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RESUMO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) é considerada uma das principais culturas agricolas
do Brasil, de grande importancia econémica, responsavel pela produgdo de aglcar e
etanol. O estresse hidrico € um dos fatores mais limitantes para producdo desta cultura.
Uma alternativa para diminuir os efeitos negativos do estresse pode ser obtida com a
aplicacdo de bioestimulantes vegetais. A aplicacdo foliar do bioestimulante triacontanol
(TRIA) tem sido usada em diferentes culturas para reduzir os efeitos adversos de
estresses, contudo seu efeito sobre a cultura da cana-de-agucar ainda nao foi estudado.
Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do TRIA sobre o crescimento e
tolerdncia a seca da cana-de-acucar. O experimento foi desenvolvido em casa de
vegetacdo com a cultivar RB92579. O delineamento foi em blocos casualizados, em
esquema fatorial 4x2: quatro doses de TRIA (0, 10, 40 e 160 uM) e dois regimes hidricos
(irrigado e estresse hidrico), com cinco repeticdes. As aplicacdes do TRIA na parte aérea
da planta ocorreram aos 30 e 60 dias ap0s o plantio (DAP). As plantas foram mantidas
irrigadas até os 120 DAP, quando a irrigacdo foi suspensa por seis dias, seguido de trés
dias de reidratacdo. As avaliagbes morfologicas ocorreram durante 0 experimento com
plantas irrigadas e as fisiologicas e coleta de material vegetal para analises bioquimicas
foram realizadas ao longo do estresse hidrico e reidratagdo. As plantas irrigadas que
receberam a dose de 160 uM de TRIA exibiram melhor crescimento, com o aumento na
altura, numero de folhas, area foliar massa seca do colmo, além de promover o0 aumento
no teor de clorofilas. Com a imposicdo da deficiéncia hidrica todas as plantas
independentes das doses de TRIA apresentaram diminui¢do do potencial hidrico da folha,
teor relativo de agua, trocas gasosas, além disso, as plantas estressadas apresentaram
reducdo na eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il e teor de clorofilas. As plantas
estressadas que receberam maior dose de TRIA apresentaram alta concentracdo de
acucares solluveis, e pouca variacdo nas concentragdes de prolina e aminoacidos. Plantas
sob estresse hidrico exibiram menores atividade da enzima antioxidante superdxido
dismutase e menor peroxidacéo de lipideos quando aplicado 160 uM de TRIA, enquanto
as atividades das enzimas catalase e ascorbato peroxidase ndo foram alteradas pelo
regulador aplicado. A aplicacdo de TRIA, na dose 160 UM contribuiu com o crescimento
de cana-de-agUcar sob irrigacdo, apesar disso, o conjunto de dados mostram que doses até
160 uM TRIA sdo insuficientes para reduzir significativamente os sintomas do estresse
hidrico em cana-de-acUcar.

Palavras-chave: Cana-de-agucar. Estresse hidrico. Bioestimulante. Trocas gasosas.
Clorofilas. Enzimas antioxidantes. Osmoprotecdo. Fotossistema 1.



ABSTRACT

The sugarcane (Saccharum spp.) is one of the main crop of Brazil, of great economic
importance that contributes to the sugar and ethanol production. Drought is one of the
most limiting factors in the sugarcane productivity and an alternative to reduce the
negative effects of stress is the application of vegetable biostimulants.. Foliar application
of the biostimulant triacontanol (TRIA) has been used in different crops to reduce adverse
effects, but it is still an effect on sugarcane have not been studied. Therefore, the objective
of this study was to evaluate the effect of TRIA on the growth and drought tolerant of
sugarcane. The experiment was carried out in a greenhouse with cultivar RB92579. The
experimental design was a randomized complete block design with a 4x2 factorial design:
four levels of TRIA (0, 10, 40 and 160 puM) and two water regimes (irrigated and drought
stress) with five replications. The applications of TRIA in the aerial part of the plant
occurred 30 and 60 days after planting (DAP). These plants were physiologically and
biochemically evaluated at two intervals: six days (drought stress) and two days
(rehydration) after the onset of treatment at 120 days after planting. The irrigated plants
that received 160 uM TRIA level was more effective ingrowth, with increase in the
height, number of leaves, leaf area, stalk dry mass, besides promoting the increase in the
chlorophyll content. With drought stress imposed all plants independent of the various
levels of TRIA, the reduction of leaf water potential, the relative water content, the gas
exchanges, furthermore, the same plants presented a reduction in effective quantum of
photosystem 11 and chlorophyll content. Under drought stress the plants that received the
highest TRIA level showed showed higher increases in total soluble carbohydrate content,
and little variation of proline and amino acids concentrations. Plants under drought stress
presented lower activity antioxidant enzymes of superoxide dismutase and lipid
peroxidation when TRIA was applied 160 uM, while the activity of catalase and ascorbate
peroxidase enzymes were not altered by TRIA applications. Thel60 uM TRIA level
application contributed to growth of irrigated sugarcane, but even with positive results,
the data sets suggest that concentrations up to 160 uM TRIA level are insufficient to
significantly reduce the symptoms of drought stress in sugarcane.

Key words: Sugarcane. Drought stress. Biostimulant. Gas exchange. Chlorophylls.

Antioxidant enzymes. Osmoprotection. Photosystem 1.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de -agucar (Saccharum spp.) uma
das principais culturas do mundo. Essa cultura € fonte de agucar e biocombustivel
renovavel, o alcool, cultivada em mais de 100 paises, mas com sua maior producdo
concentrada no Brasil, India, China, Tailandia, Paquistdo, (FAO, 2008; WORDATLAS,
2016). No Brasil, o Estado de Sdo Paulo apresenta-se como o maior produtor de area
plantada, seguido por Goias, Minas Gerais e Parand. No Nordeste o estado de Alagoas
possui 301,7 mil ha seguido de Pernambuco com 259,5 mil ha (CONAB, 2017).

Atualmente, a areas de cultivo de cana-de-acucar tém se expandido para regides
semi-aridas. Estas regides caracterizam-se por apresentarem baixas precipitacfes e com
isso a baixa quantidade de agua provida pelos poucos eventos chuvosos nao é suficiente
para suprir a necessidade requerida pela cultura (PRABU et al., 2010; WILLADINO, et
al., 2011). Areas agricultaveis onde ocorre a falta ou limitagdo hidrica as culturas é um
condicionante que reduz o desenvolvimento e potencial de producdo das plantas
(HOLANDA et al. 2015).

A deficiéncia hidrica é um dos mais importantes fatores estressantes que limita a
produtividade de culturas como a cana-de-agucar. Sob condi¢Ges edafoclimaticas
desfavoraveis os produtores sucroalcooleiros visam a plantacdo de gendtipos de cana-de-
acucar mais tolerantes a seca e vem buscando solugdes préaticas que diminuam os efeitos
do estresse hidrico.

Atualmente, isso pode ser alcancado com a aplicacdo de biorreguladores ou
bioestimulantes. Essas substancias podem ser aplicadas diretamente nas plantas,
promovendo o melhor desenvolvimento, atraves de alteracdes nos processos fisioldgicos
e estruturais, principalmente possibilitando incrementos no teor de sacarose, precocidade
de maturacao e aumento na producéo e uma melhor qualidade final da cultura, o que pode
ser muito importante em condicdes ambientais de seca (MARTINS; CASTRO, 1999;
CAPUTO et al., 2007; SILVA et al., 2010; COSTA et al., 2011).

O triacontanol (TRIA) é um bioestimulante que vem sendo usado em varias
culturas no mundo todo, caracterizado como um hormoénio vegetal regulador de
crescimento, conhecido por aumentar o crescimento das plantas por meio da modulagédo
de diferentes processos metabdlicos, incluindo a fotossintese, fotorrespiracdo, a sintese

de clorofila, a divisdo celular, a absorcéo de dgua e nutrientes minerais, e as atividades de
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algumas enzimas-chave (CHEN et al., 2002; KRISHNAN; KUMARI, 2008; PERVEEN
etal., 2010, 2011, 2012; NAEEM et al., 2009, 2010, 2012; SINGH et al., 2012).

A aplicacdo foliar do triacontanol em vérios estagios de crescimento tém
aumentado a produtividade final de vérias culturas como milho, tomate e gengibre
(SIVAKUMAR et al., 2002; KHAN et al., 2006; SINGH et al., 2011). Além disso,
estudos do papel do TRIA sob estresses abidticos vem crescendo devido ao sucesso desse
bioestimulante em aumentar o crescimento das plantas. O interesse dos pesquisadores é
utilizar esse horménio para reduzir os efeitos adversos do estresse nas plantas, como vem
sendo investigado em diferentes culturas (MUTHUCHELIAN et al., 2001, 2003;
BOROWSKI; BLAMOWSKI, 2009; KILIC et al., 2010).

Entretanto, essas informagdes em cana-de-agUcar ndo estdo disponiveis, em
especial sob condicbes de deficiéncia hidrica. O que torna esse estudo de grande
relevancia, na busca da compreensdo das interacdes entre bioestimulante e cana-de-
acucar sob condigdes de seca. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
TRIA sobre o crescimento e tolerancia a seca da cana-de-agUcar. Visando constituir para
praticas agrondmicas que possam minimizar o efeito da seca sobre a produtividade da

cultura.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana-de-acUcar

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) é uma planta monocotiledénea pertencente a
familia Gramineae (Poaceae), ciclo semiperene com metabolismo fotossintético C4, com
origem na Asia Meridional, na regido da Nova Guiné e Indonésia e de clima tropical e
subtropical (DANIELS; ROACH, 1987). As primeiras mudas de cana-de-agucar foram
introduzidas no Brasil em 1532 por Martim Afonso de Souza. Atualmente, os cultivares
que compdes os canaviais brasileiros sdo formados por hibridos (Saccharum spp.)
provenientes dos cruzamentos das espécies Saccharum officinarum e Saccharum
espontaneum (CESNIK; MIOCQUE, 2004; CONAB, 2015).

A cana-de-agUcar tem a capacidade de formar perfilhamentos que ocorrem nos
primeiros meses apds o plantio. Essa caracteristica € muito importante para a
produtividade da cultura e é influenciada por fatores como temperatura, radiacdo solar,
disponibilidade de &gua e a de nitrogénio (SUGUITANI; MATSUOKA, 2001; CONAB,
2015). O seu desenvolvimento ocorre em dois ciclos: o primeiro ciclo € chamado de cana-
planta com periodo de 12 ou 18 meses conforme a variedade. Apds o primeiro corte inicia
o ciclo da cana soca com periodo de 12 meses. A cultura permite varios cortes, sem a
necessidade de replantio, mas em determinado momento é necessaria a renovacdo do
canavial porque as plantas ndo respondem mais satisfatoriamente as medidas de manejo
(CONAB, 2015).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agtcar, seguido de india e China
e ainda domina todos o0s estagios de tecnologia de producédo de etanol e aglcar. De acordo
com o primeiro levantamento da CONAB, o pais devera produzir 647,6 milhdes de
toneladas de cana-de-agicar em uma area estimada de 8,84 milhdes de hectares na safra
de 2017/2018, mas mesmo assim esses valores apresentam queda na produgéo de 2,3 %,
em relacdo a safra anterior (CONAB, 2017). Segundo Conab 2017 o setor canavieiro
Norte/Nordeste estd passando por um bom momento de recuperacdo e deve ter um
acréscimo na produtividade de 1,6%, além de um aumento na area plantada (2,7%), 0 que
reflete num aumento de producéo de 4,3% em relacéo a safra 2016/17.

