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RESUMO

As mudancas climaticas estdo alterando os climas locais e favorecendo a ocorréncia de
secas em varios ambientes. O milho é frequentemente reconhecido como sensivel & seca
engquanto que 0 sorgo € uma espécie considerada tolerante a seca. Esses comportamentos
podem estar relacionados com suas caracteristicas anatémicas e fisiologicas. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do déficit hidrico na anatomia e nas trocas gasosas
foliares relacionadas ao crescimento que atribuem caracteristicas especificas de tolerancia a
seca em plantas de sorgo e milho. As plantas foram obtidas a partir de sementes e 0s
experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo a 25+2 °C. As plantas foram
submetidas a trés condicdes de agua: capacidade de campo (CC), 75% CC e 50% CC e dez
repeticdes por 60 dias. Foram realizadas analises de crescimento, trocas gasosas e analise
guantitativa anatobmica. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott com P<0,05. As plantas de sorgo ndo apresentaram
modificagcdes no crescimento ou no contetdo de agua em niveis mais baixos de agua, mas foi
observado aumento da concentracdo de carbono intercelular. Além disso, 0 sorgo apresentou
aumento da area do mesofilo e maior proporcéo de camaras subestomaticas em niveis de agua
mais baixos. A limitacdo de agua mudou a anatomia foliar do sorgo incluindo as
caracteristicas estomaticas. O aumento das camaras subestomaticas no sorgo proporcionou
condi¢Bes para maior absor¢cdo de CO, bem como a manutencdo do crescimento e do
conteddo de agua, visto que o aumento das camaras subestomaticas pode estar relacionado
com a tolerancia a seca nesta espécie. Para as plantas de milho, a limitacdo de dgua causou
reducdo significativa no crescimento, pois a massa seca e outros parametros biométricos
foram prejudicados. A limitacdo hidrica reduziu o ndmero de folhas, a largura foliar, a
espessura foliar, a area foliar e a area de mesofilo das plantas de milho. Ndo foram
encontradas modificacBes nas trocas gasosas por unidade de area, mas esses parametros foram
reduzidos na planta inteira. As plantas de milho mostraram menor retengdo de 4gua e aumento
da transpiracdo em condi¢des de limitacdo hidrica. As modificacdes anatémicas da folha do
milho em condic¢Bes de limitagdo hidrica indicam a sua incapacidade de ajustar a anatomia
para aumentar a tolerancia a seca, mas as plantas foram capazes de sobreviver mesmo com
uma limitacdo de crescimento. Portanto, os espacos intercelulares foliares parecem ser
importantes para a tolerancia a seca do sorgo, uma vez que essas plantas mostraram a
capacidade de alterar esses parametros, principalmente o tamanho das cémaras
subestomaticas, enquanto que o milho, sensivel a seca, ndo foi capaz de promover mudancas
significativas em sua anatomia foliar para melhorar as respostas de tolerancia a seca.

Palavras-chave: Estresse hidrico. Poaceae. Metabolismo do tipo C4. Eficiéncia no uso da
agua. Espacos intercelulares foliares.



ABSTRACT

Climate changes are changing local climates and favoring drought events on several
environments. Maize is often recognized as drought-sensitive while sorghum is a recognized
drought-tolerant species and these behaviors may be related to anatomical and physiological
traits. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of water deficit in the leaf
anatomy and gas exchanges as related to growth that attribute specific drought-tolerance traits
in sorghum and maize. Plants were obtained from seeds and experiments were conducted in a
greenhouse at 25+2°C, in which plants were subjected to three water conditions: field
capacity (FC), 75% FC and 50% FC and ten replicates for 60 days. Growth, gas exchange,
and anatomical analysis were performed. Data were subjected to analysis of variance and
means compared by the Scott-Knott test at P<0.05. Sorghum plants showed no growth or
water content limitation under lower water levels but increased intercellular CO, content was
observed. In addition, sorghum showed higher mesophyll area and increased proportion of
stomatal cavities under lower water levels. Water limitation rather changed leaf anatomy,
including stomatal traits in sorghum plants. Increased stomatal cavities in sorghum grown
under water limitation provided conditions for CO, uptake and the maintenance of growth and
water content as increased stomatal chambers may be related to drought-tolerance in this
species. Maize plants maize showed significant growth reduction under water limitation as the
dry mass and other biometrical parameter were harmed. Water limitation reduced the number
leaves, leaf width, leaf thickness, leaf area and mesophyll area of maize plants. No
modifications were found in the gas exchange per unit area but these parameters were reduced
in the whole plant level. Maize plants showed lower water retention and increased
transpiration under water-limited conditions. Maize leaf anatomical modifications under water
limitation indicate its incapacity to adjust anatomy to enhance drought-tolerance but were still
able to survive under a high growth limitation. Therefore, the leaf intercellular spaces seems
to be important for sorghum drought tolerance since these plants showed capacity to change
these parameters, particularly the stomatal cavities size, while the drought sensitive maize
were unable to promote significant changes in its leaf anatomy to improve drought-tolerance
responses.

Keywords: Water stress. Poaceae. C4 metabolism. Water use efficiency. Leaf intercellular
spaces.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

No cenério de mudangas climéticas as plantas estdo sujeitas a fatores abidticos com
mais frequéncia, principalmente pela reducdo dos niveis de 4gua. O ambiente esta cada vez
mais seco e o estresse hidrico prejudica o crescimento, desenvolvimento e a qualidade das
plantas, uma vez que a agua é um dos principais recursos para a produtividade vegetal
(ATZORI; MANCUSO; MASI, 2019; CHANDRA et al., 2021; NARAYAN et al., 2021).
Além disso, a seca limita o transporte de nutrientes nas plantas pela reducdo da transpiragéo, o
que causa alteracBes no metabolismo (ALBACETE; MARTINEZ-ANDUJAR; PEREZ-
ALFOCEA, 2014; DA SILVA et al., 2011). Isso pode levar a diminuicdo da area foliar e da
taxa fotossintética (YAN; ZHONG; SHANGGUAN, 2016). Este efeito intensifica-se em
determinados pontos do ciclo fenoldgico (SOUZA et al., 2016). Portanto, para contornar essa
situacdo de escassez de agua buscam-se plantas que apresentam estratégias de tolerancia a
seca (MULLET, 2017).

Zea mays L., conhecida popularmente como milho, € uma espécie que necessita de
grandes volumes de &gua para o seu desenvolvimento (GONG et al., 2015). A reducdo da
disponibilidade hidrica € um fator estressante para esta planta (BEM-ARI et al., 2016;
LOBELL et al., 2014). Apesar disso, 0 milho pode apresentar estratégias para evitar o estresse
hidrico promovendo alteracdes na anatomia e na fisiologia das folhas. Por ser uma espécie
sensivel a seca o milho pode apresentar diferentes mecanismos morfofisiol6gicos
interessantes (DIAZ et al., 2018; MAGALHAES et al., 2014). De fato, 0 milho quando
submetido ao déficit hidrico possui alta plasticidade, por exemplo, aumento do comprimento
radicular, do tamanho do cértex e da quantidade de aerénquima (ALI et al., 2016; BURTON
etal., 2015; DIAZ et al., 2018).

Sorghum bicolor (L.) Moench., conhecido popularmente como sorgo, € uma espécie
tipicamente tolerante a seca (IMPA et al., 2019; WOLDESEMAYAT et al., 2017). Esta
espécie € mais tolerante em comparagdo com outras plantas de metabolismo do tipo C,4 (LI et
al., 2010). De forma semelhante ao milho, 0 sorgo, pode apresentar diversas respostas
morfofisioldgicas para tolerar as condi¢des de seca. De fato, o sorgo possui alta plasticidade
quando submetido ao estresse hidrico, por exemplo, redu¢do do numero de folhas e aumento
da densidade estomatica (IMPA et al., 2019; KAPLAN et al., 2019; MOROKE et al., 2011).
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As modifica¢Bes estruturais e fisiologicas das plantas de milho e de sorgo diante das
condigdes de seca estdo correlacionadas com o aumento da eficiéncia no uso da &gua. O
aumento da eficiéncia no uso da agua é considerado uma estratégia comum de espécies
tolerantes a seca, pois evita a perda de agua pela reducdo da transpiracdo. Sabe-se que as
trocas gasosas estdo diretamente relacionadas aos estomatos, o que influéncia nesta eficiéncia
(YOO et al., 2009). Dessa forma, os espacos intercelulares foliares podem atuar otimizando as
trocas gasosas e diminuindo a perda de agua durante a transpiracdo. Além disso, a area foliar
também é importante para o controle da perda de agua, uma vez que maior expansao foliar
pode aumentar a densidade estomatica ajustando as trocas gasosas. Estes ajustes podem
auxiliar na captacdo de CO; e na taxa transpiratéria ocasionando uma melhor eficiéncia no
uso da agua e no crescimento das plantas. Portanto, entender as caracteristicas dos espacos
intercelulares e da area foliar e suas relacdes na eficiéncia no uso da agua e nas trocas gasosas
é crucial para compreender os mecanismos que denotam toleréncia e sobrevivéncia das
plantas em ambientes secos.

Dessa forma, a hipoOtese deste trabalho é que as caracteristicas anatbmicas e
fisioldgicas foliares podem influenciar na toleréncia a seca das plantas modulando respostas
morfofisioldgicas. Portanto, o objetivo geral do presente estudo foi avaliar o efeito do déficit
hidrico na anatomia e nas trocas gasosas foliares relacionadas ao crescimento que atribuem

caracteristicas especificas de tolerancia ao déficit hidrico em plantas de sorgo e milho.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A seca e a producdo agricola

As alterages climaticas estdo causando modificacbes no volume hidrico e
aumentando a ocorréncia de estiagem (FIELD, 2014; STUART et al., 2011; SWEET et al.,
2017). Isso possui relacdo direta com o aumento das atividades antrépicas causado pelo
crescimento populacional e industrial (TESFAYE et al., 2018; YEPES; BUCKERIDGE,
2011). O evento de seca ocorre quando a condigdo atmosférica causa perda progressiva de
agua disponivel no solo até o nivel critico para as plantas (YADAV et al., 2021; ZHOU et al.,
2021), o que causa diversas alteracGes nas plantas devido ao estresse hidrico. De fato, o
estresse hidrico € um dos resultados mais importantes das mudancas climaticas afetando
negativamente o crescimento e o desenvolvimento das plantas (ASADI; ESHGHIZADEH,
2021; YADAV et al., 2021). Portanto, a reducdo da disponibilidade hidrica é uma grande
ameaca para as espécies cultivadas. 1sso afeta a producdo agricola e a seguranca alimentar de
milhGes de pessoas, uma vez que a seca é um evento complexo devastando a colheita das
plantas (HUSSAIN et al., 2018; KHOLOVA et al., 2010; MISHRA; SINGH, 2010).

O déficit hidrico vem afetando algumas regiGes e paises como o Ird (SHIRINBAYAN;
KHOSRAVI; MALAKOUTI, 2019), nas altas planicies do Texas (ZHAO et al., 2018), Africa
e Asia (IMPA et al., 2019). Dessa forma, a reduc&o hidrica esta causando uma restricio severa
na producédo agricola e tem impactos adversos na vida das pessoas (YADAV et al., 2021). O
Brasil também sofre com o déficit hidrico, principalmente nas regides do Nordeste e do
Sudeste brasileiro (MARENGO et al., 2018; MARENGO et al., 2019). No Brasil o déficit
hidrico é o fator chave de perdas significativas na agricultura (MARENGO et al., 2019;
SANTOS et al., 2011). Portanto, € crucial o desenvolvimento de pesquisas para obter plantas
com rendimentos mais eficientes e reduzir os impactos causados pela seca (SANTOS et al.,
2011; YADAV et al., 2021).

De acordo com relatério da FAO (2018a) o estresse ambiental entre os anos 2005-
2015 causou prejuizos na produgdo agricola de 96 bilhGes de dolares sendo que a escassez de
agua correspondeu a 29 bilhdes, ou seja, aproximadamente 31% desse total. Essas perdas
estdo relacionadas com a reducdo da quantidade de plantio de espécies cultivadas (DUARTE
et al., 2018). De fato, nos ultimos 50 anos, 67% das perdas da colheita foram provocados pelo
estresse hidrico (COMAS et al., 2013). Por causa disso, houve redugdo da producéo interna

bruta agricola (P1B). Isso é corroborado por Kim et al. (2019). Ele observou que entre os anos
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de 1983 - 2009 o déficit hidrico causou perdas de plantas cultivadas gerando um prejuizo
correspondente a 166 bilhdes de ddlares reduzindo a producao interna bruta agricola (PIB) em
0,8% com variagOes por pais. Além disso, segundo a OMS (2020), a escassez de agua afeta
40% da populacdo mundial impactando, aproximadamente, 55 milhGes de pessoas todos 0s
anos e, portanto, até 2030 estas pessoas correm o risco de serem deslocadas de suas
residéncias por causa da seca.

Portanto, tornam-se necessarias acdes para minimizar os prejuizos causados pela seca
no futuro. A¢bes como o racionamento de agua, a reducdo do periodo de irrigacdo e a
captacdo de agua da chuva tornam-se importantes. Apesar disso, compreender as respostas de
plantas a fatores abioticos, como a seca, e 0s mecanismos que denotam tolerancia é uma das
estratégias mais relevantes. Para isso, € necessario avaliar a anatomia e a fisiologia das plantas
para compreender e preencher as lacunas sobre os mecanismos morfofisiologicos. De fato, a

falta de dados e abordagens limitam ac¢des mais efetivas (KREIBICH et al., 2019).

