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Apresentacao

Um dos grandes desafios da agricultura contemporanea é aumentar

a eficiéncia do uso da dgua. Este desafio deve-se nao somente ao fato
relacionado a reducao da disponibilidade de dgua por mudancas ou
variacoes do clima, mas também devido a possibilidade de aumentar a
producao de alimentos em regidoes menos favorecidas climaticamente
por este fator.

Novas praticas agricolas e inovagoes na area de irrigagdo nem sempre
sao suficientes para tornar mais eficiente o uso da 4gua na agricultura.

O desenvolvimento de material genético tolerante a seca é outro fator
que, logicamente, pode conferir maior eficacia aos sistemas de producao
quanto ao uso deste recurso natural.

Em conjunto, a Embrapa ClimaTemperado, a Embrapa Hortalicas
(Brasilia, DF) e a Embrapa Produtos e Mercado (Canoinhas, SC) desen-
volvem um programa de melhoramento genético de batata, visando con-
tribuir no atendimento de demandas da cadeia brasileira da batata. Um
dos objetivos do programa é desenvolver cultivares que, além de alto
potencial produtivo e caracteristicas de mercado, apresente resisténcia a
estresses bioticos e tolerancia a estresses abidticos.



No processo de identificacdo de fontes genéticas e de selecao de carac-
teres de interesse é fundamental dispor de métodos eficientes e viaveis.
Neste sentido, foi desenvolvida uma metodologia para avaliar a tol-
erancia a seca em batata. Esta metodologia, descrita neste documento,
foi validada e incorporada no programa de melhoramento genético de
batata da Embrapa.

Espera-se que esta metodologia sirva aos programas de melhoramento
de batata auxiliando no desenvolvimento de cultivares tolerantes a seca,
contribuindo para a reducao da dependéncia do uso da agua bem como
viabilizando a producao desta cultura em regidoes com maior risco de
déficit hidrico.

Clenio Nailto Pillon
Chefe-Geral
Embrapa ClimaTemperado
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Introducao

Crescimento vegetal € um pré-requisito para que a planta se
reproduza porque, normalmente, nao ocorre divisao celular sem
que a célula a ser dividida atinja o tamanho da célula que a formou.
Portanto, crescimento é a atividade 6bvia das plantas para que

estas aumentem de tamanho e tornem-se mais numerosas. Por
consequéncia, pode-se dizer que crescimento de uma planta é o
aumento do conteudo de dgua das células, pois 0 maior responsavel
pelo alongamento das células é a turgescéncia gerada pela energia
potencial da agua na célula (KRAMER; BOYER, 1995).

Se for confirmada a reducao da disponibilidade de agua doce na
Terra, a agricultura sera prejudicada devido a sua grande dependéncia
deste recurso. A demanda por irrigacao para producao de alimentos
perdera a competicao para o consumo humano, o que pode ser
solucionado ou amenizado com a adaptacao dos cultivos de sequeiro
a esta nova condicao. Condon et al. (2004) citam que o melhoramento
vegetal, visando variedades mais eficientes no uso da agua, usadas
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juntamente com o melhor manejo da dgua e das culturas, é estratégia
para racionalizar o uso da agua.

Kramer e Boyer (1995) citam que, normalmente, em programas de
melhoramento que buscam gendtipos para maxima produtividade,
a agua nao é restringida. A eficiéncia hidrica serd maxima quando

a produtividade também for, visto que existe uma relagao linear
entre produtividade e consumo de agua. Os autores citam ainda
que o ajuste osmotico ocorre em condigoes de déficit hidrico, assim
como o aprofundamento de raizes. Portanto, ndo serd adequado
proceder a selecao de genodtipos, visando tais caracteristicas se a
deficiéncia hidrica nao estiver presente durante estadios chaves do
desenvolvimento da cultura.