O etanol ¢ o carro chefe nessa ascensdo, uma fonte de biocombustivel renovavel,
e o Brasil € o segundo maior produtor mundial, ficando atras apenas dos EUA na

producéo de alcool, mas nossa produtividade € maior quando comparada com de outros
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paises, pois nossa matéria prima, a cana-de-acUcar, possui alta eficiéncia energética e o
pais domina todo o processo de producdo de alcool. Essas vantagens proporcionam o0s
menores custos de producdo de alcool no mundo. Além do que o Brasil continua
incentivando pesquisa para desenvolvimento de novas tecnologias, a principal vem
ocorrendo com a producdo de etanol de segunda geracdo, etanol celulésico, além do
etanol de terceira e quarta geracdo (CARVALHO et al., 2013).

2.2 Estresse hidrico na planta

O estresse hidrico esta entre os mais serios fatores que limitam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas, e em casos extremos, pode levar a planta a morte (QUIANG
et al., 2000). As respostas das plantas ao estresse hidrico sdo complexas e envolvem
mudancas adaptativas e/ou efeitos deletérios, como altera¢es fisioldgicas e bioquimicas
(L1U; BAIRD, 2003; JALEEL et al., 2009).

A fotossintese € um dos processos metabolicos mais afetados pela restri¢do
hidrica, sendo o fechamento dos estdmatos o processo diretamente envolvido (ZIVCAK
et al., 2013). Sob condi¢bes de déficit hidrico as plantas fecham os estdmatos, esse
processo € uma das primeiras estratégias para evitar a desidratacdo, minimizando a perda
de agua na folha (GUAN et al., 2015; MACHADO et al., 2009; GONCALVES et al.,
2010). Contudo, o fechamento estomatico compromete a assimilagdo fotossintética do
carbono, afetando o crescimento e a produtividade das culturas (SILVA et al., 2015).
Medeiros et al., (2013) observaram reducdo de 99,6 da taxa fotossintética em cultivar
sensivel de cana-de-agucar, cuja a reducdo afetou a biomassa das plantas estressadas.

Os pigmentos fotossintetizantes, as clorofilas a e b, e 0s carotenoides,
responsaveis pela captacdo da energia luminosa também sofrem grande reducdo em
plantas sob estresse hidrico. Em plantas submetidas a déficit hidrico normalmente ocorre
decréscimo na concentracdo de clorofila que pode ser atribuido ao estresse oxidativo
resultante da fotooxidagéo e degradacdo dos pigmentos e ao aumento da atividade da
clorofilase, enzima que degrada a clorofila (CHEN et al., 2016). Segundo Chen et al.,
(2016) os pigmentos fotossintéticos sdo reduzidos, sendo esse efeito agravado pela
prolongada duragé@o de exposicao ao estresse. Ferri et al. (2002) observaram que quando
as plantas estdo sujeitas a estresses, ocorre aumento nas concentragcoes de carotendides e

reducdo na producdo de clorofila, o que causa menor absor¢ao de energia pelas folhas e,
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portanto, um aumento na reflectancia visivel e assim a planta aparecera amarela ou
clorética, devido ao aumento das concentragdes de carotendides.

O déficit hidrico promove muitas respostas nas plantas inclusive muitas alteraces
bioguimicas em nivel celular. O acimulo de solutos osmoticamente ativos em resposta as
condicges estressantes de baixa disponibilidade de agua é um importante mecanismo
desenvolvido pelas plantas (Taiz; Zeiger, 2013). Aminoacidos e carboidratos soltveis sdo
considerados os principais solutos osmoticamente ativos, para o ajustamento osmotico
(SANEOKA et al., 1995). Entre os aminoacidos que se acumulam em resposta ao estresse
hidrico, encontra-se frequentemente a prolina. Este aminoacido esta presente em altas
concentracOes nas células de plantas haldfitas, e seu acimulo em muitas plantas ndo
haldfitas certamente esta envolvida com situagdes de estresse (QUEIROZ et al., 2008).
Em decorréncia da sua importancia no ajuste osmético, a prolina é a molécula mais
estudada em plantas submetidas a estresses abiéticos (BEZERRA et al., 2001). Os niveis

de prolina nas plantas antes de sofrerem um estresse sdo baixos, podendo variar de 1 a 5

pmol. g'1 de matéria seca em muitas espécies como, arroz, sorgo, milho, trigo e cevada.
Em condigdes de estresse este valor pode ser de 20 a 100 vezes maior (NOGUEIRA et
al., 2001).

Da mesma maneira, as enzimas antioxidantes estdo envolvidas no processo de
protecdo das plantas contra os efeitos deletérios do estresse hidrico. A superdxido
dismutase (SOD) é a primeira linha de defesa contra EROs nas células vegetais onde
realizam a dismutacao de O2™ para Oz e H202 (MITLLER, 2002; SHARMA et al., 2012).
A catalase (CAT) é uma enzima que catalisa a dismutacdo do H20, em agua e oxigénio,
encontrada nos glioxissomas e, principalmente, nos peroxissomas (MITTLER, 2002). As
APXs sdo consideradas as enzimas mais importantes na eliminagdo de H>O-, usando o
ascorbato como doador de elétrons. A ascorbato peroxidase (APX) é uma enzima
localizada em todos os compartimentos celulares de producado de EROs (CARVALHO,
2008; SHARMA et al., 2012). O aumento na atividade dessas enzimas em plantas
submetidas a condicdes de estresse pode ser fator determinante da capacidade de
adaptacdo dessas plantas, podendo também ser identificada como um marcador
bioquimico de estresse (MITLLER, 2002; SHARMA et al., 2012).

Sendo assim, a 4gua é o fator mais importante e mais limitante a produtividade

das culturas e a atual preocupacdo mundial com a escassez dos recursos hidricos e o seu



19

alto custo em determinadas situacdes, tem sido motivo pela busca de culturas mais

tolerantes a seca e estratégias que diminuam os efeitos do estresse hidrico.

2.3 Reguladores Vegetais

Os horménios vegetais sao substancias organicas responsaveis por alteracdes nos
processos fisioldgicos e morfoldgicos das plantas e também possuem a capacidade de
influenciar nas respostas aos fatores ambientais. Atualmente existem grupos de
hormdnios vegetais, os conhecidos como reguladores, biorreguladores ou bioestimulantes
vegetais, que estdo sendo muito usados na agricultura e se tornando uma prética viavel
com o objetivo de aumentar a produtividade das culturas (SILVA, 2010).

Os biorreguladores vegetais sdo substancias que agem aumentando o crescimento
e desenvolvimento das plantas. A defini¢do e conceito de biorreguladores de plantas ainda
estd evoluindo, isso devido a diversidade de substancias que podem ser consideradas
biorreguladores e pela crescente descoberta de substancias que atuam no crescimento
vegetal. O mercado global de biorreguladores vem em crescimento, apresentando cerca
de 12% de aumento ao ano e podera chegar a mais de 2.200 milhdes de dolares em 2018
(CALVO etal., 2014). Em 2012, a Europa foi 0 maior mercado para os biorreguladores,
com mais de 6,2 milhdes de hectares de plantas tratados (EBIC, 2013).

A utilizacdo de reguladores vegetais na cultura de cana-de-agUcar ndo € recente e
sua aplicacdo pode levar a um aumento quantitativo e qualitativo na producéo (SILVA,
2010). Segundo o autor, a aplicacdo de biorreguladores estimula a divisdo celular que
proporciona maior crescimento radicular e aumenta a absorcdo de agua e nutrientes pela
cultura. Isso favorece o aproveitamento de fertilizantes e também aumenta a tolerancia a
deficiéncia hidrica.

Resultados favoraveis com a aplicacdo do bioestimulante Stimulate® em cana-de-
acucar, sob deficiéncia hidrica, foram encontrados por Endres et al., (2006), o qual
observou um aumento no crescimento da cana-de-agticar com o uso do bioestimulante, o
que proporcionou acumulo de biomassa, manutencéo taxas de fotossintese e condutancia
estoméatica. O Stimulate® é um bioestimulante que contém trés reguladores de
crescimento em sua composicdo: 0,009% de cinetina (citocinina), 0,005% de &cido
giberélico (giberelina) e 0,005% de &cido indolilbutirico (auxina) (COSTA et al., 2011).
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Em razdo do crescente interesse no setor de bioestimulantes vegetais e
conseguentimente pelo surgimento de novas substancias promissoras, sd0 necessarios

mais estudos sobre as influéncias dessas substancias nas plantas cultivadas.

2.4 Triacontanol

Triacontanol (TRIA) é um horménio vegetal encontrado naturalmente em ceras
epicuticulares. Descoberto em 1977, o TRIA é um alcool primério de cadeia longa
(C30Hs10OH), conhecido como potente promotor de crescimento em plantas (RIES et al.,
1977 apud RIES, 1991; GATICA et al, 2008; NAEEM et al, 2011, 2012).

O TRIA estimula o crescimento das plantas através de alteracfes de muitos
processos bioguimicos e isso vem aumentando o enteresse em conhecer como esse
hormdnio realmente desempenha acdes sobre esses processos na planta (RIES, 1991;
CHEN et al., 2002; NAEEM et al., 2012).

O TRIA é um bioestimulante que vem sendo usado em varias culturas no mundo
todo, sua acdo pode aumentar o crescimento das plantas através da regulagéo de diferentes
processos metabdlicos, como a fotossintese, fotorrespiracdo, a sintese de clorofila, a
divisdo celular, a absorcdo de agua e nutrientes minerais, e as atividades de algumas
enzimas-chave em condic¢des normais ou sob estresse (CHEN et al., 2002; KRISHNAN;
KUMARI 2008, PERVEEN et al., 2010, 2011, 2012; NAEEM et al., 2009, 2010, 2012,
SINGH et al., 2012).

Por exemplo, o triacontanol atua sobre processos complexos da fotossintese
através do aumento da reacdo de Hill, da atividade da Rubisco, e aumento no nimero de
cloroplastos dos fotossistemas (PS) | e Il (HOUTZ et al., 1985; MOORTHY;
KATHIRESAN, 1993; VERMA et al., 2011; CHEN et al., 2002). Perveen et al. (2013)
observaram que a aplicacdo foliar de TRIA aumentou consideravelmente o contetdo das
clorofilas a e b em duas cultivares de trigo (MH-97 e S-24). Naeem et al. (2009; 2010;
2011) também verificaram efeito significativo do TRIA em parametros fotossintéticos
sobre Lablab purpureus L., Senna occidentalis L., e Mentha arvensis L.