2.2 Zea mays L. (Poaceae)

Zea mays L., conhecida popularmente como milho pertencente & familia Poaceae, é
uma planta anual, variando de um a quatro metros de altura, apresentando o caule do tipo
colmo e sistema radicular fasciculado. Além disso, possui 0 metabolismo do tipo C, e com
comportamento isoidrico (SAGE et al., 1999; TARDIEU; SIMONNEAU, 1998). Este
comportamento proporciona regulacdo nos movimentos estomaticos para reduzir a perda de
agua pela transpiracdo, por meio de ajustes na condutancia estomaética foliar prevenindo a
embolia e atingindo uma alta eficiéncia no uso da 4gua (ZHOU et al., 2021).

O milho é a terceira safra de grdos mais importantes do mundo vindo atras do trigo e
do arroz (CHIANGO et al., 2021; FAO, 2019) sendo que o Brasil é o 3° maior produtor
mundial de milho, ficando atrds de EUA e China (FAO, 2014). Dessa forma, é uma das
culturas mais amplamente cultivadas. A sua producdo global anual chega a 1147 milhdes de
toneladas e fornece alimentos para muitas populagdes (SHAH; PRASAD; KUMAR, 2016;
YAND; YAN, 2021) e é um recurso industrial importante (RIBAUT et al., 2009). Por causa
disso, o consumo global de milho devera aumentar nos proximos anos. Isso é corroborado
pelo IGC (International Grains Council, 2019).

Apesar da producdo da cultura do milho ser amplamente distribuida pelo mundo a
escassez hidrica associada as mudancgas climaticas estd influenciando negativamente esta

producdo nos ultimos anos. De fato, a seca € uma ameaca para a producdo destas plantas
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(BEM-ARI et al., 2016; LOBELL et al., 2014). O milho esta entre as espécies cultivadas mais
sensiveis as condi¢Bes de seca, pois necessita de grandes volumes de &4gua (GONG et al.,
2015; XIN et al., 2018). Isso pode levar a reduc@es significativas na sua produtividade (BEM-
ARI et al., 2016). Portanto, o milho possui grande importancia econémica mundial e entender
0s mecanismos causados pelo estresse hidrico podera auxiliar no aumento da produtividade da
planta e na preservacdo da biodiversidade.

2.3 Sorghum bicolor (L.) Moench. (Poaceae)

O sorgo, Sorghum bicolor (L.) Moench., é uma espécie da familia Poaceae e € um
grdo popular em todo o mundo, principalmente na Africa devido ao seu uso tradicional na
alimentacdo (RASHWAN et al., 2021). De fato, a sua producdo anual pode chegar a 63,9
milhdes de toneladas de graos (FAO, 2018b) e, inclusive, apresenta uma area de cultivo de 5,8
milhdes de hectares (FAO, 2017). O sorgo apresenta o sistema radicular fasciculado extenso
que pode atingir de 1 a 3 metros de profundidade. O caule é do tipo colmo e o seu fruto € uma
cariopse ou grdo seco (BOREM; PIMENTEL; PARRELLA, 2014; HILSON, 1916; HOUSE,
1985). Acredita-se que as plantas de sorgo tenham sido domesticadas na india por volta de
3700-2900 a.C (BARRON et al., 2020), mas é nativa dos paises africanos (DEVNARAIN et
al., 2019).

O sorgo possui grande importancia econdmica (JENKINS et al., 2020). Isso esta
relacionado com a alta produtividade de sequeiro e é uma das principais culturas de cereais
cultivadas globalmente (BARRON et al., 2020; FULLER; STEVENS, 2018). Além disso,
destaca-se na alimentacdo basica de muitos paises (IMPA et al., 2019; TARI et al., 2013).
Devido ao cultivo global as plantas de sorgo demonstram-se uma ampla adaptacdo as
mudancas climaticas. Isso proporciona ao sorgo crescer em regides com baixa disponibilidade
de agua. Portanto, nota-se que o plantio desta cultura pode ser uma solucéo sustentavel para
0s agricultores no combate as mudangas climaticas (BALAKRISHNA et al., 2019).

Neste contexto, o sorgo é a principal cultura cultivada em condi¢Ges de seca
(HADEBE; MABHAUDHI; MODI, 2020) e é considerado tolerante ao déficit hidrico (IMPA
et al., 2019). Por essa razdo, o sorgo é amplamente utilizado nos estudos como modelo ideal
para avaliar as modificagcdes das plantas nos ambientes secos (GUHA et al., 2018; YANG et
al., 2020). Apesar da toleréncia a seca o sorgo pode apresentar modificagdes que afeta sua
produtividade. De fato, o déficit hidrico reduziu a producdo de sorgo em 36 e 55%, nos
estagios vegetativo e reprodutivo, respectivamente (ASSEFA; STAGGENBORG; PRASAD,
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2010). No entanto, estas modificagdes podem ser mecanismos para melhorar o desempenho
das plantas em condicGes de seca. Asadi e Eshgizadeh (2021) observaram que a escassez de
agua diminuiu o peso seco das plantas de sorgo, mas aumentou a sua tolerancia. Portanto,
estudar 0s mecanismos que regem a tolerancia a seca pelas plantas de sorgo pode auxiliar em
programas de melhoramento genético e no entendimento das principais estratégias destas

plantas que denotam tolerancia em ambientes secos.

2.4 Fisiologia das plantas sob deficit hidrico

A 4gua € um recurso extremamente fundamental para o crescimento e
desenvolvimento das plantas e a sua disponibilidade depende da variabilidade climatica
(DEVNARAIN et al., 2019). A agua é um fator chave para a distribuicdo da vegetacdo nos
ecossistemas (ZHOU et al., 2021). Com as mudancas climaticas espera-se que 0s eventos de
seca se intensifiqguem nos préximos anos e as plantas estardo sujeitas ao estresse abiotico com
mais frequéncia gerando um grande desafio para a seguranca alimentar global (BERTOLINO;
CAINE; GRAY, 2019; GAO et al., 2019; KISSOUDIS et al., 2014). Isso corrobora alguns
modelos climaticos que indicam a diminuicdo das chuvas e o aumento das secas devido ao
aquecimento global (FIELD, 2014; STUART et al.,, 2011; SWEET et al.,, 2017). Neste
contexto, a reducédo da disponibilidade hidrica ocasiona perdas e limitacdes significativas nas
plantas, pois causa modificacbes morfofisioldégicas afetando a sua produtividade
(ABDALLAH et al., 2018; KIM et al., 2019; MARENGO et al., 2018; SHIRINBAYAN;
KHOSRAVI; MALAKOUTI, 2019).

A seca (ou déficit hidrico) é caracterizada quando a quantidade de &gua perdida pelo
vegetal € maior do que a sua absorcéo e seus efeitos dependem da intensidade e do periodo de
exposicdo das plantas (COSTA; PINHO; PARRY, 2008) e dependendo da intensidade e da
duracdo do periodo de seca pode ser classificada em quatro categorias: fraca, moderada,
severa e extrema (DUARTE et al., 2018). Por essa razdo, o déficit hidrico torna a relagédo
planta-agua menos estavel prejudicando o crescimento, o desenvolvimento (PAREEK;
SOPORY; BOHNERT, 2010) e a produtividade das plantas (XIN et al., 2018) e, inclusive,
afeta 60% da area terrestre global (RABARA et al., 2015). Dessa forma, muitos estudos
buscam entender o comportamento das plantas nesses ambientes. Isso é corroborado por
Nendel et al. (2014) e Zong e Shangguan (2014). Segundo Jenkins et al. (2020) e estes
estudos sdo necessarios para melhorar a gestdo do uso da &gua e garantir 0 sucesso da

agricultura.
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O estresse hidrico causa uma série de modificacBes nas plantas. As plantas apresentam
alteracbes nas caracteristicas morfolégicas e fisiologicas que advém da aclimatacdo sob
condicbes de seca. Essas alteracbes ocorrem, principalmente, nas raizes e nas folhas
(POTTERS et al., 2007; SHAO et al., 2008). O déficit hidrico pode reduzir severamente o
crescimento das plantas. 1sso tem relacdo com a diminuicdo da diviséo celular e o turgor, uma
vez que o estresse hidrico dificulta a divisdo e a extensdo celular (GAO et al., 2008;
NAYARAN et al., 2021). Além disso, a reducdo do crescimento das plantas em condicdes de
seca pode estar relacionada com a diminuicédo da area foliar e contetdo de clorofila, restricdo
da transpiracdo, fechamento estomatico, menor acimulo de carboidratos, caules mais curtos e
grossos, folhas eretas, sistema radicular profundo e com poucas ramificagdes, aceleracdo da
senescéncia e abscisdo das folhas, reducdo dos espacos intercelulares e do tamanho das
células do mesofilo (AMOUZOU et al., 2019; HE et al., 2017; RAMAMOORTHY et al.,
2017; TORRE et al.,, 2021; WHITE et al., 2015; YADAYV et al., 2021; YAN; ZHONG;
SHANGGUAN, 2016; ZHAO et al., 2018; ZHAN; SCHNEIDER; LYNCH, 2015).

Outro aspecto interessante € que a escassez de agua resultou em reduc@es da concentracao
de carbono intercelular, da taxa fotossintética, da taxa transpiratéria e da condutancia
estomatica podendo estar relacionada com as limitagcbes na difusdo dos gases através dos
estomatos (ABDALLAH et al., 2018; CHATURVEDI et al., 2021; FLEXAS et al., 2007;
SOUZA et al., 2013; TORRE et al., 2021). Sendo que os efeitos mais importantes causados
pela escassez hidrica sdo: reducdo da taxa fotossintética, da condutdncia estomatica e da
senescéncia foliar (FAROOQ et al., 2009). Isso tem relacdo com o fechamento precoce dos
estdmatos e da resisténcia para a difusdo dos gases (BOYLE; MCAINSH; DODD, 2016) ou
pelo comprometimento metabdlico provocado pelo estresse hidrico, uma vez que o transporte
de nutrientes também é limitado pelo declinio na transpiracdo (ALBACETE; MARTINEZ-
ANDUJAR; PEREZ-ALFOCEA, 2014: DA SILVA et al., 2011). Além disso, a formacao das
espeécies reativas de oxigénio (EROs) nos tecidos € uma das primeiras respostas das plantas
expostas ao estresse hidrico e a producdo destes pode causar efeitos prejudiciais devido ao
estresse oxidativo (ABBAS et al., 2019; ASADI; ESHGHIZADEH, 2021; RAHEEM et al.,
2018; YOU; CHAN, 2015).

Os efeitos do deficit hidrico dependem da intensidade e da duracéo e, inclusive, da espécie
vegetal. Isso proporciona varias respostas devido ao contraste de tolerancia ou sensibilidade
das plantas em condigcdes de seca. De fato, verificar a tolerancia das espécies ao estresse
hidrico é essencial (FAGHANI et al., 2015). Além disso, varios parametros fisioldgicos tém

sido usados como indicadores quantitativos para avaliar o estresse hidrico como o conteido
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relativo de agua, a taxa de abertura estomatica e a eficiéncia no uso da agua. Segundo Meetam
et al. (2020) estes parametros fisiol6gicos mudam rapidamente em plantas sensiveis, mas
menos nas plantas tolerantes. Dentre os indices citados a eficiéncia no uso da agua destaca-se
em estudos de seca, pois aparece em publicacfes mais classicas para avaliar os efeitos das
variacOes ambientais (ZELITCH; WAGGONER, 1962). Este pode ser calculado pela razéo
entre a assimilacdo de CO, e a perda de &gua pelas plantas por transpiracao ou pela relacdo da
massa seca ganha em funcdo da massa/volume de &gua perdida pela planta (KRAMER;
BOYER, 1995). Dessa forma, o indice depende da transpiracdo e da fotossintese que estdo
diretamente relacionadas com os espacos intercelulares e com a é&rea foliar. Portanto,
quantificar as varidveis fisioldgicas em estudos envolvendo as relagbes hidricas no sistema
solo-planta-atmosfera € necessario, pois auxilia na compreensdo das estratégias de

aclimatacao das espécies vegetais e propor um planejamento e um manejo mais adequado.

