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ESTRUTURA DA TESE

A tese foi organizada em cinco capitulos. O primeiro capitulo corresponde a introducéo
geral, e a revisdo bibliografica dos diferentes temas que abrangem esse estudo. O segundo
corresponde a primeira parte do experimento |, intitulado “O aumento da espessura da folha, e
a manutencao da largura das folhas e das trocas gasosas sao indicadores de toleréncia a seca
em cana-de-agucar no segundo ciclo” no qual objetivou-se discriminar seis cultivares de cana-
de-acucar quanto a tolerancia a seca no segundo ciclo de cultivo, levando em consideracao as
caracteristicas biométricas, fisioldgicas e a producao de massa seca. O terceiro corresponde a
segunda parte do experimento I, intitulado “Um eficiente sistema antioxidante esta associado
a menor fotoinibicdo da fotossintese e maior tolerancia a seca de cana-de-agucar” no qual
objetivou-se discriminar seis cultivares de cana-de-aclcar quanto a tolerdncia a seca no
segundo ciclo de cultivo, levando em consideragdo os pigmentos fotossintéticos e o sistema
antioxidante. Os resultados do experimento | serviram de referéncia para o experimento Il
sendo ampliados os estudos com as duas cultivares contrastantes na tolerancia a seca (a mais e
a menos tolerante). O quarto capitulo corresponde ao experimento II intitulado “O acimulo de
osmoprotetores minimiza os efeitos da seca auxiliando na recuperacdo da eficiéncia
fotoquimica e transporte de elétrons em cana-de-aclcar” no qual objetivou-se compreender a
atuacdo dos osmoprotetores prolina e glicina betaina sobre o aparato fotoquimico das
cultivares de cana-de-acUcar contrastantes a seca. O quinto capitulo corresponde ao
experimento III intitulado “A aplicacdo foliar de glicina betaina em cana-de-agicar minimiza
os danos causados pelo déficit hidrico nas trocas gasosas, eficiéncia fotoquimica e relaces
hidricas” no qual objetivou-se avaliar o efeito exdgeno do osmoprotetor glicina betaina sobre

0s mecanismos fisioldgicos da cultivar tolerante a seca.



RESUMO

A cana-de-agUcar € uma cultura de grande importancia econémica devido a sua utilizagdo
como fonte de matéria-prima para a industria alimenticia e energética, sendo o Brasil o maior
produtor mundial. No entanto, a ocorréncia de secas sazonais tem sido um dos principais
fatores que limitam a producdo e longevidade dos canaviais. Nesse sentido, esse estudo se
propds a investigar os efeitos do deficit hidrico em cana-de-aglcar, com 0s seguintes
objetivos: i) discriminar diferentes cultivares de cana-de-agucar na tolerancia a seca, por meio
de avaliagBes fisioldgicas, biométricas e bioquimicas; ii) compreender o papel de
osmoprotetores sobre a maquinaria fotossintética de cultivares de cana-de-agucar
contrastantes na tolerancia a seca; e iii) avaliar os efeitos exdgenos do osmoprotetor glicina
betaina sobre o aparato fotossintético da cultivar de cana-de-agucar mais tolerante a seca,
quando submetida ao déficit hidrico. Para tanto, trés experimentos foram sequencialmente
realizados. O experimento | foi realizado em vasos de 170 L dispostos a céu aberto. Os
tratamentos consistiram de seis cultivares de cana-de-agucar e trés tratamentos hidricos. As
cultivares foram: RB72910, RB99382, RB72454, RB92579, RB855536 ¢ RB931011, e 0s
tratamentos hidricos foram: controle - 80 a 100% de agua disponivel (AD); estresse hidrico
moderado - 40 a 60% (AD) e estresse hidrico severo - 0 a 20% (AD). A cultivar RB92579 foi
mais tolerante ao estresse, com menos alteraces nas caracteristicas fisiologicas e biométricas,
maior atividade enzimaética, além de baixa degradacdo dos pigmentos fotossintéticos,
peroxidacdo de lipideos e reducdo da biomassa. De outra maneira, a RB72454 foi a mais
sensivel, com maior reducdo das trocas gasosas, da producdo de biomassa, da eficiéncia
fotoquimica, além de baixa atividade enzimética, e aumento da degradacdo dos pigmentos e
da peroxidacdo de lipideos. O experimento Il foi realizado em casa de vegetacdo. As
cultivares contrastantes a seca, RB92579 e RB72454 foram submetidas a déficit hidrico, com
a suspensdo da irrigacdo. Quando as plantas atingiram o estresse maximo, foram reidratadas.
A cultivar RB92579 teve menor reducdo da taxa de transporte de elétrons e da eficiéncia
efetiva do PSII. Além disso, aumentou a concentracdo de prolina e glicina betaina sob estresse
hidrico, mantendo essa concentracdo na reidratacdo ainda maior que o controle. Enquanto a
RB72454 teve maior reducdo da taxa de transporte de elétrons e da eficiéncia efetiva do PSII
com aumento do quenching ndo fotoquimico, além de pouco e nenhum aumento na
concentracdo de prolina e glicina betaina, respectivamente, sob déficit hidrico. O experimento
Il foi realizado em casa de vegetacdo. A cultivar mais tolerante a seca, RB92579, foi
submetida a aplicacdo foliar de glicina betaina (sem, com uma, e com duas aplicacdes).
Posteriormente, as plantas foram submetidas a déficit hidrico, com a suspenséo da irrigagéo, e
quando atingiram o estresse maximo, foram reidratadas. A aplicacéo foliar de glicina betaina
ajudou na manutencgéo das trocas gasosas, da eficiéncia fotoquimica do PSII, da condicdo de
agua nos tecidos, e da eficiéncia de carboxilacdo. Além disso, aumentou a eficiéncia no uso
da agua, e diminuiu o excesso de energia e a fotoinibicdo. A glicina betaina atenua os efeitos
causados pelo déficit hidrico na fisiologia da cana-de-agucar, além de auxiliar na recuperagao.