A aplicacdo de TRIA em varios estagios de crescimento tem aumentado a
produtividade e rendimento de diversas culturas como milho, tomate e gengibre
(SIVAKUMAR et al., 2002; KHAN et al., 2006; SINGH et al., 2011). A aplicagéo de
TRIA aumentou significativamente altura, densidade foliar, nimero de perfilhos e massa

seca da parte aérea e rizoma de plantas de gengibre (SINGH et al., 2011). Verma et al.
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(2009) observaram que plantas de amendoim tratadas com TRIA apresentaram maior
producéo no nimero de flores e vagens maduras. Além disso, Naeem et al. (2009) também
observaram que a pulverizacdo foliar com o bioestimulante aumentou a area foliar,
numero de nddulos e massa seca da planta de Lablab (Lablab purpureusL.). Segundo os
autores, 0 aumento no desenvolvimento das plantas de lablab pode ser devido ao
acréscimo na absorcéo de nutrientes, aumento na fotossintese e fixagdo de nitrogénio, a
melhoria da translocacdo de fotoassimilados e outros metabdlitos.

Por outro lado, existem alguns trabalhos que demonstram a falta de efeito
estimulador de TRIA em diferentes espécies de plantas, tais como alface, trigo, aveia e
soja (PERVEEN et al. 2012). Perveen et al. (2010) também ndo observaram efeito
significativo na producdo de biomassa de plantas de trigo a partir de sementes pré-tratadas
com TRIA.

Ries (1991) estudando os efeitos de TRIA em plantas de arroz (Oryza sativa L.)
observou a producdo de um segundo mensageiro, 0 9-p-L (+)-Adenosina. O 9-B-L (+) -
Adenosina, batizado como TRIM, é rapidamente produzido depois da aplicacdo de TRIA
e atua de modo semelhante. Segundo o autor mesmo a adenosina produzida a partir de
plantas tratadas com TRIA sendo idéntica a adenosina produzida de plantas néo tratadas,
apenas a adenosina estimulada por TRIA tem efeito sobre o crescimento das plantas.
Observou, também, que a forma de adenosina produzida por plantas tratadas com tria, 9-
B-L (+)-Adenosina, é um enantiomero da 9-B-D (-)-Adenosina que ndo estimulou o
crescimento das plantas mesmo em concentra¢des semelhantes.

Mesmo com a grande descoberta de um segundo mensageiro envolvido nos
processos bioquimicos ainda € um desafio compreender a forma como ambos, TRIA e 9-
B-D (+)-Adenosina, atuam no metabolismo das plantas e como TRIA provoca a producéo
de adenosina (NAEEM et al., 2012).

Os estudos do papel do TRIA sob estresses abidticos vem crescendo devido ao
sucesso desse bioestimulante em aumentar o crescimento das plantas. O interesse dos
pesquisadores € utilizar esse hormonio para reduzir os efeitos adversos do estresse nas
plantas. Por exemplo, varios estudos vem observando os efeitos positivos da aplicacdo de
TRIA em plantas submetidas a diferentes condic¢des de estresses (MUTHUCHELIAN et
al., 2001, 2003; BOROWSKI; BLAMOWSKI, 2009; KILIC et al., 2010).

Aziz et al. (2013) estudaram os efeitos da aplicacdo foliar de triacontanol em
plantas de girassol (Helianthus annuus L.) sob estresse salino e obsevaram aumento

acentuado da parte aérea, massa e comprimentos das raizes, taxa fotossintética,
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transpiracdo, condutancia estomatica e eficiéncia do uso da agua (WUE) tanto sob
condicdo salina como ndo-salina. Perveen et al. (2013), também, observaram que a
aplicacdo foliar de TRIA em diferentes estagios de crescimento das plantas de trigo
reduziu os efeitos negativos do estresse. Segundo os autores, 0 maior crescimento das
plantas sob estresse pode ser devido principalmente ao aumento da fotossintese apos a
aplicacdo foliar de TRIA.

De fato, o triacontanol aumenta muitos processos morfofisioldgicos nas plantas,
mas tais respostas estdo relacionadas com fatores importantes como idade das plantas,
espécies estudada, local de aplicacdo e concentracdo do TRIA e, sobretudo, as condicdes
ambientais (PERVEEN et al., 2013; NAEEM et al., 2012).
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CAPITULO |

INFLUENCIA DA APLICACAO FOLIAR DE TRIACONTANOL NO
CRESCIMENTO E MECANISMOS EISIOLOQICOS DE CANA-DE-AGUCAR
SOB DEFICIENCIA HIDRICA

RESUMO

A cana-de-acgUcar é uma cultura de importancia econémica global, usada na producéo de
acucar e bioetanol. A deficiéncia hidrica € um dos principais fatores que limitam
produtividade dessa cultura em todo o mundo. A aplicacdo foliar do bioestimulante
triacontanol (TRIA) tem sido usada em diferentes culturas para reduzir os efeitos adversos
de estresses, contudo, ndo existem informacdes sobre o efeito do TRIA em cana-de-
acucar. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do TRIA sobre o
crescimento e tolerancia a seca da cana-de-acUcar. O experimento foi desenvolvido em
casa de vegetacdo com a cultivar RB92579. O delineamento foi em blocos casualizados,
em esquema fatorial 4x2: quatro doses de TRIA (0, 10, 40 e 160 uM) e dois regimes
hidricos (irrigado e estresse hidrico), com cinco repeti¢fes. As aplicacdes do TRIA na
parte aérea da planta ocorreram aos 30 e 60 dias ap0s o plantio (DAP). As plantas foram
irrigadas, mantendo o solo proximo a capacidade de campo, até os 120 DAP, quando foi
suspensa irrigacdo por seis dias, seguido de trés dias de reidratacdo. As avaliacbes
morfoldgicas ocorreram durante o experimento e as fisioldgicas foram realizadas ao
longo do estresse hidrico e reidratacdo. A aplicacdo foliar de TRIA promoveu aumento
na altura, area foliar, massa seca do colmo e total e do teor de clorofila em plantas
irrigadas. As plantas que receberam a dose de 160 pM de triacontanol (TRIA)
apresentaram melhor crescimento, com o aumento na altura, nimero de folhas, area foliar
massa seca do colmo, além de promover o aumento no teor de clorofilas. Com a
imposicao da deficiéncia hidrica todas as plantas, independentes das doses crescentes de
TRIA, apresentaram diminui¢do do potencial hidrico da folha, teor relativo de agua,
condutancia estomatica, transpiracao, fotossintese e eficiéncia do uso da agua, além disso,
as plantas estressadas apresentaram reducdo na eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il
representada pela relagdo Fv/Fm e ®PSII e teor de clorofilas. Diante disso, pode-se
evidenciar que a aplicacdo foliar do TRIA em folha de cana-de-aclcar ndo amenizou 0s
danos causados pelo déficit hidrico.

Palavras-chave: Saccharum spp. tolerancia a seca. bioestimulante. clorofila. biomassa.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma cultura de importancia econémica no
mundo, sendo considerada uma das maiores culturas agricolas do Brasil, utilizada como
matéria-prima para produgdo de agucar e etanol, um biocombustivel renovavel (SILVA
etal., 2010; WACLAWOVSKY et al., 2010).

O estresse hidrico é responsavel por limitar o crescimento, reduzindo a
produtividade de grandes culturas como a cana-de-agicar (ZHAO; LI, 2015). Essa
restricdo se da principalmente pela reducdo da capacidade fotossintética, eficiéncia do
uso da agua e o baixo potencial hidrico na planta sob condi¢6es de seca (SILVA et al.,
2013), o que promove a reducdo da altura, area foliar e biomassa em cana-de-agucar
(ENDRES et al., 2018).

Sob condicdes edafoclimaticas desfavordveis os produtores escolhem gendtipos
de cana-de-acucar mais tolerantes a seca e, a0 mesmo tempo, vém buscando solucdes
praticas que diminuam os efeitos do estresse hidrico. Além da deficiéncia hidrica, fatores
endégenos como 0s hormdnios vegetais, também influenciam o crescimento e
desenvolvimento em cana-de-agUcar (ENDRES et al., 2016). Estudos evidenciam que o
uso de reguladores de crescimento e bioestimulantes favorecem o desenvolvimento
voltado para a maior producdo e melhor qualidade final em cana-de-actcar (CAPUTO et
al., 2007; SILVA et al., 2010; COSTA et al., 2011), o que pode ser muito importante em
condigOes ambientais de seca (COSTA et al., 2011).

O triacontanol (TRIA) é um regulador de crescimento natural encontrado nas
ceras epicuticulares da maioria dos vegetais, um alcool primario CzHs2O também
conhecido como alcool melissilico (GATICA et al., 2008; NAEEM et al., 2012). A
aplicacdo foliar do triacontanol em varios estagios de crescimento tém aumentado a
produtividade final de diferentes culturas como milho, tomate, gengibre e trigo (KHAN
et al., 2006; SINGH et al., 2012; NAEEM et al., 2012; PERVEEN et al., 2014). Além
disso, estudos do papel do TRIA sob estresses abioticos vém crescendo devido ao sucesso
desse bioestimulante em aumentar a tolerancia ao estresse hidrico em milho (PERVEEN
et al., 2016) e salino em culturas de trigo (PERVEEN et al., 2013), canola (SHAHBAZ
et al., 2013) e milho (ERTANI et al., 2013; PERVEEN et al., 2017), onde plantas sob
estresse apresentaram aumento no teor de clorofila, taxa fotossintética e eficiéncia do uso

da agua.
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Apesar do TRIA ter sido usado em varias culturas para mitigar efeitos de estresse
(SHAHBAZ et al., 2013; ERTANI et al., 2013; PERVEEN et al., 2016; PERVEEN et al.,
2017), esse bioestimulante ainda ndo foi testado em cana-de-agucar. A hipétese do
trabalho € que o TRIA pode promover o crescimento em cana-de-agucar através dos
diferentes processos metabolicos, tais como fotossintese e sintese de clorofila, resultando
em aumento da biomassa sob deficiéncia hidrica. Diante disso, o objetivo deste estudo foi

avaliar o efeito do TRIA sobre o crescimento e tolerancia a seca em cana-de-agucar.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Material vegetal e condig¢des experimentais

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacao localizada a 09°28°02”S;
35°49°43”W e 127 m de altitude. No experimento foi utilizada a cultivar RB92579. As
plantas foram obtidas por reproducdo assexuada, utilizando trés toletes com uma gema,
o0s quais foram cultivados em vasos de 20 litros. O delineamento experimental utilizado
foi em blocos inteiramente casualizados, em esquema fatorial 4x2 (doses de TRIA X
regimes hidricos) com cinco repeticdo. As doses de TRIA foram (0, 10, 40 e 160 uM),
aplicadas via foliar. Os regimes foram plantas irrigadas (controle) e plantas sob estresse
hidrico e posterior reidratacdo das plantas sob seca.