2.5 Anatomia das plantas sob déficit hidrico

O déficit hidrico promove alteracGes anatdmicas nas plantas. As modificacfes
anatdmicas desempenham um papel importante, uma vez que auxilia e determina o
crescimento e a aptiddo das plantas (TORRE et al., 2021) e estas surgem como mecanismos
para resistir, evitar ou tolerar as limitacbes de agua prolongadas (CHALLABATHULA;
ZHANG; BARTELS, 2018). Dessa forma, as plantas em condi¢des de déficit hidrico podem
apresentar aumento na espessura da exoderme, maior numero de elementos do metaxilema,
menor didmetro dos elementos de vaso, alteragcdes nos pigmentos, aumento na densidade e no
indice estomatico, menor distancia entre os feixes vasculares, aumento na proporcdo de
aerénguima no cértex e mudancas estruturais na endoderme (BHUSAL; HAN; YOON, 2019;
GUHA et al., 2018; LAVINSKY et al., 2015; MAGALHAES; SOUZA; ALBUQUERQUE,
2012; SOUZA et al., 2016; TORRE et al., 2021). Além disso, a grande parte das mudancas
anatdmicas causadas pela escassez de agua esta relacionada ao sistema vascular devido ao
transporte de agua. De fato, o estresse hidrico pode reduzir a quantidade dos tecidos
condutores (FANG; XIONG, 2015; GUHA et al., 2018) evitando a embolia e garantindo a
manutencdo do transporte de agua (CHOA et al., 2016). Assim, 0s espacos intercelulares e as
alteracbes na area foliar podem estar associados ao sistema vascular da planta. Essas
modificacbes podem influenciar no tamanho, no ndmero e na distribuicdo dos vasos do

xilema e do floema.
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Outra alteracdo importante das plantas em condic¢des de seca é 0 aumento dos espacos
intercelulares. O estresse hidrico pode induzir a formacao de espacos intercelulares auxiliando
na difusdo dos gases (NI et al., 2014; SOUZA et al., 2016). De fato, a formacao dos espagos
intercelulares esta diretamente relacionada as condi¢fes impostas pelo ambiente (EVANS,
2004; GONCALVES; LYNCH, 2014; Nl et al., 2014; YAMAUCHI et al., 2013). Além disso,
pode ocorrer 0 aumento no tamanho e na densidade das células (BOSABALIDIS; KOFIDIS,
2002; CHARTZOULAKIS et al., 2002) ou reducéo destas (TORRE et al., 2021), folhas mais
espessas e menores, aumento na quantidade de tricomas na epiderme foliar, estdbmatos
menores, aumento da espessura da cuticula na epiderme (FANG; XIONG, 2015) e diminuicéo
da &rea foliar. A reducdo da area foliar estd relacionada com as reducBes na espessura do
parénquima clorofiliano e das células epidérmicas (LOBATO et al., 2020; TORRE et al.,
2021).

Estas modificagBes podem estar relacionadas com a melhor eficiéncia no uso da &gua
pelas plantas. Espécies de plantas submetidas ao estresse hidrico aumentam a densidade
estomatica permitindo maior eficiéncia no uso da agua (MELO et al., 2007). Isso tem relacédo
com uma melhor assimilacdo de carbono pela fotossintese e pela diminuicdo na perda de dgua
por transpiracdo (MELO et al., 2007; VILLAR-SALVADOR et al., 2004; THOMAS, 2009).
Além disso, a formacdo de espacos intercelulares pode melhorar o crescimento da planta e
reduzir os recursos metabélicos (CHIMUNGU et al., 2015). Portanto, nota-se que 0s espagos
intercelulares constituem uma importante caracteristica diante da seca e podem influenciar na
transpiracdo reduzindo a perda de agua e, inclusive, podem atuar direta ou indiretamente na

expanséo foliar.

2.6 Tolerancia das plantas sob déficit hidrico

Espécies tolerantes e sensiveis a seca, como 0 sorgo e o milho, respectivamente,
possuem varias modificacfes morfofisioldgicas. Isso tem relacdo com as respostas celulares
diante da seca e a capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia depende destes sinais
(BENGOUGH et al., 2006). A resposta mais comum de tolerancia das plantas a seca envolve
a diminuicdo da perda de agua. Dessa forma, apresentam-se modifica¢cBes na anatomia foliar
que incluem alta densidade estomatica e reducdo na abertura dos estbmatos conservando a
agua na folha pela otimizacdo da transpiracdo (MAHAJAN; TUTEJA, 2005; MOROKE et al.,
2011; SOFO et al., 2008). Além disso, a limitagdo hidrica causa o estresse osmotico na célula

vegetal (ABDALLAH et al., 2018). Para minimizar o estresse osmotico ocorre 0 aumento da
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retencdo de agua (CHARTZOULAKIS; PATAKAS; BOSABALIDIS, 1999; RIBAUT et al.,
2009). De fato, as caracteristicas ligadas com a regulacdo osmatica e a retencdo de dgua nas
plantas sdo atributos essenciais para a sobrevivéncia das espécies tolerantes a seca, constitui-
se um dos mecanismos fisioldgicos mais eficazes para a manutencao da turgescéncia celular
(MARIJUAN; BOSCH, 2013; POORTER; MARKESTEIJN, 2008).

Outras alteragfes importantes nas plantas para tolerancia em condi¢Ges de seca
envolvem a rapida senescéncia dos 6rgdos vegetativos diminuindo o custo metabdlico e,
portanto, possuem maior capacidade de acumulacdo de biomassa (CHATURVEDI et al.,
2021; IMPA et al., 2019). A grande parte dessa biomassa ¢ acumulada nas raizes o que
aumenta a profundidade do sistema radicular elevando a probabilidade de obtencdo de agua
(JOHNSON et al., 2016; SOUZA et al., 2016). Além disso, as plantas tolerantes apresentam
mudancas nos vasos foliares, resisténcia a desidratacdo das células e maior deposicdo de ceras
foliares (MAGALHAES; DURAES; PAIVA, 1995). Este Gltimo desempenha um papel
importante na tolerancia a seca, uma vez que evita a perda de agua por transpiracdo nédo
estomatica preservando o contetdo de 4gua nas folhas (SANJARI et al., 2021).

O papel de tolerdncia a seca nas plantas também incluem regulacdo do movimento
estomatico e da condutancia estomatica das folhas (ZHOU et al., 2021), da eficiéncia no uso
de proteinas, do sistema enzimatico e da regulacdo do sistema fotossintético (ABDALLAH et
al., 2018; CRUZ DE CARVALHO, 2008; XIN et al., 2018). Isso esta relacionado com a
osmorregulacdo por solutos compativeis, como a prolina. Estes protegem as enzimas e
estruturas de membrana reduzindo os radicais livres e mantendo o teor de dgua nas plantas
(ASADI; ESHGHIZADEH, 2021). Além disso, as aquaporinas também desempenham uma
importante funcdo na tolerancia a seca, uma vez que mantém o equilibrio de dgua nas plantas
e o0 balanco hidrico celular (SHIVARAJ et al., 2021).

Portanto, o déficit hidrico é limitante ao crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia das plantas. Dessa forma, as plantas evoluiram mecanismos eficientes para
resistir sob tais condi¢fes, como ajustes na anatomia foliar e no controle das trocas gasosas.
Isso permite a manutengdo da biomassa das plantas refletindo no seu rendimento ou
estabilidade da producdo vegetal (COOPER et al., 2014; LAVINSKY et al., 2015). Apesar
disso, estes ajustes sdo limitados pelos estbmatos, uma vez que a captacdo de CO; e a perda
de &gua ocorrem por eles refletindo na eficiéncia no uso da agua (ZELITCH; WAGGONER,
1962) e uma vez que a transpiracao depende da superficie interna do mesofilo, os estudos dos
espagcos intercelulares e a relagdo com a expanséo foliar tornam-se extremamente importantes.

Neste contexto, espécies contrastantes a seca como o milho e o sorgo empregados como
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modelos em estudos de déficit hidrico podem oferecer respostas interessantes para entender as
diferentes respostas das espécies em condi¢cdes de estresse hidrico e permitir compreender a
relacdo da seca com as trocas gasosas e com a anatomia foliar. De fato, a busca por espécies

tolerantes a seca € considerada um objetivo essencial (ZHAO et al., 2018).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Longos periodos de déficit hidrico sdo causados por alteracBes climaticas e
aquecimento global. Esses eventos abidticos podem resultar em mudancas estruturais nas
plantas e assim afetar a produtividade de espécies agricolas.

Apesar disso, espécies de plantas que possuem tolerancia a seca podem ser uma
alternativa para a adaptacdo nos ambientes propicios a tais condi¢Ges. Assim, pretende-se
buscar com o estudo entender as caracteristicas anatdmicas que regem a tolerancia a seca nas
plantas e agregar a literatura. Além disso, os resultados obtidos com o trabalho auxiliardo os
programas de melhoramento genético, na producdo agricola e na preservacdo da
biodiversidade bem como ajudardo a compreender como as plantas tolerantes ajustam a sua

eficiéncia no uso da agua em condigdes de seca.
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Abstract

This work aimed to evaluate the effects of lower water levels on leaf intercellular spaces and
to assess their relations with the gas exchange, anatomy and growth of Sorghum bicolor.
Experiments were conducted in a greenhouse, in which plants were subjected to three water
conditions (ten replicates per plant): field capacity (FC), 75% FC and 50% FC. Lower water
levels had no significant effect on the growth of S. bicolor but increased the biomass of the
roots. Moreover, the number of leaves, leaf area and leaf size as well as the chlorophyll
content were not affected by lower water levels, and no significant changes were detected for
whole plant photosynthesis, transpiration or stomatal conductance. The water content of the
plants and the water potential remained unchanged. However, compared with other
treatments, the 75% FC treatment increased water loss and decreased the water content.
Lower water levels increased the intercellular CO, content, mesophyll area and proportion of
stomatal cavities and promoted minor changes in leaf tissue and stomatal traits. The increased
stomatal cavities provided higher CO, uptake and prevented excessive water loss. Thus,
modifications to the intercellular spaces promoted conditions to avoid excessive water loss
while concurrently improving CO, uptake, which are important traits for drought-tolerant
plants.

Keywords: Leaf anatomy, gas exchange, photosynthesis, stomatal cavity, transpiration, water
stress.
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Introduction

Lower water levels are a severe environmental condition that substantially limits crop and
ecosystem productivity. To regulate their survival, growth and development, species must
control water loss under drought conditions (Hsie et al. 2015). Such control in drought-
tolerant plants requires morphological, anatomical and physiological modifications (Lavinsky
et al. 2015; Zhao et al. 2018). These modifications include reduced leaf area and thickness,
decreased stomatal density, stomatal closure, and decreased transpiration and photosynthesis
(Clauw et al. 2015; Zhao et al. 2018; Anupama et al. 2019). Lower water levels-induced
morphophysiological modifications occur to reduce water loss; however, they also limit
photosynthesis. In fact, reduced net photosynthesis and growth are often reported in plants
under drought (Hsie et al. 2015). Restricted photosynthesis may be related to reduced stomatal
CO, uptake and diffusion within the mesophyll (Abdallah et al. 2018). These well-known
responses permit plant survival but reduce productivity. In this sense, drought-tolerant species
are recognized as showing minimal growth losses under lower water levels.

Sorghum bicolor (L.) Moench is usually recognized as a drought-tolerant species
(Impa et al. 2019) and is often used in studies about drought-tolerance (Sutka et al. 2016;
Guha et al. 2018; Impa et al. 2019). Leaves play a key role in the control of water loss since
these organs are the main site for gas exchange (Hughes et al. 2017). The control of leaf gas
exchange is mostly performed by stomata, whose conductance and transpiration are reduced
closure (Engineer et al. 2014; Lawson and Blatt 2014). Another common response to drought
stress is a reduced leaf area (Clauw et al. 2015; Zhao et al. 2018; Anupama et al. 2019).
However, stomatal closure prevents CO, uptake, and a smaller leaf area limits photosynthesis
capacity, causing significant growth limitation.

The conflicting nature of plant survival under drought conditions has promoted the use
of tolerance parameters such as water-use efficiency (WUE) (Zelitch and Waggoner 1962).
This index is based on the ratio between biomass production and water consumption (Kramer
and Boyer 1995), and WUE is also calculated as the ratio between net photosynthesis and
transpiration in gas exchange instruments (Cruz et al. 2019). Regardless of the calculation
method, stomata play a key role in WUE because these structures are the main sites of gas
exchange (Buckley 2019). However, anatomical analysis has often provided contrasting
information in the literature regarding stomatal traits under lower water levels. For instance,
drought can reduce stomatal density (Hughes et al. 2017; Anupama et al. 2019) or increase

this parameter (Melo et al. 2007; Moroke et al. 2011) in tolerant species. Furthermore, the
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stomatal index can increase (Hsie et al. 2015) or decrease (Silva et al. 2009) in drought-
tolerant plants. Therefore, different anatomical traits may also exist for drought-tolerant
plants, and the intercellular spaces may be one of the most underestimated characteristics in
this sense.

Intercellular spaces are the main sites for gas diffusion within a leaf (Ni et al. 2014).
Larger intercellular spaces are associated with higher CO, concentrations in the mesophyll,
which favor an increased photosynthesis rate (Terashima et al. 2006; Gleason et al. 2019).
This is very important for plants to maintain their growth under drought conditions (Lavinsky
et al. 2015). It is important to note that, regardless of the stomatal control of water loss, the
water vapor that leaks from these structures is produced in the intercellular spaces within the
mesophyll (Jarman 1974; Terashima et al. 2006). Thus, intercellular spaces influence both
photosynthesis and transpiration and may have an important role in drought-tolerance.

The hypothesis of this work is that drought-tolerant plants alter their leaf intercellular
spaces to improve their capacity for water preservation and CO, uptake, and these changes are
related to their photosynthesis, transpiration and growth capacity. Thus, this work aimed to
evaluate the effects of lower water levels on leaf intercellular spaces and to assess their

relation with the leaf gas exchange, anatomy and growth of Sorghum bicolor.
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Material and methods

Plant material and experimental design

The experiment was carried out in a greenhouse located at the Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Minas Gerais, Brazil (21°13'17”S and 44°57'47”W). Sorghum bicolor (L.) Moench
plants were obtained from seeds provided by the National Research Center for Corn and
Sorghum, EMBRAPA - Sete Lagoas, MG, Brazil.