Para buscar fontes e mecanismos de resisténcia genética a seca

de batata, Gabriel et al. (2011), usaram como método para gerar
deficiéncia hidrica as plantas, o niumero de dias sem irrigagao em
vasos dentro de estufas plasticas. Os autores avaliaram parametros
morfoldgicos, fisioldgicos, mecanismos de resisténcia da planta e
componentes do rendimento. Das variaveis analisadas, os autores
perceberam que o niumero e a area ocupada pelos estdmatos
apresentaram-se associados a tolerancia da planta ao déficit hidrico e
que a eficiéncia hidrica (WUE) foi classificada pelos autores como um
mecanismo de tolerancia muito complexo.

Um dos problemas das metodologias de selegao ¢ a elevada
variabilidade dos experimentos a campo como também os elevados
custos dos experimentos em casas de vegetacao, quando ha
necessidade de se cultivar plantas em vaso. Como forma de se resolver
estes problemas, varios pesquisadores estao utilizando solucoes

mais simples como as que usam substancias redutoras do potencial
osmotico das solugoes, a exemplo daquelas usadas por Govindaraj et
al. (2010). Estes autores mencionam que a realizacao de experimentos
como este € uma forma ideal de selecionar um grande nimero de
genotipos com menos trabalho e custo e com maior precisao.
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Desde o inicio do uso de polietileno glicol (PEG) para causar reducao
da disponibilidade hidrica para as plantas por Largerwerff et al. (1961),
varios melhoristas tém utilizado este produto para selecionar material
genético mais resistente ou tolerante a esta causa abiodtica. Os
autores verificaram que a passagem do produto por dentro da planta
nao causa qualquer efeito danoso. Portanto nao é fitotdxico para a
planta, podendo ser usado no controle osmoético de solucoes para
cultivos. Hohl e Scopfer (1991), em experimentos in vitro, verificaram
que as moléculas de PEG nao sao idnicas, sao inertes e virtualmente
impermeaveis e sao frequentemente usadas para induzir estresse
hidrico, mantendo o potencial da 4gua uniforme durante todo o
periodo experimental.

A grande maioria dos trabalhos com uso deste produto avalia a
germinacgao de sementes e o seu crescimento inicial, visto que existe
relacao destas caracteristicas com a resisténcia a seca (PARMER,;
MOORE, 1966; LOBATO et al., 2008). Por exemplo, Geetha et al.
(2012) verificaram o sucesso da metodologia de uso de PEG 6000
para selecionar genétipos de girassol, avaliando a germinagao

e o desenvolvimento inicial das plantas em laboratoério. Os

mesmos autores recomendam que esta metodologia deva ser um
complemento do trabalho feito a campo (GEETHA et al., 2012).

Visando medir o acimulo de solutos organicos na célula de plantas de
batata (osmoregulagem), Blissis e Heineke (1998) usaram PEG 6000
junto a solucao hidropobnica aerada em vasos, para simular deficiéncia
hidrica. Foi verificado que, logo que as plantas eram submetidas ao
tratamento, a concentracao de hexose aumentava dentro do vacuolo,
causando um movimento de agua do citosol e do cloroplasto para o
vacuolo, reduzindo o potencial da 4gua nestes compartimentos.

Selecao para tolerancia a seca é um processo complicado devido a
varios processos fisiologicos envolvidos e as suas interagcoes com o
ambiente. A avaliacao das respostas morfoldgicas da planta a seca
pode contribuir como um processo eficiente de selecao dos materiais

1
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para futuros testes de hibridacoes e selecao dos fatores-chave
associados a estas caracteristicas das plantas (ALBISKI et al., 2012).

Levy et al. (2013) citam que a melhora da tolerancia para salinidade

e seca é de grande importancia para os agricultores. Ferramentas
moleculares modernas podem oferecer melhoras para o programa de
melhoramento para tolerancia das cultivares de batata a estresses,
assim como criardao outro enfoque para se lidar com escassez de dgua
e mudanca climatica.

