das duas linhas ao longo de seus 5 metros — demarcado para contabiliza¢éo do surgimento de
inflorescéncias em intervalos de trés dias. Este mesmo procedimento foi iniciado juntamente

com a selecdo de inflorescéncias para a curva de maturacdo das sementes no dia 9 de marco
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de 2018, todavia foi finalizado com a colheita de suas sementes ao final da oitava
contabilizacdo (24 dias).

No segundo ano de avaliagcdo, um primeiro procedimento de desfolha foi realizado no
dia cinco de outubro de 2018 para remocéo da predominante presenca de material morto
resultante das baixas temperaturas da estagéo fria. Uma fertilizagdo com P e K — aplicada no
dia seguinte da desfolha - foi efetuada na mesma quantidade que a utilizada no primeiro ano
de avaliagdo. Também foram aplicados 100 kg ha* de N — na forma de uréia — fracionados em
duas aplicacdes de 50 kg ha nos dias seis e 27 de outubro.

Uma nova desfolha — agora para remog&o do excessivo crescimento vegetativo — foi
realizada no dia 8 de janeiro de 2019. Devido a predominante ocupacao dos espacos entre as
linhas de semeadura (auséncia de definicdo das linhas), um quadro de 1 x 0.5 m foi utilizado
para as avaliagdes no segundo ano, o qual foi posicionado no centro de cada parcela em
sentido transversal. A colheita de forragem dentro deste quadro foi realizada com auxilio de
uma tesoura elétrica de uso manual modelo DK18082x1 (Makita, Nagoia - Japdo). Nesta
primeira desfolha, as plantas apresentavam uma altura de aproximadamente 30 cm e foram
reduzidas até sete cm apds este procedimento. Além da colheita de forragem, foi efetuada a
contabilizacdo do namero de perfilhos dentro de cada quadro e os valores foram expressos em
perfilhos totais m2. Uma nova fertilizacdo com N (50 kg hal) foi realizada no dia posterior a
desfolha. As amostras de forragem colhidas em cada parcela foram colocadas em sacos de
papel e mantidas em estufa de ar forgado (temperatura de 60°C) por um periodo de 72 horas.
Apbs a secagem, as amostras foram pesadas e os valores foram convertidos para kg de massa
seca de forragem ha™.

Uma nova colheita de forragem — acompanhada da colheita das sementes — foi
efetuada no dia 25 de fevereiro de 2019. Amostras de forragem e a contabilizagdo do nimero

de perfilhos totais - foram efetuados da mesma maneira relatada para a primeira desfolha
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(com &rea de 0,5m x 1m). Previamente a este procedimento, foi efetuada a colheita manual e a
contabilizacdo do nimero de inflorescéncias. Uma nova fertilizagdo com N (50 kg ha?) foi
efetuada apos este procedimento. No dia 12 de abril de 2019 foi realizada uma Gltima
desfolha — mas sem colheita de sementes - no segundo ano experimental. Procedimentos de
avaliacdo (colheita de forragem e contabilizacdo de perfilhos) foram realizados da mesma
forma citada para as desfolhas anteriores. Este ultimo procedimento foi efetuado com a altura

média das plantas de aproximadamente 20 cm.

2.2.2 Curva de maturacgéo das sementes

O monitoramento das caracteristicas reprodutivas foi iniciado no dia 9 de marc¢o de 2018 (ano
1), mais precisamente 15 dias ap6s a desfolha de uniformizacdo. Naquele momento, cada um
dos trés blocos teve um numero de 45 inflorescéncias - situadas nas linhas laterais de cada
parcela - em estagio de desenvolvimento semelhante (predominancia de flores com anteras
expostas), as quais foram identificadas com fios elétricos coloridos. A escolha por
inflorescéncias situadas na lateral das parcelas teve como objetivo de evitar possiveis efeitos
dos fatores vinculados ao arranjo de plantas. A determinagdo da curva de maturacéo das
sementes foi iniciada trés dias ap6s o processo de identificacdo das 45 inflorescéncias. Para
isso foram colhidas cinco inflorescéncias — escolhidas aleatoriamente — em cada um dos trés
blocos. Este mesmo procedimento foi realizado em intervalos de trés dias e foi finalizado na
colheita nimero nove (27 dias apos a escolha das inflorescéncias), momento em que o nivel
médio de degrana foi de 49 %.

2.3 Qualidade das sementes

Metodologias, para determinar a qualidade das sementes colhidas nos dois anos de avaliacéo,
foram efetuadas conforme as Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009). As cinco
inflorescéncias coletadas em cada bloco ao longo da curva de maturacéo (a cada trés dias)

tiveram o percentual de degrana determinado com a contabilizagdo de sementes ausentes ao
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longo dos racemos. A contabilizagdo das sementes remanescentes em cada inflorescéncia -
apos remogdo manual - permitiu obter o percentual de degrana com o auxilio da seguinte
férmula: (sementes desprendidas / [sementes desprendidas + sementes remanescentes]) x 100.
A média entre as cinco inflorescéncias constituiu o percentual de degrana em cada unidade
experimental (bloco).

Ap0s o desprendimento manual e contabilizagdo, trés sub-repeti¢bes contendo 50
sementes de cada bloco foram utilizadas para determinar seu teor de agua. Este procedimento
consistiu em alocar as sementes em pequenas capsulas de ceramica (cadinhos), as quais foram
mantidas em uma estufa a 105°C por 24 horas. Para o calculo do percentual de umidade a
seguinte formula foi utilizada: 100*(peso do recipiente com a semente imida — peso do
recipiente com a semente seca) / (peso do recipiente com a semente seca — peso do
recipiente). A reducéo do percentual de umidade (secagem) das sementes remanescentes
ocorreu com sua alocacdo em bandejas que foram mantidas em ambiente de laboratério (20°C
e umidade relativa de 50%) por um periodo de 25 dias.

Apbs o periodo de secagem, as sementes de cada unidade experimental foram
novamente contabilizadas e também pesadas. O conhecimento destes valores permitiu a
obtencdo do peso de mil sementes (g), calculado com o uso da seguinte formula: (1000 x peso
da mostra de sementes) / nUmero de sementes na amostra. Os percentuais de sementes viaveis,
inviaveis (mortas) e vazias foram determinados com o uso do teste de tetrazolio. Estas
mesmas categorias podem ser observadas na Figura 3. Para este procedimento, duas sub-
repetices de 50 sementes de cada bloco foram acondicionadas em &gua por 24 horas e depois
divididas no sentido longitudinal com o uso de uma lamina. Uma das metades de cada
semente foi colocada em um frasco de vidro contendo uma solucdo de tetrazolio (0.05%), os
quais foram mantidos em um ambiente com auséncia de luz e com temperatura de 41°C. Apés

este periodo, os percentuais de viabilidade foram determinados com a verificacdo da
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coloracéo do embrido (vermelho carmim) em cada uma das sementes. O resultado de cada
categoria - viaveis inviaveis e vazias — para cada um dos trés blocos foi obtido com a média
entre as duas sub-repeticoes.

O protocolo estabelecido por West (1992) — com adaptacdes - foi utilizado para o teste
de germinacédo. Quatro sub-repeti¢cdes de 50 sementes obtidas em cada bloco em cada uma das
nove datas de colheita foram primeiramente escarificadas com o uso de uma lixa namero 40.
Estas mesmas sementes foram submetidas a um envelhecimento precoce (41°C e 100% da
umidade relativa do ar) por 96 horas. Ap0s estes procedimentos para superacdo da dorméncia,
as sementes foram alocadas em caixas de acrilico modelo Gerbox contendo um papel
especifico para germinagdo umedecido com uma solugdo de nitrato de potassio (0.2%) em 2.5
vezes seu peso. Estas caixas contendo as sementes foram alocadas em um germinador com
condigdes de luminosidade (8 horas) e temperatura alternada (35 — 20°C). A contabilizagdo de
sementes germinadas — obtida com o critério de plantulas normais - ocorreu aos 28 dias apds a
instalacdo do respectivo teste. O valor de cada bloco em cada data de colheita foi obtido com
a média das quatro sub-repeticdes e expresso em percentual.

Amostras contendo 200 mg de sementes colhidas em cada bloco ao longo das nove
datas de colheita tiveram seu contetudo de amido determinado conforme protocolo
estabelecido por McCready (1950). Estas mesmas amostras foram maceradas em solucao
MCW (metanol, cloroférmio e 4gua) na proporcdo 12:5:3. Depois de centrifugado a 2000
rpm, o sobrenadante foi coletado e o precipitado foi desidratado em estufa a 30°C por 48
horas. Este precitado foi novamente suspenso em &cido perclorico 30% e agitado em um
agitador orbital e novamente centrifugado. O sobrenadante (50 uL) foi adicionado em um
tubo de ensaio contendo uma solugéo de antrona e incubadas em banho (90°C) por 20

minutos. Apds a obtencao da temperatura ambiente, leituras foram realizadas em
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espectrofotdmetro (620 nm). O contelido de amido (mg g™) foi obtido a partir da comparagio
com valores verificados em uma curva com albumina.

Os protocolos utilizados na curva de maturagao para secagem das sementes, Seu peso,
umidade viabilidade e também germinacdo foram utilizados para as sementes colhidas para
determinar os impactos da densidade de semeadura e do espacamento entre linhas. No
entanto, as sementes colhidas em cada bloco foram submetidas a um procedimento de
sopragem para remocdo de sementes vazias com auxilio de um soprador modelo South
Dakota (Deleo, Porto Alegre-Brasil). Diferente das avaliacbes conduzidas para determinar a
curva de maturacao das sementes, todas as variaveis avaliadas — inclusive a producéo de
sementes e 0 nimero médio de sementes por inflorescéncia — foram determinadas com as
sementes remanescentes apos a sopragem. Para varidveis em que a contabilizacdo total das
sementes foi necessaria, um contador eletrénico ESC 2011 Comp (Sanick, Chapeco, Brasil)
foi utilizado.

2.4 Andlise estatistica

Obtidos a partir de um delineamento em blocos casualizados (trés blocos), os dados coletados
a partir da combinacéo dos trés niveis de densidade e dos dois niveis de espacamento (fatorial
2x3) - quando significativos na ANOVA - foram submetidos ao teste de Tukey (P>0.05) para
comparacdo de médias. Uma andlise de regressao foi efetuada individualmente para cada
tratamento para representar a tendéncia na emissdo das inflorescéncias. Os dados referentes a
curva de maturacao de sementes foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e,
havendo significancia pelo teste F (P>0.05), analises de regressdo e de comparacdo de médias
(Tukey P>0.05) foram utilizadas. Uma analise multivariada de componentes principais (PCA)
foi utilizada para detectar possiveis agrupamentos entre variaveis dependentes analisadas e
para definir a variavel mais importante para distinguir os dias de colheita. As analises foram

efetuadas com auxilio do software Sisvar (Ferreira, 2019).
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3. RESULTADOS

3.1 Impactos da densidade de semeadura sobre a producéo e qualidade das sementes

As caracteristicas reprodutivas das plantas no primeiro ano de implantacdo foram
influenciadas pelos fatores densidade de semeadura e pelo espacamento entre linhas. O ajuste
de modelos lineares e individuais para cada tratamento ao longo do monitoramento da
emissdo de inflorescéncias — iniciado 15 dias ap0s a desfolha de uniformizacao — permite
constatar a partir da equacéo gerada que no espacamento de 20 cm entre linhas, para a
densidade de semeadura 230 sementes viaveis m2! houve a emisséo diaria de 6
inflorescéncias m2, enquanto que com o tratamento 90 sementes viaveis m2 houve um
acréscimo diario de 2.0 inflorescéncias m2*. No espagcamento 40 cm foram observados
acréscimos diarios de 2,11, 2,3 e 4,2 inflorescéncias m2* quando avaliadas as densidades de
90, 160 e 230 sementes vidveis mz2, respectivamente (Figura 2).

N&o houve interacdo entre os fatores densidade e espacamento para o nimero final de
inflorescéncias no Gltimo dia de monitoramento (dia 24), momento em que a colheita das
sementes foi realizada (Tabela 1). A semeadura de 230 sementes viaveis m2* proporcionou o
maior nimero de inflorescéncias m2? (152 inflorescéncias), do que o obtido com apenas 90
sementes vidveis m2? (58 inflorescéncias), sendo semelhante a densidade de 160 sementes m°
2, Houve efeito simples de espagamento no nimero de inflorescéncias m2 cujo espacamento
de 20 cm proporcionou um numero de inflorescéncias 32% superior ao 40cm (Tabela 1).

Os tratamentos estudados ndo influenciaram no nimero de sementes por
inflorescéncias (59,5) e no peso de mil sementes (3.57 g), ja o rendimento de sementes foi
afetado apenas pelo fator densidade de semeadura (Tabela 1), cuja densidade de 230 sementes
m~promoveu maior rendimento de sementes (315 kg ha), do que o obtido com a semeadura
de 90 sementes m2 (116 kg ha't).

Apesar dos expressivos efeitos sobre as variaveis vinculadas ao rendimento, a
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qualidade das sementes produzidas ndo foi afetada pelos tratamentos. Valores médios de 85 e
47 % foram verificados para as varidveis viabilidade e germinag&o de sementes,
respectivamente (Tabela 1).

Rendimento de forragem

As primeiras avaliagdes conduzidas no segundo ano experimental permitem constatar
a presenca de efeitos gerados pelos tratamentos aplicados no ano de estabelecimento (Tabela
2). Resultados obtidos na primeira desfolha mostram que a produgéo de forragem foi
beneficiada pelas maiores densidades de semeadura. Plantas provenientes da densidade 230
sementes m2* proporcionaram a producio de 3.250 kg ha* de massa seca de forragem,
estatisticamente semelhante ao obtido na densidade de 160 sementes m2* (2.287 kg ha't),
todavia superior ao obtido na menor densidade (1.922 kg ha). O niimero de perfilhos totais
também foi influenciado por este mesmo fator. Para esta variavel, valores de 765.9, 591.3 e
455.9 perfilhos m2! foram obtidos com as densidades de 230, 160 e 90 sementes m2,
respectivamente (Tabela 2).

Diferente ao verificado na primeira desfolha, a segunda desfolha néo foi influenciada
pelos tratamentos. Os valores médios foram de 2.493 kg ha™* de massa de forragem e de 541
perfilhos m21, Assim como para a colheita de forragem néo foram observados efeitos de
tratamento na producdo de sementes. Um naimero médio de 41 inflorescéncias mz foi
verificado no segundo ano, seguida de valores médios de 75 sementes por inflorescéncia, peso
de mil sementes de 3.41 g e uma producdo de 106 kg de sementes ha*. A qualidade da
semente também nao foi influenciada pelos tratamentos. Valores médios de 82 e 22 % foram
obtidos para as variaveis de viabilidade e germinacdo das sementes, respectivamente (Tabela
3).

O ultimo procedimento de desfolha realizado tardiamente (inicio do outono) no

segundo ano de avaliagGes mostra que a producéo de forragem foi significativamente
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influenciada pelo fator espacamento (Tabela 2). Embora a presenca de um nimero
estatisticamente similar de perfilhos totais (438.6), parcelas com espagamento de 40 cm
apresentaram uma producdo de forragem 22% superior ao produzido com o tratamento 20 cm.