The seeds were sown in 5.0 L plastic pots containing 2.0 L of sand and 800 ml of
nutrient solution (Hoagland and Arnon 1950) at 40% of its ionic force. The pots were then
placed in a germination chamber under constant light at 25°C for approximately seven days,
after which the seedlings had three leaves and were 10 cm in height.

Seedlings displaying good phytosanitary conditions and of similar size were
individually transplanted into 5.0 L plastic pots containing 3.0 L of sand and nutrient solution
(Hoagland and Arnon 1950) at 40% of its ionic force. These pots were kept in a greenhouse at
25+2°C, under 50% relative humidity and under a 12 h photoperiod.

The plants were then subjected to three water conditions according to the method used
by Diaz et al. (2018). The water conditions used in the experiments were (1) field capacity
(FC), (2) 75% field capacity (75% FC) and (3) 50% field capacity (50% FC). Field capacity
was considered as the maximum volume of water retained by 1.0 L of sand without becoming
waterlogged. The volume of water applied to achieve FC was 310.0 ml water L™ sand, and for
75% FC and 50% FC, the amounts of water in the substrate were maintained at 232.5 and
155.0 ml water L™ sand respectively. The plants remained in these conditions for 60 days. The
water lost by evapotranspiration was monitored by the daily difference in the mass of each pot
and then replaced and the nutrient solution was replaced weekly. The experimental design
was completely randomized, with three treatments and ten replicates per plant. All the data
obtained from multiple analyses were averaged for each replicate.

Plant growth analysis and water content

Plant height and the number of leaves were evaluated at 10 days intervals. The plants were
sampled at the end of the experiment and then separated into leaves, stems and roots. The leaf
area, length and width were measured by a CI-203 handheld area meter (CID Bio-Science,

Camas, USA). Then, the fresh mass of each tissue was measured on an AY220 analytical
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scale (Shimadzu, Kyoto, Japan). The roots, leaves and stems were oven dried at 60°C until a
constant mass was achieved, after which the dry mass was also assessed on an analytical
scale. The biomass allocation was calculated for each organ using the following equation
(Santos et al. 2015): AL% = (ODM/PDM)*100. Here, AL% is the biomass allocation to a
given organ, ODM is the dry mass of the organ, and PDM is the whole-plant dry mass. The
mass of water in each plant organ was calculated by the difference between fresh and dry
masses.

All water applied to the system was measured for each replicate. The water retention
in the plants was estimated using the following equation: WR = (PWM/WEX)*100. Here,
WR is the water retention, PWM is the mass of water in the plant, and WEX is the total mass
of water applied in the experiment. The water lost by evapotranspiration (EVAP) was
estimated by the equation: EVAP (%) = 100-WR. In addition, the water content (WC) in the
plant and its organs was calculated by the: WC = [(FM-DM)/FM]*100, were FM is the
plant/organ fresh mass and DM is its dry mass.

The leaf water potential was measured at the end of the experiment with a portable
Scholander-type (Scholander et al. 1965) pressure pump (PMS Instrument Company,
Corvallis, USA). Gaseous N, was used to apply the required pressure. Measurements were
taken at dawn (between 04:00 and 06:00 a.m.) for the first fully developed leaf from the top.

Gas exchange and chlorophyll content analyses

At the end of the experiment, leaf gas exchange was assessed with an LI-6400XT model
infrared gas analyzer (LI-COR Biosciences, Lincoln, USA) coupled to an LI-6400-02B
cuvette with red/blue LED light source (LI-COR, Lincoln, USA). Measurements were taken
for two fully developed leaves per plant from 08:00 to 10:00 a.m., with the photon flux
density fixed at 1000 pmol m™ s, and a mean temperature of 28.1°C; CO, was obtained from
the atmosphere, its mean concentration was 420.1 pmol mol™ air, and the pump flow was 500
umol s™. The net photosynthesis (A), transpiration rate (E), stomatal conductance of water
(gsw) and CO; (gyc), intercellular carbon concentration (Ci) and vapor pressure deficit (VPD)
were assessed. The whole-plant photosynthesis (Awp), whole-plant transpiration (Ew,) and
whole-plant conductance (gswp) Were calculated with the following equations: Ay, = A*(leaf
area); Ewp = E*(leaf area); and gswp = gs*(leaf area). The parameters obtained directly by the

analysis of the IRGA are given in moles (CO, or water) per square meter per second thus, by
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multiplying by the real leaf area of the plant (much lower than one square meter at the
sampling age), the calculated parameters are given in moles (CO, or water) per second.

The chlorophyll content was estimated with a SPAD-502 chlorophyll meter (Konica-
Minolta, Tokyo, Japan). The base, middle and tip of one leaf per plant were evaluated, and the

transformed values of these parameters were then averaged.

Water-use efficiency (WUE)

At the end of the experiment, two types of water-use efficiency (WUE) were calculated: (1)
instantaneous (WUE;) and (2) accumulated (WUE,) (Kramer and Boyer 1995). The WUE;
(umol CO, mmol™ H,0) was calculated as the ratio of photosynthesis (A) to transpiration (E)
values obtained from the IRGA analyses. The WUE, (mg dry-mass g™* H,0) was calculated as
the ratio of the total plant dry mass (MSt) to the total water consumed during the period
(MSt/total water consumed).

Anatomical analysis

One fully developed leaf was removed and fixed in 70% ethanol (Johansen 1940). Transversal
sections were generated using steel blades at the base, tip and median leaf regions. The
sections were clarified with 50% sodium hypochlorite and washed twice in distilled water for
10 min. Further, the sections were stained with a safrablau solution (1% safranine and 0.1%
astra blue at a proportion of 1:7) and then mounted onto slides with 50% glycerol (Johansen,
1940). Paradermal imprints (Segatto et al. 2004) were taken from both abaxial and adaxial
leaf surfaces using a cyanoacrylate resin and then mounted onto slides. The paradermal
imprints were taken in the morning from 6-8 a.m. when the stomata were expected to be open.
The slides were imaged under a CX31 light microscope (Olympus, Tokyo, Japan). One slide
per leaf was formed, three sections and four fields were analyzed for each slide, and the data
were averaged for each replicate. The images were analyzed with ImageJ software (Wayne
Rasband National Institutes of Health, United States of America).

The following anatomical characteristics of the transverse sections were assessed the
leaf thickness, total leaf area, mesophyll area, total substomatal cavity area, total area of
narrow intercellular spaces in the mesophyll, and area of vascular bundles. The percentages of

substomatal cavities, narrow intercellular spaces, mesophyll cells and vascular bundles were
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calculated as: A% = (TA/total leaf area)*100, were: A% is the proportion of a given tissue
and TA is the tissue area measured.

For the paradermal sections, the following structures were analyzed: section area,
number of stomata, number of regular epidermal cells, stomatal pore area, number of open
stomata and the number of closed stomata. The stomatal density (SD) was calculated as
follows: SD = number of stomata * (10° / section area). The stomatal index (SI) was
calculated as follows: SI = [number of stomata / (number of stomata + number of regular
epidermal cells)]*100. The percentage of open stomata (OS) was calculated as follows: OS =
(number of open stomata/total number of stomata)*100. The percentage of closed stomata
(CS) was calculated as follows: CS = 100-OS. The stomatal pore area per plant (SP) was
calculated as follows: SP = stomatal pore area*stomatal density*leaf area, each with the same
area units (square millimeters). Last, the number of stomata per plant (NSP) was calculated as

follows: NSP = stomatal density*leaf area, with the same area units (square millimeters).

Statistical analysis

The data were subjected to one-way ANOVA, and the means were compared by the Scott-
Knott test as p<0.05 or via regression analysis using SISVAR 5.0 software (Ferreira 2011).
Prior to parametric analysis, the data were tested for a normality using the Shapiro-Wilk test,

and all the variables showed a normal distribution.
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Results

Sorghum bicolor showed the same growth pattern under all water treatments with linear
increase in height over time (Fig.1A). The number of leaves per plant also exhibited the same
pattern for all treatments, increasing until the fortieth day and then decreasing (Fig. 1B).
Lower water levels caused no significant differences in the leaf area, length, or the
length:width ratio (Table 1).

Lower water levels caused no significant changes in the total and root dry masses (Fig.
2A); however, 50% FC reduced the leaf and stem dry masses (Fig. 2A). No significant
changed in biomass allocation to the leaves and stems were found (Fig. 2B), but 50% FC
increased plant biomass investment in the roots (Fig. 2B).

The water mass in the roots and leaves remained unchanged under all treatments, but
50% FC reduced this parameter in the stems (Fig. 2C). Lower water levels did not promote
changes in plant water content (Fig. 2D). The 75% FC treatment increased water retention and
decreased the water loss by evapotranspiration, though no significant differences were
observed between the FC and 50% FC treatments (Fig. 2, E and F). The leaf water potential
was not significantly altered by the treatments (Fig. 2G).

Lower water levels had no significant effects on the net photosynthesis (Fig. 3A),
transpiration (Fig. 3B), stomatal conductance to water vapor (Fig. 3C) or CO, (Fig. 3D).
Lower water levels increased the intercellular carbon concentration when compared with that
under the FC treatment (Fig. 3E). Moreover, lower water levels did not affect the whole-plant
photosynthesis, transpiration, stomatal conductance or the chlorophyll content of S. bicolor
(Table 2).

Compared with that under the control, the leaf vapor pressure deficit under both 75%
FC and 50% FC increased (Fig. 3F), and the atmospheric vapor pressure deficit increased
proportionally with lower water levels (Fig. 3F). Lower water levels promoted no significant
changes in the instantaneous WUE (Fig. 3G) or accumulated (Fig. 3H) water-use efficienciy
of Sorghum bicolor plants.

Lower water levels also had no significant effect on the leaf thickness of Sorghum
bicolor (Fig. 4A and Fig. 5). In addition, lower water levels promoted no deformation of leaf
tissues and structures as all samples showed normal leaf characteristics (Fig. 5). Lower water
levels increased the mesophyll area of S. bicolor leaves (Fig. 4B). In addition, lower water
levels increased the substomatal cavity size (Fig. 4C and Fig. 5), but no significant effects on

the narrow intercellular spaces in the mesophyll were detected (Fig. 4D and Fig. 5). Lower
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water levels caused no significant changes in the proportion of cells or vascular bundles in the
mesophyll (Fig. 4, E and F).

Lower water levels had no significant effect on the stomatal density of Sorghum
bicolor (Fig. 6A). However, the stomatal index decreased under both the 75% FC and 50%
FC treatments on the abaxial surface and under the 50% FC treatment on the adaxial surface
(Fig. 6B). Lower water levels caused no significant modifications in the total number of
stomata per plant on the abaxial surface, but 50% FC reduced this parameter on the adaxial
surface (Fig. 6C). The 50% FC treatment increased the number of open stomata on the abaxial
surface while reducing the number of closed stomata (Fig. 6, D and E). No significant
changes in the number of open or closed stomata on the adaxial leaf surface were detected
(Fig. 6, D and E). The stomatal pore area and the stomatal pore area per plant were not
significantly changed by lower water levels on the abaxial surface (Fig. 6, F and G); however,

50% FC treatment reduced the stomatal pore area on the adaxial surface (Fig. 6, F and G).

Table 1. Leaf morphometry data of Sorghum bicolor under different water levels. The data
are shown as the means + standard deviations.

Variable Field Capacity (FC) 75% FC 50% FC
Leaf area (cm®) 616.47+155.5a 657.63+180.1a 547.12+182.9a
Leaf width (cm) 4.65+0.3a 4.66+0.6a 4.32+0.9a
Leaf length (cm) 42 47+6.1a 45.39+6.9a 37.44+8.9a
Leaf length:width Ratio 9.19+1.6a 9.83+1.5a 8.77+1.3a

The means followed by the same letters on the same line do not differ according to the Scott-Knott test
at p<0.05.

Table 2. Gas exchange parameters and chlorophyll content of Sorghum bicolor under
different water levels. The data are shown as the means + standard deviations.

Variable Field Capacity (FC) 75% FC 50% FC
Aup (LMol CO,s™) 0.76£0.43a 0.75+0.37a 0.65+0.29a
Ewp (Mmol H,0 s™) 0.05+0.03a 0.06+0.03a 0.06+0.02a
Gswp (Mol H20 ™) 0.0027+0.001a 0.0031+0.001a 0.0038+0.002a
CC (SPAD units) 34.62+2.37a 33.51+5.02a 33.80+5.46a

The means followed by the same letters on the same line do not differ according to the Scott-Knott test
at p<0.05. (Awp) = Whole-plant photosynthesis; (E,) = Whole-plant transpiration; (CC) = Chlorophyll
content; (gswp) = Whole-plant stomatal conductance of water.
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Discussion

The results obtained in this work corroborate the ability of Sorghum bicolor to tolerance
lower water levels. The tolerance of S. bicolor is usually related to its ability to grow in soils
with a low water potential (Sutka et al. 2016; Impa et al. 2019). In this experiment, S. bicolor
maintained its growth and biomass production and invested more biomass in the root system.
In addition, the production of biomass as a product of photosynthesis remained stable under
relatively low water levels. The ability to maintain biomass production is one of the main
traits of drought-tolerant plants (Lavinsky et al. 2015). The higher biomass allocation to roots
than to shoots is also an important characteristic of drought-tolerance since larger roots can
improve water uptake. In fact, larger root systems increase soil exploration and the capacity
for water absorption (Souza et al. 2016; Zhao et al. 2018), which supports biomass production
and growth under drought conditions (Gleason et al. 2019). Thus, the capacity to maintain
sufficient photoassimilate production to improve root growth under lower water levels may be
related to the gas exchange and leaf anatomy of S. bicolor, which further discussed.