Visando facilitar a selecao de gendtipos tolerantes, ranqueando

suas reacdes a uma condicao de deficiéncia hidrica, testou-se o uso
de polietileno glicol 6000 (PEG 6000) em um sistema hidropdnico

de calhas duplas articuladas (Patente N° PI0005711) desenvolvido

pela Embrapa para multiplicacao de material pré-basico de batata
(MEDEIROS et al., 2002). Este sistema (Figura 1) permite que se possa
comparar e selecionar um grande numero de genotipos, sem que a
variacao do solo e do manejo da agua interfira na experimentacao.
Além desta importante vantagem, o sistema permite acesso ao
sistema radicular da planta sem a necessidade de destrui-la (Figura 2).

Este método, mesmo sendo em ambiente protegido, aproxima-se das
condi¢coes de campo, podendo gerar informagdes mais préximas das
reais condicoes de cultivo, que sao mais apropriadas para o sistema
de producao de batata. Albinski et al. (2012) concluiram que selecao
de genotipos de batata em condicoes a campo sao mais eficazes do
que métodos de tolerancia a seca in vitro e que as caracteristicas das
plantas geradas em laboratoério, como crescimento da planta, devem
ser testadas com as conseguidas nas condi¢cdes de campo para que
esta relacao seja confirmada.

A metodologia proposta com uso do PEG em hidroponia, busca
também padronizar a metodologia de selecao de material genético
de batata. Por reduzir grande parte dos fatores relacionados a
variabilidade espacial, como os do solo, as respostas da planta
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podem ser comparadas entre si, pois estdo submetidas as mesmas
condigdes de clima, podendo ser realizadas em qualquer época e
local. Rohr (2012), em seu trabalho utilizando a metodologia proposta,
verificou que a época da experimentacao é importante, visto que

a demanda climatica influi sobre a resposta das plantas, mas
proporciona variabilidade entre elas.

|

Fotos: Carlos Reisser Junior

Figura 1. Vista geral do sistema hidroponico localizado na Embrapa ClimaTemperado,
Pelotas-RS, em estufas plasticas fechadas com telas.

Figura 2. Sistema de calhas duplas com vista parcial do sistema radicular da planta.

13
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Sistema

O sistema hidropdnico utilizado para criar a condicao de estresse
hidrico nas plantas (Figura 1) é o mesmo usado na Embrapa Clima
Temperado para a producao de batatas-sementes (tubérculos) pré-
basicas, citado no trabalho de Medeiros et al. (2002).

A estrutura é composta por um conjunto de duas calhas de PVC
sobrepostas, onde a superior, que sustenta as plantas, é fixa e
sustentada em uma estrutura de madeira, e a inferior, onde fica a
parte subterranea da planta é articulada permitindo acesso as raizes,
estoloes e tubérculos. (Figura 3).

Fotos: Carlos Reisser Junior

Figura 1. Vista geral do sistema hidropdnico localizado na Embrapa ClimaTemperado,
Pelotas-RS, em estufas plasticas fechadas com telas.

Sobre a calha superior sao feitos orificios com 25 mm, onde as plantas
sao introduzidas (Figura 4). Sob estes orificios, apoiados na calha
inferior, sdo colocadas as plantulas ou minitubérculos ja brotados em
esponjas fenolicas, de modo que, ao crescerem, seus ramos passem
por estes e se desenvolvam normalmente.

Na calha inferior onde se coloca a plantula e onde se desenvolve o
sistema radicular, € onde passa a solucao nutritiva a qual circula em
circuito fechado, acionada a cada 15 minutos durante o dia e a cada
30 minutos durante a noite, por 15 minutos. Apds a solugao fluir na
calha inferior, com inclinagao de 4%, onde estao as raizes, esta é
coletada por um sistema de tubos de drenagem e direcionada para
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Fotos: Carlos Reisser Junior

Figura 4. Orificios da calha superior onde sao fixadas as plantas.

um depésito de fibra de vidro ou plastica, onde também se posiciona
a bomba hidraulica, a qual a pressuriza novamente para outro ciclo
de irrigacédo (Figura 5 e Anexo 1). E importante que o corpo da bomba
hidraulica seja de material nao oxidavel, como PVC ou ago inoxidavel,
para maior durabilidade. O conjunto de motobomba deve ser
regulado de modo a proporcionar uma vazao de 1 L min-1 em cada
calha e o volume de solucao para ser utilizado no sistema deve ser
calculado tendo como base 2 litros por plantula.