3.2 Qualidade das sementes ao longo da curva de maturacao
O primeiro dia de colheita na determinacéo da curva de maturacdo (dia 0) proporcionou

sementes com um elevado percentual de umidade 47% (Figura 4) e foi caracterizado pelo
surgimento das primeiras sementes viaveis (3%) (Figurab). Esta mesma colheita proporcionou
um baixo peso de mil sementes (2.24 g), a0 mesmo tempo em que predominou o percentual
de sementes inviaveis (Figura 5). Enquanto o segundo dia de colheita (dia 3) tenha mantido
percentuais semelhantes aos do dia 0, elevados percentuais de viabilidade foram verificados a
partir do sexto dia de colheita (46%), a0 mesmo tempo em que uma expressiva reducao de
13% foi observada no percentual de umidade das sementes. O ajuste quadratico verificado
para viabilidade das sementes permite constatar que o valor de 60% foi o ponto de méxima
para esta variavel, obtido no 16° dia apds o inicio da colheita. Ajuste quadratico também
ocorreu para a umidade das sementes, em que um menor valor para esta variavel (30.8%) foi
verificado no 19° dia ap0s a primeira colheita. Esta Gltima varidvel — umidade das sementes —
apresentou baixa variacdo a partir da colheita efetuada no dia 6 (33% de umidade), valor que
perdurou com baixa oscilacdo até ultimo dia de colheita. A obtencdo de um ajuste quadréatico
para a variavel peso de mil sementes mostra que o ponto de maior acimulo de massa (3.27 g)
foi obtido com a colheita realizada no dia 14 (Figura 5).

Enquanto percentuais estatisticamente semelhantes de viabilidade foram verificados
entre os dias 6 e 21 pelo teste de comparacdo de médias (Figura 6), é possivel verificar no
percentual de germinacdo das sementes que valores expressivos ocorreram a partir da colheita
efetuada no dia 9, a0 mesmo tempo em que valores superiores foram encontrados entre as

colheitas dos dias 18 e 21 (Figura 5). O ajuste quadratico para esta mesma variavel — presente
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na Figura 4 - permite constatar que o valor maximo de germinacéo (38%) ocorreu no 19° dia
apos a primeira colheita. Incremento linear no contetido de amido das sementes ocorreu ao
longo dos intervalos de colheita (0.064 mg a partir da primeira colheita), embora o percentual
de degrana tenha sido superior ao de sementes viaveis na Gltima colheita (Figura 4). Com um
ajuste linear a partir da colheita do dia 9 (com 5.7%), a taxa de degrana teve um acréscimo
diério de 2.1% a partir deste citado momento. Embora o percentual de degrana possa ser
utilizado como um indicativo para colheita das sementes (como verificado na colheita do dia
9), a colheita efetuada no dia 15 mostra que o percentual de sementes viaveis deixa de compor
0 maior percentual entre os componentes de produgédo (como verificado em colheitas
anteriores) e divide esta colocacao (estatisticamente semelhante) com o percentual de
sementes perdidas por degrana (Figura 6).

A analise de componentes principais possibilitou estratificar as datas de colheita em
grupos distintos (Figura 7). Nesta analise, os dois primeiros componentes apresentaram 76.85
% da variacao total. O primeiro componente acumulou 61.55 % da variacdo e as variaveis
percentuais de umidade e de sementes inviaveis estiveram fortemente carregadas (0.43 e 0.42,
respectivamente) neste componente e associadas com as duas colheitas iniciais. Enquanto
datas intermediarias de colheita (dias 9, 12 e 15) estiveram predominantemente associadas
com as variaveis peso de mil sementes (PMS) e sementes viaveis (0.34 e 0.43,
respectivamente), datas tardias (21 e 24) foram associadas ao conteido de amido (0.57) e ao
percentual de degrana (0.34), ambas variaveis fortemente incidindo no segundo componente

principal que acumulou 15.30 % da variacao.

DISCUSSAO

4.1 Impactos do arranjo de plantas na producéo de sementes ao longo de dois anos
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As dificuldades que envolvem a producgéo de sementes de grama forquilha abrangem ndo
somente atributos reprodutivos durante a colheita. Empecilhos a este processo sdo atribuidos a
partir da semeadura e no seu estabelecimento inicial. Estudos recentes - inclusive com
genotipos tetraploides - tém evitado este tipo de problema ao utilizar o transplante de mudas
para a rea definitiva, método que assegura um adequado estabelecimento e permite
avaliacdes j& no primeiro ano de implantacdo. Todavia, a implantacdo de &reas com maior
extensdo é um obstaculo para este método de estabelecimento e, faz com que o processo de
semeadura seja a opcao viavel para esta situagdo, embora Busey (1989) ressalte acimulo lento
de biomassa e baixa capacidade competitiva das plantas durante o estabelecimento.

A implantacdo via semeadura linear é tradicionalmente conhecida por proporcionar
baixo revolvimento do solo (apenas na linha de semeadura) e possibilitar condi¢des ideais
(umidade e também profundidade) para a germinagéo e adequado estabelecimento de grama
forquilha. Sobre este método, Souza et al. (2020) salientam que espacamentos inferiores
facilitam o controle de plantas invasoras e, que 200 a 250 sementes viaveis por metro linear
sdo recomendadas. No presente trabalho, a opcdo pela maior densidade de semeadura (230
sementes viaveis m2t) proporcionou quase trés vezes mais inflorescéncias m2 ao observado
na menor densidade (90 sementes m2) e proporcionou uma produtividade de 315 kg de
sementes ha. Estes resultados s&o positivos quando comparados com outros trabalhos
envolvendo a producédo de sementes de genotipos tetraploides de grama forquilha, ao exemplo
dos 129 kg de sementes viaveis ha!, também com o gendtipo Bagual, reportados por Souza
(2019). Embora os resultados obtidos neste experimento sejam positivos para o primeiro ano,
Bertoncelli (2018) estudando niveis de adubag&o nitrogenada e diferentes momentos de
desfolha relatou que os melhores tratamentos — aplicados ao genétipo tetrapldide INIA Sepé
geraram producdes de sementes proximas de 1000 kg ha, o que ressalta o elevado potencial

de producédo de sementes de genotipos tetrapldides de grama forquilha.
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A producéo de sementes no primeiro ano nao foi influenciada pelo espacamento
utilizado no momento da semeadura, no entanto, alguns beneficios da escolha por um maior
espacamento devem ser ressaltados: Maior estabilidade (menor variagdo) entre unidades
experimentais para as varidveis namero de inflorescéncias e producdo de sementes. Além
disso, sua adocéo facilita a utilizacdo de métodos mecanizados de controle de invasoras (Weis
et al., 2008). O espacamento de 40 cm entre linhas associado a densidade de semeadura de
230 sementes m? pode fornecer vantagens no estabelecimento de grama forquilha consorciada
com especies de leguminosas forrageiras, uma interessante ferramenta de diversificagdo
constatada por Hare e al. (2004) com Paspalum atractum. Glison et al. (2020) sugerem que a
semeadura de espécies de Paspalum no inicio do outono combinada com espécies de estacéo
fria pode ser possivel para estabelecer pastagens mistas em regides temperadas quentes.
Inclusive, estudos recentes relatam que implantacéo associada gera beneficios para a
pastagem (Tracy et al. 2018; Sanchez et al. 2019; Santos et al. 2020).

A utilizacdo de técnicas de manejo recomendadas para um adequado estabelecimento
de grama forquilha tetrapléide provavelmente foi o principal motivo para uma positiva
producdo de sementes no primeiro ano de implantacdo. A semeadura, considerada um
momento critico ao estabelecimento, foi realizada no inicio da primavera, coincidindo com
precipitacOes favoraveis para a germinacao das sementes e para a emergéncia das plantulas.
Gates & Dewald (1998) ressaltaram que esta mesma condi¢do - umidade do solo — possui uma
importante contribuicdo no estabelecimento de grama forquilha, embora diferencas no
estabelecimento possam ser observadas entre genotipos (Anderson et al. 2009). O uso da
irrigacdo — a qual permitiu evitar a exposicao a baixa disponibilidade de agua no verao -
juntamente com uma adequada fertilizagdo sdo praticas de manejo relatadas por Newman et

al. (2011) como fundamentais para o sucesso do primeiro ano de estabelecimento.
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A desfolha de uniformizagdo — efetuada no primeiro ano ap6s 118 dias da semeadura —
juntamente com a fertilizacdo nitrogenada sdo consideradas praticas de manejo que
beneficiam a produtividade de sementes de grama forquilha. Sobre este tema, Adjei et al.
(1992) constataram que a remocao de residuos por queima ou corte antes do primeiro estagio
visivel do racemo na planta, seguida pela aplicacdo de 50 kg N ha, produziu altos
rendimentos de sementes de grama forquilha e com elevada qualidade. Rios et al. (2020)
também constataram a partir de um experimento conduzido na Flérida-EUA, que o uso do
desfolhamento no final da primavera seguido por uma aplicagdo de 60 kg N ha'
proporcionam maiores rendimentos de sementes de grama forquilha.

Os impactos negativos da baixa densidade de semeadura (90 sementes vidveis m?)
também ocorreram na primeira desfolha, realizada x meses apés a implantacdo. Todavia, as
colheitas de forragem posteriores, bem como a colheita de sementes no inicio do outono do
segundo ano, mostram que 0 povoamento das plantas em parcelas com menor densidade
proporcionou um nivelamento entre os niveis de densidade de semeadura. Estes resultados
corroboram com o relatado por Gates & Mullahey (1997), os quais constataram que o
aumento da taxa de semeadura de grama forquilha forneceu o Unico preditor confiavel de
aumento da taxa de estabelecimento, mas a vantagem foi de curta duracdo porque
povoamentos adequados foram obtidos dentro de dois anos para todas as taxas de semeadura.
Quando somada a producdo das trés desfolhas, a producéo total de matéria seca de forragem
foi de 5.847 kg. Ao conduzir um estudo por dois anos experimentais, Souza (2019) verificou
uma producdo média de forragem no verdo proximo de 6.000 kg ha™, enquanto que para
producio anual foram verificados valores proximos de 10.000 kg ha* evidenciando elevada
capacidade de producdo de forragem deste genotipo.

A producédo de sementes no segundo ano apés a implantacdo néo foi afetada pelos

tratamentos de densidade e espacamento de semeadura, corroborando com os valores
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verificados na segunda colheita de forragem. Estes resultados ressaltam a eficiéncia na
ocupacdo dos espacos e do povoamento por grama forquilha, potencial ressaltado por Gates &
Mullahey (1997). Embora a producédo de sementes no segundo ano tenha sido caracterizada
pela estabilizacdo entre os tratamentos, € possivel constatar que a produtividade média obtida
é inferior ao potencial de producéo verificado em gendtipos tetraploides observados por
Bertoncelli, 2018 e por Souza, 2019) e, inclusive, inferiores aos melhores resultados no
primeiro ano de producao.

A baixa quantidade de inflorescéncias no segundo ano, uma variavel diretamente
relacionada com a producdo de sementes de grama forquilha (Lopes & Franke, 20011b),
provavelmente possa estar vinculada a baixa precipitacdo ap6s a segunda colheita de forragem
no més de fevereiro, uma vez que estudos com esta mesma espécie relatam que a
produtividade € significativamente afetada em anos de baixa precipitacdo. Ao avaliar por dois
anos 0s impactos ocasionados pela data de desfolha e por niveis de adubacdo nitrogenada em
grama forquilha, Adjei et al. (2000) constataram que a distribuicdo de chuva no primeiro ano
(1989) resultou numa densidade de perfilhos e racemos mais alta, uma melhor resposta ao N e
uma maior producao de sementes para os tratamentos de remocéo de residuos no final de abril
e final de maio, enquanto que o segundo ano (1990) - caracterizado pela ocorréncia de
menores pancadas de chuva dispersas durante a fase de producéo de perfilhos - proporcionou
uma densidade de racemos e rendimento de sementes mais baixos.

Embora as condigbes presentes no segundo ano tenham afetado negativamente a
produtividade, a viabilidade foi superior a 80 %. Os dois anos de estudo mostram que a
qualidade ndo foi influenciada pelos tratamentos envolvidos na semeadura (densidade e
espacamento). O peso de mil sementes de 3.57 no primeiro ano e de 3.41 g no segundo ano,
podem ser associados como um indicador de qualidade das sementes colhidas, uma vez que o

valor de 3,1 g é considerado um valor minimo de qualidade na producdo de sementes de grama
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forquilha tetrapl6ide (Bertocelli, 2018). Diferente da varidvel produtividade, a qualidade das
sementes colhidas parece ser menos influenciada. Rios et al. (2020), por exemplo, constataram
que embora a fertilizacdo com N tenha melhorado o rendimento, as caracteristicas de qualidade
das sementes ndo foram afetadas.

Apesar da elevada viabilidade nos dois anos de avaliagdo, a presenca de dorméncia —
embora a utilizacdo de um protocolo de sua superagcdo — promoveu percentuais de germinacgao
bastante inferiores aos de viabilidade. Espécies que habitam campos naturais — ao exemplo da
grama forquilha — tém a partir da dorméncia de suas sementes um importante mecanismo de
manutencdo de sua espécie. No nivel populacional, a dorméncia das sementes permite a
formagéo de um banco de sementes no solo, do qual as plantas podem emergir em diferentes
épocas do ano ou em resposta a distdrbios do ecossistema (Penfield, 2017). O protocolo
utilizado neste estudo foi definido por West (1992) como uma interessante alternativa para
superar a dorméncia de grama forquilha cultivar Pensacola. De acordo com o0 mesmo autor,
sementes envelhecidas por 96 horas a 41°C tiveram maior germinacao (de 50 % no controle
para 95% com o uso da técnica) e mantiveram sua qualidade mesmo ap6s um ano de
armazenamento. Os percentuais de germinacdo obtidos neste trabalho com o genoétipo
tetraploide ainda foram relativamente baixos (22 e 47% nos anos 1 e 2, respectivamente) em
comparacdo com o0s valores obtidos por West (1992) com o gendtipo diploide. Possiveis
modificacdes — como o0 aumento do periodo de exposicao a elevada temperatura — poderiam ser
testadas para promover a superaragdo da dorméncia do elevado nimero de sementes viaveis de
grama forquilha tetrapldide.

4.2 Maturacao das sementes

Estudos envolvendo a maturidade das sementes de grama forquilha — até 0 momento com
gendtipos diploides - mostram que perdas ocasionadas por degrana ocorrem em um curto

intervalo apos a antese. Em um estudo detalhado sobre este mesmo tema, Burson et al. (1974)
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constataram que o0 momento da abscisdo da semente ocorre devido a separacdo do pedicelo
em um ponto logo abaixo das glumas. Esta “camada de abscisdao” - composta por uma faixa
de células de paredes espessas e com cinco a sete células de largura - tende a colapsar aos dez
dias ap06s a antese, 0 que mantém as espiguetas presas ao pedicelo apenas pelas células
epidérmicas. De acordo com 0s mesmos autores, a abscisdo da semente ocorre em
aproximadamente 13 dias. Esta taxa de abscisdo (degrana) foi um importante componente na
curva de maturacao avaliada ao longo de 27 dias ap6s o surgimento das primeiras sementes
viaveis. Foi observado que o avango da viabiliadade ocorre de forma desuniforme, mas é
rapidamente acompanhada pela degrana. Seu inicio coincidiu com a primeira colheita apds a
obtencéo de elevados percentuais de sementes viaveis (52%), momento em que a umidade das
sementes manteve a estabilidade j& observada na colheita anterior (33%) e que perdurou em
valores proximos até o ultimo dia de colheita.