The maintenance of the leaf area of Sorghum bicolor plants under lower water levels is
an important result, as this phenomenon contributed to the maintenance of photosynthesis. In
fact, a reduction in leaf area is a common response under drought to reduce transpiration
(Clauw et al. 2015). However, the reduction in leaf area to avoid water loss strongly reduces
whole-plant photosynthesis (Cruz et al. 2019). Sorghum bicolor showed the capacity to
maintain whole-plant photosynthesis under lower water levels, and this result may be related
to the maintained leaf area. The chlorophyll content and leaf size also remained unchanged in
S. bicolor under lower water levels. Drought usually reduces leaf size (Chartzoulakis et al.
2002) and chlorophyll contents (Song and Jin 2020) and these modifications may decrease
gas exchange (Liu et al. 2019). Therefore, the maintenance of leaf parameters and the
chlorophyll content support the drought-tolerance of S. bicolor and may be related to whole-
plant photosynthesis and transpiration parameters.

The stomatal index decreased under relatively low water levels, but no changes to the
total number of stomata per plant occurred, except under 50% FC on the adaxial side of the
leaves. The number of open/closed stomata was not changed except under 50% FC on the
abaxial side of the leaves. The stomatal parameters of one side of the leaf surface seem to be
attune to modifications to the other side in S. bicolor. This balanced change therefore

permitted the maintenance of gas exchange parameters under lower water levels.
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The maintenance of water-use efficiency is an important trait, since its increase may
be related to reduced water loss or increased photosynthesis. Drought can increase the water-
use efficiency of tolerant species by reducing transpiration, but it can also reduce their growth
(Hsie et al. 2015). Stomatal closure reduces stomatal conductivity, lowering photosynthesis,
transpiration and plant growth (He et al. 2017; Gorthi et al. 2019). Therefore, the capacity of
Sorghum bicolor plants to maintain their water-use efficiency is related to the maintenance of
gas exchange at the whole-plant level, and it is important to maintain growth under lower
water levels. Since no significant differences were observed for stomatal closure, the results
indicate that another drought-tolerance mechanism may be present in S. bicolor leaves to
permit water conservation under lower water levels.

Another potentially important result to explain the maintenance of photosynthesis and
growth under lower water levels is the increase in intercellular carbon concentration. The
intercellular spaces in the mesophyll are directly related to the CO, concentration in the leaf
and to photosynthesis. Lower water levels increased the substomatal cavities and the
mesophyll area in Sorghum bicolor leaves, which may have contributed to the uptake of more
CO,, even without significant changes in other stomatal parameters. CO, taken up by stomata
diffuses into the mesophyll through intercellular spaces (Terashima et al. 2006). The increase
in size of intercellular spaces in the mesophyll is a key result of the maintenance of
photosynthesis under lower water levels. In fact, water stress often limits plant carbon
acquisition (Li et al. 2020), reducing growth (Earl 2002). Thus, the results show that larger
intercellular spaces in the mesophyll are important for increasing the CO, content in the leaf,
which may be beneficial for maintaining photosynthesis under lower water levels.

There are two types of intercellular spaces in the mesophyll of Sorghum bicolor:
substomatal cavities (SCs) and narrow intercellular spaces (Nies) (Fig. 5). This is common in
plants with Kranz anatomy and C, metabolism, such as sugarcane (Guo et al. 2019) and maize
(Pengelly et al. 2011). Lower water levels increased the substomatal cavity size and
proportion but did not significantly alter the proportion of narrow intercellular spaces in the
mesophyll. These are important results, since stomatal traits did not significantly change in
response to lower water levels. SCs are in direct contact with the stomatal pore; as such, they
are the main sites of gas exchange between the mesophyll and the atmosphere. Thus, an
increase in SCs provides more room for gas allocation inside the leaf, because with each
stomatal opening, a large volume of CO, can be taken up by the organ. In addition, the
mesophyll area increased under lower water levels, whereas no significant change in Nies

proportion and the increased mesophyll area increased the size of the overall areas of SCs and
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Nies. Increased intercellular CO, concentrations were detected in S. bicolor under lower water
levels (Fig. 3). Thus, the increase in leaf intercellular spaces may have a direct effect on
intercellular CO, concentrations. It is reasonable to assume that a larger intercellular volume
is associated with the allocation of more CO..

The ability to take up larger volumes of CO, per stomatal opening is particularly
important to drought-tolerance since stomatal transpiration is measured in units of time (E =
mmol H,O m?s™), and the more stomata that remain open, the more water is lost. This logic
is supported by the diffusion rates of CO; (D.,) compared with water (Dywa), Which according
to Jarman (1974), are D¢y = 1.58 x 10° m?s™ and Dya = 2.47 x 10° m? s™*. The difference
between the CO, and water diffusion rates indicates that for each unit of time (seconds in this
case), more water is lost by transpiration than by CO, uptake. Therefore, for drought-
tolerance, it is essential that plants reduce the duration of stomatal opening, absorb sufficient
amounts of CO; and reduce the amount of transpiration at the same time. Another particular
aspect that must be emphasized is that the CO, saturation point is reached very quickly in C4
plants, such as S. bicolor. It is well known that C, species achieve CO; saturation earlier than
Csplants do (Monson et al. 1999; Mcausland et al. 2016; Lawson and Vialet-Chabrand 2019).
Therefore, the larger leaf intercellular spaces in S. bicolor provide conditions for quick and
efficient stomatal opening, which may be important as a mechanism of drought-tolerance.
Shorter stomatal opening times may permit adequate CO, uptake and may reduce water l0ss
at the same time.

The fact that larger SCs and Nies proportions permit higher CO, uptake and prevent
water loss is supported by maintained water potential and water content in Sorghum bicolor
plants under lower water levels (Fig. 2). The results concerning the water status of S. bicolor
show that these plants suffered no water stress, as they maintained their tissue water in
content even with no significant changes in transpiration. A reduction in water potential is one
of the main effects of drought on nont tolerant species (Cruz et al. 2019; Ogbaga et al. 2020).
The higher water retention by the plants and the overall water status under lower water levels
are also likely related to increased leaf intercellular spaces and improved gas exchange in S.
bicolor as well as the maintained water transport capacity. Vascular bundles remain
unchanged by lower water levels, preventing problems associated with water transport to the
shoots. In addition, the water that reached the shoots was maintained by the increased
intercellular spaces and the reduction in water loss.

Another interesting result observed was the increased vapor pressure deficit (VPD)

under lower water levels. It is important to note that VPD is strongly related to leaf gas
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exchange (Choudhary et al. 2020), and VVPD is directly related to the difference in the partial
pressure of water vapor between the mesophyll and the boundary layer of the atmosphere. The
higher VPD under lower water levels may be related to lower water loss through stomata in S.
bicolor leaves; this phenomenon in turn reduced the amount of water vapor in the boundary
layer and its relative humidity. According to Tesfuhuney et al. (2016), the boundary layer has
a higher relative humidity than do the layers of the atmosphere farthest from leaves, and a
lower relative humidity in the boundary layer increases evapotranspiration. Thus, it is
important to discuss how it may be possible for the stomata of S. bicolor to avoid water loss if
no significant differences in the transpiration rate or in the anatomical parameters of these
structures were observed.

The lower water loss by the stomata of S. bicolor leaves regardless of the transpiration
rate and the number and size of the stomata may be related to modifications of the leaf
intercellular spaces. Leaf water vapor is produced by evaporation from mesophyll tissues.
Evaporation occurs through all leaf tissues (Buckley et al. 2017), and the epidermis is the
main site of water loss. The S. bicolor mesophyll is formed by chlorophyll parenchyma,
vascular bundles and two intercellular space types: stomatal cavities (SCs) and narrow
intercellular spaces (Nies) (Fig. 5). Most of the mesophyll area contains only Nies, which are
filled by water vapor from the evaporation of surrounding tissues. In addition, SCs are limited
by a cell arc in their internal parts, separating the large stomatal cavity from the chlorophyll
parenchyma that is located internally (Fig. 5); this cell arc from SCs has no noticeable
intercellular spaces (Fig. 5). This structure suggests that it generates resistance for gas
movement between the internal mesophyll parts and the substomatal cavity. According to
Jarman (1974), water vapor diffusion through stomatal guard cells can be defined by equation
1:

Dy = dCu/dL (Eq. 1)

Where: Dy, = is the water vapor diffusion, dC,, = is the difference between the water content
of the mesophyll and atmosphere, and dL = is the transverse-section length of the stomatal
pore.

The Jarman (1974) equation is based on Fick’s diffusion law. In this work we propose
that an adaptation of this equation can be made to explain the water retention and higher
intercellular CO; results regardless of transpiration rates under lower water levels. The

equation can be adapted and as follows (equation 2):
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Dy = dCy/dL (Eq. 2)

Where: Dy = is the gas diffusion through the stomatal cavity cell arc (for water vapor or CO,),
dCy = is the difference in gas concentration (water vapor or CO;) between the stomatal cavity
and the internal parts of the mesophyll, and dL = is the transverse-section length of the cell
arc.

This equation implies that a thicker cell arc in the stomatal cavity increases the
resistance to gas flux; however, the gas diffusion is different between water vapor and CO..
The gas movement between the stomatal cavity and the mesophyll must pass through very
small gaps (undetectable by light microscopy) in the anticlinal walls of two adjacent cells or
through the cytoplasm. These two pathways are similar to apoplastic (through the cell walls)
and symplastic (through cytoplasm) water movements. This assumption indicates that water
vapor faces a larger resistance than CO, does when passing through the stomatal cavity
structure. Water vapor has polar molecules that may face large resistance when crossing the
plasmatic membrane, which is nonpolar; in addition, water molecules may aggregate because
of their cohesion properties. However, CO, molecules are nonpolar and face little resistance
from cell membranes, and their movement is much easier through both cell walls and cell
membranes.

Equation 2 also describes the gas flux based on the difference in concentration
between two compartments. According to Fick’s law, flux occurs from higher to lower
concentrations. Therefore, CO, movement occurs from the stomatal cavity to the inner parts
of the mesophyll, since the chlorenchyma cells consume this gas from Nies, and the stomatal
cavities present higher levels of this gas. The water vapor, on the other hand, moves from the
Nies in the mesophyll to the stomatal cavity. Therefore, the increase in the SCs proportion
increases the source of CO,, favoring the movement of this gas to the mesophyll and resulting
in higher Ci concentrations, as shown Figure 3. Moreover, the unchanged Nies proportion
may constrain water movement from the inner parts of the mesophyll to the stomatal cavity.
This is a novel interpretation of the role of intercellular spaces in drought-tolerant species and
how investment in different types of structures averts water loss while favoring CO, uptake at
the same time.

Stomatal parameters showed minor variations that seemed to compensate for the
modifications between the two leaf surfaces. The main parameters, such as the stomatal
density, total number of stomata, stomatal pore area, and number of closed stomata, were not

significantly altered or had some degree of compensation. The absence of significant stomatal
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variations may be related to the unchanged gas exchange parameters at the whole-plant level.
Several plant species show reduced stomatal density and a lower number of open stomata
under lower water levels (Sutka et al. 2016; Hughes et al. 2017; Anupama et al. 2019).
However, a reduction in stomatal parameters may limit CO, acquisition, photosynthesis and
growth. These plants survive lower water levels but have limited productivity. Sorghum
bicolor showed few stomatal and gas exchange adaptations but was still capable of
maintaining its water content and thriving under lower water levels. Plants that evolved in dry
climates usually have a large number of stomata, which is commonly associated with an
advantage, as stomata can remain open for shorter times, which reduces water loss (Melo et
al. 2007; Moroke et al. 2011; Cruz et al. 2019). As a xerophytic C, species, Sorghum bicolor
has a large number of stomata (Fig. 6), and its stomatal structure and distribution are naturelly
adequate for survival during lower water levels. Therefore, when subjected to lower water
levels, it is expected that additional detailed leaf alterations may occur, and the modifications
of intercellular spaces presented in this work represent one of these fine adjustments.