Figura 5. Deposito da solugao e bombeamento e esquema de circulagao da solugao
nutritiva, em circuito fechado, do sistema de hidropdnico usado para produgao de
tubérculos de batata.
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No sistema de calhas deve-se cuidar para que a luz seja reduzida
junto ao sistema radicular, para evitar o esverdeamento e rebrote dos
novos tubérculos e estoloes, bem como o desenvolvimento de fungos.
Para isso, utiliza-se um filme plastico de dupla face (preto-branco)

de forma a envolver a jungao entre as calhas (Figura 6). Uma cortina

é confeccionada fixando-a na borda da calha superior e envolvendo

a inferior onde é fixada. Também nas cabeceiras das calhas, onde

a solucao nutritiva é colocada, o mesmo filme plastico é colocado,
também visando a reducao da penetragao de luz neste local. Outro
ponto importante para evitar o problema com o desenvolvimento

de fungos na solugao nutritiva é a utilizacao de tubos opacos e
reservatorio fechado, para evitar ao maximo a presencga de luz junto as
raizes das plantas e a solugao nutritiva.

Fotos: Carlos Reisser Junior

'S

Figura 6. Cortina lateral para evitar a entrada de luz junto ao sistema radicular da planta.

Solucao nutritiva

As solucoes testadas com sucesso para a producao de batatas foram
trés. As formulacoes mostradas naTabela 1 podem ser utilizadas em
substituicao as daTabela 2, caso nao seja possivel a aquisicao dos
produtos componentes ja industrializados, os quais, por facilidade,
tém sido os mais utilizados. A mistura dos ingredientes pode ser feita
no tanque, baseada nas doses indicadas conforme cada receita. A
solucao comercial baseada em misturas de nutrientes vem mostrando
maior praticidade, principalmente na facilidade de confecgao, do
calculo dos componentes e de sua aquisicao.
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A mesma solugao também é usada para completar o volume de
solugao consumida pelo sistema, sempre cuidando a proporcao entre
o nitrogénio nas formas nitrica e amoniacal. Esta proporcao deve ser
usada de forma que nao haja variagao muito grande do pH da solucao
durante o desenvolvimento da cultura (MEDEIROS, 2002).

Tabela 1. Elementos quimicos componentes das solugdes usadas em
hidroponia para produgcao de minitubérculos de batata. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas-RS.

N 198 360
7:1- 03:NH4

P 39 12

K 183 298
Ca 142 302
Mg 38 378
S 52 58,5
Fe 2 2,76
Mn 04 0,97
Cu 0,02 0,07
Zn 0,06 0,3
B 0,3 0,53
Mo 0,06 0,15

*SolugOes propostas pelos autores
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Tabela 2. Elementos quimicos componentes da solucao usada em hidroponia
para producgao de minitubérculos de batata, indicada por Medeiros et al.
(2002). Embrapa ClimaTemperado, Pelotas-RS.

N 6 16,5
P 12 12
K 36
Ca 19 2,57
EDTA
Mg 3
S 8
Fe 2,1+1,74
EDTA - DTPA
Mn 2,57
EDTA
Cu 0,53
EDTA
Zn 0,53
EDTA
Bo 0,52
Mo 0,13

Correcao da solucao

Quando o volume da solugao no reservatério é reduzido a um
predeterminado, relativo ao minimo para funcionamento ideal do
sistema, este deve ser reposto, utilizando a mesma solugao com
a concentracao de potencial igual ao predeterminado no inicio de
aplicacao do estresse.
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A correcao da solucao do sistema deve ser feita sempre que o
seu pH sair fora da faixa adequada entre 5,3 e 6,3. A correcao da
condutividade elétrica deve ser feita sempre que o valor ficar 10%
acima ou abaixo de 1,8 dS m-1.