Palavras-chave: Cana-de-agUcar. Estresse hidrico. Trocas gasosas. Clorofilas. Enzimas

antioxidantes. Osmoprotecdo. Fotossistema Il. Recuperagéo.
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ABSTRACT

The sugarcane is a crop of great economic importance due to its use as a source of raw
material for the food industry and energy, Brazil is the world's largest producer. However, the
occurrence of seasonal droughts has been one of the main factors limiting sugarcane
production and longevity. Thus, this study proposed to investigate the effects of drought in
sugarcane, with the following objectives: i) to discriminate different sugarcane cultivars in
drought tolerance by means of physiological, biometric and biochemical evaluations; ii) to
understand the role of osmoprotectants on the photosynthetic machinery of contrasting
sugarcane cultivars in drought tolerance; e iii) to evaluate the exogenous effects of
osmoprotetor glycine betaine on the photosynthetic apparatus of the sugarcane cultivar more
tolerant to drought when submitted to water deficit. For this, three experiments were
sequentially performed. The experiment | was perfomed in pots 170 L disposed the open sky.
The treatments consisted of six cultivars of sugarcane and three treatments of water. The
cultivars were: RB72910, RB99382, RB72454, RB92579, RB855536 and RB931011, and the
water treatments were: control - 80 to 100% water available (AW); moderate water stress - 40
a 60% (AW) and severe water stress - 0 a 20% (AW). The cultivar RB92579 was more
drought tolerant, with less changes in physiological and biometric characteristics, higher
enzymatic activity, besides low degradation of photosynthetic pigments, lipid peroxidation
and biomass reduction. Other way, the RB72454 was the more sensitive, with higher
reduction of gas exchanges, of biomass production, of photochemical efficiency, besides low
enzymatic activity, and increased degradation of pigments and lipid peroxidation. The
experiment 1l was perfomed in greenhouse. The cultivars contrasting to drought, RB92579
and RB72454 were submitted to drought stress, with to suspension of irrigation. When the
plants reached maximum drought stress, were rehydrated. The cultivar RB92579 had less
reduction of electron transport rate and of effective efficiency PSII. Furthermore, increased
the proline concentration and glycine betaine under drought stress, maintaining this
concentration in rehydration even higher than the control. While the RB72454 had higher
reduction of electron transport rate and of effective efficiency PSII with increased of
guenching non fotochemistry, besides little and any increased in the concentration of proline
and glycine betaine, respectively, under drought stress. The experiment 11l was perfomed in
greenhouse. The cultivar more drought tolerant, RB92579, was submitted to foliar application
of glycine betaine (without, with one, and two applications). Subsequently, the plants were
submitted to drought stress, with the suspension of irrigation, and when reached maximum
drought stress, were rehydrated. The foliar application of glycine betaine helped in the
maintenance of gas exchanges, of photochemical efficiency PSII, of water condition in
tissues, and of carboxylation efficiency. Furthermore, increased the water use efficiency, and
decreased the excess of energy and the photoinhibition. Glycine betaine attenuate the effects
caused by drought stress in the physiology of sugarcane, also helping in the recovery.

Keywords: Sugarcane. Drought stress. Gas exchange. Chlorophylls. Antioxidant enzymes.

Osmoprotection. Photosystem 1. Recovery.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

A cana-de-acucar (Saccharum officcinarum spp.) é cultivada em mais de 120 paises,
sendo o Brasil o maior produtor mundial, que detém mais de um terco da cana cultivada
mundialmente, com perspectiva de aumento da producgdo, e consequentemente, de agucar e
etanol. Além do Brasil, destacam-se na producio de cana-de-agticar os paises India, China,
Paquistdo, México, Tailandia, Colémbia, Australia, Indonésia, Estados Unidos, Africa do Sul
e Filipinas (SANTOS, 2015). Além da producdo acucareira, a cana-de-aclcar vem se
destacando como uma cultura altamente bioenergética, devido, principalmente, a sua
capacidade de producéo de biomassa (SILVA et al., 2007; BARBOSA et al., 2015).

O Brasil tem atualmente, uma area plantada com cana-de-agucar de aproximadamente
8.838,5 mil hectares, distribuidas em todos Estados produtores conforme suas caracteristicas
climéticas. O Estado de S&o Paulo é o maior produtor com 4558,4 mil ha de &rea plantada,
seguido por Goias com 939,7, Minas Gerais com 841,7, Parana com 624,6, Mato Grosso do
Sul com 646,3, Alagoas com 301,7 e Pernambuco com 259,5 mil ha (CONAB, 2017).