Apesar do inicio da degrana (10% das sementes totais), o percentual de sementes
viaveis de grama forquilha tetrapl6ide verificado ap6s nove dias do surgimento das primeiras
sementes vidveis esteve entre 0s valores mais elevados entre todas as datas de colheita. Este
mesmo momento — inicio da degrana — é muitas vezes utilizado como um indicativo visual
para inicio da colheita. Em revisao sobre o tema, Souza et al. (2020) relatam que o momento
ideal para colher sementes de grama forquilha é aquele no qual se verifica facil
desprendimento de sementes das inflorescéncias - em cerca de 10% - ao serem esfregadas
entre os dedos da mao. Em soma ao inicio da degrana, Souza et al. (2019) atribuiram como
momento da colheita de sementes de grama forquilha o avanco da coloragéo palha em
aproximadamente 50% das sementes. Todavia, os resultados obtidos no presente trabalho
indicam que este monitoramento deve ser realizado frequentemente, uma vez que a degrana
ocorre de forma linear e pode representar 50% das sementes totais em um breve intervalo (15

dias) ap6s 0 momento adequado de colheita.
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Da mesma forma que o atraso da colheita proporciona perdas expressivas por degrana,
a antecipacao da colheita pode ocasionar prejuizo ndo somente ao fator rendimento de
sementes (pelo elevado percentual de sementes vazias que serdo removidas no
beneficiamento), mas também ocasionar reducdo da qualidade do lote de sementes, o que
segundo Souza et al. (2020) ndo é incomum em lotes desta espécie produzidos no Brasil.
Embora néo estejam vazias, muitas sementes podem néo conter viabilidade devido sua
colheita ser realizada em um momento critico de sua formacéo. Segundo Leprince et al.
(2016), o estagio de maturacao na colheita é o principal fator que influencia a longevidade e o
estabelecimento das plantulas.

Enquanto o inicio da degrana (aproximadamente 10%) pode ser utilizado como um
indicativo pratico para o inicio da colheita, 0 monitoramento da umidade se torna mais preciso,
uma vez que o percentual de debulha é variavel entre diferentes gen6tipos desta espécie. No
presente trabalho, valores de umidade superiores a 40% (verificado nas colheitas dos dias O e
3) estiveram fortemente associados ao numero de sementes inviaveis. Com o aumento
expressivo no percentual de viabilidade (a partir do dia 6), houve estabilizacdo da umidade das
sementes em aproximadamente 33%, o qual perdurou até a ultima colheita e pode ser utilizado
como critério para inicio deste processo. A colheita de sementes de grama forquilha sugere
considerar um equilibrio entre dois extremos: perdas por baixa viabilidade quando efetuada
precocemente; e perdas por degrana, quando efetuadas tardiamente. Na necessidade de uma
tomada estratégica de decisao, é necessario constatar que colheitas efetuadas de forma precoce
podem fornecer problemas ndao somente de rendimento (elevado percentual de sementes
vazias), mas também de um elevado percentual de sementes que ndo terdo sua formagéo
finalizada e apresentardo baixa qualidade. O acimulo de amido, ressaltado por Aguirre et al.

(2018) como um importante componente de reserva na formacao de sementes de gramineas, é
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um importante indicativo da qualidade que apresentou aumento linear ao longo da curva de

maturacao das sementes.

4. CONCLUSAO

A implantacgdo via semeadura de 230 sementes vidveis associado com o uso de tecnologias
(irrigacdo, controle de daninhas e fertilizagdo) possibilita elevado rendimento de sementes no
primeiro ano de implantagéo e maior producao de forragem na primeira desfolha. No entanto,
tanto a producéo de forragem como a producéo de sementes tendem a ser compensada pelo
povoamento de plantas no segundo ano. A qualidade das sementes ndo é afetada pelos niveis
de arranjo de plantas aqui avaliados. A colheita de sementes de grama forquilha tetraploide
ecotipo Bagual pode ser iniciada quando a umidade das sementes estiver em 33%, ou quando
constatado aproximadamente 10% de degrana, podendo ser considerado um indicativo visual

para colheita das sementes.
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FIGURA 1 Temperatura e precipitacdo no periodo experimental, bem como a média dessas

variaveis climatologicas nos ultimos trinta anos no municipio de Bagé, RS-Brasil
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FIGURA 2 Emiss0es de inflorescéncias (m2) a partir da combinacgéo dos niveis de densidade

de semeadura 90, 160 e 230 sementes viaveis com 0s espacamentos 20 (A) e 40 cm (B).

Valores foram contabilizados em intervalos de trés dias ao longo de 24 dias. *** e *

representam a presenca de significancia da fonte de variacao tratamento aos niveis 0.05 e

0.001, respectivamente, a partir da analise de variancia (ANOVA). Cada data de colheita est4

representada pela média obtida em trés unidades experimentais (n = 3).



TABELA 1 Numero total de inflorescéncias (m2), numero de sementes por inflorescéncia,

peso de mil sementes (PMS — g), producio (kg ha?) viabilidade (%) e germinagéo (%) de
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sementes de grama forquilha no primeiro ano de implantacéo (2018) efetuada a partir de trés

densidades de semeadura (90, 160 e 230 sementes vidveis m2?!) e dois espacamentos entre

linhas (20 e 40 cm).
20 cm 40 cm Média 20 cm 40 cm Média
Sementes m?
Inflorescéncias m?2 Sementes por inflorescéncia

90 56.6 £ 47.2 60.0 £31.2 58.3 B* 453 +25.2 58.1+6.2 51.7 ns
160 131.6 £454 83.3+10.1 107.5 AB 63.5+14.8 72.2+16.5 67.8
230 191.6 +43.1 112575 152.0 A 58.7+£6.2 59.2+11.4 59.0

Média 126.6 a* 85.2b 105.9 55.8 ns 63.2 59.5
cv 36.02 % 26.45 %
PMS (g) Rrendimento de sementes (kg ha?)

90 3.62+0.08 3.65+0.08 3.64 ns 1189+148.6 116.1+30.5 1175B
160 3.53+0.14 3.56 + 0.05 3.55 301.3+1519 215.6+45.6 258.5 AB
230 3.46 £0.13 3.56 +0.15 3.51 391.6+1141  239.0+58.2 315.3 A*

Média 3.54 ns 3.59 3.57 270.6 ns 190.2 230.4
Ccv 2.78 % 49.2 %
Viabilidade (%) Germinacdo (%)

90 86.0+1.0 86.0+2.0 86.0 520+7.0 48.0+£3.0 50.0
160 87.0+4.0 85.0+3.0 86.0 44020 45070 44.0
230 85.0+3.0 84.0+2.0 84.0 51.0+7.0 440+7.0 47.0

Média 86.0 85.0 85.0 49.0 46.0 47.0
CcVv 244 % 13.39 %

* Letras maiusculas diferentes indicam diferencas entre as densidades de semeadura e letras

minusculas entre 0s espacamentos entre linhas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. ns representa auséncia de significancia, enquanto + o desvio padrdo amostral

(n=23).
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TABELA 2 Peso seco da forragem colhida (kg ha) e perfilhos totais (m?) verificados em trés

avaliacdes realizadas no segundo ano apés a implantacdo de grama forquilha tetrapldide
(2019) sob a combinacéo de trés densidades de semeadura (90, 160 e 230 sementes viaveis

m271) e dois espagamentos entre linhas (20 e 40 cm).

Sementes
20 cm 40 cm Média 20 cm 40 cm Média
m2
Peso seco de forragem colhida (kg hat) Numero de perfilhos (m2)
Primeira colheita de forragem no ano 2 - 08 de janeiro de 2019
90 1485.9 £ 301.5 2359.7 £1017.3 19225B 4106 £70.4 501.3+61.2 455.9B
160 1993.3 £423.5 2580.9 +£372.5 2287.1 AB 592 + 271 590.6 + 115.5 591.3 AB
230 3616.7 + 855.4 2884.3 £ 510 3250.5 A* 718.6 + 115 813.3+136.0 765.9 A*
Média 2368.4 ns 2608.3 2488.3 573.7ns 635.06 604.3
CcVv 242 % 244 %
Segunda colheita de forragem no ano 2 - 25 de fevereiro de 2019
90 2159.3+673.6 2505.5 + 960.6 23324 ns 441.3 +50.6 504 + 125 472.6 ns
160 2381.3+447.1 2660.8 + 305.8 2521.05 590.6 £ 94.6 538.6 £6.1 564.6
230 2702.6 +449.3 2549 + 430 2625.8 636 +106 540 + 27.7 588
Média 2414.4 ns 2571.7 2493.05 555.86 ns 527.5 541.7
CcVv 20.0% 135%
Terceira colheita de forragem no ano 2 - 12 de abril de 2019
90 372.3+58.6 508.4 + 119 440.35 ns 349.3+58.6  433.6+119.3 391.45 ns
160 344.8 +60.8 439.9 + 129 392.35 457.3+60.8 453.3+129.1 455.3
230 420.4 + 141 512.2+85.4 466.3 436 = 141 502.6 £85.4 469.3
Média 379.1b 486.8 a* 865.9 4142 ns 463.1 438.6
CcVv 22.2% 144 %

* Letras maiusculas diferentes indicam diferencas entre as densidades de semeadura e letras

minusculas entre os espacamentos entre linhas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. ns representa auséncia de significancia, enquanto * o desvio padrdo amostral

(n=23).



TABELA 3 Numero total de inflorescéncias (m2), numero de sementes por inflorescéncia,

peso de mil sementes (g), producéo (kg hat) viabilidade (%) e germinagdo (%) de sementes

de grama forquilha no Segundo ano ap6s a implantagéo (2019) efetuada a partir de trés

densidades de semeadura (90, 160 e 230 sementes viaveis m2?') e dois espacamentos entre

linhas (20 e 40 cm).
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20 cm 40 cm Média 20 cm 40 cm Média
Sementes m?
Inflorescéncias m?2 Sementes por inflorescéncia

90 36.6+6.4 50.0 + 235 43.3 ns 814+9.7 759+ 3.6 78.7ns
160 44.0 £19.0 38.6+9.4 413 69.9+13.7 743 +24.7 721
230 35.3+8.32 44.0+21.6 39.6 8331141 68.2+8.9 76.0

Média 38.6 ns 44.2 414 78.4 ns 72.8 75.6

Ccv 37.23% 19.37 %

Peso de mil sementes (g) Producéo de sementes (kg ha®)

90 3.44 £0.10 3.47 £0.15 3.45 103.6 = 28.8 128.7 £49.3 116.1 ns
160 3.26+0.10 3.45+0.05 3.35 105.1 +56.3 94.6 +£17.2 99.8
230 3.38+0.22 3.48 £ 0.05 3.43 102.3+£41.1 103.2+£44.8 102.8

Média 3.36 3.47 341 103.7 ns 108.8 106.2

Ccv 3.96 % 33.73%

Viabilidade (%) Germinacdo (%)

90 79.0+1.0 84.0+2.0 82.0 ns 2707 23.0+9.0 25.0ns
160 77.0+£1.0 83.0+1.0 81.0 200+2 23.0+8.0 22.0
230 85.0+8.0 83.0+£5.0 84.0 16.0+2 203+10 18.0

Média 81.0ns 83.0 82.0 21.0ns 22.0 22.0
cv 3.61% 26.12 %

* Letras maiusculas diferentes indicam diferencas entre as densidades de semeadura e letras

minusculas entre os espacamentos entre linhas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. ns representa auséncia de significancia, enquanto + o desvio padrdo amostral

(n=23).
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FIGURA 3 Exemplares de sementes de grama forquilha tetrapléide categorizadas como

sementes vazias, ndo viaveis e viaveis na interpretacdo do teste de tetrazolio.
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FIGURA 4 Percentuais de umidade (A) e de degrana (B) das sementes de grama forquilha
tetraploide monitorados a cada trés dias durante um periodo de 27 dias (nove colheitas). ***
representa a presenca de significancia para a fonte de variacao tratamento ao nivel 0.001 na
analise de variancia (ANOVA). Cada data de colheita esta representada pela média obtida em

trés unidades experimentais (n = 3).
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FIGURA 5 Peso de mil sementes de grama (A), percentuais de sementes viaveis (B),

invidveis (C) e vazias (D) pelo teste de tetrazolio, bem como o percentual de germinacéao (E) e

0 contetdo de amido (F) em sementes de grama forquilha tetraplide monitorados a cada trés

dias durante um periodo de 27 dias (nove colheitas). *** e * representam a presenca de

significancia da fonte de variacao tratamento aos niveis 0.05 e 0.001, respectivamente, a partir

da anélise de variancia (ANOVA). Cada data de colheita esta representada pela média obtida

em trés unidades experimentais (n = 3).
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FIGURA 6 Percentuais ocupados pelos componentes sementes vidveis, sementes inviaveis,
sementes vazias e sementes ausentes (degrana) em cada uma das nove colheitas efetuadas em
intervalos de trés dias ap0s o surgimento das primeiras sementes viaveis (dia 0). ***
representa a presenca de significancia para a fonte de variagéo tratamento ao nivel P>0.001
na analise de variancia (ANOVA). Letras maiusculas significam diferenca significativa entre
um mesmo componente ao longo dos dias de colheita, enquanto que letras mindsculas
representam diferenga entre os componentes dentro de uma mesma data de colheita, via 0

teste de Tukey ao nivel 0.05 (n = 3).
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FIGURA 7 Biplot da analise de componentes principais para as variaveis percentual de

umidade das sementes, peso de mil sementes (PMS), percentuais de sementes viaveis,

inviaveis e vazias, bem como o percentual de degrana e o contetdo de amido de sementes

coletas na curva de maturacéo ao longo dos dias 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24 apds o

surgimento das primeiras viaveis de sementes de grama forquilha tetraploide.
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Destaques

=  Grama forquilha possui adaptagdes que lhe conferem tolerancia ao alagamento

=  Ambos o0s genotipos expostos ao déficit hidrico priorizam o acimulo de biomassa
radicular

= Fenois, prolina e agucares solUveis totais sdo importantes na tolerancia a seca

= Plantas tetraploides s&o mais estaveis na manutencgéo de sua aptiddo reprodutiva sob seca
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar os mecanismos associados a tolerancia de grama
forquilha ao déficit hidrico e ao alagamento no inicio da fase reprodutiva, seu desempenho na
recuperacdo e também os impactos gerados no rendimento e na qualidade das sementes.
Plantas dipldides e tetraploides cresceram em casa de vegetacdo sob condi¢Ges bem irrigadas
até o aparecimento das primeiras inflorescéncias, quando o déficit e o excesso hidrico foram
introduzidos e mantidos por dez dias. Ao final desse periodo, as plantas foram recuperadas e
avaliadas ap0s sete dias, enquanto 51 dias apds a recuperacéo, foram avaliadas a producdo e a
qualidade das sementes. O desempenho fotossintético de plantas dipldides e tetrapl6ides ndo
foi afetado pelo alagamento. Em contrapartida, a baixa disponibilidade de 4gua diminuiu a
condutancia estomatica, aumentou a temperatura foliar e resultou na diminuicdo da taxa de
assimilacdo dos dois genotipos. Apesar das maiores atividades da catalase, ascorbato
peroxidase e peroxidase - esta Ultima apenas em material diploide - as raizes inundadas
apresentaram maior acumulo de peroxido de hidrogénio e malondialdeido do que as raizes das
plantas controle. Por outro lado, a atividade da superdxido dismutase nas raizes foi
semelhante (sob alagamento) e ainda menor (na seca) a observada nas plantas controle. As
raizes das plantas expostas ao déficit hidrico mantiveram um acumulo de biomassa
semelhante ao das plantas controle, porém com maiores teores de fenois totais, aglcares
soluveis totais e prolina. Em folhas de plantas previamente expostas a seca, a prolina foi
maior mesmo em recuperacdo. Enquanto as plantas tetraploides apresentaram maior
estabilidade nas caracteristicas reprodutivas, as plantas dipl6ides submetidas ao alagamento
apresentaram mais inflorescéncias, porém o nimero total de sementes formadas por planta foi
reduzido pela seca. Os resultados indicam que a sintese de osmoprotetores e a ativacdo do
maquinaria antioxidante sdo estratégias importantes na tolerancia de grama forquilha ao
estresse hidrico na fase reprodutiva.

Palavras-chave:

Maquinaria antioxidante; Osmoprotetores; Paspalum notatum; Recupera¢do; Producéo de
sementes; Estresse Hidrico.