Various results can occur from studies concerning drought-tolerant species when only
stomata are evaluated, and there are species where these structures increase in number under
drought (Melo et al. 2007; Moroke et al. 2011) and other studies where stomatal density or
number are reduced by lower water levels (Sutka et al. 2016; Hughes et al. 2017; Anupama et
al. 2019). In species such as Sorghum bicolor the presence of a large number of stomata
evolved throughout their natural evolutionary history, and fine anatomical adjustments such
as modifications to the leaf intercellular spaces also seem to be effective increasing drought-

tolerance.
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Conclusions

Therefore, lower water levels increases intercellular spaces in the leaves, improving
their capacity to preserve water while increasing the plant capacity to take up CO,. Lower
water levels increases the proportion of stomatal cavity, and these structures modulate CO,
and water vapor movements within the leaf. Modifications in leaf intercellular spaces are
essential for the drought-tolerance of species that already have optimal stomatal numbers and

structures, such as S. bicolor.
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RESUMO

A seca ¢ um dos fatores abidticos que mais interferem no crescimento e
desenvolvimento das plantas de milho. A folha, por ser um 6rgdo que apresenta grande
plasticidade, é estudada como uma indicadora as mudancas ambientais. Assim, objetivou-se
avaliar os efeitos da seca na area foliar e sua influéncia no crescimento, trocas gasosas e
anatomia foliar de Zea mays L. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo com
temperatura controlada submetendo as plantas a trés condi¢fes de agua (dez repeticbes por
planta): capacidade de campo (CC), 75% CC e 50% CC. A seca afetou a massa seca dos
0rgdos vegetativos diminuindo o crescimento da planta. Apesar disso, houve a manutencao na
alocacdo de biomassa na raiz, caule e folha indicando auséncia de deformidade. Isso auxiliou
0 potencial hidrico que permaneceu inalterado mantendo a pressdo parcial de agua. Além
disso, o numero de folhas, a largura foliar, a espessura foliar e a area do mesofilo foram
reduzidos pela seca. Isso promoveu a diminuicdo na area foliar. Nenhuma mudanca
significativa foi detectada nas trocas gasosas por unidade de area; no entanto, houve reducao
destes pardmetros na planta inteira em condi¢des de seca. A seca reduziu a retencdo de agua,
0 que aumentou a evapotranspiracdo. O deéficit hidrico causou alteracdes nas caracteristicas
estomaéticas: reduziu o indice estomatico na face adaxial, o nimero total de estdbmatos em
ambas as faces e a area do poro estomatico na face abaxial. Portanto, a reducdo da area foliar
causou a diminuicao destes parametros. Isso afetou o crescimento. Apesar disso, ndo havendo
taxa de mortalidade este mecanismo pode ser considerado como estratégia para evitar as
condigdes de seca no milho.

Palavras-chave: Estresse hidrico. Expansao foliar. Anatomia foliar. Massa seca.
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1 INTRODUCAO

A produtividade agricola é crucial nos paises em desenvolvimento, principalmente na
alimentacdo. O milho é considerado cultura basica mais importante do mundo; no entanto, a
seca vem prejudicando sua produtividade (SONG et al., 2018). A seca é um fator de estresse
para as plantas, pois a &gua é essencial ao crescimento, rendimento e a manutencdo dos
processos fisiologicos e o déficit hidrico em plantas sensiveis, como o milho, reduz
significativamente a altura, o ganho de biomassa, a taxa fotossintética e o teor de agua (CAl et
al., 2020; COWAN et al., 2020). Além disso, pode modificar a alocacdo de massa seca nos
diferentes 6rgdos vegetativos (ZHOU et al., 2020). Em virtude dos efeitos negativos causados
pelo déficit hidrico, as plantas modificam as caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas para
sobreviver nestas condigdes.

O déficit hidrico causa alteracfes nas caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas das
plantas; e a rea foliar merece destaque. A &rea foliar é considerada um fator limitante e a sua
reducdo causa diminuicdo no crescimento das plantas em condicdes de seca (ANYIA,
HERZOG, 2004; HSIE et al., 2015; WIDURI et al., 2020). Isso pode estar relacionado com a
conservacao de dgua. A resposta comum das plantas diante da seca é reduzir a area foliar, pois
permite a reducdo da transpiracdo e o aumento da eficiéncia no uso da agua (HSIE et al.,
2015; WYKA et al., 2019). Além disso, o déficit hidrico aumenta a ocorréncia de senescéncia
e abscisdo das folhas, o que influencia na reducdo da area foliar. A baixa pressdo de turgor
causa uma reducdo no numero de folhas e na area foliar (ZIA et al., 2021). Portanto, nota-se
que a area foliar modula respostas de crescimento nas plantas relacionadas com a preservacao
de 4gua em condicdes de seca.

A seca causa alteracfes no mesofilo o que influencia na expansao foliar. Em plantas
de cevada (Hordeum vulgare L.) houve reducdo da espessura do mesofilo em folhas
produzidas durante a seca (WYKA et al., 2019). Isso pode estar relacionado com as atividades
meristematicas das folhas, uma vez que a escassez de &gua inibe o alongamento celular
afetando a divisdo, o que limita o crescimento das folhas (AVRAMOVA et al., 2015;
NONAMI, 1998). A érea foliar pode promover uma diminui¢cdo na quantidade de estdmatos
nas folhas e também reduz a area fotossinteticamente ativa disponivel o que causa limitacéo
nas trocas gasosas afetando o ganho de biomassa e o crescimento das plantas em condigdes de
seca. De fato, 0 ajuste estomatico e a reducdo da area foliar sdo estratégias comuns para evitar
o déficit hidrico (ANYIA; HERZOG, 2004). Alem disso, a restricdo estomatica pode afetar

diretamente as trocas gasosas (CAIl et al., 2020). Portanto, diminuindo a expansdo foliar
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ocasiona reducdo na quantidade de estbmatos nas folhas. Isso pode limitar as trocas gasosas e
o0 crescimento das plantas.

Vaérios trabalhos demonstram que a seca promove reducdo no crescimento (ANYIA;
HERZOG, 2004; DJAMAN et al., 2013; HSIE et al., 2015; SONG et al., 2018; ZHOU et al.,
2020). Além disso, a diminuigdo do crescimento causa uma reducao na produtividade vegetal
(DJAMAN et al., 2013; SONG et al., 2018). A reducdo no crescimento das plantas
normalmente € relacionada com a taxa fotossintética por unidade de area (LIU et al., 2019).
Apesar disso, observa-se que ndo ha destaque da area foliar como modulador das respostas
fotossintéticas para a planta inteira. A interpretacdo da area foliar pode auxiliar nos resultados
contratantes entre o crescimento e a taxa fotossintética por unidade de area, uma vez que 0
déficit hidrico causa reducdo no crescimento e na taxa fotossintética (LIU et al., 2019) ou
pode ocorrer apenas a reducdo no crescimento sem alteracdo na taxa fotossintética. Isso é
corroborado por Sapeta et al. (2013) em uma seca leve a moderada. Neste contexto, existem
plantas que diminuem o seu crescimento na seca, mas mantém a taxa fotossintética por
unidade de area. Portanto, a andlise da area foliar € extremamente importante. 1sso vai
permitir ajustar alguns parametros de trocas gasosas que séo calculados de maneira pontual e
obter pardmetros para uma situacao mais real.

A literatura demonstra que area foliar possui relacdo com o crescimento da planta.
Além disso, ao relacionar a area foliar com parametros de trocas gasosas € essencial para
obter célculos mais reais, uma vez que a seca pode reduzir o crescimento das plantas
mantendo ou diminuindo a fotossintese por unidade de area. Portanto, a area foliar pode afetar
0 crescimento em condicGes de seca, visto que hé& contrastes na interpretacdo na taxa
fotossintética por unidade de area. Além disso, o crescimento das plantas também pode estar
sendo influenciada por mudancas estomaticas, pois reduzindo o nimero de estbmatos pode
limitar as trocas gasosas das folhas. Este mecanismo pode estar relacionado com a area foliar.

Dessa forma, a hipotese deste trabalho é que a area foliar influencia nas caracteristicas
estomaticas foliares e nas trocas gasosas da planta modulando o crescimento em condicGes de
seca. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento, area foliar, trocas gasosas e

anatomia foliar de Zea mays L. em condicdes de seca.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e projeto experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo localizada na Universidade
Federal de Lavras (UFLA), estado de Minas Gerais, Brasil (21°13'17 ’S e 44°57'47” W). As
plantas de Zea mays L. foram obtidas a partir de sementes disponibilizadas pelo Centro
Nacional de Pesquisas de Milho e Sorgo, EMBRAPA - Sete Lagoas, MG, Brasil.

As sementes foram semeadas em vasos plasticos de 5,0 L contendo 2,0 L de areia e
800 mL de solucdo nutritiva (HOAGLAND; ARNON, 1950) a 40% da forca ionica.
Posteriormente, os vasos foram colocados em uma cadmara de germinacdo com luz constante a
25°C por aproximadamente sete dias, até as mudas atingirem trés folhas e 10 cm de altura.

Mudas em boas condigdes fitossanitarias e de tamanhos semelhantes foram
transplantadas, individualmente, para vasos plasticos de 5,0 L contendo 3,0 L de areia e
solucdo nutritiva (HOAGLAND; ARNON, 1950) a 40% da forca i6nica. Os vasos foram
mantidos em casa de vegetacdo sob 252 °C, com umidade relativa de 50% e fotoperiodo de
12 horas.

As plantas foram submetidas a trés condigdes hidricas de acordo com o método
utilizado por Diaz et al. (2018). As condi¢des da agua usadas nos experimentos foram (1)
capacidade de campo (CC), (2) 75% da capacidade de campo (75% CC) e (3) e 50% da
capacidade de campo (50% CC). A capacidade de campo foi considerada como o volume
maximo de agua retida por 1,0 L de areia sem ficar alagado. O volume de agua aplicado para
atingir CC foi 310,0 ml 4gua L™ e para 75% CC e 50% CC as quantidades de 4gua no
substrato foram mantidas em 232,5 e 1550 ml agua L™, respectivamente. As plantas
permaneceram nessas condicdes por 60 dias. A perda de agua por evapotranspiracdo foi
monitorada pela diferenca didria na massa de cada vaso e depois reposta; e a solucdo nutritiva
foi substituida semanalmente. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
trés tratamentos e dez repetices de uma planta. Todos os dados obtidos de anélises multiplas

foram calculados para cada réplica.

2.2 Analise de crescimento vegetal e teor de agua

A altura das plantas e o nimero de folhas foram avaliados em intervalos de 10 dias. As

plantas foram amostradas ao final do experimento e, posteriormente, separadas em folhas,
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caules e raizes. A area, comprimento e largura foliar foram medidos utilizando um medidor de
area portéatil CI-203 (CID Bio-science, Camas, EUA). Em seguida, a massa fresca de cada
parte da planta foi medida em uma balanca analitica AY220 (Shimadzu, Kyoto, Japdo). As
raizes, folhas e caules foram secos em estufa a 60 °C até a obtencdo de massa constante.
Apos, foram pesadas em uma balanca analitica. A alocacdo de biomassa foi calculada para
cada Orgdo vegetativo usando a seguinte equacao proposta por Santos et al. (2015): AL% =
(ODM / PDM) * 100. Aqui, AL% é a alocagdo de biomassa para um determinado 6rgao,
ODM ¢ a massa seca do 6rgao e PDM é a massa seca da planta inteira. A massa de agua em
cada 6rgdo da planta foi calculada pela diferenca entre a massa fresca e a massa seca.

Toda a &gua aplicada no experimento foi contabilizada para cada repeticdo. A retencdo
de agua nas plantas foi estimada usando a seguinte equacdo: WR = (PWM / WEX) * 100,
onde WR ¢ a retencdo de agua, PWM ¢ a massa de agua na planta e WEX é a massa total de
agua aplicada no experimento. A perda de agua por evapotranspiracdo (EVAP) foi estimada
pela equacdo: EVAP (%) = 100-WR.

O potencial hidrico foliar foi medido no final do experimento com uma bomba de
pressdo portatil do tipo Scholander (SCHOLANDER et al.,, 1965) (PMS Instrument
Company, Corvallis, EUA). Nitrogénio (N,) gasoso foi usado para aplicar a pressao
necessaria. As medicGes foram feitas ao amanhecer (entre 04h00 e 06h00) na primeira folha
totalmente desenvolvida a partir do &pice.

2.3 Analise de trocas gasosas e conteudo de clorofila

Ao final do experimento, as trocas gasosas foliares foram avaliadas com um analisador
de gas infravermelho modelo LI-6400XT (Li-COR Biosciences, Lincoln, EUA) acoplado a
uma camera LI1-6400-02B com fonte de luz LED vermelha / azul (LiCor, Lincoln, EUA). As
medicdes foram feitas em duas folhas totalmente desenvolvidas por planta das 08h00 as
10h00 da manh. A densidade do fluxo de fétons foi fixada em 1000 pmol m? s™ e a vazéo da
bomba de 500 umol s; a temperatura média foi de 28,1°C. Foram avaliadas a fotossintese
liquida (A), a taxa de transpiragdo (E), a conduténcia estomaética para a 4gua (gsw) € CO2 (Jtc)-
A fotossintese da planta inteira (Awp), a transpiracéo da planta inteira (Ewp) € a condutancia da
planta inteira (gswp) foram calculadas com as seguintes equagdes: Awp = A * (area foliar); Euyp
= E * (area foliar) e gswp = gs * (area foliar). Os parametros obtidos diretamente pela analise

pontual no IRGA sdo dados em moles (CO, ou agua) por metro quadrado por segundo,
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portanto, multiplicando-se pela area foliar real da planta os parametros calculados séo dados
em moles (CO, ou &gua) por segundo.

O conteudo de clorofila foi estimado com um clorofildmetro SPAD-502 (Konica-
Minolta, Toquio, Japdo). A base, o meio e o apice de uma folha por planta foram avaliados e,

posteriormente, a média foi calculada.