Para corrigir a solugao quando esta apresenta o pH acima de 6,3,
(mais basica), utiliza-se uma solugao concentrada a base de volume de
1/3 de acido cloridrico (HCI), 2/3 de 4gua. Quando a solucao apresenta
pH abaixo de 5,3 (mais acida), utiliza-se uma solugao a base de peso
de 15% de hidréxido de sédio (NaOH) e dgua. Com estas solucoes
concentradas e com o pHmetro, vai se adicionando aos poucos

a solucao concentrada até que a solugcao do sistema atinja o pH
adequado.

Para corrigir a condutividade elétrica da solucao quando esta se
encontra fora do limite utiliza-se somente agua, até que o valor
medido no condutivimetro atinja o valor adequado.

Solucao com polietileno glicol 6000

A utilizacao de polietileno glicol (PEG 6000), de férmula quimica
(H-(OCH-2CH)-OH), determina que quanto maior sua concentracao
menor é o potencial hidrico da solugao. O potencial osmoético

ou pressao osmotica da solugao é funcao da temperatura e da
concentracao de PEG 6000, dada pela equacao abaixo:

OP = (-1,18x10-2)xC - (1,18x10-4)x C2 + (2,67x10-4)xCxT + (8,39x10-7)xC2T

Onde: C= concentracao de PEG 6000 (gL-1) eT=Temperatura da
solucao (°C).

Em fungao somente da concentragao de PEG 6000, para uma
temperatura de 25 °C, a equacao é igual a da Figura 7, mostrada no
grafico.

19
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Concentragao de PEG 6000 (gL!)
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Figura 7. . Grafico e equacgao que representa a relacao entre a pressao osmotica e
a concentragao de PEG 6000 de uma solugao para temperaturas de 25 °C e 18 °C.
Embrapa ClimaTemperado, Pelotas-RS.

Em caso de formacao de elementos gelatinosos devido a presenca de
PEG junto as raizes, ocasionando o entupimento do sistema, a solugcao
deve ser trocada para que o sistema se mantenha em funcionamento

com a manutencao ou nao do estresse.

Manejo do déficit hidrico

A aplicagao da deficiéncia hidrica as plantas é feita quando se troca a
solugao nutritiva pela solucao nutritiva com PEG 6000. A colocagao desta
solucao é feita no inicio da tuberizacao, periodo de maior sensibilidade
da cultura, conforme Bezerra et al. (1998), por até quinze dias ou até que
as plantas sob estresse apresentem sinais de senescéncia. Apds esta
fase, espera-se o encerramento do ciclo com solucao sem PEG, inclusive
as plantas testemunhas, sem estresse hidrico.

Avaliacao das plantas para selecao

As variaveis das plantas que melhor relacionam-se com tolerancia a
seca ainda nao sao totalmente conhecidas ou nao foram comparadas
em um so trabalho para avaliacao. Varios autores testaram algumas e
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dentre as avaliadas recomendaram as com melhor resultado. Portanto,
dentro do possivel e baseado em infraestrutura existente, deve-se
realizar o maior nUmero de avaliagdes possiveis, para que no futuro
se possa eleger uma universal e que realmente possa ser indicadora
de caracteristicas genéticas das plantas com esta caracteristica de
tolerancia ou resisténcia. Dentre as varias avaliagdes realizadas por
alguns autores, pode-se destacar: germinacao, producao de biomassa
e crescimento de raizes (GEETHA et al., 2012).

Outras medidas relativas as plantas sob estresse que podem ser
feitas para selecionar plantas de comportamento diferente sao, de
acordo com Agroiinfo (2011), caracteristicas de tamanho do sistema
radicular, manutencao da fotossintese sob restricao de transpiracao,
endurecimento dos tecidos, conteldo de agua nos tecidos associado
a tamanho pequeno de células, alta concentracao de solutos na célula,
aumento da permeabilidade do protoplasma e alta viscosidade do
citoplasma.

Chaves et al. (2004) citam que plantas com condutancia estomatica,
transpiracao e potencial hidrico foliar menores, sob exposicao a
temperatura foliar mais elevada, mantendo seu niveis de producao de
biomassa, sdo também indicativas de tolerancia.