As aplicacdes de TRIA na parte aérea ocorreram aos 30 e 60 dias apds o plantio
(DAP), com volume de aplicacdo de 10 mL por planta, nas diferentes concentractes
conforme os tratamentos. A umidade do solo foi mantida proxima a capacidade de campo
até os 120 DAP, quando foi suspensa a irrigacao, que durou seis dias, observando aparente
murcha das folhas e diminuicdo da taxa fotossintética, seguido de reidratacdo por trés
dias, totalizando 129 DAP.

As condicBGes ambientais durante o periodo experimental foram monitoradas por
uma estacdo meteorologica automatica modelo WS - GP1 (DELTA-T Devices,
Cambridge - England), localizada dentro da casa de vegetacéo, registrando: temperatura
(°C), umidade relativa do ar (%) a cada 5 minutos e radiacdo solar (MJ.m?.dia) a cada 15
segundos e a média armazenada a cada 15 min em datalog. Com base nos dados de
umidade e temperatura foi calculado o déficit de pressdo de vapor (DPV) do ar (Figura
1).
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Durante todo o periodo de estresse hidrico foi monitorado a umidade do solo, a
profundidade de 5 cm, utilizando-se um sensor de umidade modelo SM200 acoplado a
um medidor de umidade modelo HH2 e potencial hidrico do solo por meio da coleta de
amostra de solo a 5 cm de profundidade e quantificado no equipamento WP4C da

Decagon Device (Figura 1).

Figura 1 - Médias diarias de temperatura do ar (A), radiacao diaria (B) e déficit de pressao
de vapor, DPV (C) durante o periodo de cultivo. Umidade gravimétrica do solo (D),
umidade volumétrica do solo (E) e potencial hidrico do solo, ¥w (F) durante os dias de

deficiéncia hidrica seguidos de reidratacdo. Seta — indica 0 estresse maximo.

A D
—~ 45 ——Méximo —=— Média —&— Minimo ;\3 30 1 ——Irrigado -O0—Estresse
o™ g
= a0 J @
§ 40 § 20
© [}
35 £
8 8
5 25 1 8
= S
20 1 . . . . ) 0 T T T T 1
B E 20
= 97 s
S 8 =
E 7 =
3 6 £ 201
1§ 4 E
S, 3
g X
S 1 e
* o : : : . ) 2 0 T T T T 1
C25 - F o = =
©
€15 s l
Z e -1 4
s a
S
i =
0,5 £
0 T T T T 1 -2 T T T T 1
0 30 60 90 120 150 0 2 4 6 8 10

Tempo (dias) Dias



32

2.2.Analises morfologicas

As varidveis altura da planta, didmetro do colmo, nimero de folhas verdes, niUmero
de perfilhos e area foliar (AF) foram quantificados ap6s 54 DAP (dias apds o plantio),
quando iniciou o aparecimento dos colmos nas plantas, em intervalos de 15 dias até os
120 DAP. A AF foi determinada por meio da contagem do numero de folhas verdes (folha
totalmente expandida com o minimo de 20% de &rea verde, contada a partir da folha +1)
e pelas medicdes das folhas +3, sendo obtidos o comprimento e a largura da folha na
por¢cdo mediana: AF = Cx Lx0,75%(N + 2), em que C é o comprimento da folha +3, L é
a largura da folha +3, 0,75 é o fator de correcdo para area foliar da cultura, e N € o nimero
de folhas abertas com pelo menos 20% de &rea verde pelo método descrito por Hermann;
Camara (1999).

2.3.Analises fisiologicas

As avaliacoes fisiologicas foram realizadas em duas épocas: durante o estresse
maximo, que ocorreu apos seis dias de restricdo hidrica, e apds reidratacdo por trés dias.

As medidas de trocas gasosas e atividade fotoquimica foram realizadas na folha
+1 nos horérios entre 8:00 e 10:00 da manha e baseou-se na classificacdo de Van
Dillewijn (1952). A taxa de fotossintese (A), transpiracdo (E), condutancia estomatica
(9s), foram quantificadas com um analisador portatil de CO; de infravermelho modelo
Li-6400XT (Infra Red Gas Analyser — IRGA, Licor, EUA). A partir dos valores de A e
E foram calculados a relagéo eficiéncia instantanea do uso da &gua (A/E).

A méaxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fn) foi determinada por
meio de um fluorémetro portatil de luz modulada (PAM 2500, WALZ) apds adaptar as
folhas ao escuro por 30 minutos, utilizando-se clipes foliares (MAXWELL; JOHNSON
(2000) as 12h. O rendimento quantico efetivo do PSII (®ps)i) foi determinado as 10:00 h
sob luz ambiente (BAKER, 2008).

O conteddo de clorofila total (Cl total) foi realizado de acordo com método descrito
por Lichtenthaler (1987), utilizando 5ml de acetona a 80% com 6 discos de 0,6 cm de
diametro de folha frescas, acondicionados ao abrigo da luz a 4 °C durante 72hs.
Posteriormente, foram feitas as leituras de absorbancia dos extratos a 480, 645, 663 nm
de comprimento de onda, em espectrofotdmetro. O teor relativo de agua na folha (TRA)

foi realizado através do uso de dez discos de folhas de 0,6 cm de didmetro retirados das
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folhas +1. O TRA foi calculado com obtencdo da massa fresca (Mf), massa targida (Mt)
e massa seca (Ms). Em seguida, os valores foram substituidos na formula: TRA = [(Mf —
Ms) x ( Mt — Ms)-1] x 100, conforme Barrs; Weatherley (1962).

O potencial hidrico foi quantificado na folha +2 nos horarios de antemanha, entre
4:30 e 5:30 h e as 12h usando uma camara de pressdo Scholander (Soil Moisture
Equipment, Santa Barbara, CA, EUA).

As plantas foram coletadas ao final do experimento (129 DAP) e separadas em
folhas, colmos e raizes e secas em estufa com circulacdo de ar forcada a 65°C, até peso

constante, para obtencdo da massa seca de folhas, raizes, colmos e total.

2.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, teste F, nas variaveis
fisioldgicas foram realizadas analise de regressdo polinomial para as doses de TRIA e 0s
regimes hidricos. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a p<0,05 utilizando-

se 0 programa estatistico computacional Sisvar 5.6.
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3. RESULTADOS

A aplicacgéo foliar do triacontanol (TRIA) em cana-de-agucar influenciaram de
forma positiva o crescimento em plantas de cana-de-agUcar irrigadas (Tabela 1). As
plantas que receberam a dose de 160 uM de (TRIA) apresentaram melhor crescimento,
com o aumento na altura, nimero de folhas e area foliar em relacéo as outras doses sob
condig0es de irrigacdo (Figura 2 A, E e G). Com 125 dias ap0s plantio, esse aumento foi
de 34,5% na altura, 18,6 % numero de folha e 28,6% na area foliar quando comparado as
plantas que ndo receberam TRIA (Figura 2 A, E e G). O TRIA promoveu redugdo do
perfilhamento em cana-de-agucar em todas as doses (Figura 2 B), destacando-se a dose
TRIA de 160 uM que promoveu maiores reduces no numero de perfilhos (Figura 2 B),

com efeito durador proximo de 40 dias apds aplicagéo.

Tabela 1- Andlise de variancia da altura de plantas (AP), numero de perfilhos (NP)
comprimento da folha (CF), largura da folha (LF), nimero de folhas (NF), didametro do
colmo (DC), area foliar (AF), massa seca de folhas (MSF), massa seca do colmo (MSC)
massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST) das plantas de cana-de-acUcar,
cultivar RB92579, submetidas a aplicagéo foliar de TRIA nas doses (0, 10, 40 e 160 uM).

Tratamentos AP NP CF LF NF DC
Triacontanol (TRIA) 14,8** 19ns 105,3** 1,1ns 5,2** 5 8**
Erro 27 27 27 27 27 27
CV (%) 11,1 351 2,2 9,6 9,8 7,1

AF  MSF MSC MSR MST

Triacontanol (TRIA)  8,4** 41,4** 335,4** 264,1** 1186,9**

Erro 27 27 27 27 27
CV (%) 12,8 2,6 3,33 41 2,6

C.V.: coeficiente de variacdo; ns: ndo significativo; *: significativo (P>0,05); **: significativo (P<0,01).
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Figura 2 - Altura da planta (A), numero de perfilhos (B), nimero de folhas (E),
diametro do colmo (D) e area foliar (E) de plantas de cana-de-agUcar irrigadas, cultivar
RB92579, submetidas a aplicacdo foliar de diferentes doses de TRIA (0, 10, 40 e 160
KM). Cada ponto indica o valor médio de cinco repeticdes e barras indicam erro padrao.
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A massa seca foliar foi 4,4% maior na dose de 40 puM, quando comparada a dose 0

UM (Figura 3 A). A dose de TRIA de 160 uM promoveu aumento na massa seca de

colmo, com acréscimo de 36%, quando comparada a dose 0 uM (Figura 3 B). A massa
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seca de raizes e massa seca total foram maiores nas plantas que receberam as maiores
doses de TRIA de 40 uM e 160 pM com o aumento médio de 5,16% e 5,9%
respectivamente (Figura 3C e D).

Figura 3 - Massa seca de folhas (MSF) (A), massa seca do colmo (MSC) (B), massa
seca da raiz (MSR) (C) e massa seca total (MST) (D) das plantas de cana-de-agucar,
cultivar RB92579, submetidas a aplicacdo foliar de TRIA nas doses (0, 10, 40 e 160
HM). Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Com a imposi¢do da deficiéncia hidrica todas as plantas apresentaram diminuicao
do potencial hidrico da folha (Ww) (Figura 4 C) e teor relativo de agua (Figura 4 E) de
forma semelhante, independente da aplicagdo de TRIA. As plantas estressadas
apresentaram valores de Ww proximos de -2,7 MPa e a reducdo média do TRA foi de
20% (Figura 4 A e E). Ap0s a reidratacdo as plantas recuperaram por completo seu status
hidrico (FiguraD e F).
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Figura 4 - Potencial hidrico foliar na antemanha, Yw (A e B), potencial hidrico foliar
as 12h, WYw (C e D) e teor relativo de agua na folha (TRA) (E e F) das plantas de cana-
de-agucar, cultivar RB92579, submetidas a aplicacdo foliar de TRIA nas doses (0, 10, 40
e 160 uM) nas condicdes de controle, estresse e reidratacdo. Graficos de barra
representam médias gerais nas condigdes controle, estresse e reidratacdo. Médias

seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A deficiéncia hidrica em cana-de-acUcar influenciou as trocas gasosas nas as
plantas tratadas ou ndo com TRIA (Figura 5, Tabela 2). Todas as plantas apresentaram
reducdo de forma semelhante na condutancia estomatica, transpiracdo, fotossintese e
eficiéncia do uso da agua e sob condi¢des de seca (Figura 5), ndo obeservando efeito das

doses nessas variaveis.