2.4 Eficiéncia do uso de agua (WUE)

Ao final do experimento, dois tipos de eficiéncia do uso de &gua (WUE) foram
calculadas: (1) instantaneo (WUE;) e a (2) acumulada (WUE,) (KRAMER; BOYER, 1995). A
WUE; (umolco, mmoliao™) foi calculada como a razéo entre os valores da fotossintese (A) e
a transpiracao (E) obtidos nas analises do IRGA. A WUE,; (MQmassa seca gHzo'l) foi calculada
como a razdo entre a massa seca total (MS;) e a agua total consumida no periodo (MS;/ agua

total consumida).

2.5 Analise anatomica

Uma folha totalmente desenvolvida foi removida e fixada em etanol 70%
(JOHANSEN, 1940). As secOes transversais foram realizadas usando laminas de aco nas
regides da base, meio e apice da folha. Os cortes foram clarificados com hipoclorito de sodio
a 50% e lavados duas vezes em agua destilada por 10 min. Além disso, os cortes foram
corados com solugéo de safrablau (1% de safranina e 0,1% de astra blue na proporgéo de 1:7)
e, posteriormente, montados em laminas com 50% de glicerol (JOHANSEN, 1940).
ImpressBes paradérmicas das folhas (SEGATTO et al., 2004) foram retiradas das superficies
das faces abaxial e adaxial usando resina de cianoacrilato e entdo montadas em laminas. As
impressdes paradérmicas foram retiradas no periodo da manha, das 6h as 8h, quando os
estdmatos deveriam estar abertos. Os cortes foram fotografados em microscopio optico CX31
(Olympus, Toquio, Japdo). Uma lamina por folha foi montada contendo trés se¢des e quatro
campos e analisadas e os dados foram calculados para cada réplica. As imagens foram
analisadas com o software ImageJ (Wayne Rasband National Institutes of Health, EUA).

As seguintes caracteristicas anatdmicas dos cortes transversais foram avaliadas:
espessura foliar, area foliar total e a area do mesofilo. As porcentagens de células no mesofilo
e nos feixes vasculares foram calculadas da seguinte forma: A% = (TA / area foliar total) *

100, onde: A% é a proporc¢édo de um determinado tecido e TA ¢ a area medida do tecido.
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Para os cortes paradérmicos, foram analisadas as seguintes estruturas: area da segdo,
namero de estdbmatos, nimero de células epidérmicas regulares, area do poro estomatico,
numero de estdmatos abertos e numero de estbmatos fechados. A densidade estomatica (DP)
foi calculada da seguinte forma: DP = nlimero de estdmatos * (10° / 4rea de secdo). O indice
estomatico (SI) foi calculado da seguinte forma: SI = [nimero de estbmatos / (nUmero de
estdbmatos + ndmero de células epidérmicas regulares)] * 100. A porcentagem de estdmatos
abertos (OS) foi calculada da seguinte forma: OS = (nimero de estdbmatos abertos / nimero
total de estdbmatos) * 100. A porcentagem de estdmatos fechados (CS) foi calculada como: CS
= 100-0S. A érea dos poros estomaticos por planta (SP) foi calculada da seguinte forma: SP =
area dos poros estomaticos * densidade estomética * area foliar, todas nas mesmas unidades
de area (milimetros quadrados). O numero de estbmatos por planta (NSP) foi calculado da
seguinte forma: NSP = densidade estomatica * area foliar, com as mesmas unidades de area

(milimetros quadrados).
2.6 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a8 ANAVA one-way, e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott para p<0,05 ou analise de regressdo pelo software Sisvar 5.0 (FERREIRA, 2011).
Antes da andlise paramétrica, os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de

Shapiro-Wilk e todas as variaveis apresentaram distribui¢cdo normal.
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3 RESULTADOS

Houve reducdo na altura das plantas de Zea mays L. ao longo do periodo experimental
em condicdes de seca (Fig.1A). O numero de folhas por planta apresentou 0 mesmo padréo
para todos os tratamentos aumentando até o trigésimo dia e depois diminuindo (Fig. 1B). A
seca causou reducdo significativa na area foliar (Fig. 2A), na largura (Fig. 2B) e na relacdo
comprimento / largura (Fig. 2D); no entanto, ndo apresentou efeito significativo no
comprimento da folha (Fig. 2C).

O déficit hidrico causou reducdo na massa seca da raiz, caule, folha e na massa seca
total (Fig. 3A). Nenhuma modificagéo significativa foi encontrada na alocacdo de biomassa
para raiz, caule e folha (Fig. 3B). A massa de 4gua na raiz, caule e folha apresentou reducéo
significativa em condicdes secas (Fig. 3C). O potencial hidrico foliar ndo foi modificado (Fig.
3D). O tratamento com 50% CC diminuiu a retengdo de dgua e aumentou a perda de dgua por
evapotranspiracdo (Fig. 3, E e F).

A seca ndo causou mudancas significativas na fotossintese liquida (Fig. 4A), na
transpiracdo (Fig. 4B), na condutdncia estomatica para vapor de agua (Fig. 4C) e na
condutancia estomatica para CO, (diéxido de carbono) (Fig. 4D); no entanto, quando 0s
parametros de trocas gasosas foram calculadas para a planta inteira, diferencas significativas
entre os tratamentos foram observadas na fotossintese da planta inteira (Fig. 5A), na
transpiracdo (Fig. 5B) e na condutancia estomatica para vapor de agua (Fig. 5C). A seca ndo
causou efeito significativo no conteudo de clorofila de Z. mays (Fig. 5D). Zea mays ndo
mostrou mudancas na eficiéncia do uso da &gua instantanea (Fig. 4E). Apesar disso, houve
diferenca significativa na eficiéncia do uso da agua acumulada em condicfes de seca (Fig.
4F).

A seca causou reducdo significativa na espessura foliar das plantas de milho (Fig. 6A e
Fig. 8); no entanto, todos os tecidos e estruturas da folha ndo mostraram deformagéo
pronunciada (Fig. 8). Os niveis mais baixos de agua diminuiram a area do mesofilo das folhas
de Z. mays (Fig. 6B). Além disso, ndo houve alteragdo na proporcao de células e nos feixes
vasculares das folhas (Fig. 6, C e D).

A seca ndo causou efeito na densidade estomatica do milho (Fig. 7A). O indice
estomatico na superficie adaxial foi reduzido em condicdo de deficit hidrico, mas néo afetou a
superficie abaxial (Fig. 7B). O déficit hidrico causou reducdo significativa no nimero total de
estdbmatos por planta na superficie abaxial e adaxial (Fig. 7C). Nenhuma modificagdo foi

detectada para o numero de estdmatos abertos e fechados na superficie adaxial e abaxial da
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folha (Fig. 7, D e E). A érea do poro estomatico e a area do poro estomatico por planta ndo

foram modificadas pela seca na superficie adaxial (Fig. 7, F e G); no entanto, o tratamento

com 50% da CC reduziu a area do poro estomatico na superficie abaxial (Fig. 7, F e G).

Figura 1 — Altura e nimero de folhas em Zea mays sob capacidade de campo (CC), 75% da

CC e 50% da CC.
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Figura 2 — Morfometria foliar em Zea mays sob capacidade de campo (CC), 75% da CC e

50% da CC.
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Figura 3 — Parametros de crescimento e relacdes hidricas em Zea mays sob capacidade de
campo (CC), 75% da CC e 50% da CC.
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Figura 4 — Trocas gasosas em folhas de Zea mays sob capacidade de campo (CC), 75% da CC

e 50% da CC. (A) = Taxa fotossintética liquida; (E) = Transpiracao; (gsw) =
Condutancia estomatica para o vapor de agua; (gi.) = Condutancia total de CO, na
folha; (WUE;) = Eficiéncia no uso da agua instantanea; (WUE,) = Eficiéncia no
uso da agua acumulada.
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Figura 5 — Trocas gasosas e conteudo de clorofila em Zea mays sob capacidade de campo

(CC), 75% da CC e 50% da CC. (Awp) = Fotossintese da planta inteira; (Ewp) =
Transpiragdo da planta inteira; (gswp) =Condutancia estomatica para o vapor de
agua da planta inteira.

1.8 - 0.18 -
a a A a a B
I |
1.4 1 ' ! 0.14 7
8 SFC g aFc
8 1.1 075% FC £ 011 4 b 075% FC
= m50% FC E ' =50% FC
So7 E 007
< ur
0.4 0.04 -
0.0 0.00
Water conditions Water conditions
0.010 4 25.0 4
a C z a a D
0.008 - b § 200 | — a
|— I <
o : oFC & CFC
= 0.006 575% FC E 15.0 4 Ev?5:f’o FC
g B 50% FC £ ®50% FC
~ 0.004 © 10.0
g =
v g
0.002 A 3 50 -
=
[&]
0.000 0.0
Water conditions Water conditions

Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott em

P<0,05. Barras = erro padréo.
Fonte: Do autor (2021).



72

Figura 6 — Caracteristicas dos tecidos foliares de Zea mays sob capacidade de campo (CC),

75% da CC e 50% da CC.
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Figura 7. Caracteristicas anatdomicas da folha em secGes paradérmicas de Zea mays sob
capacidade de campo (CC), 75% da CC e 50% da CC.
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Figura 8 - Secdes transversais das folhas de Zea mays sob diferentes condicGes de agua. A =
Capacidade de campo (CC); B = 75% da CC; C = 50% da CC. ade = epiderme
adaxial, abe = epiderme abaxial, m = mesofilo, vb = feixe vascular, st = estdmato.
Barras = 50 pum.
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Fonte: Do autor (2021).
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4 DISCUSSAO

As plantas de milho sobreviveram em condigdes de seca e, portanto, ndo houve taxa de
mortalidade. De fato, o deficit hidrico pode levar a morte prematura de plantas (CRUZ et al.,
2019). Apesar disso, os resultados obtidos com este trabalho demonstram que a reducdo da
disponibilidade hidrica afetou diretamente as caracteristicas fisiologicas e estruturais das
plantas de milho. A seca reduziu o crescimento das plantas de milho ao longo do periodo
experimental. Resultados semelhantes foram encontrados em Song et al. (2018) e Zhou et al.
(2020). O deficit hidrico reduziu o namero de folhas, a partir do quadragésimo dia. A reducédo
do ndmero de folhas é considerada uma resposta comum diante da seca, uma vez que a
limitacdo hidrica causa baixa pressdo de turgor celular que aumenta a ocorréncia de
senescéncia e abscisdo foliar (RUCKER et al., 1995; WIDURI et al., 2020). Além disso, a
baixa pressdo de turgor tambeém causa diminuigdo da expanséo foliar influenciando as trocas
gasosas (ANYIA; HERZOG, 2004; WYKA et al., 2019). Portanto, a expansédo foliar e a
queda precoce das folhas estdo diretamente relacionadas com a area foliar. A sua reducéo
pode ocasionar diminui¢do da biomassa e do crescimento das plantas por causa da limitacdo
nas trocas gasosas e este mecanismo pode ser considerado uma estratégia para evitar a seca.

O déficit hidrico reduziu significativamente a area foliar. Isso causou uma menor area
fotossintética e transpiratoria diminuindo estes parametros na planta inteira, o que limitou o
crescimento das plantas de milho. De fato, a area foliar € mais sensivel ao déficit hidrico
(LEUSCHNER, 2020). A diminuicdo de sua area é considerada uma das respostas mais
comuns ao déficit hidrico permitindo que as plantas reduzam sua transpiracdo e a perda de
agua (CLAUW et al., 2015; HSIE et al., 2015). Portanto, a limitacdo de &gua causou
modificacdes na area foliar refletindo nas trocas gasosas. Isso pode auxiliar no controle da
perda de agua, mas reduz o ganho de biomassa afetando o crescimento da planta.

Outro aspecto importante € a relacdo direta entre a reducdo da éarea foliar com a
diminuicdo da largura das folhas, pois ndo houve modificacdo no comprimento foliar em
condigdes seca. I1sso ocasionou aumento na razdo do comprimento pela largura foliar. De fato,
a resposta mais comum diante da seca é reduzir o comprimento e a largura das folhas (WYKA
et al., 2019). Além disso, é uma caracteristica comum das folhas do milho apresentarem
maiores comprimentos. 1sso permite realizar o processo fotossintético de maneira desigual ao
longo da folha e concentrando maiores taxas na regido mediana sendo este dependente da
largura. Dessa forma, a redugdo da area foliar no milho ¢ atribuida pela diminuigéo da largura

e ndo apenas pela diminui¢cdo do nimero de folhas. A reducdo da area foliar possui relacdo
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entre a inibicdo da expansdo foliar e a abscisdo das folhas em condicGes de seca (ANYIA,;
HERZOG, 2004; ZHOU et al., 2020). Portanto, o milho demonstrou plasticidade foliar
reduzindo a largura sem afetar o comprimento das folhas.

As alteracBes nas dimensdes foliares podem estar relacionadas com as atividades
meristematicas, pois possuem relacdo direta com a reducdo da largura e espessura foliar
influenciando na morfologia das folhas em condigdes de seca. O déficit hidrico pode causar a
interrupcdo do fornecimento de agua nas células meristematicas diminuindo severamente a
expansdo celular e, inclusive, afetando o processo de divisdo celular reduzindo a
multiplicacdo das células (NONAMI, 1998; TRAAS; BOHN-COURSEAU, 2005). Portanto,
nota-se que alteragdes na morfologia foliar estdo relacionadas com as atividades
meristematicas. Estas modificacdes nas plantas de milho causaram reducdo da area foliar, o
que influenciou na assimilacdo de CO, e no crescimento diante da seca.