Nesse contexto, mesmo com todo crescimento da producdo na maioria das regides
brasileiras, especialmente a regido Nordeste, esta cultura depara-se com alguns fatores
limitantes para o cultivo. Entre eles, destaca-se a deficiéncia hidrica ocasionada tanto pela
distribuicéo irregular, quanto pela ocorréncia cada vez mais frequente de secas sazonais. 1SS0
tem tornado o aumento de produtividade um fator bastante limitante, e assim, para garantir a
sustentabilidade da producdo, é essencial o entendimento das respostas das plantas as
condigdes estressantes (SILVA et al., 2011; DIAS et al., 2012; VIEIRA et al., 2014).

A deficiéncia hidrica é um fator de estresse que promove a alteracdo de varios aspectos
morfoldgicos, fisioldgicos e bioguimicos nas plantas (SILVA et al., 2008; MACHADO et al.,
2009; MEDEIROS et al., 2013; BOARETTO et al., 2014). A restricdo de agua no solo &,
talvez, a limitacdo mais comum para o crescimento das plantas, constituindo o maior fator
seletivo na evolugéo destes organismos. Assim, a capacidade de superar condicdes de déficit
hidrico é determinante na distribuicdo natural das espécies e na produtividade dos cultivos
(LARCHER, 2006). Desta maneira, a compreensdo de mecanismos de tolerancia a seca é
importante para a selecdo de plantas adaptadas a ambientes com déficit hidrico (SILVA et al.,
2007; GRACA et al., 2010; SALES et al., 2013).

Uma alternativa para eliminar os provaveis efeitos causados pelo déficit hidrico seria o

uso da irrigacdo que eleva significativamente a produtividade da cultura (DANTAS NETO et



al., 2006; GAVA et al., 2012). Entretanto, na atualidade, essa pratica pode se apresentar como
um evento desvantajoso devido as mudangas climéticas ocorrentes, com tendéncia cada vez
maior a escassez dos recursos hidricos, inclusive, em areas onde antes ndo era registrada tal
ocorréncia.

As areas de producdo com a cultura da cana-de-agUcar se expandiram para zonas
marginais, principalmente com relacdo a disponibilidade hidrica. Desta maneira, uma forma
de resolver essa problematica seria o plantio de cultivares tolerantes a seca, visto que a
escolha da cultivar € um dos componentes de producdo mais simples de ser substituido e
aceito pelos produtores, por ndo implicar em aumento nos custos de producdo (SHIGAKI et
al., 2004; CHEN et al., 2016). Para tanto, a necessidade de novas cultivares e a sele¢do destas
com relacdo aos mecanismos de tolerancia a deficiéncia hidrica é extremamente importante,
fazendo com que os programas de melhoramento da cana-de-agucar busquem além dos
ganhos em produgdo, cultivares que tolerem e sejam eficientes quando inseridas nesses novos
sistemas produtivos (SILVA et al., 2007; 2011).

Nesse sentido, uma alternativa plausivel para as regides passiveis de deficiéncia hidrica,
seria 0 uso de cultivares mais adaptadas ou tolerantes a seca. A selecdo de materiais tolerantes
e sensiveis a deficiéncia hidrica pode ser feita por técnicas que avaliem os efeitos biométricos,
fisiol6gicos e bioguimicos provocados pelo estresse hidrico (SILVA et al., 2011; GUAN et
al., 2015; CHEN et al., 2016). Desta maneira, a identificacdo de ferramentas que auxiliem na
selecdo precoce de materiais tolerantes pode facilitar o processo de melhoramento da cultura.

Algumas caracteristicas biométricas sdo descritas na selecdo de cultivares de cana-de-
acucar. Por exemplo, variagdes na altura da planta, no nimero de folhas, na largura e
espessura foliar podem indicar tolerancia ou sensibilidade ao déficit hidrico (SILVA et al.,
2008; 2012; TRUJILLO et al., 2013). O déficit hidrico pode promover alteracdes do potencial
hidrico foliar, indice SPAD (VIEIRA et al., 2014; Silva et al 2011), do teor relativo de agua
(SILVA et al., 2013; CANAVAR et al., 2014), da eficiéncia fotoquimica méaxima e efetiva do
fotossistema Il (COLOM; VAZZANA, 2003; SILVA et al., 2007), do transporte de elétrons
(SALES et al., 2013; ABID et al., 2016), dos quenchings fotoquimico e ndo-fotoquimico (LI1U
et al., 2012), das trocas gasosas (GRACA et al., 2010; Medeiros et al., 2013), e dos pigmentos
fotossintéticos (SANTOS et al., 2014; CHEN et al., 2016). O déficit hidrico tambeém pode
aumentar a produgdo de prolina (AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014), glicina
betaina (ABBAS et al., 2014; ANJUM et al., 2017), e peroxidacgdo de lipideos (SIDDIQUI et

al., 2015; CHEN et al., 2016), além de ativar o sistema de defesa antioxidante através das



enzimas superéxido dismutase, ascorbato peroxidase e catalase (CIA et al., 2012;
BOARETTO et al., 2014; SIDDIQUI et al., 2015; ANJUM et al., 2017).

Além dos estudos de marcadores fisiologicos e bioquimicos na identificacdo de
cultivares mais tolerantes a seca, 0 uso de atenuadores a esse estresse tambem tem sido cada
vez mais explorado, como a aplicacdo foliar de glicina betaina. Este osmoprotetor pode
minimizar os efeitos negativos do déficit hidrico, além de auxiliar na recuperacdo (ANJUM et
al., 2012; CHA-UM et al., 2013). Essa pratica tem respondido de maneira bastante promissora
em diferentes culturas sob condi¢des de seca (ANJUM et al., 2012; CHA-UM et al., 2013;
GUPTA,; THIND, 2015). No entanto, ainda ndo existem relatos na cultura da cana-de-agUcar.