No protocolo do CIMMYT para selecao a seca sao avaliadas as
seguintes variaveis das plantas: altura da planta, altura de insercao da
espiga, data de floragao, data de formacao da espiga, intervalo entre
as datas, data de maturacao fisiolégica, umidade e peso de graos,
NDVI (Normalized Difference Vegetation Index) em determinada data,
conteudo de clorofila, condutancia estomatica em determinada data,
espectrometria de massa, conteudo de amido na semente, contetido
de N nos graos, medidas de folhas com espectrorradiometro (Wather
Index e indice de radiacdo fotoquimica- PRI) e imagens fototérmicas
das folhas (Drought Phenothyping Protocol CIMMYT, 2009).
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Matéria seca de folhas e de raizes, uso e eficiéncia da dgua, prostracao
e recuperacgao da turgecéncia apos irrigacao, volume, numero e peso
de tubérculos, area estomatica, maior area e nimero de estdmatos de
acordo com Gabriel et al. (2011) também podem servir para separar
genotipos. Producao e tamanho de tubérculos de batata sdo muito
afetados pelo déficit hidrico. Se nao houver deficiéncia no enchimento
de tubérculos, os existentes desenvolvem-se normalmente (BEZERRA
et al., 1998).

No trabalho de Heuer e Nadler (1998), os autores citam que pressao
de turgor € um dos melhores indicadores de estado hidrico da planta.
Com afirmacao, os autores verificaram que valores de maior pressao
de turgor foram os melhores relacionados com ajuste osmatico.

Os autores também verificaram que tamanho de célula pequeno

e elevada elasticidade da parede celular, manutencao dos niveis

de potassio na folha e parametros de crescimento podem nao ser
bons indicativos da condicao hidrica da planta mas os parametros
fisiologicos podem dar um bom indicativo de como a planta de batata
ira resistir a seca (HEUER; NADLER, 1998).

Por sua vez, Liu et al. (2005) recomendam que o conteudo relativo
de 4gua na folha, potencial de 4gua na folha e na raiz, condutancia
estomatica, fotossintese e concentracao de ABA da seiva do xilema
podem ser bons indicadores de estresse. lerna, Mauromicale

(2006) também verificaram a eficiéncia da condutancia estomatica
quando relacionada com a taxa fotossintética, para determinacao da
sensibilidade a seca.

Outras caracteristicas das plantas verificadas por Condon et al. (2004)
sao as combinadas entre elevado valor da relacao fotossintese e
transpiracao (FS/Tr), como também o crescimento inicial rapido

da area foliar. Plantas com estas caracteristicas tém mostrado

alto potencial produtivo em varios ambientes. Os mesmos autores
verificaram que plantas que possuem grande desenvolvimento foliar inicial
possuem caracteristica favoravel para resistir a seca em alguns ambientes.
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Medida de fluorescéncia da clorofila € uma medida importante
para selecionar materiais genéticos tolerantes a seca por serem
mais praticos do que medidas de potencial da agua na planta e
mais precisos do que sobrevivéncia de plantas submetidas a baixa
disponibilidade hidrica.

Recomendacoes

Conforme Blum (2013), é recomendado que o potencial osmético da
solugao com PEG seja medido com equipamento adequado e nao
calculado e que, embora o produto possua alto peso molecular, as
plantas o absorvem e a taxa de absorcao e concentracao nas raizes e
ramos depende da espécie, da concentragcao de PEG e do tempo de
exposicao e dos danos apresentados nas raizes. O aparecimento de
um tipo de gel junto as raizes pode causar entupimento do sistema.
Deve-se cuidar na formulacao de solugoes com PEG e outros sais
devido a presenca de contaminacoes e, principalmente,fitotoxidade de
fosforo (LARGERWERFF et al., 1961).
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Anexo 1. Esquema de circulagdo da solucao nutritiva, em circuito fechado, do sistema
hidropdnico usado para producéao de tubérculos de batata. A - visto de cima e B - visto
lateralmente. Embrapa ClimaTemperado, Pelotas-RS.
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