Abreviagdes: CAA, capacidade de armazenamento de agua; CRA, conteldo relativo de agua;
A: taxa de assimilacéo liquida; gs, condutancia estomatica; EUA, eficiéncia no uso da agua;
SOD, superéxido dismutase; CAT, catalase; APX, ascorbato peroxidase; POD, peroxidase;
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H>0>, peroxido de hidrogénio; MDA, malondialdeido; CFT, contetido de fendis totais; Pro,
prolina; AST, acUcares soluveis totais; G, percentual final de germinacgéo
1. Introducéo

Habitados predominantemente por gramineas perenes, 0s campos naturais do Bioma
Pampa no Sul do Brasil sdo suscetiveis a severos déficits hidricos que podem gerar
desequilibrios na flora nativa. Tal condicdo adversa ao ecossistema promove a reducédo da
biodiversidade do banco de sementes, além de facilitar a entrada de espécies exdticas. (Manea
et al., 2016; Basto et al., 2018; Kiss et al., 2018). Os impactos negativos nos campos naturais
parecem ser influenciados ndo apenas pela duracdo do estresse, mas também pelo momento
em que ocorre essa condi¢do desfavoravel. Por exemplo, em coincidéncia com o periodo
reprodutivo das plantas, o estresse hidrico pode reduzir muito a taxa de floracéo e producao
de sementes em nivel de comunidade (Dietrich e Smith, 2016; Zeiter et al., 2016).

Tolerar as condic¢des adversas para persistir neste ambiente desafiador requer o uso de
mecanismos especializados pelas plantas que habitam os campos naturais. Para contornar 0s
efeitos gerados pelo déficit, a manutencéo do turgor celular, importante atributo da tolerancia
ao déficit hidrico, pode ser alcancada pela sintese de compostos organicos que contribuem
para o ajuste osmatico da célula, permitindo a manutencdo das funcdes celulares (Singh et al.,
2015; Ozturk et al., 2020; Zulfigar et al., 2020). Por exemplo, ao expor dois gendtipos de
Paspalum scrobiculatum ao déficit hidrico, Ahmad et al. (2013) relataram que teores mais
elevados de osmoprotetores (por exemplo, aminoacidos, prolina, agucares sollveis totais e
sacarose) foram encontrados no gendtipo com maior tolerancia a seca. Da mesma forma, Silva
et al. (2020) verificaram em Paspalum virgatum a presenca de metabolitos secundarios
relacionados a efeitos osmoprotetores, apoiando a capacidade fisiologica dessa espécie de
suportar 0 excesso ou o déficit hidrico.

Certo numero de metabdlitos secundarios, como aqueles pertencentes a categoria dos

compostos fendlicos, contribui para um importante mecanismo que permite que as gramineas
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perenes tolerem o estresse hidrico, melhorando o aparato antioxidante (Fan et al., 2020). Este
aparelho atua na defesa contra o dano oxidativo gerado pela superacumulagao de espécies
reativas de oxigénio (ERQO's), incluindo radicais livres como o anion superoxido (O2) e
moléculas nio radicais, como perdxido de hidrogénio (H20>) e oxigénio singleto (:02). Em
Setaria italica e Panicum miliaceum submetidos ao déficit hidrico, observou-se aumento do
teor de compostos fendlicos e reducéo do teor de H202, malondialdeido (MDA) e outros
aldeidos (Nematpour et al., 2019), evitando o dano oxidativo.

O aparato de enzimas antioxidantes também parece contribuir para mitigar os efeitos
do estresse hidrico nas raizes. Ao expor as plantas ao déficit hidrico, Katuwal et al. (2020a)
constataram que as folhas do gendétipo UGP113 de Paspalum vaginatum apresentaram
aumento na atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
peroxidase (POD) e glutationa redutase (GR). Além disso, um aumento simultaneo nas
atividades de superoxido dismutase (SOD) e CAT nas raizes manteve os valores de H20-
semelhantes aos das plantas controle (Katuwal et al., 2020b). Resultados como este indicam
que a tolerancia ao estresse hidrico por gramineas forrageiras perenes também depende do
desempenho da raiz e de sua relacdo com a parte aérea.

Além dos mecanismos bioquimicos, as alteracdes morfologicas desempenham um
papel importante na tolerancia ao alagamento, uma condicdo adversa comum em areas baixas
dos campos naturais do Bioma Pampa durante os periodos de alta pluviosidade. Em estudos
realizados na Argentina com Paspalum dilatatum, Vasellati et al. (2001) e Mollard et al.
(2008) observaram que a capacidade dessas plantas de tolerar o alagamento estava ligada a
formacéo de aerénquima na bainha foliar e a0 aumento do espaco intercelular nas raizes,
caracteristicas que favorecem a aeracdo dos tecidos submersos.

Da mesma forma, o desempenho de gramineas forrageiras perenes sujeitas ao déficit

hidrico também depende de mecanismos desenvolvidos pelas raizes. Nessa condi¢do, muitas
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espécies alocam na raiz um maior contetdo de assimilados, o que melhora o crescimento e,
consequentemente, aumenta a superficie de contato com o solo e a captacdo de &gua,
conforme encontrado por Beneragama e Kumara (2018) em grama forquilha (Paspalum
notatum), uma espécie caracterizada por boa tolerancia ao déficit hidrico e inundagoes
(Severmutlu et al., 2011; Sigua et al., 2012). Assim, Boeri et al. (2020) apontam que raizes de
plantas de grama forquilha sujeitas ao déficit hidrico tendem a apresentar crescimento vertical
mais rapido, enquanto profundidades menores do solo séo priorizadas. Trabalhos
desenvolvidos por Katuwal et al. (2020a, 2020b, 2020c) em folhas e raizes de P. vaginatum e
Eremochloa ophiuroides - com o objetivo de desvendar mecanismos de tolerancia ao déficit
hidrico - apoiam a relevancia de uma coordenacdo adequada entre as respostas de folhas e
raizes para melhorar a tolerancia ao estresse hidrico.

Varios estudos envolvendo a capacidade de tolerar estresses abidticos mostraram que
plantas polipldides podem ser mais tolerantes a condigdes desfavoraveis (Deng et al. 2012, Xu
et al. 2019; Stevens et al. 2020). Supde-se que em organismos poliploides, toda a duplicacéo
do genoma resulta na retencdo de mais de dois alelos por loco, e assim os genes duplicados
podem desenvolver novas fun¢des que ajudam o organismo a se adaptar melhor a diferentes
ambientes estressantes (Liu e Sun 2019). Sabe-se também que a poliploidia aumenta o
tamanho e a forma das células, a biomassa dos 6rgaos (folhas, sementes e raizes) e o contetdo
de metabdlitos priméarios e secundarios em varias espécies de plantas (Ruiz et al., 2020). Em
grama forquilha, Weiler et al. (2018) constatou que o ec6tipo “Bagual” (gendtipo tetrapldide)
produziu sete vezes mais forragem que o cultivar Pensacola (dipléide). Assim, comparar
diferentes ploidias em uma mesma espécie em condic¢des de estresse hidrico, algo ainda néo
estudado em grama forquilha, pode permitir entender se o0 maior rendimento do genotipo

tetrapldide também é mantido em situacdes de restricéo.



87

Nesse sentido, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar as respostas morfoldgicas,
fisiologicas e bioquimicas da parte aérea e da raiz de plantas de dois gendtipos de grama
forquilha (um dipldide e outro tetrapl6ide) submetidas ao déficit hidrico e ao alagamento no
inicio da fase reprodutiva, bem como avaliar seu desempenho na recuperacao e determinar os
impactos potenciais sobre os componentes do rendimento que provavelmente influenciam o
rendimento de sementes.

2. Materiais e Métodos

2.1. Descricao experimental

O experimento foi conduzido entre os anos de 2019 e 2020 em casa de vegetagdo. Os
dois gendtipos de grama forquilha (Papalum notatum Fliigge) avaliados neste experimento
foram o cultivar Pensacola (2n = 2x = 20) e 0 ec6tipo Bagual (2n = 4x = 40), este Ultimo
originado da regido do Planalto Médio do estado do Rio Grande do Sul, Brasil e, segundo
Weiler et al. (2018), possui potencial de rendimento de forragem sete vezes superior do que 0
cultivar Pensacola.

Plantulas com duas folhas, obtidas em teste padrdo de germinacao da espécie (Brasil,
2009), foram transplantadas no dia 21 de outubro de 2019 para vasos com capacidade de 1,8
L preenchidos com solo, colocados sob uma bancada em casa de vegetacdo com temperatura
em torno de 26 + 4 °C. O solo utilizado apresentava as seguintes caracteristicas quimicas: pH
em H,0: 4.9; Ca: 2.0 cmolc dm®?; Mg: 0.9 cmolcdm®?; Al: 0.5 cmolcdm*?; MO: 1.38 %;
Argila: 17 %; S: 10.8 mg dm®?; P (Mehlich): 23.1 mg dm®?; K: 0.34 mg dm**. A aplicacio
de calcério calcitico (5,4 g para cada vaso) e a fertilizagdo de base (0,054 g de N, 0,36 g de P
e 0,08 g de K para cada vaso) foram realizadas antes do transplante das mudas, conforme
recomendado para gramineas perenes de estacdo quente (Sociedade Brasileira de Ciéncia do
Solo, 2016). Novas fertilizagdes apenas com nitrogénio ocorreram aos 19, 26 e 57 dias apds o

transplante das plantulas, totalizando 0,34 g de N por vaso.
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A umidade do solo foi mantida a 80% da capacidade de armazenamento de &gua
(CAA) por meio do método gravimétrico (Cooper, 2016), e monitorada por um sensor ECH20
capacitivo acoplado a um display ECH,O Check (Decagon Devices, Pullman, WA, EUA) a
34% do teor volumétrico de &gua, valor este que foi mantido até o surgimento das primeiras
inflorescéncias, momento em que os tratamentos de disponibilidade hidrica foram impostos.
Para padronizar todas as plantas, foi realizada uma desfolha com manutencéo de um residuo
de cinco cm no dia 15 de janeiro de 2020, aos 86 dias ap0s o transplante das plantulas. Dois
dias ap06s este procedimento uma nova fertilizacao foi realizada com a aplicacéo de 0,12 g de
N e 0,08 g de K por vaso.

A imposicao dos niveis de estresse hidrico ocorreu 13 dias ap6s a desfolha (28 de
fevereiro de 2020), quando surgiram os primeiros perfilhos reprodutivos. Os tratamentos
foram aplicados da seguinte forma: manutencdo da CAA do solo em 80% (controle);
limitacdo da disponibilidade hidrica com manutencéo da CAA do solo em 25% (déficit
hidrico); e imersdo completa das raizes enquanto apenas uma parte dos colmos- 5 cm de
lamina de agua - foi coberta pela 4gua (alagamento). O nivel de 25% da CAA foi estabelecido
para simular uma seca moderada (Norton et al. 2016), uma vez que valores abaixo de 20% da
CAA induziram seca severa e alta mortalidade de perfilhos em Paspalum spp. (Beloni et al.,
2017). As plantas foram submetidas ao estresse hidrico por dez dias, quando o nivel de 80%
da CAA do solo foi reestabelecido (periodo de recuperacéo).

2.2. Caracteristicas fisioldgicas

As variaveis fisioldgicas foram avaliadas logo apds os periodos de estresse hidrico
(10° dia), bem como apds sete dias de recuperacdo. Os periodos de exposicao das plantas ao
estresse hidrico e de recuperacao foram baseados em estudos em que plantas do género
Paspalum foram submetidas a condigdes de estresse hidrico, ao exemplo de Beloni et al.

(2017). As medigdes das trocas gasosas nas folhas foram realizadas com um analisador de gas
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infravermelho portatil (modelo LI-6400XT, Li-Cor, Lincoln, NE, EUA) com uma camara de
amostra modelo 6400-40. As variaveis taxa de assimilacéo liquida de CO> (A) e condutancia
estomatica (gs) foram medidas, e a eficiéncia do uso de 4gua [EUA como a taxa de A pela
transpiracédo foliar (E)] foram avaliadas nos dias zero, quatro, oito e dez apds o inicio do
estresse hidrico, bem como ap0ds 24 horas e sete dias a partir do reestabelecimento da umidade
em 80% da CAA do solo (recuperagéo).

Além disso, as plantas de cada tratamento tiveram sua temperatura registrada por uma
camera termografica (modelo E6, Flir Systems, Wilsonville, OR, EUA) no 10° dia de estresse
hidrico e ap6s 24 horas de recuperacéo.

AvaliacGes destrutivas foram feitas apenas no 10° dia do periodo de estresse hidrico e
no 7° dia de recuperacédo das plantas, a fim de avaliar o contetdo relativo de agua (CRA) das
folhas e o extravasamento de eletrolitos (EE) deste mesmo componente. Para 0 CRA, trés
segmentos foliares - com um cm - foram cortados ao meio de folhas totalmente expandidas.
Estes segmentos foram imediatamente pesados e colocados em uma placa de petry contendo
agua destilada para embebicdo por 24 horas. Em seguida, 0s segmentos targidos foram
pesados novamente e secos em estufa a 60 °C por 72 horas até a massa constante e pesados
para obtencdo do peso seco. O CRA, expresso em porcentagem, foi obtido a partir da
aplicacdo dos resultados na seguinte formula proposta por Gonzélez e Gonzalez-Vilar (2001):
[(peso fresco - peso seco) / (peso tdrgido - peso seco)] x 100.

Para verificar o EE, foi utilizado o protocolo proposto por Blum e Ebercon (1981),
com modificacdes. Trés segmentos foliares de um cm foram colocados em um tubo de ensaio
contendo 10 ml de &gua destilada, mantido selado nesta condicéo por 24 h no escuro e em
temperatura ambiente. Apds este periodo, a condutividade da solucéo foi determinada com
um medidor de condutividade (modelo DM-32, Digimed, Séo Paulo, SP, Brasil). Em seguida,

0s tubos contendo os segmentos foram colocados em um banho a 90 °C por 1 hora para
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obtencédo da plasmélise completa. Ap6s a saida do banho e a obtencéo da temperatura
ambiente, as condutividades das amostras foram novamente medidas. Expressos em
porcentagem, os valores de EE foram calculados usando a seguinte formula: (condutividade
inicial / condutividade final) x 100.

2.3. Determinacao dos niveis de peroxido de hidrogénio (H202) e malondialdeido
(MDA)

Junto com a coleta de amostras para determinacdo do CRA e EE, amostras contendo
200 mg de folhas e raizes foram coletadas para determinagdo dos teores de peroxido de
hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA). A determinacdo desses compostos foi iniciada
com a macera¢do das amostras em nitrogénio liquido, com adicdo de 2 mL da solu¢do
extratora contendo acido tricloroacético (TCA) 0,1%. O homogenato foi centrifugado a
10.000 x g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante coletado para analise posterior. O
contetdo de H20- foi estimado em um meio de reagdo composto de tampé&o fosfato de
potassio 10 mM (pH 7,0), iodeto de potassio 1 M e extrato vegetal (Velikova et al. 2000). A
concentracdo de H»O; foi avaliada pela comparacdo de sua absorbancia em 390 nm com uma
curva de calibragdo padrao, procedimento realizado em espectrofotometro Ultrospec ™ 8000
(General Eletric, Boston, MS, EUA).