2 OBJETIVOS

> Avaliar a tolerancia de cultivares de cana-de-acUcar ao deficit hidrico, através de
caracterizagdes biométricas, fisioldgicas, antioxidantes e osmoprotetoras;

> Avaliar a atuacdo exogena de glicina betaina no aumento da tolerancia ao déficit

hidrico em cana-de-acucar.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A cultura da cana-de-agucar
3.1.1 Aspectos gerais e importancia econémica
A cana-de-acUcar € uma planta alégama, da classe Monocotiledonea, Familia Poaceae,

pertencente ao género Saccharum, e esta entre as espécies de maior rendimento fotossintético da
familia Poaceae, apresentando elevada eficiéncia na utilizacdo do CO,, além de alta
adaptabilidade as condicGes de luminosidade e temperaturas elevadas (SEGATO et al. 2006).
Uma das caracteristicas que permitem a cana-de-aglcar produzir em diferentes ambientes
deve-se ao fato de ser uma planta C4, pois tém elevadas taxas fotossintéticas e alta eficiéncia
na conversdo de energia luminosa em energia quimica, sob condi¢fes tropicais. Estas plantas
apresentam alto ponto de compensacéo luminoso e, em temperaturas entre 30 e 40°C possuem
alto desempenho fotossintético, quando comparadas com plantas C3, necessitando de menores
concentragfes de gas carbonico, devido aos mecanismos da planta que tém a funcdo de
concentragdo de CO, (TAIZ; ZEIGER, 2013). Dessa forma, a cultura € muito efetiva para a
producdo de biomassa, sendo seu uso, principalmente, para a producdo de acucar e
biocombustivel (SILVA et al., 2014; BARBOSA et al., 2015).



O caule é do tipo colmo, material de maior interesse econdmico, pois é nele que a planta
acumula a sacarose, a matéria-prima essencial da cultura. E normalmente de porte ereto, com a
presenca de nds e entrenos distintos, e bastante importantes na diferenciacdo de uma espécie e
cultivar para outra, isso porque apresentam diversas formas: cilindricas, carretel, conoidal,
obconoidal, tumescente ou barril. O né ou regido nodal € a parte da cana onde se inserem as folhas
e onde estdo localizadas as gemas, formando o anel de crescimento (MOZAMBANI et al., 2006).

As folhas da cana-de-agucar sdo ligadas ao colmo nas regides nodulares em duas fileiras de
forma oposta e alternada. Apresentam-se do tipo lanceolada e sdo compostas por: lamina foliar,
bainha e colar. A sua disposi¢do na planta pode variar de uma cultivar para outra, em ereta e
rigida, ou flacida e arqueada, com ou sem pilosidade. Possui ldmina serrilhada em formato
alongado, e nas regides intermediarias de ligacdo das folhas com o colmo, demonstram a presenca
de uma ligula membranosa (MOZAMBANI et al., 2006).

A cana-de-acucar desenvolve-se em forma de touceira, com a formacéo de perfilhos. A
intensidade do perfilhamento é importante para a produtividade do cultivo e a estrutura da
touceira pode ser composta por colmos eretos, semi-eretos e decumbentes, caracteristicas que
sdo determinadas por aspectos genéticos (SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008). O
desenvolvimento dos perfilhos é mais rapido a partir do segundo ciclo devido ao sistema
radicular ja estar estabelecido, enquanto na cana-planta o sistema radicular vai se desenvolver.
Além disso, podem ser influenciados por fatores ambientais como temperatura, luz e condi¢éo
hidrica do solo, bem como por fatores enddgenos como o estadio fenoldgico e as
caracteristicas de cada cultivar (ALMEIDA et al., 2008).

A cultura da cana-de-agUcar é de grande importancia socioeconémica e ambiental para o
pais, sendo cultivada por pequenos, médios e grandes produtores, que geram milhares de
empregos diretos e indiretos. O Brasil encontra-se na posi¢cdo de maior produtor e exportador
mundial de agUcar. A previsdo para a produgdo de cana-de-acucar na safra 2017/2018 devera
atingir 647,6 milhdes de toneladas, gerando uma estimativa total de producéo de acucar de 38,70
milhGes de toneladas enquanto a geracdo de etanol é estimada em 26,45 bilhGes de litros
(CONAB, 2017).

3.2 Caracteristicas das cultivares utilizadas
A RB72910 é classificada pelo Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-
acucar/RIDESA como tolerante ao déficit hidrico, baseado em dados de produtividade em
campo experimental, enquanto a RB99382 apresenta perfilhamento e brotacdo de socaria

regulares. A RB72454 apresenta didmetro do colmo bem desenvolvido, baixa exigéncia em



fertilidade, e sensibilidade ao déficit hidrico (ENDRES et al., 2010; RIDESA, 2010). A
RB855536 apresenta alta produtividade e 6tima brotacdo de socaria quando cultivada sem
restricdo hidrica (RIDESA, 2010). A RB92579 apresenta alta brotacdo de socaria, alta
produtividade e tolerdncia ao deficit hidrico (ENDRES et al., 2010; RIDESA, 2010). Ja a
RB931011 apresenta rapido crescimento, alta estatura, bom desenvolvimento da socaria e
tolerancia a salinidade (RIDESA, 2010; MEDEIROS et al., 2015).