Tabela 2- Andlise de variancia dos atributos fisiolégicos: fotossintese (A), condutancia
estomatica (gs), transpiracdo (E), Eficiéncia instatanea do uso da agua (A/E), eficiéncia
quantica méaxima do fotossistema Il (Fv/Fm), eficiéncia quéntica efetiva do fotossistema
IT (®Psy), Indice SPAD e Clorofila Total (Cl total) em cana-de-agtcar pré-tratadas com
triacontonol e submetida ao estresse hidrico, com dois periodos de avaliag&o, seis dias de
deficiéncia hidrica e posterior reidratacao por trés dias.

Cl

Tratamentos A gs E AIE  FviFm Desin total

Estresse hidrico

Triacontanol 0,38ns 0,03ns 1,46ns 0,34ns 04lns  579**  649**

(TRIA)

Regime hidrico (R) 576,7** 157,2** 53,7** 101,2** 220,9** 1935,3,1** 251,6**
TRIAXR 0,29ns 0,31ns 1,65ns 2,72ns 0,54ns 2,67ns 0,32ns
Erro 28 28 28 28 28 28 28
CV (%) 24,3 30,7 55,66 44,3 6,67 6,96 13,87

Reidratacdo

Triacontanol 1,72ns 0,79ns 0,65ns 040ns 034ns 12ns  28*

(TRIA)

Regime hidrico (R) 58,8** 0,09ns 1,64ns 9,1** 0,002** 47,0**  138,5**
TRIAXR 1,78ns 0,86ns 1,44ns 1,04ns 1,02ns 2,08 ns 2,21 ns
Erro 28 28 28 28 28 28 28
CV (%) 16,9 33,6 31,2 29,2 25 18,77 12,8

C.V.: coeficiente de variagdo; ns: ndo significativo; *: significativo (P>0,05); **: significativo (P<0,01).

Entre as plantas tratadas com a dose de TRIA de 160 puM sob reidratacdo foi
observado aumento nos valores de condutancia estomatica, transpiracdo e fotossintese
quando comparado a dose de 0 uM (Figura5 B, D e F).

O estresse hidrico ocasionou reducdo na relacdo Fv/Fm em todas as plantas
tratadas ou ndo com TRIA com valores abaixo de 0,6 (Figura 6 A). O rendimento quantico
efetivo do PSII (®psi) também reduziu em plantas sob estresse hidrico, verificou-se
menor reducdo de ®PSII de 21% nas plantas com maior dose de TRIA de 160 uM. Apds
a reidratacao, todas as plantas apresentaram recuperacdo de Fv/Fm (Figura 5 A) e ®PSII

(Figura 6 D), independente da aplicacdo de TRIA.
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Figura 5 - Condutdncia estomatica (gs) (A e B), transpiracdo (C e D); taxa
totossintética (E e F) e eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E) (G e H) das plantas
de cana-de-acUcar, cultivar RB92579, submetidas a aplicacdo foliar de TRIA nas doses
(0, 10, 40 e 160 uM) nas condicdes de controle, estresse e reidratacdo. Graficos de
barra representam médias gerais nas condi¢cdes controle, estresse e reidratacdo. Médias
seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O teor de clorofila foi maior em plantas hidratadas que receberam a 160 uM de
TRIA, com acrescimo 23% quando comparado a dose 0 uM (Figura 6E). Em plantas sob
estresse hidrico, pode-se observar que a aplicacdo da maior dose de TRIA proporcionou
menor degradacdo de clorofila em relacéo as outras doses (Figura 6 E). Apoés reidratacéo,
todas as plantas recuperaram parcialmente o teor de clorofila total de forma semelhante
(Figura 6 F).

Figura 6 - Relacdo Fv/Fm ao meio dia (A e B), eficiéncia quantica efetiva do
fotossistema I, ®psii (C e D) e clorofila total (E e F) das plantas de cana-de-agUcar,
cultivar RB92579, submetidas a aplicacéo foliar de TRIA nas doses (0, 10, 40 e 160
K1M) nas condicBes de controle, estresse e reidratacdo. Graficos de barra representam
médias gerais nas condi¢des controle, estresse e reidratacdo. Médias seguidas de letras
iguais nédo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. DISCUSSAO

As plantas de cana-de-acUcar apresentaram efeito positivo no crescimento,
aumento no alongamento dos colmos, no numero de folhas e na area foliar em plantas
irrigadas com aplicacdo de triacontanol (TRIA). Perveen et al. (2017) também
verificaram aumento da parte aérea e area foliar de plantas de milho pulverizadas com
TRIA sob regimes normais e salino. Outros estudos observaram a eficacia do TRIA no
aumento da altura da planta e area foliar, em varias culturas quando irrigadas, como
tomate (KHAN et al., 2009), gengibre (SINGH et al., 2012) e milho (PERVEEN et al.,
2016). O aumento do crescimento mediante aplicacdes de TRIA, pode estar relacionado
com a modulagédo de enzimas envolvidas em processo de crescimento (RIES et al., 1990;
SINGH et al., 2012) e sua interagdo com outros horménios, como citocininas e acido
giberélico, para regular o crescimento e processos metabélicos como alongamento celular
e aumento da divisdo celular (AFAB et al., 2010; PERVEEN et al., 2014).

O TRIA promoveu maior reducdo no nimero de perfilhos na cana com a maior
dose (160 uM), porém, esse efeito foi temporario com duracéo de 40 dias apds aplicacdo,
0 que deve ter induzindo a planta a usar sua energia no desenvolvimento da planta
principal. O processo de perfilhamento é regulado por auxina, o qual exerce dupla fungéo:
no alongamento do colmo e inibi¢do do desenvolvimento de gemas laterais (JADOSKI et
al., 2010). A inibicéo do perfilhando nas plantas com maiores doses de TRIA observada
neste estudo, pode indicar que esse regulador de crescimento agiu em interagcdo com a
auxina, inibido a emergéncia das gemas laterais através da dominancia apical, ja que o
TRIA foi aplicado apenas na planta principal do vaso. Outro estudo também relata que a
interacdo do TRIA com auxina podem influenciar na regulagao do crescimento do vegetal
(GATICA et al., 2008; ERTANI et al., 2013).

O TRIA promoveu aumento na massa seca de colmo e massa seca total em plantas
que receberam a maior dose, 0 que esta de acordo com outros estudos que demostram que
a aplicagéo de TRIA aumentou a massa seca de plantas como girassol (AZIZ et al., 2013),
arroz (Ll etal., 2016) e milho (PERVEEN et al., 2017). De acordo com Reis; Wert (1992),
o TRIA é rapidamente transcolado por toda a planta causando um grande nimero de
eventos metabdlicos e, assim, resultando em aumento significativo no crescimento e
matéria seca da planta.

O potencial hidrico e o teor relativo de agua na folha reduziram de forma

semelhante em todas as plantas com ou sem TRIA, o que confirma que a cana-de-aclcar
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estava sob estresse hidrico severo, o que evidencia que o TRIA nédo agiu na manutencédo
do status hidrico da planta, o que influenciou na reducdo das trocas gasosas nas plantas
estressadas. Outros estudos também demostram que reducdo do teor relativo de agua e
potencial hidrico foliar em cana-de-acUcar sob estresse hidrico sdo responsaveis por
varios danos no aparato fotossintético e trocas gasosas (SMIT; SINGELS, 2006; SILVA
etal., 2013).

Nesse estudo a cana-de-acUcar sob estresse hidrico apresentou fechamento
estomatico e reducdo da transpiracdo e fotossintese de forma semelhante, independente
das doses de TRIA. O fechamento estomatico € uma estratégia da cana-de-agucar para
diminuir a perda de &gua pela transpiracdo, na tentativa de manter a atividade
fotossintética na planta sob deficiéncia hidrica (GONCALVES et al., 2010; SANTOS et
al., 2015). Assim, o TRIA ndo promoveu a manutencdo das taxas fotossintéticas em cana-
de-acucar sob condi¢6es de estresse. Por outro lado, estudos com girassol (AZIZ et al.,
2013), canola (SHAHBAZ et al., 2013) e trigo (PERVEEN et al., 2013) sob estresse
salino relataram que a aplicacdo do TRIA resultou no aumento da taxa de assimilacéo de
CO- e condutancia estomatica sob condicdes salina e ndo salina.

A eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il representada pela relacdo Fv/Fm e
®PSII também foram reduzidas em plantas com ou sem TRIA em resposta ao estresse, 0
que sugere que a aplicacdo foliar do TRIA ndo contribuiu para evitar danos no aparato
fotoquimico. A deficiéncia hidrica e altas irradidncias podem resultar na inibicdo
regulatoria ou dano do aparato fotossintético, uma vez que, quando a fotossintese esta
limitada, seja por limitagcdo do suprimento de COx, seja por inibi¢do direta do transporte
de elétrons, o excesso de excitacdo poderd causar fotodanos ao PSII, além de gerar
espécies reativas de Oz, 0 que causa grave estresse oxidativo com danos na célula vegetal
(LONG et al., 1994; ARAUJO; DEMINICIS, 2009). Estudos em outras culturas como
girassol (AZIZ et al., 2013) e trigo (PERVEEN et al., 2013) também ndo foram
verificados efeito do TRIA na varia¢do de Fv/Fm sob estresse salino.

Apo6s a aplicagdo foliar do TRIA na maior dose (160 uM) foi evidenciado o
acumulo de clorofilas nas plantas irrigadas. Outros trabalhos também reforcam a atuacédo
positiva do TRIA no aumento do teor de clorofila em plantas sob condi¢bes normais de
hidratacdo, como amendoim (VERMA et al., 2011), trigo (PERVEEN et al.,2013), arroz
(LI et al., 2016) e milho (PERVEEN et al., 2017). Segundo Chen et al. (2003) esse
aumento presumivelmente deve ser atribuido a um aumento no numero e tamanho dos

cloroplastos induzidos pelo efeito do TRIA.
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A deficiéncia hidrica causou a degradacdo de clorofilas nas plantas de modo geral,
sendo as menores reducdes nas plantas que receberam a maior dose de TRIA, tal fato se
deve ao TRIA ter contribuido com a maior producéo de clorofila nessas plantas antes de
serem estressadas. A degradacdo da clorofila € uma das consequéncias ao estresse que
pode ser o resultado da fotoinibicdo e diminuicdo da eficiéncia fotossintética entre outros
processos celulares como a divisdo e expansdo celulares (LONG et al., 1994;
DHANAPACKIAM; ILYAS, 2010). Em estudos com aplicacéo foliar de TRIA em milho
sob estresse hidrico (PERVEEN et al., 2016) e canola sob estresse salino (SHAHBAZ et
al., 2013), os autores observaram que as plantas que receberam TRIA aumentaram o teor

de clorofila em ambas as condigfes com e sem estresse.

5. CONCLUSOES

A aplicagdo de TRIA na dose 160 uM contribuiu com o crescimento em cana-de-
acucar, ocasionando aumento na altura da planta, namero de folhas, area foliar e massa
seca do colmo em plantas irrigadas.