Para a mensuracdo da peroxidacdo lipidica, foi utilizado o teste TBA (&cido
tiobarbitirico), que determina o MDA como produto final da peroxidacéo lipidica (Cakmak et
al. 1991). Composto por TBA 0,5% (p/ v), TCA 10% (p / v) e a amostra, 0 meio de reacdo foi
incubado a 95 °C por 30 minutos em tubos de ensaio fechados, onde a reacédo foi entdo
interrompida em um banho de gelo. A absorbancia do meio apds este procedimento foi
medida a 535 nm e corrigida para turbidez ndo especifica a 600 nm. A concentracdo de MDA
(nmol g MF) foi calculada usando A OD (A532-A600) e o coeficiente de extingdo (e = 155

mM~tcm™).
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2.4. Atividade de enzimas antioxidantes

Amostras contendo 200 mg de folhas e raizes também foram coletadas ao final dos
periodos de estresse hidrico e recuperacdo para avaliagdo da atividade antioxidante. O extrato
enzimaético foi obtido por maceracdo em nitrogénio liquido, seguida de homogeneizagdo em
de polivinilpolipirrolidona (PVPP) 50% (p / p) e em 1,5 mL do mix de extra¢do, este Ultimo
composto por tampé&o fosfato de potassio 200 mM (pH 7,8), acido etilenodiamina tetra-acético
10 mM (EDTA), &cido ascorbico 200 mM e agua destilada. O extrato foi centrifugado a
10.000 x g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante utilizado para medir a atividade
enzimatica e determinar o teor de proteina soltvel total, conforme protocolo de Bradford
(1976).

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD EC 1.15.1.1) foi quantificada de
acordo com Beauchamp e Fridovich, (1971), com base na sua capacidade de inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT), em um meio de rea¢do contendo tampao
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 mM, NBT 75 uM e
riboflavina 2 mM. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro, no comprimento de
onda de 560 nm, assumindo-se que uma unidade de SOD ¢é a quantidade de enzima capaz de
inibir a fotorreducdo do NBT em 50%.

A atividade da catalase (CAT EC 1.11.1.6) foi determinada com base no consumo de
H>0O> de acordo com o procedimento usado por Anderson et al. (1995) com adaptacdes. O
meio de reacdo [composto por tampdo 200 mM (pH 7,0) e agua destilada] foi incubado a 27
°C por 10 minutos. Apds esse periodo, foram adicionados H202 12.5 mM e o extrato
enzimatico. A diminuicdo da absorbancia a cada 10 segundos durante o periodo de 1,5
minutos foi medida a 240 nm, a 25 °C.

Para quantificar a atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX EC 1.11.1.11) foi

utilizado o protocolo proposto por Nakano e Asada (1981), por meio da avaliagéo da taxa de
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oxidagéo do ascorbato em 290 nm. O meio de reagdo, composto por tampdo de fosfato de
potéssio 200 mM (pH 7,0), &cido ascérbico 10 mM e &gua, foi incubado a 27 °C por 5
minutos. Apos este periodo, 2,0 mM de H20: e a amostra foram adicionados. A diminuicéo da
absorbancia foi lida a cada 10 segundos durante o periodo de 1,5 minutos.

A atividade da enzima peroxidase (POD EC 1.11.1.7) foi determinada de acordo com
0 protocolo de Zhang e Kirkham (1996) com adaptagdes. O meio de reacdo foi composto por
tampdo de fosfato de potéssio 100 mM (pH 6,5), guaiacol 15 mM, H>02 3 mM e o extrato
enzimatico. O aumento na absorbancia foi acompanhado por leituras em um comprimento de
onda de 470 nm em intervalos de 15 segundos por 1 minuto.

2.4. Conteudo de fendis totais, prolina, agucares soltveis e amido

Amostras contendo 200 mg de folhas e raizes também foram coletadas para determinar
o0 teor de compostos organicos que contribuem para o ajuste osmotico. O processo de extragao
foi iniciado com a maceragdo das amostras em nitrogénio liquido. O material pulverizado foi
colocado em um tubo de ensaio contendo 2 ml de etanol 80%, o qual foi agitado, fervido por
10 minutos e centrifugado a 10.000 x g por dez minutos. O sobrenadante foi coletado em um
novo tubo, enquanto o precipitado foi lavado com 2 ml de etanol 80% para uma segunda
coleta do sobrenadante.

O conteldo de fenais totais (CFT) foi determinado de acordo com Isfendiyaroglu e
Ozeker (2001). Neste procedimento, o extrato etandélico foi adicionado a um meio de reacao
contendo o reagente folin 50% e carbonato de calcio 5%. Nesta etapa, as amostras foram
mantidas na auséncia de luz por 1 hora e o CFT foi medido a 725 nm em espectrofotdmetro.
A concentragéo de CFT foi calculada de acordo com uma curva padrio e expressa em pg g *
PF.

O contetdo prolina (Pro) foi obtido de acordo com o método descrito por Carillo e

Gibbon (2011). O extrato etandlico foi adicionado a um meio contendo nihindrina 1% (c/ v),
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acido acético 60% (v/ v) e etanol 20% (v / v). As amostras foram incubadas em um banho de
95 °C por 20 minutos, centrifugadas e resfriadas. A absorbancia foi medida a 520 nm usando
um espectrofotdmetro e a concentracdo de Pro foi baseada em uma curva padrao e expressa
como umol g ! PF.

O método proposto por McCready et al. (1950) foi utilizado para determinar o
contetdo de agUcares solUveis totais (AST). Uma aliquota contendo 50 pL do extrato
etandlico foi adicionada a 950 uL de uma solugdo de antrona. Os tubos foram colocados em
agua fervente por dez minutos e apés o resfriamento as amostras foram submetidas a leitura
em um espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 650 nm. A concentragéo de AST foi
calculada a partir de uma curva padrao feita com glicose. O precipitado do procedimento
etandlico de extracdo foi utilizado para determinar o teor de amido. Os tubos de ensaio
contendo o precipitado tiveram a adi¢do de 4 ml de acido perclorico 30% (v / v) e foram
colocados em um banho a 90 °C por 60 minutos. Apds o resfriamento, as amostras foram
centrifugadas a 6.000 x g por dez minutos. O extrato coletado foi armazenado e utilizado para
determinar o nivel de amido utilizando o método de antrona utilizado e descrito na
determinacdo dos AST.

2.5. Area foliar, peso da parte aérea e raiz e rendimento de sementes

As avaliacdes relacionadas ao desenvolvimento das plantas foram realizadas no ultimo
dia de aplicacdo dos tratamentos de estresse hidrico (10° dia) e no 7° dia de recuperacdo. Em
um primeiro momento, foi contabilizado o numero de perfilhos vegetativos, férteis e totais de
cada planta. Em seguida, foram separados os componentes folha, perfilho mais rizoma, raiz e
material morto. Durante esse procedimento, a area foliar foi medida em cm2 com o auxilio de
um medidor de area (modelo LI-3100C, Li-Cor, Lincoln, NE, EUA). Os componentes de cada
planta foram colocados individualmente em sacos de papel e deixados secar em estufa a 60 °C

por 72 horas até massa constante.
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Aos 58 dias apds o término da imposicao dos tratamentos de estresse hidrico - que
coincidiu com a cessacdo da emissé@o de novas inflorescéncias - as sementes foram colhidas
para avaliacdo da produtividade. Além das variaveis ligadas ao desenvolvimento vegetativo,
também foi determinado o numero de inflorescéncias por planta. Nesse momento, foi
contabilizado o numero de racemos por inflorescéncia e avaliado seu comprimento medio
com o uso de uma régua milimetrada. As sementes de cada planta foram retiradas
manualmente dos racemos e colocadas em sacos de papel. A retirada do excesso de umidade
das sementes ocorreu colocando-as em estufa de ar forcado a 32 °C por 24 horas. Apds a
secagem, o numero total de sementes de cada planta (flores vazias e preenchidas) foi medido
com contador eletrénico de sementes (modelo ESC 2011 Comp, Sanick, Chapecd, SC,
Brasil). espiguetas vazias foram retiradas com auxilio de soprador de ar forcado Dakota do
Sul (De Leo, Porto Alegre, RS, Brasil), e sua porcentagem no total de sementes por planta foi
obtida com nova contagem, seguida de sua aplicacdo na seguinte formula: 100 - [(espiguetas
apos a sopragem / espiguetas totais) x 100].

A pesagem do namero total de sementes (flores preenchidas) apds o sopro permitiu a
determinacéo do peso de 1000 sementes (PMS) e sua viabilidade foi determinada pelo teste de
tetrazolio, o qual foi obtido conforme o protocolo estabelecido pelas Regras para Andlise de
Sementes (Brasil, 2009). Nesse procedimento, 50 sementes foram divididas longitudinalmente
com lamina e apenas uma das partes foi colocada em frasco de vidro contendo solucéo de
tetrazolio 0,1%. Os frascos foram mantidos a uma temperatura de 40 °C no escuro por 6
horas. As sementes retiradas desta condi¢do foram lavadas e sua viabilidade determinada
através da intensidade da coloracdo vermelha apresentada pelos embrides.

O teste de germinac&o foi precedido pela utilizacdo da técnica de superacédo de
dorméncia relatada por West (1992), na qual as sementes foram escarificadas e expostas por

96 horas a temperatura de 41 °C em ambiente com 100% de umidade relativa com auséncia
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de luz. Para cada unidade experimental, duas subamostras contendo 100 sementes foram
semeadas individualmente em caixas do tipo gerbox contendo papel de germinagéo
umedecido com solugdo de nitrato de potéassio 0,2%. As caixas foram colocadas em um
germinador do tipo BOD ajustado com fotoperiodo de oito horas de luz, sob temperatura
alternada de 35-20 °C. O teste foi concluido com a contagem das sementes germinadas no 28°
dia apds o inicio do teste (Brasil, 2009) e os resultados foram expressos em porcentagem.

2.6. Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e esquema
fatorial 2 x 3, resultante da combinacdo de dois gendtipos (dipldide e tetrapldide) com os trés
niveis da condi¢do hidrica (controle, seca e alagamento), totalizando seis tratamentos. Ao
longo das etapas de estresse hidrico, recuperacao e também no desempenho ao final do ciclo,
quatro unidades experimentais (n = 4) foram avaliadas para cada tratamento na determinacao
de todas as variaveis. Os resultados das trocas gasosas nas folhas sobre o estresse hidrico e a
recuperacdo foram avaliados pela diferenca significativa minima de Fischer a 5% de
probabilidade. Para todas as demais variaveis, também foi realizada analise de variancia
(ANOVA) e, com a presenca de significancia pelo teste F, foi utilizado o teste de Tukey a 5%
de probabilidade para comparacdo de médias entre os tratamentos. O software Sisvar (Ferreira
et al. 2011) foi utilizado para realizar essas analises.

Além disso, a analise de componentes principais com variaveis analisadas no final do
periodo de estresse e durante a colheita das sementes foi realizada a fim de detectar possiveis
agrupamentos entre 0s tratamentos e detectar quais variaveis (autovetores) foram mais
importantes para fazé-lo; em seguida, foi construido um grafico biplot mostrando as taxas do
primeiro e do segundo componentes (autovalores).

3. Resultados

3.1. Desempenho fotossintético e temperatura foliar (TF) das plantas
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Ap0s dois dias da interrupcao do fornecimento de 4gua, a CAA do solo atingiu 25%
em comparagdo com a situacao de controle (Fig. 1a-b). A partir deste momento, ap6s quatro
dias de déficit hidrico, os valores liquidos de assimilagdo de CO> (A) foram reduzidos de 20,3
para -0,35 em plantas diploides e de 18,8 para 1,54 em plantas tetrapldides, acompanhados de
menor condutancia estomatica (gs) (64 e 82% menor em diploides e tetraploides,
respectivamente) e uma menor eficiéncia do uso de 4gua (EUA) (Fig. 2a, f). As imagens
termogréaficas mostraram que aos 10 dias de déficit hidrico, as plantas dos dois gendtipos
apresentavam TF maior que o ambiente (Fig. 1c, d). Em contraste, as plantas dipldides e
tetrapldides submetidas ao alagamento tiveram desempenho fotossintético semelhante as
plantas de controle (Fig. 2a-f).

O potencial de recuperacao da grama forquilha foi verificado logo nas primeiras 24
horas apds a restauragdo da CAA do solo em 80%. Plantas previamente submetidas ao déficit
hidrico apresentaram valores de TF, A e gs semelhantes aos observados em plantas controle e
plantas previamente alagadas (Fig. 2a-d). Um maior desempenho fotossintético foi
significativo aos 7 dias de recuperacdo. Neste momento, as plantas dipldides e tetrapldides
previamente sujeitas ao déficit hidrico mostraram A’s superiores de 36% e 34% do que as
plantas controle, respectivamente (Fig. 2a-b).

3.2. Conteudo relativo de agua (CRA) e extravasamento de eletrolitos (EE)

No final do periodo de estresse hidrico, as plantas dipldides e tetrapléides sujeitas ao
déficit hidrico apresentaram reducéo do contetdo relativo de agua (CRA) em 20 e 17%,
respectivamente, enquanto as plantas submetidas ao alagamento tiveram CRA semelhantes as
plantas controle (Tabela 1). O CRA em todos os tratamentos foi totalmente restabelecido no
periodo de recuperacdo, com média de 93%. Independentemente do tempo ou condigdo de

estresse, ndo houve efeito do fator genotipo para o CRA.
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Para a variavel extravasamento de eletrélitos (EE), indicativo de integridade de
membranas, foi verificado efeito isolado dos fatores genotipo e estresse hidrico (Tabela 1). A
avaliacdo isolada do fator estresse hidrico (seca) mostra que plantas submetidas a condicao de
déficit apresentaram um EE 33.6 % e 34.4 % inferior as plantas controle e alagadas,
respectivamente, enquanto que na avaliacdo isolada do fator genotipo é possivel constatar que
plantas diploides apresentaram um EE 22.5% superior ao de plantas tetraploides. Esta
diferenca entre os dois gendtipos foi novamente evidenciada aos sete dias de recuperacéo,
enquanto que ndo houve efeito do fator estresse hidrico neste segundo momento (Tabela 1).

3.3. Contetido de peréxido de hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA)

Ao final do periodo de estresse (10° dia), os teores de peroxido de hidrogénio (H203) e
malondialdeido (MDA\) nas folhas das plantas foram afetados apenas pelo fator estresse
hidrico, em que valores significativamente inferiores ocorreram em plantas alagadas (Fig. 3a,
e). Efeitos da interacdo gendtipo x estresse hidrico no contetido de H20> da raiz foram
verificados. Enquanto as plantas tetraploides apresentaram um aumento de 90 e 92% no
contetdo deste composto com déficit hidrico e alagamento, as plantas dipldides tiveram um
aumento semelhante (88%) apenas com o alagamento (Fig. 3c, g). Niveis mais elevados de
MDA nas raizes foram observados nas plantas submetidas ao déficit hidrico (12,8 nmol g%),
seguido de plantas expostas ao alagamento (7,3 nmol g*) e a condigdo controle (5,0 nmol g2).

Efeito isolado dos fatores genotipo e estresse hidrico foi verificado para H20, e MDA
em folhas aos sete dias de recuperagdo (Fig. 3 b,f). Plantas tetrapldides apresentaram maior
contetido desses compostos em comparagdo com plantas dipldides, enquanto niveis mais
baixos foram encontrados em plantas previamente sujeitas ao déficit hidrico. Resultados
obtidos em raiz no 7° dia de recuperacdo apontam a presenca de interagdo entre os fatores

estudados (Fig. 3 d,h). Os niveis inferiores de H.O2 em raizes de plantas de ambos 0s
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genotipos anteriormente submetidas ao déficit hidrico mostram uma tendéncia semelhante ao
ocorrido em parte aérea, apesar do maior contetido de MDA em plantas tetraploides.

3.4 Atividade antioxidante

Apesar das mudangas geradas pela seca nos niveis de H202 e MDA, as plantas
expostas ao déficit hidrico apresentaram atividades ascorbato peroxidase (APX) e catalase
(CAT) semelhantes, e menores atividades de superoxido dismutase (SOD), tanto nas folhas
quanto nas raizes, do que o verificado em plantas controle (Tabela 2). Nao houve efeito dos
tratamentos sobre a atividade de guaiacol peroxidase (POD) nas folhas, mas sua atividade nas
raizes das plantas submetidas ao deficit hidrico foi 8 vezes maior que o controle (Tabela 2).