3.3 Estresse por déficit hidrico

O termo déficit hidrico geralmente é definido como um fator externo, que exerce uma
influéncia desvantajosa sobre a planta, podendo ocorrer tanto por falta quanto por excesso de
agua. Por falta ou déficit, pode ser definido como todo o conteddo de agua de um tecido ou
célula que esta abaixo do contetdo de dgua existente, quando esta totalmente hidratada, sendo
seus efeitos sentidos em todas as partes da planta. No entanto, esses efeitos podem variar de
acordo com a duracao e a intensidade do estresse (TAIZ; ZEIGER, 2013; GUAN et al., 2015),
como pode ser visto na Figura 1.

Nos vegetais, a tolerdncia a falta de &gua pode ocorrer em maior ou menor intensidade,
a depender da espécie, da cultivar, do 6rgdo e tipo de célula. Desta forma, as plantas podem
apresentar tolerancia quando sobrevivem as adversidades, ou suscetibilidade quando sofrem
reducdo em seu crescimento, podendo chegar a morte a depender da intensidade do estresse
ao qual a planta é submetida (LARCHER, 2006; FAROOQ et al., 2009; ANJUM et al., 2016).

Os mecanismos de resisténcia ao déficit hidrico podem ser divididos em escape, retardo
e tolerancia. No escape, as plantas adotam uma estratégia de “fuga”, na qual apresentam
rapido desenvolvimento fenoldgico e alto grau de plasticidade, sendo capazes de completar
seu ciclo de vida antes que a falta de d4gua torne-se severa o bastante para provocar danos
fisiolégicos. O retardo ou prevencdo da desidratacdo corresponde a manutencdo do turgor e
volume celular, tanto pela absorcéo de agua por um sistema radicular abundante quanto pela
reducdo da perda por intermédio do fechamento estomatico ou por vias ndo estomaticas como
a via cuticular. E a tolerancia a seca € um mecanismo que permite a planta manter o
metabolismo, mesmo com a redugdo do potencial hidrico dos tecidos, devido principalmente
ao acumulo de solutos osmoprotetores (QUEIROZ et al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013). A
tolerancia constitue um dos mecanismos de resisténcia a seca (CHEN et al., 2016).

O fluxo de &gua do solo até a planta, e desta até a atmosfera é diretamente dependente
das condicdes hidricas do solo e da conducédo de agua pelos diferentes 6rgdos da planta até as

folhas (LARCHER, 2006). Sendo assim, a toleréncia das plantas ao estresse hidrico se



manifesta geralmente de quatro formas: (i) limitacdo no crescimento, (ii) adaptacOes
morfoldgicas, (iii) adaptacgdes fisioldgicas, e (iv) alteracdes metabdlicas (PINCELLI, 2010).

Figura 1. Esquema simplificado dos efeitos, respostas e recuperagdo do estresse hidrico nas
plantas. Adaptado de Boaretto et al. (2014), Chen et al. (2016) e Ullah et al. (2017).
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Nota: E importante destacar que esses mecanismos: efeitos, respostas e recuperacdo sdo intimamente
dependentes da intensidade do estresse hidrico.

3.4 Mecanismos biométricos, fisiologicos e bioquimicos em plantas sob déficit hidrico
3.4.1 Crescimento e producéo de biomassa
O estresse por escassez de agua afeta o crescimento e o desenvolvimento das plantas,
podendo variar entre as espécies (GUAN et al., 2015; CHEN et al., 2016). Em cana-de-
acucar, o déficit hidrico promove restri¢ces na divisdo celular, no nimero de folhas verdes, na

area foliar, na taxa de alongacéo das folhas e dos colmos, na emisséo de novos perfilhos, e no



acumulo de matéria seca, refletindo assim, no rendimento final da cultura (INMAN-
BAMBER; SMITH 2005; VIEIRA et al., 2014). Isso confirma a importancia de avaliagdes
biométricas na selecdo e caracterizacao para 0 melhoramento de cultivares de cana-de-agucar,
uma vez que as expressdes de tolerancia podem variar de acordo com a resposta da cultivar
utilizada (IANMAN-BAMBER; SMITH, 2005; MACHADO et al.,, 2009; GAVA et al.,
2012).

Entre as principais modificacbes biométricas durante a adaptacdo da cana-de-agucar a
deficiéncia hidrica destacam-se a altura de plantas, o nimero e diametro de colmos, 0 numero
de folhas verdes, e a &rea foliar (SILVA et al., 2008; MACHADO et al., 2009). Em diferentes
cultivares de cana-de-acucar, a deficiéncia hidrica promoveu redugdes no comprimento e na
largura da folha+3, no nimero de folhas verdes e na area foliar (PINCELLI; SILVA, 2012).
Esses autores concluiram que apenas o numero de folhas e a area foliar foram apontadas como
caracteristicas indicadoras de estresse hidrico, uma vez que o comprimento e a largura foliar
mesmo variando entre cultivares, ndo seguiram um padrdo que pudesse ser relacionado com
um nivel de tolerancia ao estresse.