O efeito do TRIA, na dose 160 uM, em cana-de-agUcar ocasionou reducédo do
perfilhamento temporario e aumento da producdo de clorofilas em plantas hidratadas.

A aplicacdo foliar do TRIA em de cana-de-aglcar ndo amenizou 0s danos

causados pelo déficit hidrico.
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CAPITULO Il

INFLUENCIA DA APLICACAO FOLIAR DO TRIACONTANOL NA
REGULACAO DE OSMOPROTETORES E ATIVIDADE DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES EM CANA-DE-ACUCAR SOB DEFICIENCIA HIDRICA

RESUMO

A aplicacdo foliar do triacontanol (TRIA) tem sido realizada em varias culturas para
minimizar os efeitos adversos das tensdes abioticas. Porém, pouco ainda se sabe sobre a
acdo do TRIA em plantas sob estresse hidrico, a exemplo da cana-de-agucar. Diante disso,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes doses de TRIA na regulacédo de
osmoprotetores e atividade de enzimas antioxidante em cana-de-agucar sob deficiéncia
hidrica e reidratacdo. Foi utilizada para esse estudo a cultivar RB92579. O delineamento
foi em blocos inteiramente casualizados, em esquema fatorial 4x2: com quatro doses do
bioestimulante triacontanol, nas concentracgdes 0, 10, 40 e 160 uM, e duas condicGes de
regime hidrico (irrigado e estresse), com cinco repeti¢es. Foram determinados prolina,
aminoacidos totais, aglcares solUveis totais e peroxidacédo de lipidios (MDA) e além das
as atividades das enzimas antioxidantes: superéxido desmutase (SOD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX). As plantas sob estresse hidrico apresentaram, de modo
geral, aumento dos osmorreguladores e na atividade da enzima APX e MDA. As plantas
que receberam maior dose de TRIA mostraram aumento no teor de agucares, ja as
concentracBes de prolina e aminoacidos ndo variaram com o aumento das doses de TRIA
em plantas estressadas, 0 que indica que as plantas desidrataram de forma semelhante
independente das doses de TRIA. Sob estresse hidrico a atividade das enzimas
antioxidantes CAT e APX em cana-de-agucar ndo alteraram devido a presenga de TRIA,
porém pbde-se observar menores atividade de SOD e peroxidacao de lipideos nas plantas
estressadas que receberam 160 UM de TRIA, o que sugere que a aplicacdo foliar de TRIA
na maior dose del60 M minimizouos efeitos adversos do estresse oxidativo da planta
causados pelo estresse hidrico.

Palavra Chave: Saccharum spp. Bioestimulante. Estresse oxidativo.
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1. INTRODUCAO

O impacto da seca sobre a producéo agricola € continuo e crescente, tornando-se
o fator mais importante da limitagdo do crescimento e reduzindo produtividade de grandes
culturas como a cana-de-agtcar (ZHAO; LI, 2015). A cana-de-agicar é uma importante
cultura, em nivel mundial, que contribui para a producéo de cerca 60% do acucar em todo
o mundo e a sua biomassa é também utilizada para a producio do bioetanol. E cultivada
em regides tropicais e subtropicais de mais de 90 paises, sendo o Brasil o maior produtor
mundial, sequido da india (ZHAO; LI, 2015).

De modo geral, entre os mecanismos adaptativos de tolerdncia a deficiéncia
hidrica em cana-de-aguUcar, estdo o controle estomatico, maior capacidade fotossintética
(SILVA et al., 2013), manutencdo do status hidrico da planta por meio de ajustes
osmoticos (QUEIROZ et al., 2011; PATADE et al., 2011), aumento de atividade de
enzimas antioxidantes (CIA et al., 2012), além de alteracdes nas células, 6rgaos e na
estrutura da planta como um todo, que conduzem as plantas a economizar 4gua para uso
em periodos posteriores.

Dentre as alteragdes metabolicas sob deficiéncia hidrica, destaca-se o acimulo de
solutos organicos, como a prolina, a qual atua como mediador do ajustamento osmotico,
na integridade e protecdo da membrana plasmatica, como fonte de carbono e nitrogénio
(HEMAPRABHA et al., 2013). Outros estudos também registram o acumulo de agUcares
soluveis e glicina betaina em cana-de-aclcar sob estresse (QUEIROZ et al., 2011;
PATADE et al., 2011). Tais solutos podem ter grande acimulagdo em condicGes de baixo
potencial hidrico, protegendo células contra a desidratacdo através do ajustamento
osmatico (SANTOS et al., 2015).

Além disso, sob condicGes de deficiéncia hidrica e alta luminosidade as plantas
sofrem disturbio em funcdo do excesso de elétrons nos sistemas de transporte dos
tilacoides e dos fotossistemas, 0 que causa uma sobre-excitacdo dos centros de reagdo dos
Fotossistemas Il e I, elevando a producgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos
cloroplastos (CARVALHO et al., 2008). Para proteger-se dos efeitos prejudiciais das
EROs produzidos durante o estresse oxidativo, as plantas desenvolveram um complexo
mecanismo de defesa antioxidante, constituido por enzimas e metabdlitos antioxidantes.

Destacam-se entre as enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) bastante sensiveis as condigdes de estresse

abidtico, servindo como indicadores do estresse (SHARMA et al., 2012). Estudos com
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cana-de-acucar vém utilizando as respostas das enzimas antioxidantes para melhor
compreensdo sobre o desempenho da sua capacidade de defesa contra o estresse oxidativo
como os induzidos por deficiéncia hidrica (ClA etal., 2012; HEMAPRABHA et al., 2013;
SANTOS et al., 2015).

O uso exogeno de bioestimulantes na protecdo da planta contra 0s estresses
abioticos vem sendo indicado como uma nova alternativa em pratica agricola. A exemplo
do triacontanol (TRIA), um regulador de crescimento natural encontrado em ceras
epicuticulares, conhecido por aumentar a eficiéncia fisiolégica no crescimento e
produtividade de diferentes culturas, tais como tomate, arroz e milho (NAEEM et al.,
2012).

A aplicagdo foliar do TRIA tem sido usada em vérias culturas para melhorar os
efeitos adversos das tensGes abidticas, como o estresse salino, através de processos
bioquimicos e fisioldgicos. Em plantas de girassol, sob estresse salino, a aplicacao foliar
do TRIA melhorou o desempenho de atividade de enzimas antioxidantes e solutos como
prolina e glicina (AZ1Z; SHAHBAZ, 2015). Em trigo, Perveen et al. (2014) observaram
que plantas sob estresse salino que receberam TRIA diminuiram o estresse oxidativo com
aumento da atividade da enzima antioxidante e reducdo na degradacao de lipidios. Em
canola, sob estresse salino, 0 uso do TRIA induziu 0 aumento no acimulo de prolina e
glicina betaina (SHAHBAZ et al., 2013). Esses estudos indicam que a aplicacdo exdgena
do TRIA contribui na manutencéo do metabolismo interno das plantas sob estresse salino,
reduzindo os danos celulares nas plantas e contribuindo com o crescimento da planta.

Porém, pouco ainda se sabe sobre a acdo do TRIA em plantas sob estresse hidrico,
a exemplo da cana-de-agucar. O que torna esse estudo de grande relevancia devido a
necessidade de se elucidar o possivel papel do regulador TRIA nos processos bioquimicos
em cana-de-acucar sob condicdes de seca. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito de diferentes doses de triacontanol na regulacao de osmoprotetores e na atividade

de enzimas antioxidantes em cana-de-agucar sob deficiéncia hidrica e reidratag&o.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condicGes experimentais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo localizada a 09°28°02”S;
35°49’43”W e 127 m de altitude. No experimento foi utilizada a cultivar RB92579. As
plantas foram obtidas por reproducéo assexuada, utilizando trés toletes com uma gema,
os quais foram cultivados em vasos de 20 litros. O delineamento experimental utilizado
foi em blocos inteiramente casualizados, em esquema fatorial 4x2 (doses de TRIA X
regimes hidricos) com cinco repeticdo. As doses de TRIA foram de 0, 10, 40 e 160 uM,
aplicadas via foliar. Os regimes foram plantas irrigadas (controle) e plantas sob estresse
hidrico e posterior reidratacdo das plantas sob seca.

As aplicacdes de TRIA na parte aérea ocorreram aos 30 e 60 dias apds o plantio
(DAP), com volume de aplicacdo de 10 mL por planta, nas diferentes concentracdes
conforme os tratamentos. A umidade do solo foi mantida proxima a capacidade de campo
até 0s 120 DAP, quando foi suspensa a irrigacdo, que durou seis dias, observando aparente
murcha das folhas e diminuicdo da taxa fotossintética, sintomas visiveis de estresse,
seguido de reidratacdo por trés dias, totalizando 129 DAP.

As condicBes ambientais durante o periodo experimental foram monitoradas por
uma estacdo meteoroldgica automatica modelo WS - GP1 (DELTA-T Devices,
Cambridge - England), localizada dentro da casa de vegetagéo, registrando: temperatura
(°C), umidade relativa do ar (%) a cada 5 minutos e radiacdo solar (MJ.m?.dia) a cada 15
segundos e a média armazenada a cada 15 min em datalog. Com base nos dados de
umidade e temperatura foi calculado o déficit de pressdo de vapor (DPV) do ar (Figura
1).

Durante todo o periodo de estresse hidrico, a umidade do solo foi monitorada, a
profundidade de 5 cm, utilizando-se um sensor de umidade modelo SM200 acoplado a
um medidor de umidade modelo HH2 e potencial hidrico do solo por meio da coleta de
amostra de solo a 5 cm de profundidade, quantificado no equipamento WP4C da Decagon
Device (Figura 1).
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Figura 1- Médias diarias de temperatura do ar (A), radiacao diaria (B) e déficit de pressao
de vapor, DPV (C) durante o periodo de cultivo. Umidade gravimétrica do solo (D),
umidade volumétrica do solo (E) e potencial hidrico do solo, ¥w (F) durante os dias de

deficiéncia hidrica seguidos de reidratacdo. Seta — indica 0 estresse maximo.
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As coletas de materiais vegetal para bioquimica foram realizadas em duas épocas,

durante o estresse, primeira coleta considerando que as plantas apresentavam potencial

hidrico médio de -1,0 MPa para plantas irrigadas e -2,5 MPa para plantas estressadas e

segunda coleta quando as plantas foram reidratadas e seus respectivos controles, as
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plantas irrigadas. As amostras foliares foram coletadas da folha +1 e congeladas em
nitrogénio liquido, armazenadas em freezer a -80°C, para a realizacdo posterior das

analises bioquimicas no laboratdrio de Fisiologia Vegetal CECA-UFAL.

2.2. Osmorreguladores

O material vegetal para determinagdo dos osmorreguladores foi liofilizado,
macerado e armazenado em ultrafreezer a -80 °C, para posterior avaliagdo dos teores de

prolina, aminoacidos totais e carboidratos soluveis.