Em contrapartida, houve aumento da atividade de APX nas folhas (26,4%) e raizes
(26,6%) das plantas alagadas em relagdo as plantas controle. As folhas das plantas tetrapldides
alagadas apresentaram alta atividade de SOD, enquanto as plantas dipl6ides expostas a esta
condigdo tiveram um aumento na atividade de CAT. Efeitos remanescentes do estresse hidrico
ainda foram observados no periodo de recuperacdo, como a menor atividade da SOD nas
folhas das plantas previamente expostas a seca e a maior atividade do APX na parte aérea das
plantas tetraploides ap6s o alagamento. Nas raizes, esse efeito prolongado ocorreu com maior
atividade POD em plantas previamente expostas ao déficit hidrico.

3.5 Osmoprotetores, compostos fendlicos totais (CFT) e amido

Plantas dos dois gendtipos expostas ao déficit hidrico apresentaram aumento na sintese
de compostos organicos que contribuem para o ajuste osmético da célula. Houve efeito
isolado do fator estresse hidrico sobre prolina (Pro) e aclcares soluveis totais (AST) nas
folhas. As plantas expostas ao déficit hidrico mostraram aumentos de 5 e 2 vezes nos teores
de Pro e AST em comparagdo com as plantas controle, respectivamente (Tabela 3). Plantas
tetraploides apresentaram maior teor de amido nas folhas do que diploides, enquanto a

reducdo desse composto ocorreu sob baixa disponibilidade hidrica. Nas raizes, a baixa
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disponibilidade de agua aumentou ndo sé o teor de Pro, mas também os teores de compostos
fenodlicos totais - CFT - (+ 19%), AST (+ 30%) e amido (+ 18%). Em contraste, as raizes
submetidas ao alagamento apresentaram reducdo nos teores de amido e CFT.

Os efeitos do estresse hidrico ainda foram evidentes na recuperacdo (Tabela 3). As
folhas de plantas previamente submetidas ao déficit hidrico apresentaram maiores niveis de
Pro do que as plantas controle (+ 22%), enquanto menores valores de AST, tanto na raiz
quanto nas folhas, foram encontrados em plantas submetidas a seca. As plantas do tratamento
controle apresentaram maiores niveis de CFT nas raizes em compara¢do com ambos 0s
estresses hidricos.

3.6 Caracterizacgao estrutural de plantas durante estresse e recuperacao

Efeito marcante do fator gen6tipo — com valores superiores de plantas diploides -
ocorreu para as variaveis vinculadas ao numero de perfilhos, tanto no 10° dia de estresse
quanto no 7° dia de recuperacdo (Tabela 4). Enquanto as plantas alagadas apresentaram maior
namero de perfilhos férteis ao final do estresse hidrico, essa mesma variavel foi influenciada
apenas pelo fator gendtipo (maior nos dipldides) ao final da recuperacdo. No entanto, 0s
efeitos isolados dos fatores genotipo e estresse hidrico mostraram que as plantas tetrapldides
apresentaram maior area foliar do que as diploides nos dois momentos de avaliacdo (final do
estresse e recuperacdo); enquanto o déficit hidrico (seca) induziu uma menor area foliar em
relacdo ao controle, tanto no final dos tratamentos de estresse (-45%) quanto na recuperacao (-
27%). Efeito isolado dos dois fatores foi novamente verificado no peso seco de folhas; mas
com peso superior em plantas tetraploides apenas na recuperacao.

Plantas submetidas ao alagamento apresentaram maior peso seco de perfilhos mais
rizomas ao final do periodo de estresse hidrico, enquanto o fator gen6tipo, com maior nimero

de perfilhos em plantas diploides, ndo afetou esta variavel. Ja o efeito isolado do fator
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genotipo mostrou que as plantas tetraploides apresentaram maior peso seco de raizes (31%)
em relacdo as dipldides (Tabela 4).

3.7 Componentes do rendimento de sementes

Efeitos causados por ambos os tratamentos de estresse hidrico (seca e alagamento)
foram observados nos componentes do rendimento de sementes (Tabela 5). A existéncia de
interacdo entre os fatores para area (cm2) e peso de folhas permite constatar desempenho
superior de plantas tetrapldides. Plantas diploides previamente alagadas apresentaram menor
peso seco de folhas, enquanto plantas tetraploides apresentaram maior area foliar e massa seca
de perfilhos mais rizomas. Em todos os tratamentos do fator estresse hidrico, as plantas
tetrapldides apresentaram maior peso seco de raizes em comparacgdo as plantas diploides.

As estruturas reprodutivas no momento da colheita das sementes também foram
influenciadas pelos tratamentos de estresse hidrico. As plantas dipl6ides anteriormente
alagadas exibiram um maior nimero de inflorescéncias em comparacao com as plantas
controle. As plantas dipléides também apresentaram maior nimero de racemos em cada
inflorescéncia. No entanto, o efeito isolado dos fatores gendtipo e estresse hidrico mostram
gue o comprimento médio dos racemos foi superior em plantas tetraploides e, a0 mesmo
tempo, plantas anteriormente alagadas tiveram racemos com um comprimento médio 9 %
superior ao de plantas controle (Tabela 5).

Em relacdo ao rendimento de sementes, as porcentagens de 50 e 43% de flores vazias
ocorreram em plantas diploides e tetraploides, respectivamente, enquanto a maior
porcentagem de flores vazias ocorreu em plantas submetidas ao déficit hidrico. Essa mesma
condicdo reduziu o numero de flores preenchidas (sementes bem formadas) apenas em plantas
diploides. As plantas diploides produziram um namero de sementes 71% maior do que as
tetraploides, porém, com um peso de 1000 ementes (PMS) 47% menor (Tabela 5). As

porcentagens de viabilidade e germinagdo das sementes ndo foram afetadas pelos niveis de
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estresse hidrico, mas sim pelo fator gen6tipo. Enquanto as plantas dipléides apresentaram
viabilidade e germinacéo de 85 e 80%, respectivamente, valores de 93 e 56% foram obtidos
nas plantas tetrapldides.

3.7 Andlise de componentes principais (ACP)

Os resultados da ACP mostram que a separacao dos seis tratamentos no gréafico biplot
foi obtida nesta andlise (Fig. 4). Os dois componentes principais explicaram 52,52% da
variancia total dos dados, correspondendo a 32,41% para CP1 e 20,11% para CP2. Entre as
variaveis que mais contribuiram para distinguir os tratamentos no primeiro componente estéo
a area foliar (AF) (0,24), o peso seco de folhas (0,23), A (0,24), gs (0,23), CRA (0,22), teores
de Pro (0,22; 0,23) e amido (0,21; 0,21) nas folhas e raizes, respectivamente, CFT (0,21) e
atividade da enzima POD (0,21) nas raizes. Pelo primeiro componente foi possivel separar os
tratamentos de déficit hidrico de ambos os genétipos do lado direito do eixo Y. As variaveis
que mais influenciaram o CP2 foram aquelas relacionadas a producdo e biomassa na ultima
avaliacdo (colheita das sementes): PMS (0,30), numero (0,29) e germinacéo (0,28) de
sementes, AF (0,30), peso seco de folhas (0,28), peso seco de raiz (0,27). Nesse componente,
podem ser observadas diferencas entre os genétipos diploide e tetraploide, com os tratamentos
deste Gltimo distribuidos na parte inferior do eixo X.

4. Discusséo

Periodos de limitacdo de dgua e chuvas excessivas que geram alagamentos em areas
baixas representam condigdes climéticas adversas as quais 0s campos naturais do Bioma
Pampa estdo frequentemente sujeitos. Nesse ambiente desafiador, predomina uma espécie
conhecida nédo sé pela rusticidade, mas também pelo valor forrageiro: a grama forquilha.
Avaliar os mecanismos utilizados por esta espécie para tolerar o estresse hidrico durante a
fase reprodutiva deve contribuir para o entendimento de sua persisténcia em ambientes com

condic@es climaticas adversas.
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Periodos de limitacdo de 4gua fornecem restri¢cGes severas ao desenvolvimento da
planta. Os primeiros efeitos em gramineas forrageiras C4 incluem a reducao do CRA foliar,
fechamento estomatico e reducgdo da taxa de assimilagdo de CO, (Carmo-Silva et al., 2008;
Jespersen et al., 2019), bem como reducao de pigmentos fotossintéticos (Ahmad et al., 2013;
Katuwal et al., 2020c). O menor crescimento de plantas de grama forquilha foi relatado por
Ribeiro et al. (2006), causado pela reducdo da atividade fotossintética das plantas. Eles
também descobriram que a gs foi um dos principais fatores limitantes para a fotossintese, o
que é verificado pela relagdo inversa da direcdo dos vetores A e gs com os tratamentos de seca
distribuidos de forma oposta no biplot (Fig. 4).

Ap0s a aplicacdo dos tratamentos de estresse hidrico, houve reducéo nos valores de A
e gs em plantas diploides e tetraploides especialmente submetidas ao déficit hidrico. A baixa
disponibilidade de agua também foi investigada em Leimus chinensis por Xu et al. (2009),
que verificaram que plantas submetidas ao estresse (35-25% da capacidade de retencdo de
agua do solo) tiveram reducdes de 75 e 65% em A e gs, respectivamente. O desempenho
fotossintético mais baixo, mesmo no inicio do estresse, pode caracterizar uma importante
estratégia de tolerancia ao déficit. Ao avaliar as respostas da grama bermuda (Cynodon spp.)
ao estresse hidrico, Zhou et al. (2013a) relataram que gendtipos com maior tolerancia
apresentaram menor condutancia estomatica nos estagios iniciais de limitacéo de agua.

A manutencao da atividade fotossintética sob déficit hidrico, observada em plantas
diploides e tetraploides aos 8 e 10 dias ap0s o inicio do estresse, parece ser um importante
indicador de tolerancia a seca em gramineas perenes C4 (Zhou et al., 2013b; Katuwal et al. .,
2020c). Em contraste com os efeitos causados pelo déficit hidrico, taxas de A e gs
semelhantes as das plantas controle ocorreram em plantas dipl6ides e tetrapldides alagadas.

Em Paspalum dilatatum - outra espécie com importante papel nos campos naturais do Bioma
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Pampa - 0 alagamento aumentou gs, o potencial hidrico foliar e também A (Insausti et al.,
2001).

Avaliar o desempenho de gramineas forrageiras C4 apos estresse € uma abordagem
que permite distinguir gendtipos pelo potencial de recuperagéo (Beloni et al., 2017). O uso de
tal abordagem mostrou que plantas dipldides e tetrapldides previamente submetidas ao déficit
exibiram A maior do que plantas controle e inundadas. A taxa de crescimento relativo,
fotossintese foliar e o potencial para uso de luz foram relatados por Xu et al. (2009) como
variaveis marcadamente estimuladas pela seca imposta a L. chinensis. Embora estudos
sugiram que a poliploidia pode melhorar a capacidade fotossintética, ndo foram observadas
diferencas entre os dois gendtipos (Ruiz et al., 2020).

Outro conjunto de variaveis fisiologicas associadas a tolerancia ao estresse hidrico é
aquele relacionado a prevencédo de danos oxidativos. As espécies reativas de oxigénio
(ERO’s) atuam como sinalizadores para varios processos bioldgicos (Baxter et al., 2013;
Petrov et al., 2015; Mittler, 2017). Quando as plantas sdo submetidas a uma condicao
desfavoravel, as ERO’s regulam diferentes vias durante o processo de aclimatagdo, mas
também sdo subprodutos toxicos do metabolismo do estresse (Choudhury et al., 2017). Sun et
al. (2020) realizaram uma metanalise sobre este topico e descobriram que a superproducéo de
ERO’s foi o principal mecanismo por trds das respostas das plantas ao estresse hidrico que,
por exemplo, é frequentemente relatado em espécies do género Paspalum (Ahmad et al.,
2013; Rios et al., 2020; Katuwal et al., 2020b).

Os niveis de H202 e MDA verificados no ultimo dia de estresse mostram que as raizes
dos dois gendtipos foram mais sensiveis ao dano oxidativo em relacdo a parte aérea. Em dois
gendtipos de P. vaginatum submetidos a seca, Katuwal et al. (2020b) encontraram um
aumento no contetdo de MDA de 47 e 197% em comparagdo com plantas controle dos

gendtipos Seastar e UGP113, respectivamente. O aumento do teor de MDA foi observado no
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presente trabalho em folhas das plantas expostas a seca, embora em menor propor¢do do que
0 observado em raiz. Comumente relacionado a gramineas C4 submetidas a seca, o nivel de
MDA permite ndo apenas avaliar o dano oxidativo dessa condi¢do adversa, mas também
contribui para distinguir gendtipos por niveis de tolerancia (Katuwal et al., 2020d). A maior
sensibilidade da raiz aos danos oxidativos também ocorreu nas plantas alagadas. Em uma
revisdo recente sobre os efeitos de estresses abidticos em gramineas utilizadas em paisagismo
(uma categoria de plantas com predominancia do metabolismo C4) Fan et al. (2020)
destacaram que o alagamento desencadeia um aumento na atividade de enzimas antioxidantes
como resultado de danos as membranas celulares e o aumento na producdo de ERO’s. Por
exemplo, plantas de Agrostis stolonifera submetidas ao alagamento por 21 dias tiveram um
aumento na atividade SOD nas raizes, mas ndo em glutationa redutase e POD (Wang e Jiang,
2007).

Sete dias ap0s a recuperacdo, as plantas de ambos o0s gendtipos avaliados no presente
trabalho ainda apresentavam efeitos dos tratamentos de estresse, com destaque para menores
niveis de H20, e MDA em plantas previamente submetidas & seca. Da mesma forma, apds a
reidratacdo de plantas de P. densun e Setaria parviflora submetidas a seca, Rios et al. (2020)
encontraram diminuicdo nas concentracGes de MDA, aumento na atividade da catalase e,
consequentemente, diminuicdo nas concentrag@es de H20> nas folhas de ambas as espécies.

Como parte das principais respostas ao estresse hidrico, as plantas acumulam certas
moléculas que auxiliam na homeostase do estado da agua. Moléculas que atuam no ajuste
osmotico das células tém papel fundamental na tolerancia das plantas ao déficit hidrico
(Ozturk et al., 2020). O aumento na sintese desses “osmoprotetores” ¢ uma resposta
comumente relatada em espécies do género Paspalum quando submetidas a seca (Ahmad et
al., 2013; Elansary e Yessoufou, 2015; Silva et al., 2020). Os maiores danos causados pela

baixa disponibilidade de 4gua podem ser atribuidos ao menor ajuste osmético das plantas com
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0 uso de uma grande quantidade de metabdlitos de alto custo para o crescimento das plantas
(Katuwal et al. 2020a).

No presente estudo, folhas e raizes de plantas dipldides e tetrapldides expostas ao
déficit hidrico tiveram um aumento significativo nos niveis de Pro, um chaperona molecular
que atua na regulacdo de atividades enzimaticas e prote¢do da integridade de proteinas
(Zulfigar et al., 2020). Aqui, o conteudo de Pro mostrou uma forte associagdo com os niveis
de AST, um grupo de osmoprotetores que regulam o ajuste osmotico, fornecendo protecéao de
membrana e eliminando ERO’s excessivos contra varios tipos de tensdes (Singh et al., 2015).
Marimuthu e Murali (2018) também encontraram aumento na concentracdo de
osmoprotetores em plantas de Paspalum scrobiculatum submetidas a seca, condic¢éo que
também promoveu reducdo no teor de amido. Ao revisar o papel desse carboidrato em uma
condic&o de estresse, Thalmann e Santelia (2017) relataram que as plantas frequentemente
remobilizam sua reserva de amido para liberar energia, aglcares e metabdlitos derivados para
apoiar a mitigacdo dos efeitos do estresse. Em nosso estudo, maior teor de amido foi
encontrado nas folhas de plantas tetraploides.