Por outro lado, a area foliar é extremante sensivel as condicdes hidricas do solo (SMIT;
SINGELS, 2006). A reducdo da area foliar em situacdes de estresse hidrico acarreta em
diminuicdo da transpiracdo e da fotossintese, o que afeta negativamente o0 processo
fotossintético e a producdo de biomassa (MACHADO et al., 2009; GONCALVES et al.,
2010). Sendo assim, esta caracteristica pode ser utilizada como critério de tolerancia a seca. A
reducdo na expansao foliar € uma das primeiras respostas decorrente do estresse hidrico, em
que uma menor area foliar transpira menos, conservando assim, suprimento adequado de agua
no solo por mais tempo (GONCALVES et al., 2010; TAIZ; ZEIGER 2013). Em cultivares de
cana-de-acUcar mais tolerantes a deficiéncia hidrica ocorre pouca reducdo na area foliar
(PINCELLLI; SILVA, 2012).

Na fase de desenvolvimento inicial da cultura o crescimento da &rea foliar € pequeno.
No entanto, depois dessa fase as folhas crescem rapidamente até atingir um valor maximo, a
partir do qual permanece praticamente constante ou pode diminuir em condigdes
desfavoraveis, como de déficit hidrico (IANMAN-BAMBER; SMITH, 2005; PINCELLI;
SILVA, 2012). Em condi¢cdes de déficit hidrico, principalmente acentuado, ocorre a
senescéncia prematura das folhas, o que ocasiona reducdo da superficie do limbo e
verticalizacdo foliar, limitando a interceptagéo da luminosidade (VIEIRA et al., 2014). Sendo
assim, quanto menor for a interceptacdo da luz pelo dossel, menor serd& o acimulo de

biomassa e de fotoassimilados, que serdo posteriormente convertidos em carboidratos,



armazenados nos colmos e utilizados no crescimento das plantas (HEERDEN et al., 2010;
BARBOSA et al., 2015). Contudo, a diminuigdo da area foliar exposta a radiacdo solar pode
ser uma resposta precoce ao déficit hidrico, na tentativa de reduzir a transpiracao e, assim,
garantir o suprimento de &gua por periodos mais longos de restricdo hidrica (PIMENTEL,
2004; GONCALVES et al., 2010).

Além da expansdo foliar, outra caracteristica sensivel a restricdo hidrica é o
alongamento das raizes por ser também dependente do turgor celular, é afetado logo no inicio
do estresse (TAIZ; ZEIGER, 2013). De fato, o primeiro 6rgdo das plantas que detecta a falta
de &gua € o sistema radicular (CARVALHO, 2008; ENDRES et al., 2010), que
consequentemente por sinalizagdo do &cido abcisico alcanca a parte aérea promovendo outras
alteracbes, como nas trocas gasosas (MACHADO et al., 2009; ARAUJO et al., 2010;
MEDEIROS et al., 2013).

3.4.2 Potencial hidrico da folha

O potencial hidrico da folha, cujos gradientes dirigem os fluxos da &gua no sistema
solo-planta-atmosfera, decresce na presenca de déficit hidrico. Embora haja variagdo ao longo
do dia, esse parametro descreve o estado hidrico da folha, e tem sido muito utilizado em
estudos das relagdes hidricas de plantas, sobretudo quando sdo submetidas a déficit hidrico
(BERGONCI et al., 2000).

Todo processo vital da planta é afetado pelo declinio do potencial hidrico. Inicialmente,
ha perda de turgescéncia celular, seguido pela reducdo na divisdo e expanséo celular, sintese
de proteinas, condutancia estomatica e fotossintese. Como reflexo dessas interferéncias, o
crescimento e o rendimento produtivo das plantas séo efetivamente reduzidos, embora isso
possa variar entre espécies e cultivares da mesma espécie (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Em plantas de trigo o potencial hidrico foliar reduziu de acordo com a intensidade do
estresse e se relacionou fortemente com o fechamento dos estdmatos (ZIVCAK et al., 2013).
Ja, em milho o potencial hidrico da folha variou entre diferentes cultivares submetidas ao
déficit hidrico, indicando um bom pardmetro para selecdo das cultivares mais tolerantes, visto
a relacdo encontrada com a resisténcia a seca (CHEN et al., 2016).

O potencial hidrico da folha também foi eficiente na selecdo de cultivares de arroz mais
tolerantes a seca, visto que as cultivares mais sensiveis reduzem bastante o ¥Yw com o
prolongamento do estresse, em rela¢do as mais tolerantes (PUTEH et al., 2013). Em cana-de-
acucar sob déficit hidrico nas diferentes fases vegetativas, a cultivar mais tolerante ao deficit

hidrico manteve o WYw na fase de crescimento inicial, alterando-se apenas nas fases de



crescimento maximo e de maturagdo, enquanto a cultivar sensivel diminuiu o ¥w em todas as
fases vegetativas (MACHADO et al., 2009). Esses autores associaram a manutengdo do ¥Yw
com a tolerancia a seca, pela manutencao no crescimento em altura e na producao de matéria
seca de colmo. Portanto, pode ser indicado na selecdo de cultivares de cana-de-aclcar na
tolerancia a deficiéncia hidrica (SILVA et al., 2007; 2013; MACHADO et al., 2009).