A discussao acima relaciona a reducdo do crescimento com a area foliar. A massa seca
reduziu em condigdes de seca. Isso demonstra que houve uma diminuicdo deste parametro
para cada 6rgdo vegetativo afetando diretamente a massa seca total das plantas. A reducéo na
massa seca da raiz, caule, folha estdo positivamente correlacionadas com o déficit hidrico
(CAl et al., 2020). Isso afeta a produtividade das plantas e o crescimento, pois a massa seca €
considerada a base de formacédo dos érgdos vegetativos (DJAMAN et al., 2013; ZHOU et al.,
2020). Apesar disso, ndo houve modificagfes na alocacdo de biomassa da raiz, caule e folha.
Isso demonstra auséncia de deformacéo nos érgaos vegetativos e, portanto, houve manutencéo
da raiz, caule e folha em toda planta; no entanto, a falta de investimento em biomassa
prejudicou o crescimento do milho. A resposta comum de plantas tolerantes a seca é o
investimento em biomassa nas raizes, pois aumenta a probabilidade de obtengdo de agua
facilitando o crescimento da planta (GLEASON et al., 2019; SOUZA et al., 2016; ZHAO et
al., 2018). Além disso, o investimento em sistema radicular tem sido considerado como um
dos mecanismos envolvidos na adaptacdo das plantas ao estresse hidrico (TURNER, 1996).
Apesar de ndo ocorrer deformacdo nos oOrgdos vegetativos a falta de investimento em
biomassa limitou o crescimento das plantas em condigdes de seca, pois 0 milho ndo conseguiu
adquirir biomassa para investir em cada 6rgdo vegetativo, principalmente na raiz. 1sso possuli
relacdo com a taxa fotossintética e com a area foliar que diminuiram em condigdes de seca.

O déficit hidrico causou reducdo na massa de adgua da raiz, do caule e da folha. Isso
pode estar relacionado com a auséncia de investimento nas raizes que influenciou na menor
obtencdo de agua do substrato para a planta, uma vez que maior nimero de raizes eleva a

captacdo de agua auxiliando no crescimento vegetal (GLEASON et al., 2019; SOUZA et al.,
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2016; ZHAO et al., 2018). Neste contexto, menor quantidade de agua causou limitacdes no
processo de abertura e fechamento estomatico afetando a transpiragcdo, a condutancia
estomatica e a fotossintese. A seca causa modificacdes na morfologia estomatica e seus
movimentos (abertura e fechamento) o que afeta a troca de vapor de agua, didxido de carbono
e a condutancia estomatica entre as folhas e a atmosfera (GERARDIN et al., 2018; TORRE et
al., 2021). Além disso, houve menor retencdo de agua nas plantas o que aumentou a
evapotranspiracdo em condicdes de seca. Isso tem relacdo com a diminuicdo da taxa
transpiratoria; no entanto, a grande parte da d&gua economizada permaneceu no substrato. A
agua que estava no substrato evaporou aumentando a evapotranspiracdo. De fato, o aumento
da evapotranspiragdo possui relacdo com a evaporagdo do solo (GORTHI; VOLENEC,;
WELP, 2019). Portanto, a seca dificulta severamente a retencédo e o fluxo de 4gua do substrato
para a planta e a grande parte da dgua acaba sendo perdida pela evaporacdo elevando a
evapotranspiracdo. Este comportamento pode estar relacionado com a falta de investimento
em raizes. Isso tem relacdo com a diminuicgdo da area foliar, o que afetou o ganho de biomassa
na planta.

Ocorreu a manutencdo do potencial hidrico nas plantas de milho em condicbes de
seca; no entanto, houve reducdo da massa de &gua. Isso indica que a absorcdo de agua nas
plantas foi mantida. De fato, o potencial hidrico estd relacionado com a disponibilidade de
agua do solo e a captacdo de agua pela planta (OGBAGA et al., 2020). Portanto, este
parametro demonstra que a reducdo da massa de agua possui relacdo direta com a falta de
investimento em raizes, pois o fluxo de dgua foi mantido.

Outro aspecto interessante é que o potencial hidrico possui relacdo com a tensdao de
agua no xilema e, portanto, houve ajustes nos vasos xilematicos nas plantas, o que manteve a
pressdo parcial de agua e a condutividade hidraulica em condicGes de seca evitando a
formacdo de embolia nos vasos permitindo o transporte de agua do solo para as folhas. Isso é
corroborado por Gleason et al. (2019). Alem disso, permitiu a manutencao do tecido vascular
e evitou alteragdes nos vasos contribuindo na estabilizacdo da tens@o e no transporte de agua
no xilema para o processo de transpiragdo. De fato, o suprimento de &gua através do xilema é
essencial, pois as folhas precisam reabastecer constantemente a 4gua perdida pela transpiracao
(CARMINATI; JAVAUX, 2020; SCOFFONI et al., 2017). A manutencdo do transporte de
agua permitiu que o processo de abertura e fechamento estomatico ndo sofresse alteracdes,
uma vez que a condutividade hidraulica do solo é o principal desencadeador do fechamento
estomatico (CARMINATI; JAVAUX, 2020). Portanto, a manuten¢do do potencial hidrico

permitiu a estabilidade no transporte de &gua. 1sso manteve o processo de transpiracdo nas
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folhas; no entanto, nota-se que a transpiragéo na planta diminuiu podendo estar relacionada
com a reducdo da area foliar, uma vez que o transporte de 4gua foi mantido na planta.

As variadveis de trocas gasosas mantiveram-se inalteradas em condicfes de seca e,
portanto, as plantas de milho mantém as trocas gasosas por unidade de area de folha. Apesar
disso, houve reducdes significativas na fotossintese, na transpiracdo e na condutancia
estomética para toda a planta. Neste contexto, nota-se que a analise pontual é realizada
diretamente na camara do analisador de gases por infravermelho que possui 4rea de 6cm?; e
estes parametros para toda a planta sdo calculados para 1m? Quando a fotossintese, a
transpiracdo e a condutancia estomética sdo calculadas para a area foliar real da planta, os
resultados sdo mais razoaveis, porque 0s meios estdo mais proximos da capacidade
fotossintética real das plantas. Portanto, a seca reduziu os parametros de trocas gasosas do
milho na planta toda. Isso possui relacdo com a reducdo da area foliar que influenciou na
assimilacdo de CO, e no ganho de biomassa reduzindo o crescimento das plantas.

Outra consequéncia dos dados obtidos diretamente na avaliagdo pontual com o
analisador de gases infravermelho foi a manutencéo da eficiéncia do uso instantaneo da agua
em condicgdes de seca. Isso tem relacdo com a transpiracdo e a fotossintese que permaneceram
sem alteragdes no milho. Isso ndo é verdade para as plantas, uma vez que os resultados para
preservacdo de agua mostraram que o milho ndo conseguiu evitar a perda de agua em
condicdes de seca (Figura 03). Neste contexto, as plantas ndo possuem uma otimizagao no uso
da agua o que corrobora com o resultado da eficiéncia uso da agua acumulada. De fato, este
parametro estd diretamente relacionado a producdo real de biomassa pelas plantas e com a
agua consumida para o crescimento. Portanto, a eficiéncia do uso da &gua acumulada
apresentou resultados mais condizentes e também apoia a reducdo da area foliar em condicdes
de seca.

O déficit hidrico reduziu a espessura foliar e a area do mesofilo, mas ndo afetou a
proporcao de células e o contetdo de clorofila. Isso € considerado uma resposta comum de
plantas ao déficit hidrico (FENG et al., 2013; LIU et al., 2019). A reducdo destes afetou toda
morfologia foliar da planta diminuindo a largura e a area foliar; no entanto, manteve o
comprimento das folhas. Além disso, a propor¢do de células do mesofilo permitiu a
manutencdo do comprimento foliar em condi¢fes de seca. 1sso é importante, pois demonstrou
uma plasticidade foliar do milho. De fato, reduzir a area foliar pode ser considerado uma
estratégia das plantas para evitar os efeitos da restricdo hidrica (ANYIA; HERZOG, 2004).
Portanto, redugdes na espessura foliar e na area do mesofilo influenciaram na area foliar. Isso

pode ser considerada como estratégia para evitar a seca. Apesar disso, reduzindo a area foliar
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causou a diminuicdo das trocas gasosas, 0 que afetou o crescimento das plantas em condig¢oes
de seca.

Ocorreram ainda algumas modificacdes nas caracteristicas estomaticas em funcdo da
seca. A densidade estomatica ndo apresentou modificacdo significativa nas superficies adaxial
e abaxial. O indice estomatico reduziu em condi¢Bes de seca na face adaxial da folha, mas
sem alteracdo na face abaxial da folha. Segundo Gerardin et al. (2018) as plantas sdo
conhecidas por ajustar a densidade e o indice estomatico sendo uma estratégia comum para
evitar as condicOes de seca. Apesar disso, mais informacfes sdo necessarias para entender 0s
ajustes estomaticos pelo milho na seca, uma vez que as plantas sob seca podem diminuir a
densidade estomatica (MANSOOR et al., 2019) ou aumenta-la (HSIE et al., 2015). Isso
também ocorre para o indice estomatico que pode aumentar (TORRE et al., 2021) ou diminuir
(SILVA et al., 2009). Neste contexto, existe uma contradicdo na literatura sobre estes
parametros e, portanto, o calculo do nimero total de estdmatos por planta foi extremamente
importante.

O ndmero total de estdmatos apresentou uma reducdo significativa em ambas as
superficies da folha. A diminui¢do do numero de estdmatos é uma resposta comum diante da
seca, uma vez que diminuindo a quantidade de estdmatos reduz a transpiracdo e a perda de
agua (GERARDIN et al., 2018; WANG; CHEN; XIANG, 2007) e causa uma reduc¢do na taxa
fotossintética. Isso afeta 0 ganho de biomassa e o crescimento da planta. As plantas mantém
as trocas gasosas atraves dos estbmatos e sua reducdo pode apresentar uma restricdo ao fluxo
de CO; (CAI et al., 2020). Portanto, a reducdo do numero total de estbmatos prejudicou
diretamente as trocas gasosas. Isso esta relacionada com a diminuicdo da area foliar em
condigdes de seca.

A discussao acima monstra a importancia do calculo do nimero total de estbmatos por
planta e, inclusive, este parametro corroborou com a reducao da largura e a area foliar. Isso
influenciou na fotossintese, na transpiracdo e na condutancia estomatica de toda planta. Além
disso, demonstrou que sdo necessarios outros calculos, além da densidade e o indice
estomatico que sdo comumente usados. Vale ressaltar que menor quantidade de estdmatos
também influenciou na abertura e no fechamento dos estdmatos causando menor controle
estomatico das trocas gasosas no milho. De fato, o deéficit hidrico nas plantas causa
fechamento dos estdomatos (LIU et al., 2019). Isso reduz as trocas gasosas e pode ser
considerado como um mecanismo adaptativo (de escape) para reduzir a perda de agua. 1sso é

corroborado por Zia et al. (2021).
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O déficit hidrico causou reducdo significativa do poro estoméatico na superficie
abaxial, mas ndo houve alteracéo na superficie adaxial da folha. Isso indica que a face abaxial
apresentou menor quantidade de estdmatos e com o tamanho do poro reduzido, o que afetou
na diminuicdo das trocas gasosas. De fato, os ajustes dinamicos na abertura dos poros
estomaticos sdo responsaveis pela regulacdo da condutancia estomética permitindo que as
plantas reduzam rapidamente a transpiragdo e a perda de &gua em condi¢bes de seca
(HASANAGIC et al., 2020; WANG; CHEN; XIANG, 2007). Portanto, a reducdo do poro
deixou os estdbmatos menores e associado com a reducdo do numero de estdbmatos afetou
diretamente as trocas gasosas e estas mudancgas estdo diretamente relacionadas com a
diminuicdo da area foliar.

As plantas de milho sobreviveram em condi¢fes de seca. Apesar disso, 0 crescimento
e 0 numero de folhas foram afetados ao longo do experimento. Isso estd relacionado com a
diminuicdo da fotossintese, menor nimero de estdmatos foliares e com o poro reduzido na
face abaxial. Estes afetaram a taxa de assimilacdo de CO;, e o ganho de biomassa para 0s
Orgdos vegetativos. Portanto, a diminuicdo dos parametros citados esta diretamente ligada

com a reducdo significativa da area foliar causado pela restri¢do hidrica.
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5 CONCLUSAO

A seca causou alteragdes significativas em plantas de Zea mays L. Isso foi evidente
pela reducdo no crescimento e no nimero de folhas. Além disso, a area foliar evidéncia a
sensibilidade dessas plantas, pois sua redugdo influenciou nas trocas gasosas, no ganho de
massa seca e no numero total de estdbmatos. O trabalho também destaca a relevancia do
calculo do numero total de estbmatos para uma interpretacdo mais condizente dos dados.
Portanto, a area foliar nas plantas de milho possui relagdo com as respostas morfofisioldgicas
em condicOes de seca e pode ser considerado como um mecanismo para sobreviver nestas

condigdes.
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