Além disso, os compostos fenolicos sdo considerados um grupo quimicamente diverso
de metabdlitos secundarios que desempenham um papel importante na protecdo contra o
estresse. Ao avaliar as defesas contra fotoinibicdo por luz visivel e estresse UV nas folhas,
Csepregi e Hideg (2017) relataram que, entre todos os compostos estudados, os flavondides
foram os principais eliminadores de oxigénio singleto e H2O. Nesse sentido, resultados
obtidos por Silva et al. (2020) demonstraram que metabdlitos secundarios foram responsaveis
por alguma capacidade fisiol6gica de P. virgatum em suportar o excesso ou déficit hidrico.

Varidveis como Pro, AST, CFT e amido contribuiram notavelmente no CP1 da anélise
de componentes principais e permitiram distinguir os tratamentos de acordo com a condic¢éo

da agua. Aos sete dias de recuperacdo, ainda é possivel encontrar diferencas no teor de Pro
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nas folhas e CFT nas raizes de plantas previamente expostas a seca. Estudos recentes apontam
que a manutencdo de niveis mais elevados de metabdlitos secundarios e até mesmo de
enzimas antioxidantes pode ajudar as plantas a tolerar um possivel novo estresse. Sobre esse
assunto, Luki¢ et al. (2020) descobriram que plantas da graminea Alopecurus pratensis
previamente submetidas a seca tiveram melhor desempenho do que plantas controle sob um
segundo estresse.

Apesar das respostas fisiologicas e bioquimicas semelhantes observadas durante o
estresse e a recuperacao, as plantas tetrapléides confirmaram seu desempenho superior -
conforme relatado anteriormente por Weiler et al. (2018) — ao apresentar maior area foliar e
maior peso seco de raiz do que plantas diploides. No entanto, a falta de interacdo entre os
fatores genotipo e estresse hidrico sugere que as caracteristicas estruturais ndo foram o
principal fator de influéncia a tolerancia ao déficit hidrico. Em genétipos de P. vaginatum
submetidos a essa mesma condicdo adversa, Katuwal et al. (2020c) constataram que 0s niveis
de resisténcia observados a baixa disponibilidade de agua néo tiveram relacéo significativa
com caracteristicas morfoldgicas, como largura da folha e comprimento do entrend, mas
foram associados a varias caracteristicas fisioldgicas.

Os principais efeitos do estresse hidrico mostraram que a exposicao das plantas ao
déficit no inicio da fase reprodutiva reduziu o peso seco das folhas, perfilhos e rizomas (estes
ultimos apenas em recuperacao). No entanto, ndo afetou o peso seco de raiz, componente que
parece ter papel importante na tolerancia a baixa disponibilidade hidrica. Shahba e Abbas
(2014) atribuiram a resisténcia dos cultivares de P. vaginatum ao estresse hidrico a uma
pratica de desfolha menos drastica, que poderia favorecer o crescimento radicular por meio do
aumento da fixacao de carbono. Além do ajuste osmético e do aparato antioxidante, Katuwal

et al. (2020d) relataram que melhores desempenhos em espécies do género Cynodon sob seca
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podem ser atribuidos a caracteristicas de prevencdo de dessecacdo, como a particdo de massa
total para raizes e sua viabilidade.

As plantas de grama forquilha alagadas tiveram um desempenho semelhante ao das
plantas controle ao final dos periodos de estresse e de recuperacdo. Ao final do ciclo, essa
condigdo promoveu aumento na massa seca das raizes em ambos 0s genotipos, bem como nas
folhas, rizomas e perfilhos totais apenas nas plantas tetrapléides. Embora o periodo
prolongado de alagamento nédo tenha afetado a peso seco total das plantas aqui avaliadas,
Sigua et al. (2012) observaram um ligeiro aumento no crescimento de plantas de grama
forquilha quando submetidas a esta condigdo. A tolerancia ao alagamento por plantas de
grama forquilha parece ser um atributo sujeito ao desempenho das raizes. Segundo Xiao e
Jespersen (2019), a morfologia radicular, a taxa respiratoria e o teor de carboidratos sollveis
em agua foram as varidveis que contribuiram para a maior tolerancia do P. vaginatum ao
alagamento quando comparado a plantas de Cynodon. A tolerancia a inundacéo em P.
dilatatum foi atribuida a um conjunto de respostas em niveis anatémicos, morfol6gicos e
fisioldgicos, com destaque para o aumento da porosidade radicular e a formacéo de
aerénguima na bainha foliar (Insausti et al., 2001).

A rusticidade da grama forquilha em resposta as flutuacdes ambientais também inclui
alta tolerancia a seca (Severmutlu et al., 2011). No entanto, os efeitos dessas condi¢des
adversas durante o inicio da fase reprodutiva da grama forquilha precisam ser avaliados. Em
nosso trabalho, plantas de grama forquilha sujeitas ao déficit hidrico apresentaram aumento na
porcentagem de flores vazias e menor nimero de sementes preenchidas (formadas) por planta
(esta tltima apenas em diploides). Uma metanalise conduzida por Cohen et al. (2020) mostra
gue os impactos gerados pelo déficit hidrico e pelo calor sdo mais severos quando aplicados

durante a fase reprodutiva das plantas. Em um estudo sobre os efeitos da reducédo da
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disponibilidade de agua em uma pastagem seminatural, Zeiter et al. (2016) relataram que a
seca do verdo reduziu a densidade de sementes de gramineas em 44%.

A auséncia do efeito do déficit hidrico nas sementes bem formadas de grama forquilha
tetrapldide corrobora com estudos que atribuem as plantas polipldides maiores vantagens para
minimizar os impactos de condi¢des desfavoraveis (Stevens et al. 2020). Godfree et al. (2017)
concluiram através de sua pesquisa com a graminea perene Themeda triandra que a vantagem
polipldide esta ligada @ manutencdo homeostatica da producgéo reprodutiva sob estresse
abidtico crescente, bem como a diferencas fixas no tamanho e morfologia da semente que
aumentam a aptiddo e mobilidade do propéagulo. Embora ndo tenha sido um fator decisivo no
presente estudo, a maior atividade antioxidante é relatada como um dos possiveis motivos que
permitem maior tolerancia em polipléides em condi¢des desfavoraveis (Deng et al. 2012, Xu
et al. 2019).

O possivel motivo para maior estabilidade do rendimento de sementes em plantas
tetraploides pode estar relacionado ao nivel de reservas, uma vez que essas mesmas plantas
apresentavam maior teor de amido nas folhas ao final dos tratamentos de estresse. Sob
estresse, as reservas - como o suprimento de sacarose - desempenham um papel importante na
manutencdo do enchimento das sementes e na reducédo do aborto de flores (Hiyane et al.,
2010). Também é possivel observar que o maior acimulo de biomassa - expresso por uma
maior area foliar e massa seca de folhas e raizes - contribuiram para a separacao dos grupos
de acordo com a ACP.

5. Conclus6es

Nossos resultados mostraram que plantas diploides e tetraploides submetidas ao
alagamento no inicio da fase reprodutiva apresentaram desempenho semelhante e até superior
em relacéo as plantas controle no final do periodo de estresse hidrico, bem como na

recuperacao e colheita de sementes. As altas atividades de CAT e APX na raiz foram
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provavelmente os principais fatores que contribuiram para sua tolerancia. Apesar da redugdo
significativa no crescimento da parte aérea, as plantas de ambos os gendétipos submetidas ao
déficit hidrico foram capazes de sustentar uma atividade fotossintética positiva e acompanhar
o crescimento radicular com o suporte de uma maior sintese de compostos fendélicos totais,
prolina e agucares soltveis. De modo geral, apesar das diferencas morfoldgicas entre os dois
genotipos, as respostas fisioldgicas e bioquimicas sob condi¢des de estresse e recuperacao
mostraram que plantas diploides e tetraploides tiveram desempenho semelhante. No entanto, o
rendimento de sementes de plantas dipldides expostas a seca foi reduzido, enquanto o
tetrapldide foi capaz de manter o mesmo numero de sementes produzidas, independentemente
da condicdo da agua, confirmando o desempenho de rendimento superior previsto do genotipo

tetrapldide.
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Fig. 1. Capacidade de armazenamento de agua (%) em condicao bem irrigada (controle - 80%
CAA), seca e alagamento durante os periodos de estresse hidrico (amarelo) e recuperacao
(azul) em que plantas de dois genétipos de grama forquilha - um dipldide (a) e outro
tetraploide (b) - foram submetidas. Imagens térmicas representaram controle (Ct), seca (Sec) e
inundacgéo (Al) de plantas diploides (c, €) e tetrapldides (d, f) sob dez dias de estresse hidrico
(c-de), e as 24h de recuperacao (e-f). Os valores (que representam a média + desvio padréo (n
= 4) de AT (°C) para a temperatura do ar) seguidos pelas mesmas letras minusculas nos
tratamentos e maiusculas nos gendtipos de grama forquilha ndo indicam diferengas

significativas em P<0,05 pelo Teste de Tukey.
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Fig. 2. Taxa de fotossintese liquida (a-b), condutancia estomatica (c-d) e eficiéncia do uso da
agua pela folha (e-d) de um gendtipo diploide (a esquerda) e outro tetraploide (a direita) de
plantas de grama forquilha submetidas as condicdes irrigacdo adequada (controle), seca e
alagamento por 10 dias (amarelo), seguido por um periodo de recuperacdo de 7 dias (azul).
Barras verticais representam os valores da menor diferenca significativa (P<0,05) para

comparacdo das médias em um determinado dia de avaliacéo.
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Fig. 3. Teores de peroxido de hidrogénio (H20:) e malondialdeido (MDA) nas folhas (a-b; e-

f) e raizes (c-d; g-h) de plantas de um genétipo de grama forquilha diploide e outro tetraploide

submetidas as condicdes irrigacdo adequada (controle), seca e alagamento por 10 dias

(esquerda) no inicio da fase reprodutiva, bem como no 7° dia de recuperagdo (direita). Os

valores seguidos pelas mesmas letras mindsculas nos tratamentos e maidsculas entre

genotipos de grama forquilha ndo indicam diferengas significativas em P<0,05 pelo teste de

Tukey. As barras de erro representam o desvio padréo (n = 4).
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Tabela 1. Teor relativo de agua e extravasamento de eletrélitos avaliados em folhas de um

plantas de dois genotipos de grama forquilha — um dipléide e outro tetrapldide - submetidas as

condicdes irrigacao adequada (controle), seca e alagamento por 10 dias, bem como no 7° dia

de recuperacéo.

Tratamento

Estresse hidrico — 10 dia

Dipldide

Tetraploide Dipldide

Recuperacdo — 7 dia

Tetraploide

Controle
Seca

Alagamento

Controle
Seca

Alagamento

97.01+0.19 Aa"
77.60 + 0.49 Ab
92.89+ 4.30 Aa

20.08 £2.83 Aa
12.54+1.04 Ab
16.72 +3.06 Aa

Conteudo relativo de dgua (%)

96.03 £2.75 Aa 93.65+3.22 Aa
79.59 £6.12 Ab 89.85+1.26 Aa
95.13+£2.79 Aa 92.92+£3.82 Aa

Extravasamento de eletrolitos (%)

13.93+1.72Ba 18.84 £ 6.00 Aa
9.61+0.37 Bb 17.11+2.20 Aa
15.47+2.39Ba 22.3+2.53 Aa

95.03 £2.71 Aa
92.36 £ 2.59 Aa
95.04 £2.57 Aa

12.10+1.95Ba
14.30+0.60 Ba
14.45+2.23Ba

TOs valores seguidos pelas

mesmas letras minusculas nos tratamentos e maitsculas nos gendtipos de grama forquilha ndo

indicam diferencas significativas em P<0,05 pelo teste de Tukey. + representa o desvio padrao

(n=4).
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Tabela 2. Atividades especificas das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (POD) em folhas e raizes
de plantas de dois genotipos de grama forquilha - um dipldide e outro tetraploide - submetidas
as condigdes irrigacdo adequada (controle), seca e alagamento por 10 dias no inicio da fase

reprodutiva, bem como no 7° dia de recuperacgéo.

Estresse hidrico — 10° dia Recuperacéo — 7° dia
Folhas Raizes Folhas Raizes
Tratamento Dipléide Tetrapldide Dipldide Tetrapl6ide Dipldide Tetrapldide Dipléide Tetrapl6ide
Atividade de SOD (unidades mg™* proteina min)
Controle 99.63 + 39 Aaf 99.09 + 13.40 Ab 219.30 + 61.40 Ba 247.76 £ 21.77 Aa 86.40 + 28.60 Aab 83.78 £ 16.4 Aab 295.77 £ 66.8 Aa 243.66 +71.7 Aa
Seca 81.70 + 6.88 Aa 108.50 + 9.30 Aab 123.90 + 28.50 Bb 190.76 + 33.3 Ab 73.10 £ 25.43 Ab 89.64 +12.7 Ab 150.76 +17.2 Aa 273.67 +106.94 Aa
Alagamento 73.20 £ 15.3 Ba 138.50 + 12.12 Aa 175.96 + 35.60 Bab 216.62 +58.23 Aab 104.81 + 16.00 Aa 11250 +11.8 Aa 176.25 +58.3 Aa 219.40 +38.91 Aa
Atividade de CAT (umol Hz0. mg* proteina min')
Controle 0.347 +0.083 Bb 0.793 £0.183 Aa 0.680 + 0.052 Ab 0.654 £ 0.129 Ab 0.646 + 0.103 Aa 0.759 £ 0.229 Ab 1.280 +0.362 Aa 0.852+0.270 Aa
Seca 0.348 + 0.020 Bb 0.718 £ 0.082 Aa 0.634 £ 0.193 Ab 0.461 + 0.093 Ab 0.528 £ 0.154 Ba 1.119+0.275 Aa 0.924 £0.297 Aa 1.240 + 0.409 Aa
Alagamento 0.759 + 0.205 Aa 0.676 £ 0.324 Aa 1.017 £ 0.258 Aa 0.986 + 0.392 Aa 0.798 £ 0.274 Ba 1.550 + 0.058 Aa 0.983 £0.387 Aa 0.794 £ 0.030 Aa
Atividade de APX (umol ASA mg™ proteina min)
Controle 6.36 £ 0.99 Ab 10.09 +2.75 Ab 20.88 +2.96 Ab 24.08 £ 6.19 Ab 10.89 +2.67 Ba 9.91 +2.59 Bb 43.34 + 13.66 Aa 30.12 £ 6.84 Aa
Seca 6.42 £0.75 Ab 9.09 +2.04 Ab 18.49 +5.84 Ab 16.57 +2.87 Ab 8.08 +2.69 Ba 14.82 +3.72 Aab 24.53 + 8.81 Bb 38.96 + 13.13 Aa
Alagamento 11.69 +2.83 Aa 10.66 +2.90 Aa 31.28 +3.94 Aa 30.05 +£9.20 Aa 13.00+1.95Ba 17.83+3.04 Aa 26.62 £ 4.16 Aab 31.08 +3.91 Aa
Atividade de POD (mmol TG mg™ proteina min't)
Controle 0.092 + 0.036 Aa 0.101 £ 0.025 Aa 0.053 £ 0.021 Ab 0.045 + 0.031Aa 0.141 + 0.040 Aa 0.095 + 0.022 Aa 0.058 + 0.012 Ab 0.033 £ 0.031 Ab
Seca 0.105 + 0.018 Aa 0.104 £ 0.010 Aa 0.428 + 0.136 Aa 0.155 + 0.047 Ba 0.124 + 0.057 Aa 0.101 £ 0.021 Aa 0.201 +0.030 Aa 0.100 + 0.020 Ba
Alagamento 0.086 + 0.034 Aa 0.121 + 0.055 Aa 0.060 + 0.044 Ab 0.053 + 0.029 Aa 0.154 + 0.031 Aa 0.128 £ 0.026 Aa 0.084 +0.013 Ab 0.036 + 0.004 Bb

T Os valores seguidos pelas mesmas letras maitsculas nos gendtipos de grama forquilha e
letras mintsculas nos tratamentos nao indicam diferencas significativas em P<0,05 pelo teste

de Tukey. * representa o desvio padréo (n = 4).
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Tabela 3. Teores de compostos fendlicos totais, prolina, agucares sollveis totais e amido em

folhas e raizes de plantas de dois gendtipos de grama forquilha - um diploide e outro

tetraploide — submetidas as condices irrigacdo adequada (controle), seca e alagamento por 10

dias no inicio da fase reprodutiva, bem como no 7° dia de recuperacao.