3.4.3 Teor relativo de agua na folha

O teor relativo de agua na folha (TRA) é definido como a quantidade de agua de um
tecido comparada com a quantidade maxima que ele podera reter em um dado momento
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Dessa maneira, o TRA é considerado como a variagdo de massa de
agua do tecido, que, por sua vez, decorre da variacdo de massa de agua da célula e,
consequentemente, da variacdo do volume celular entre a turgescéncia e a perda desta
(ANGELOCCI, 2002). Nesse sentido, a reducdo no teor relativo de &gua das folhas é
considerado como um bom indicador das condicdes hidricas em plantas sob estresse hidrico,
uma vez que mudancas cruciais no equilibrio da agua levam a danos celulares. Essas
mudancas paralisam o crescimento podendo causar até a morte das plantas (ZHANG et al.,
2014).

O TRA foi um bom indicador de tolerancia ao déficit hidrico em cultivares de cana-de-
acucar, o qual foi mantido nas cultivares mais tolerantes quando estressadas (SILVA et al.,
2013). Esses autores, observaram que sob déficit hidrico de 15 dias, a cultivar mais tolerante
teve o TRA de 83,5%, enquanto a mais sensivel foi de 62,4%. Semelhantemente, cultivares de
cana-de-acucar sensiveis tiveram o TRA inferior as cultivares tolerantes, aos trés dias apds a
suspensdo hidrica, e esta diferenca persistiu ao longo de 20 dias sob estresse (CIA et al.,
2012).

Em plantas de trigo sob déficit hidrico o TRA decresceu com o prolongamento da
deficiéncia hidrica, distintamente entre cultivares, com menor reducdo nas tolerantes ao
estresse, e forte reducgdo nas cultivares sensiveis (CHAKRABORTY; PRADHAN, 2012). O
mesmo ocorreu em cultivares de feijdo-fava (SIDDIQUI et al., 2015), cevada
(OUKARROUM et al., 2007) e girassol (CANAVAR et al., 2014) sob déficit hidrico.

3.4.4 Trocas gasosas
Plantas sob condigdo déficit hidrico alteram rapidamente as trocas gasosas, em que 0
fechamento estomatico é a primeira resposta a essa condicdo (MACHADO et al., 2009;
MEDEIROS et al., 2013; GUAN et al., 2015). Geralmente, o fechamento dos estdmatos é um
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processo diretamente induzido pelas condi¢es hidricas, tanto do solo quanto das folhas
(ZIVCAK et al., 2013). A inducdo do fechamento estomético também pode ocorrer devido a
fatores como o déficit de pressé@o de vapor, diferencas entre folhas de sol ou de sombra e entre
estdmatos das superficies abaxial e adaxial. O estdbmato também responde ao vento, em parte
devido aos efeitos sobre a camada limitrofe da folha, e a consequente variagdo da transpiragdo
(ANGELOCCI, 2002; MACHADO et al., 2009; GONCALVES et al., 2010; SILVA et al.,
2013). Alem disso, os estdbmatos também respondem a compostos osmoprotetores (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Em condicdes de déficit hidrico, plantas menos tolerantes a seca, com pouca capacidade
de ajustamento osmotico, fecham os estbmatos numa tentativa de restringir a perda de agua
pela transpiracdo (MEDEIROS et al., 2013; GUAN et al., 2015). Esse processo ¢ uma das
primeiras estratégias para evitar a desidratacdo, em que a planta com os estdmatos fechados
consegue minimizar a perda de agua (MACHADO et al., 2009; GONCALVES et al., 2010).
Contudo, o fechamento estomético compromete a assimilacdo fotossintética do carbono,
podendo afetar o crescimento e a produtividade das culturas (FAROOQ et al., 2009; SILVA
et al., 2012; 2015). A limitacdo da condutancia estoméatica com o estresse hidrico resulta na
diminuicdo da concentracdo intracelular de CO, (Ci), indicando que a condutancia estomatica
é um fator importante na fotossintese. No entanto, se 0 estresse tornar-se muito intenso o Ci
aumenta consideravelmente, passando a indicar que fatores ndo-estomaticos também exercem
influéncia no processo fotossintético (LAWOR; CORNIC, 2002; ZIVCAK et al., 2013).

Em cana-de-agUcar a condutancia estomatica diminuiu entre 94 e 99% nas cultivares
sensiveis a seca, quando submetidas a 15 dias de déficit hidrico (SILVA et al., 2013). Em
estudos com diferentes cultivares de cana-de-agucar e capim-elefante foi observado que a
reducdo da condutancia estomatica promoveu concomitantemente reducdo na transpiracao
durante o periodo de estresse (ARAUJO et al., 2010; GONCALVES et al., 2010). Essa
relacdo direta entre condutancia estomatica e transpiracdo é esperada, visto que o fluxo de
vapor d’agua para a atmosfera diminui a medida que ocorre o fechamento dos estdmatos
(GONGCALVES et al., 2010; GUAN et al., 2015).

A condutancia estomatica também reduziu em plantas de trigo sob deficiéncia hidrica.
Essa reducdo foi proporcional ao prolongamento do estresse, principalmente, nas cultivares
mais sensiveis a seca (XIANG et al., 2013; GUAN et al., 2015). De maneira semelhante, a
condutancia estomatica diminuiu em plantas de milho sob déficit hidrico de dez dias, nos trés

horérios avaliados, manhd, meio-dia e tarde. J& em sorgo, nas mesmas condi¢des de estresse, a
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reducdo foi observada apenas ao meio-dia, enquanto nos demais horarios as plantas dessa
espécie ndo sofreram limitacdo na abertura estomatica (HASAN et al., 2017).