2.2.1. Determinacdo de Aminoacidos

A concentracdo de aminoacidos totais foi determinada pelo método de Yemm;
Cocking (1955). Os extratos foram obtidos através de amostras de tecido foliar maceradas
com 2 mL de tampédo Na-K-fosfato 0,01 M (pH 7,6). Para reacdo foram adicionados:
extrato, tampdo citrato de sodio, ninhidrina a 5% e KCN. Em seguida, foram deixados em
banho-maria a 100 °C durante 20 min. Apoés resfriamento foi adicionado etanol a 60%
para fixar a cor violeta. A quantificacdo de aminoacido foi determinada pela absorbancia
de 570 nm. Como padrao foi utilizado um pool de aminoacidos e os resultados expressos

em pmol g MS.

2.2.2. Determinacéao de Prolina

A determinacdo de prolina foi feita pelo método descrito por Bates et al.
(1973), através da reacdo com a solucdo de ninhidrina acida. O extrato foi obtido pela
adicdo de 8 mL de acido sulfossalicilico, a 3%, em cerca de 100 mg de material vegetal
liofilizado. Para a reagdo foram adicionados 1 mL de extrato, 1 mL de ninhidrina acida e
1 mL de acido aceético glacial, colocando a mistura em banho-maria a 100 °C, durante 1
h, paralisando-se a reacdo em banho de gelo. Apoés, foi adicionado 2 mL de tolueno a
mistura de reacdo, seguida de agitacdo vigorosa. Com a formacéo da mistura bifasica, a
fase superior foi coletada para a quantificacdo de prolina através de medidas de
absorbancia em 520 nm. Para estabelecer a curva padrao, foi utilizada prolina pura e 0s

resultados expressos em pumol g* MS.
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2.2.3. Determinacéo de Carboidratos

Os carboidratos soltveis foram determinados pelo método descrito por Dubois
et al. (1956). Os extratos foram obtidos a partir de amostras de 2 mg do tecido foliar
liofilizado com 4 mL de 4gua destilada. Para reacdo foram adicionados: extrato, fenol a
5% e 5 ml de &cido sulfurico. A solucdo foi agitada vigorosamente e permaneceu em
repouso por 20 min para resfriamento. A quantificacdo foi feita na absorbancia de 490
nm. Utilizou-se como padrao a D (+) glicose anidra e os resultados expressos em pmol g

ms.

2.3. Atividade de enzimas antioxidantes

2.3.1. Superoxido dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade da SOD foi realizada segundo o método Giannopolitis;
Ries (1977) com modificacdes. O extrato foi obtido através de 0,1 g de tecido foliar.
Foram adicionados 50 pL do extrato enzimatico a 2950 pulL do meio de reagcdo composto
por: tampdo de fosfato de potéssio 300 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 100 mM,
cloreto de azul de nitroblutetrazolio NBT 75 pM, e riboflavina 2 pM. A amostra de
referéncia foi utilizada apenas o0 meio de reacdo sem adicdo de extrato vegetal. A amostra
mais 0 meio de reacdo foram iluminados com lampada fluorescente de 15 W por 3
minutos, e posteriormente, realizada a absorbancia a 560 nm em espectrofotometro. Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50%

a fotorredugdo do NBT nas condicdes do ensaio, e expressas em unidade mg™ de proteina.

2.3.2. Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada segundo a metodologia adotado por Havir et
al. (1987), com modificacdes. O extrato dessa enzima foi obtido a partir de 0,1 g de tecido
foliar fresco, realizada com o meio de reacdo contendo 300 mM de tampéo fosfato de
potéssio (pH 7,5), 2 mM de EDTA e 20 mM de acido ascoérbico com adicéo de 0,1 g de
polivinilpirrolidona (PVPP), perfazendo um volume final de 2000 pL. A reacdo foi

iniciada apos a adigdo de 50 pL do extrato enzimatico adicionados a 334 pL de fosfato de
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potéssio 300 mM (pH 7,5), 250 uL de peroxido de hidrogénio 12,5 mM e 1366 pL de
agua destilada mantidos a 30°C. A atividade da enzima foi determinada em
espectrofotdbmetro, pela reducdo da absorbancia a 240 nm, por um minuto, monitorado
pelo decréscimo da concentracdo de perdxido de hidrogénio (H202). A unidade da
atividade da CAT foi definida como a degradacgdo de 1 uM de H20 durante um minuto.
O coeficiente de extingdo utilizado nos calculos para esta enzima foi 36 mM™* cm?, e

expressa como unidade mg™ de proteina.

2.3.3. Ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da APX foi determinada segundo a metodologia adotada de Nakano;
Asada (1981) com modificagdes. O extrato foi obtido a partir de 100 mg de material foliar
fresco, e adicionados em 2 mL do tampéo de extracdo contendo 50 mM de tampdo fosfato
de potassio (pH 7,5); 2 MM de EDTA; 20 mM de Ascorbato de Sodio; Triton X 100 a
0,1%; 0,1 gde polivinilpirrolidona (PVP), perfazendo um volume final de 2000 pL. Para
a medida de atividade, foi utilizado 50 pL de extrato adicionado a 334 uL de tampao
fosfato de potassio 300 mM (pH 7,5), 20 puL de ascorbato de soédio 50 mM, 20 uL de
perdxido de hidrogénio 10 mM e 1576 pL de agua destilada. A atividade da enzima foi
determinada pelo acompanhamento decréscimo da concentracdo de ascorbato de sédio,
durante um minuto. A reacdo oxidativa foi monitorada em espectrofotdometro a 290 nm.
Os calculos foram feitos com o coeficiente de extingdo 2,8 mM™ cm™. Os valores foram

expressos em unidade mg* de proteina.

2.3.4. Malondialdeido (MDA)

O nivel de peroxidacdo de lipidios de membrana nos tecidos foliares foram
medidos em termos do contetdo de malondialdeido (MDA), segundo método descrito por
Dhindsa et al. (1981) com modifica¢des. Foi macerado cerca de 0,1 g com 2000 pL de
acido tricloroacético (TCA) 0,1%. O homogeneizado foi centrifugado a 10000 g por 10
minutos a 4°C. Aliquotas de 300 pL do sobrenadante foram adicionadas a 1700 uL do
meio de reacdo composto por acido tiobarbitdrico (TBA) 0,5% (m/v) e TCA 10% (m/v),
e incubados a 90 °C por 60 minutos com interrupcéo da reacdo pelo rapido resfriamento
em banho de gelo. Os extratos foram novamente centrifugados sob mesma rotagédo para

clareamento e auséncia de interferentes. O MDA foi determinado através da leitura de
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absorbancia em 530 nm. A concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingido molar de 155 Mm™cm™. A peroxidacdo de lipideos através da

quantificacdo de MDA foi expressa em nmol g-1 MF.

2.4. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia, teste F, nas varidveis
bioquimicas foram realizadas analise de regressdo polinomial para as doses de TRIA e 0s
regimes hidricos. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a p<0,05 utilizando-

se 0 programa estatistico computacional Sisvar 5.6.



57

3. RESULTADOS

Todas as variaveis bioquimicas diferiram nos tratamentos (Tabela 1). As plantas
sob estresse hidrico apresentaram aumento dos osmorreguladores. As plantas submetidas
a deficiéncia hidrica apresentaram maiores teores de aminoacidos em relacdo as plantas
irrigadas (Figura 1A). Observou-se que ndo houve efeito das doses crescente do TRIA na

producdo de amino&cidos nas plantas irrigadas (Figura 1A).

Tabela 1- Analise de variancia dos atributos bioquimicos: aminoacidos (AA), prolina
(Pro), agucares soluveis totais (CARB), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
ascorbato Peroxidase (APX) e malondialdeido (MDA) das plantas de cana-de-acUcar,
cultivar RB92579, submetidas a aplicacédo foliar TRIA nas doses (0, 10, 40 e 160 uM) e
submetida ao estresse hidrico, com dois periodos de avaliacdo, seis dias de deficiéncia
hidrica e posterior reidratacdo por trés dias.

Tratamentos AA Pro CARB SOD CAT APX MDA
Estresse hidrico
E%’r'irg‘s (R) 72857 200470 166,175 47¢ 0016ns 355 21,9
(TTr;?ICAO;‘ta”O' 5 1*%  32Gwkx 1] gxkx  GO**  33%  14ns  4,3*
Rx TRIA 35%  BL7%*  GAxk  G7%x  31% 2G5 16 4%%*
Erro 35 35 35 35 35 35 35
CV (%) 17,1 14,2 115 232 139 17 143
Reidratacao
E%gr'ircns (R) 3765 175U 315w gagenc 17475 184 20ns
(TTrl'_j‘ICX)”ta”O' 240ns 193%**  32%  8O9** 76** 65 21ns
Rx TRIA 16,5%%% 11 3%%x 10 4%** 165*** 71**  73%* (15ns
Erro 35 35 35 35 35 35 35
CV (%) 12.3 11.6 112 1126 156 128 177

C.V.: coeficiente de variacdo; ns: ndo significativo; *: significativo (P>0,05); **: significativo (P<0,01);
***: significativo (P>0,001).
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Figura 2- ConcentracBes de Aminoacidos (A e B), prolina (C e D) e agucares solUveis
totais (E e F) das plantas de cana-de-acUcar, cultivar RB92579, submetidas a aplicacao
foliar TRIA nas doses (0, 10, 40 e 160 uM) nas condi¢Ges de controle, estresse e
reidratacdo. Graficos de barra representam médias gerais nas condi¢des controle,
estresse e reidratacdo. Médias seguidas de letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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Nas plantas estressadas que receberam aplicacdo 10 uM de TRIA mostraram um

aumento na concentracdo de aminodacidos de 23,11% se comparadas com as plantas que

receberam a dose de 0 uM (Figura 1 A). Na reidratacdo as plantas tratadas com a dose
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TRIA de 160 uM apresentaram maiores reducdes de 27,70% em relacdo as plantas que
receberam a dose 0 uM (Figura 1 B).

A concentragdo de prolina, de modo geral, foi maior nas plantas sob estresse
hidrico que nas irrigadas, independente dos tratamentos de TRIA (Figura 1 C). Sob
estresse hidrico a concentracdo de prolina aumentou nas plantas com dose de 10 uM com
acréscimo de 26,08% em relacéo a dose de 0 uM (Figura 1 C). As plantas que receberam
a dose de 160 uM, apresentaram redugdo na concentracdo de prolina de 23,87% em
relacdo & dose de O uM. Apos a reidratagdo, todas as plantas reduziram a concentracao de
prolina (Figura 1 D).

Observou-se maior acréscimo na concentragcdo dos acucares sollveis em plantas
irrigadas que receberam TRIA (Figura 1 E). Nas plantas estressadas, a aplicacdo de TRIA
apresentou um efeito entre as doses, de modo que a dose 10 uM e 160 UM apresentaram
maiores incrementos de acgucares de 34% e 50,26% respectivamente (Figura 1 E). Apo6s
a reidratacdo, as plantas que receberam a dose de 10 pM mantiveram elevada
concentracdo de agUcares, ao contrario foi observado na maior dose de 160 uM de TRIA,
onde as plantas apresentaram uma reducdo de 29,49% na concentracdo de agucares
sollveis totais (Figura 1 F).