Estresse hidrico — 10° dia

Recuperagdo — 7° dia

Folhas Raizes Folhas
Tratamento Dipldide Tetrapldide Tratamento Dipldide Tetrapldide Tratamento Dipldide Tetrapldide
Compostos fendlicos totais (ug g peso fresco)
Controle 0.055 +0.013 Bb' 0.118 +0.020 Aa 0.039 +0.005 Ab 0.030 +0.004 Ab 0.106 +0.018 Aa 0.087 +£0.012 Aa 0.053 +0.014 Aa 0.036 +0.010 Aa
Seca 0.048 + 0.005 Bb 0.103 £ 0.013 Aa 0.042 £ 0.004 Aa 0.042 + 0.006 Aa 0.094 + 0.007 Aa 0.115 + 0.025 Aa 0.030 + 0.007 Ab 0.028 + 0.006 Ab
Alagamento 0.119 £ 0.010 Aa 0.090 + 0.042 Aa 0.013 £ 0.003 Ac 0.012 + 0.007 Ac 0.120 £ 0.031 Aa 0.109 + 0.037 Aa 0.023 £ 0.003 Ab 0.030 + 0.002 Ab
Prolina (umol g peso fresco)
Controle 2.42 £0.39 Ab 2.36 +0.32 Ab 0.98 + 0.60 Ab 0.31+0.29 Ab 1.87 £ 0.48 Ab 2.39+0.21 Ab 0.58 +0.40 Aa 0.83+1.17 Aa
Seca 13.81 +5.33 Aa 10.89 + 3.84 Aa 17.87 +2.94 Aa 1458 7.0 6 Aa 2.79+0.19 Aa 2.74+0.15 Aa 0.63+0.51 Aa 0.56 +0.39 Aa
Alagamento 2.02 £0.32 Ab 2.09+0.16 Ab 0.08+0.1 Ab 0.11+0.15 Ab 2.04+0.26 Ab 1.87 £0.21 Ab 0.31+0.31 Aa 0.14 +0.04 Aa
Aclcares sollveis totais (mg g™ peso fresco)
Controle 0.26 +0.08 Ab 0.21+0.01 Ab 0.38+0.08 Ab 0.25+0.06 Ab 0.24 +0.07 Aa 0.35+0.10 Aa 0.36 +0.08 Ab 0.29+0.10 Ab
Seca 0.52 +0.02 Aa 0.46 +0.00 Aa 0.47 £0.04 Aa 0.43+£0.06 Aa 0.16 + 0.02 Ab 0.19 £ 0.02 Ab 0.32 £ 0.06 Ab 0.33 £0.06 Ab
Alagamento 0.23 £0.07 Ab 0.26 £ 0.01 Ab 0.50 £ 0.02 Aa 0.44 £0.04 Aa 0.26 £ 0.04 Aa 0.26 +0.03 Aa 0.45+0.06 Aa 0.42 £0.03 Aa
Amido (mg g peso fresco)
Controle 1.90+0.20 Ba 2.31+0.38 Aa 1.51+0.11 Ab 1.23+0.22 Ab 2.17+0.03 Aa 2.40+0.30 Aa 2.64 +0.60 Aa 3.04 £1.09 Aa
Seca 1.48+0.22 Bb 1.51+0.02 Ab 1.67 +£0.08 Aa 1.69 +0.05 Aa 2.11+0.35 Aa 2.14+0.28 Aa 2.90 + 1.06 Aa 2.31+0.38 Aa
Alagamento 2.06 +0.23 Ba 2.32+0.07 Aa 0.89+0.19 Ac 0.99 +0.39 Ac 2.33+0.21 Aa 2.41+0.24 Aa 2.19+0.52 Aa 2.31+0.21 Aa

T Os valores seguidos pelas mesmas letras mintsculas nos tratamentos e maitsculas nos

genotipos de grama forquilha ndo indicam diferencgas significativas em P<0,05 pelo teste de

Tukey. + representa o desvio padrdo (n = 4).
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Tabela 4. Numero de perfilhos, area e peso seco das folhas, peso seco dos perfilhos mais
rizomas, raizes e material morto de plantas de dois gendtipos de grama forquilha —um
diploide e outro tetrapldide - submetidas as condic¢des irrigacdo adequada (controle), seca e

alagamento por 10 dias no inicio da fase reprodutiva das plantas, bem como no 7° dia de

recuperagao.
Estresse hidrico - 10" dia Recuperagdo — 7" dia Estresse hidrico - 10" dia Recuperagdo — 7" dia
Tratamento Dipldide Tetraploide Dipléide Tetraploide Dipléide Tetraploide Dipldide Tetraploide
------------ Area foliar (cm?) ------------ ---------- Peso seco de folhas (g) ----------
Controle 665.8 + 21.5 Ba 780.4 £ 95.5 Aa 598 + 91.5 Ba 832.2+118.9 Aa 3.79+05 Aa 4.01+0.6 Aa 3.19+0.7Ba 4.23+0.6 Aa
Seca 391.9 +70.6 Bb 398 + 33.6 Ab 449.2 + 115 Bb 657.1 +58.7 Ab 1.8+ 0.8 Ab 2.03+0.1 Ab 2.17+0.54Bb 3.06 £ 0.4 Ab
Alagamento 753.7 +176.7 Ba 870.8 +110.4 Aa 766.8 + 88.4 Ba 800.1+91.1 Aa 3.71+03Aa 4.64+0.52 Aa 3.89+0.76 Ba 3.98+0.43 Aa
———————— NUmero de perfilhos vegetativos -------- -------- NUmero de perfilhos férteis --------
Controle 28.5+35Aa 19.3+3.6Ba 39.2+7.2 Aa 26.5+6.8 Ba 6.3+3.1Aab 25+2.1Aab 8.0 +5.3 Aa 25+19Ba
Seca 43.0 £15.7 Aa 23+7.6Ba 325+6.1 Aa 23.7+34Ba 1.0+ 2.0 Ab 15+1.3Ab 1275+ 4.7 Aa 3.75+0.9 Ba
Alagamento 243+83 Aa 255+3.8Ba 33.2+3.7 Aa 225+54Ba 55+3.3 Aa 55+ 2.4 Aa 8.0£5.3 Aa 475+0.5Ba
—————————— Namero total de perfilhos ---------- ---------- Peso seco de perfilhos e rizomas (g) ----------
Controle 347+15Aa 21.7+5.2Ba 47.2+4.8 Aa 29.0+8Ba 11.5+3.43 Ab 10.09 £ 4.3 Ab 11.66 £ 2.17 Aa 13.26 £ 3.0 Aa
Seca 44 +16.8 Aa 245+8.1 Ba 452 +49 Aa 275+3.1Ba 6.82+1.19 Ab 8.9+161Ab 8.38 £ 1.54 Ab 8.99 + 0.59 Ab
Alagamento 29.7+11.2 Aa 31+3.1Ba 412+2.7 Aa 27.2+5.7Ba 1339+ 1.2 Aa 16.91 £ 4.4 Aa 13.96 + 1.08 Aa 13.67 £ 1.59 Aa
---------- Peso de raiz (g) ---------- ---------- Peso de material morto (g) ----------
Controle 7.11+23Ba 8.84+2.82 Aa 8.16 + 1.66 Ba 9.56 + 1.94 Aa 1.76 £0.83 Aa 1.45+1.09 Aa 2.49+0.7 Bab 3.09 + 0.44 Aab
Seca 5.78+0.6 Ba 10.71 £ 1.5 Aa 5.95+1.09 Ba 9.12+1.05 Aa 1.83+0.84 Aa 2.32+0.66 Aa 3.04+0.73Ba 353+05Aa
Alagamento 6.9+1.31Ba 9.42 £2.29 Aa 6.87 £2.62 Ba 10.79+19 Aa 1.09 £0.41 Aa 2.1+0.68 Aa 1.73+0.75Bb 2.83+0.22 Ab

T Os valores seguidos pelas mesmas letras mintsculas nos tratamentos e maitsculas nos
genotipos de grama forquilha nao indicam diferengas significativas em P<0,05 pelo teste de

Tukey. * representa o desvio padréo (n = 4).
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Tabela 5. Area e peso seco das folhas, peso seco dos rizomas mais perfilhos totais e também

da raiz, bem como o nimero de inflorescéncias por planta, racemos por inflorescéncia,

comprimento dos racemos, percentual de flores vazias e nimero de sementes formadas por

planta, peso de 1000 sementes, viabilidade e germinacao de sementes de dois genotipos de

grama forquilha — um dipldide e outro tetrapldide - submetidas as condigdes irrigacdo

adequada (controle), seca e alagamento no inicio da fase reprodutiva.

Tratamento

Controle
Seca
Alagamento

Controle
Seca

Alagamento

Controle
Seca

Alagamento

Controle
Seca

Alagamento

Dipléide Tetraploide

Dipléide Tetrapl6ide
Area foliar (cm2)
412.0 + 99 Bab 623.7 +71.6 Ab
551.4 £ 59 Ba 757.19 + 103 Aab
364.4 + 140.6 Bb 869.5 + 73.8 Aa

Peso seco de raiz (g)

12.93+1.47 Aa 14.86 £ 1.28 Ab
9.49 +1.89 Bb 15.64 + 1.63 Aab
9.17+1.83Bb 18.05+1.94 Aa

Comprimento médio dos racemos (cm)

9.05+0.39 Bb 10.11 + 0.58 Ab
8.64 +0.68 Bb 10.56 + 1.44 Ab
9.25+0.54 Ba 12.06 + 0.68 Aa
Peso de 1000 sementes (g)
1.77+0.11 Ba 3.16 £0.21 Aa
1.57 £0.05 Ba 3.21+0.27 Aa
1.72 £ 0.06 Ba 3.25+0.28 Aa

Dipléide Tetraploide
Peso seco de folhas (g)
3.14 +0.6 Ba' 4.43+0.6 Ab
3.98+0.6 Ba 5.14 + 0.9 Aab
2.78+1.06 Ba 6.23+0.5 Aa

NuUmero de inflorescéncias por planta

15.67 £2.35 Ab 7.0+2.16 Ba
14.67 +3.85 Ab 7.25+2.63 Ba
24.0+4.54 Aa 55+1.29Ba

Flores vazias por plantas (%)

329+26Bb 46.1+7.1 Ab
54.7+4.8Ba 53.1+12.7 Aa
40.3 +4.9 Bab 50.7 £ 10.4 Aab

Viabilidade das sementes (%)

79.5+11Ba 92+7 Aa
88+4Ba 95+ 4 Aa
88 +3Ba 91+2Aa

Peso seco de rizomas mais perfilhos totais (g)

24.08 £7.96 Aa 21.63+2.92 Ab
22.31+4.03 Aa 22.94 +2.91 Aab
26.43 £ 4.96 Aa 30.28 £2.14 Aa
Racemos por inflorescéncias
251+0.18 Aa 2.13+0.08 Ba
24503 Aa 2.08 £0.16 Ba
2.20+0.12 Aa 2.14+0.10 Ba

NUmero de sementes por planta

1749.3 + 296.76 Aa 524.75 + 196.88 Ba
1129.67 + 403.37 Ab 485.75 + 148.42 Ba
2151.3 £ 455.66 Aa 4435+ 157.9 Ba

Germinagéo das sementes (%)

84 +11 Aa 53+ 14 Ba
74 10 Aa 53+ 6Ba
84 + 4 Aa 61+8Ba

T Os valores seguidos pelas mesmas letras maitsculas nos gendtipos de grama forquilha e

letras mintsculas nos tratamentos nao indicam diferencas significativas em P<0,05 pelo teste

de Tukey. * representa o desvio padréo (n = 4).
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Fig. 4. Biplot de analise de componentes principais entre as varidveis avaliadas em plantas de
dois gendtipos de grama forquilha — um dipléide (D) e outro tetraploide (T) - submetidas as
condicdes irrigacao adequada (Ct), seca (Drg) e alagamento (FId) no inicio da fase
reprodutiva, bem como no momento da colheita das sementes. Abreviaturas: LT, temperatura
da folha; A, taxa fotossintética liquida; gs, condutancia estomatica; WUE, eficiéncia do uso da
agua na folha; RWC, conteudo relativo de agua; ELA, extravasamento de eletrdlitos; H202,
perdxido de hidrogénio; MDA, malondialdeido; SOD, superdxido dismutase; CAT, catalase;
APX, ascorbato peroxidase; POD, guaiacol peroxidase; TPC, compostos fendlicos totais; Pro,
prolina; e SST, agucar soluvel total em L, folhas e R, raizes; LA, area foliar, LW, peso seco
de folhas; Veg Til, perfilhos vegetativos; Fert Til, perfilhos férteis; T Till, nimero total de
perfilhos; Til + Riz W, pesos dos perfilhos mais rizomas; RW, peso seco da raiz; DMW, peso
seco do material morto; F, final; Inf F, inflorescéncias por planta; Racem I, racemos por
inflorescéncia; Racem L, comprimento dos racemos; E flor, porcentagem de flores vazias por
planta; Seeds, numero de sementes formadas por cada planta; 1000-SW, peso de 1000

sementes; Viab, porcentagem de viabilidade; e G, porcentagem de germinagédo das sementes.



6. Conclusodes

A implantacdo via semeadura de 230 sementes viaveis associado com 0 uso
de tecnologias (irrigagcédo, controle de daninhas e fertilizagdo) possibilita elevado
rendimento de sementes no primeiro ano de implantacdo. Apesar dos efeitos
remanescentes da densidade de semeadura na primeira desfolha, a producédo de
sementes de grama forquilha tetraploide ndo é influenciada no segundo ano apos a
implantacédo pela densidade ou pelo espagcamento de semeadura. A qualidade das
sementes ndo € afetada pelos niveis de arranjo de plantas aqui avaliados. A colheita
de sementes de grama forquilha tetrapléide pode ser iniciada quando a umidade das
sementes estiver em 33%. O inicio da degrana — em aproximadamente 10% - pode
ser considerado um indicativo visual para colheita das sementes. Com a avaliagédo dos
mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico durante o estagio reprodutivo foi
possivel constatar que plantas diploides e tetrapldides submetidas ao apresentaram
desempenho semelhante e até superior em relacao as plantas controle no final do
periodo de estresse hidrico, bem como na recuperacéo e colheita de sementes. As
altas atividades de CAT e APX na raiz foram provavelmente os principais fatores que
contribuiram para sua tolerancia. Plantas de ambos os gendétipos submetidas ao déficit
hidrico foram capazes de sustentar uma atividade fotossintética positiva e
acompanhar o crescimento radicular com o0 suporte de uma maior sintese de
osmoprotetores. O rendimento de sementes de plantas dipléides expostas a seca foi
reduzido, enquanto o tetrapléide foi capaz de manter o mesmo nimero de sementes
produzidas, independentemente da condicao da agua, confirmando o desempenho de

rendimento superior previsto do gendtipo tetraploide.
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