As atividades de enzimas antioxidantes das plantas de cana-de-agucar exibiram
diferentes resultados (Tabela 1). As plantas estressadas tratadas com TRIA apresentaram
decréscimo na atividade da enzima SOD com o aumento das doses, sendo essa reducao
mais expressiva na dose de 160 uM de 40,77% quando comparado a dose 0 uM (Figura
2 A). Ja as plantas que receberam a dose 10 UM tiveram aumento na taxa de SOD de
19,68% (Figura 2 A).

A atividade de enzima CAT nas plantas de cana-de-agUcar apresentou
comportamento semelhante, independente da dose de TRIA aplicadas nas plantas sob
condicdo de estresse e reidratacdo (Figura 2 C e D). Porém, nas plantas irrigadas tratadas
com a maior dose de 160 puM observou-se aumento na atividade da CAT de 13,33% em
relacdo a dose 0 UM na reidratacdo (Figura 2 D).

Nas plantas submetidas ao estresse hidrico, a atividade da enzima APX foi maior,
de modo geral, com acréscimo médio de 11,62% em relacdo ao controle (Figura 2 E).
Porém, ndo foi observado variacdo da enzima APX nas plantas tratadas com doses de
TRIA sob estresse hidrico (Figura 2 E).
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Figura 3- Atividades das enzimas superéxido dismutase (SOD) (A e B), catalase
(CAT) (C e D) e ascorbato peroxidase (APX) (E e F) das plantas de cana-de-agucar,
cultivar RB92579, submetidas a aplicacdo foliar de TRIA nas doses (0, 10, 40 e 160
KM) nas condicdes de controle, estresse e reidratacdo . Graficos de barra representam
médias gerais nas condicOes controle, estresse e reidratacdo. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na peroxidacdo de lipideos observou-se aumento do MDA nas menores doses em
plantas estressadas (Figura 4A). A peroxidacdo de lipideos foi menor nas plantas que
receberam a dose 160 pM, com reducdo de 40,15% quando comparado a dose 0 uM
(Figura 4A). Nas plantas reidratadas apresentaram reducdo nas taxas do MDA
independente das doses (Figura 4B).

Figura 4- Peroxidacdo de lipideos (MDA) (A e B) das plantas de cana-de-agucar,
cultivar RB92579, submetidas a aplicacao foliar de TRIA nas doses (0, 10, 40 e 160
M) nas condigdes de controle, estresse e reidratacdo. Graficos de barra representam
médias gerais nas condicBes controle, estresse e reidratacdo. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. DISCUSSAO

A cana-de-agucar apresentou aumento nos teores de aminoacido sob estresse
hidrico, o que evidencia o estresse na planta. De acordo com Brito et al. (2008), a
deficiéncia hidrica em cana-de-acUcar afeta intensamente 0 metabolismo do nitrogénio
nas plantas, o que acarreta diminuicdo na sintese de proteinas e aumento nos niveis de
aminoacidos. Além disso, os aminoacidos livres podem ser componentes importantes no
ajustamento osmotico do ambiente celular de plantas sob condi¢des déficit hidrico
(RHEIN et al., 2011).

As doses de TRIA ndo interferiram nos teores de aminoacidos das plantas
estressadas. Em estudo com cultivares de milho tratadas com TRIA, Perveen et al. (2016),
ndo encontraram alteracdo nos teores de aminoacidos em plantas com e sem estresse.
Curiosamente, no presente estudo, as plantas reidratadas e tratadas com a maior dose de
TRIA apresentaram menores concentracdes de aminoacidos, o que pode indicar que essas
plantas que receberam a maior dose apresentaram uma melhor recuperacdo ao estresse
hidrico. Segundo Perveem et al. (2016), os aminoacidos podem ser utilizados para a
sintese ou reparagdo de macromoléculas em plantas tratadas com TRIA.

O estresse hidrico causou 0 aumento da concentracdo de prolina nas plantas de
cana-de-acucar. O acumulo desse osmorregulador pode ocorrer em consequéncia da
maior desidratacdo nessas plantas. A prolina atua como um osmorregulador importante
para processos de ajustamento osmotico, onde se destaca como aminoacido chave nesse
processo por ser acumulado em grandes quantidades nas plantas (RHEIN et al., 2011).
Segundo varios autores (ERTANI et al., 2013; SANTOS et al., 2015; PERVEEN et al.,
2016) a prolina é relevante para a manutencdo do estado fisiologico das plantas sob
condicdes de estresse.

Sob estresse hidrico as plantas que receberam a dose de 160 uM de TRIA,
apresentaram reducdo na concentracdo de prolina. Esses resultados corroboram com
Krishnan; Kumari (2008), os quais observaram baixa concentragdo de prolina em plantas
de soja submetidas ao estresse salino que receberam aplicagéo foliar de TRIA. De acordo
com os autores, 0 TRIA amenizou o efeito do estresse salino nas plantas de soja, ndo
sendo necessario a atuacdo expressiva desse osmalito no ajustamento osmético, 0 mesmo
pode ter acontecido em nosso trabalho em que as plantas que receberam a maior de dose

de 160 uM podem ter sofrido menos o efeito do déficit hidrico. Por outro lado, Perveen
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et al. (2016), em estudo com cultivares de milho relataram que a aplicacdo exdgena de
TRIA aumentou a concentragédo de prolina livre sob estresse hidrico.

Na reidratacdo, todas as plantas reduziram a concentracao de prolina. De acordo
com Vankova et al. (2012), plantas reidratadas percebem as novas condi¢des e expressam
rapidamente genes responsaveis pela producdo de enzimas que degradam a prolina. A
reducdo de prolina nas plantas reidratadas pode indicar que essas estabeleceram os niveis
normais desse aminoéacido, recuperando-se do estresse, independente das doses de TRIA.

As plantas tratadas com TRIA tiveram aumento nas concentracdes de agucar
sollveis totais nas plantas estressada ou ndo O aumento no teor de agUcares sollveis totais
foi também observado em cana-de-acucar sob deficiéncia hidrica (SANTOS et al., 2015).
Esse estudo sugere que o acimulo de carboidratos solUveis durante a deficiéncia hidrica
provavelmente esta associado aos mecanismos para evitar perda de agua na planta através
do ajuste osmético (SANTOS et al., 2015). Krishnan; Kumari (2008) também observaram
aumento na concentracdo de acUcares solUveis totais em plantas de soja tratadas com
TRIA quando comparadas com as plantas que ndo receberam TRIA, ambas sob estresse
salino.

Em plantas estressadas, a atividade da enzima SOD foi mais reduzida nas que
receberam a maior dose de TRIA, 0 que sugere gque essa dose pode ter contribuido para
aliviar os sintomas de estresse no sistema antioxidante da planta. A enzima SOD é
considerada a primeira barreira enzimatica contra o estresse oxidativo e a Unica enzima
capaz de catalisar a dismutacédo de radicais superoxido (O2*) em perdxido de hidrogénio
(H202) que é posteriormente eliminado pela CAT ou atraves da APX (MITTLER, 2002;
SHARMA et al., 2012).

A atividade da enzima CAT sofreu pouca variagdo em plantas estressadas. Nesse
caso, pode-se sugerir que a deficiéncia hidrica, junto com a elevada temperatura,
ocasionou desnaturacdo da enzima CAT, por ser considerada uma enzima bastante
sensivel ao estresse (SANTOS et al, 2015). No presente estudo, a aplicacdo de TRIA
aumentou a atividade da enzima CAT na maior dose em plantas hidratadas. Li et al.
(2016) observaram aumento acentuado da atividade da CAT em plantas de arroz, sob
condi¢bes normais de irrigacdo, com aplicacdo de TRIA aos 2, 4 e 8 dias apos o
transplantio, enquanto as plantas que ndo foram tratadas mostraram diminui¢cdo na
atividade desta enzima.

As plantas sob estresse hidrico apresentaram aumento na atividade da enzima APX

independente dos tratamentos com TRIA. Segundo Maia Janior (2017) a alta atividade
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de APX na cultivar RB92579 indica bom desempenho desta contra o estresse oxidativo
promovido pelo estresse. De acordo com Sales et al. (2013) a enzima APX é rapidamente
ativada em plantas estressadas, com o propésito de aliviar os danos fotoquimicos. Além
disso, a APX atua na eliminagdo de H20. que séo inacessiveis a enzima CAT, se
destacando como enzima chave no controle deste metabdlito (NOCTOR; FOYER, 1998;
SHARMA et al., 2012).

Entre as plantas reidratadas, verificou-se que ndo houve variacdo da atividade das
enzimas CAT, APX e SOD, mesmo com o aumento das doses de TRIA, o que pode ter
ocorrido devido as plantas terem se recuperado totalmente do estresse oxidativo e hidrico,
mantendo o equilibrio na producédo de enzimas no sistema antioxidante da planta.

A peroxidacao de lipideos foi menor nas plantas que receberam a maior dose, o que
indica que as plantas que receberam doses de TRIA apresentaram menor degradagédo de
membrana celular. A oxidacdo lipidica origina diversos produtos secundarios que
agravam o dano oxidativo, entre eles o malondialdeido (MDA), que € o principal e mais
estudado produto da peroxidacao lipidica. Portanto, o MDA tem funcionado como um
eficiente marcador molecular para designar a peroxidacéo lipidica em células de plantas
submetidas a diferentes estresses abioticos, a citar o estresse hidrico (SHARMA et al.,
2012).

Em estudo do efeito da aplicacdo exdgena de triacontanol em milho sob estresse
hidrico, Perveen et al. (2016) observaram aumento na producéo de CAT e Peroxidases, e
diminuicdo da atividade da SOD e MDA. De acordo com autores o aumento da atividade
das enzimas antioxidantes pode ter participado na desintoxicacao das espécies reativas de
oxigénio, levando a um equilibrio entre a geragdo de EROS e captacdo de EROS,
mitigando, assim, os efeitos adversos do estresse hidrico nas plantas.

Nesse estudo pode-se observar que a atividade das enzimas antioxidantes CAT e
APX apresentaram comportamento igual em todas as plantas estressadas, independente
das doses de TRIA, porém pode-se observar menor producdo de SOD e MDA nas plantas
estressadas que receberam 160 uM de TRIA, indicando que essas plantas apresentaram
um melhor equilibrio na modulacdo de EROS o que deve ter aliviado o estresse oxidativo

e hidrico nas plantas que receberam maior dose.
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5. CONCLUSOES

O TRIA ndo atuou no melhoramento do ajuste osmético das plantas de cana-de-
acucar. A aplicacdo foliar de160 uM de TRIA, parece minimizar os efeitos adversos do
estresse oxidativo, uma vez que as plantas estressadas que receberam essa dose reduziram

a producdo de SOD e a degradacédo de lipidios na membrana celular.
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