As plantas sob condic@es hidricas adequadas absorvem grande quantidade de agua, mas
perdem em torno de 97% através da transpiracdo, e qualquer alteracdo no fluxo de agua solo-
planta-atmosfera prejudica a producdo da cultura (TAIZ, ZEIGER, 2013). Assim, o
fechamento estomatico é, comumente, a estratégia mais utilizada pelas plantas para diminuir a
transpiracdo e manter a turgescéncia durante as horas mais quentes do dia (GUAN et al.,
2015). A transpiracdo também pode sofrer influéncia de outros fatores, tais como a reduzida
area foliar em decorréncia do estresse hidrico e a camada limitrofe que envolve as folhas
(GONCALVES et al., 2010).

Em plantas jovens de cana-de-acUcar, a transpiracdo teve maior reducdo na cultivar
sensivel, 98% ap06s quatro dias de estresse hidrico, e menor na cultivar tolerante com reducéo
de 93% apds oito dias de estresse (MEDEIROS et al., 2013). De maneira semelhante, a
transpiracdo reduziu em cultivares de cana-de-agUcar tanto na tolerante quanto na sensivel ao
déficit hidrico, em diferentes fases de cultivo. Contudo, a cultivar sensivel teve drastica
reducdo na fase de crescimento inicial, o que refletiu na reducéo da biomassa no final do ciclo
(MACHADO et al., 2009).

A transpiracdo também reduziu nos diversos horarios avaliados durante um dia em
plantas de trigo sob déficit hidrico de 40% da capacidade de campo, de maneira mais
expressiva nas cultivares sensiveis (GUAN et al., 2015). J& em outras espécies como milho e
sorgo submetidas a deficiéncia hidrica de dez dias, a transpiracdo diminuiu nos diferentes
horarios em que as plantas foram avaliadas, manhd, meio-dia e tarde. Essas reducdes da
transpiragdo indicam que durante o dia as plantas estressadas reduzem significativamente a
perda de agua em relacdo as plantas ndo estressadas (HASAN et al., 2017). A reducdo da
transpiracdo pode atuar como uma estratégia para aumentar a eficiéncia no uso da agua que,
no entanto, depende ainda de outros fatores como, a taxa fotossintética, a area foliar e a
espessura da folha, além do déficit de pressdo de vapor entre a folha e 0 ar, DPVioha-ar
(SILVA et al., 2013; CANAVAR et al., 2014; HASAN et al., 2017). Em cana-de-agUcar, 0
aumento do DPVinaar teve correlagdo negativa com a eficiéncia no uso da agua e a
transpiracdo (ENDRES et al., 2010; SILVA et al., 2013).

A transpiragcdo € o principal mecanismo envolvido na regulacdo da temperatura das
folhas. Quando a transpiracdo é reduzida, a folha perde a capacidade de resfriamento e
aumenta sua temperatura, uma vez que continua recebendo luz (ARAUJO et al., 2010;

SARAIVA et al., 2014). A perda de vapor de agua realizada na transpiracao contribui para
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dissipacdo de calor, controlando as condi¢cBes térmicas da planta, que podem em altas
temperaturas no ambiente ou em deficiéncia hidrica, causar danos irreversiveis a planta
(VIEIRA et al., 2014; SARAIVA et al., 2014). Assim, pode-se inferir que esse parametro é
importante na selecdo de materiais tolerantes a seca (TRENTIN et al., 2011; SILVA et al.,
2013; MEDEIROS et al., 2013).

Em condic¢Bes adequadas de umidade no solo, a temperatura foliar em cana-de-agUcar
foi semelhante a temperatura ambiente, enquanto que, em condicGes de déficit hidrico foi
superior 6,35°C (VIEIRA et al., 2014). Isso sugere que a transpiracdo favorece com o
resfriamento das folhas, pois a medida que ela aumenta, reduz a temperatura da folha devido a
dissipacéo de energia na forma de calor latente, tornando-a menor que a temperatura do ar
(TRENTIN et al., 2011; SARAIVA et al., 2014).

A taxa fotossintética em plantas estressadas € comprometida com o fechamento
estomético devido a reducédo no influxo de CO,. No entanto, esse comprometimento depende
da intensidade e duracéo do estresse hidrico (SALES et al., 2012; ZIVCAK et al., 2013). As
plantas sob condicdes de estresse moderado tendem a manter a fotossintese relativamente
constante, enquanto sob estresse hidrico severo a taxa fotossintética reduz acentuadamente
(DIAS; BRUGGEMANN, 2010; GONCALVES et al., 2010). A reducdo na assimilacio de
CO, pode se dar apenas nas horas mais quentes do dia, no entanto, com a severidade do
estresse ela se torna mais limitada, até mesmo antes de ocorrer diminuicéo do teor de 4gua na
folha (PIMENTEL, 2004; GUAN et al., 2015). Em plantas de milho sob déficit hidrico de dez
dias, a fotossintese reduziu tanto pela manha quanto ao meio-dia, e com elevada reducdo do
TRA. Enquanto em sorgo, nas mesmas condicdes de estresse, a fotossintese ndo reduziu nas
plantas estressadas pela manha, apenas ao meio-dia, mantendo o TRA semelhante ao das
plantas controle (HASAN et al., 2017).

A restricdo da fotossintese afetou no rendimento final de cana-de-agucar, prejudicando o
crescimento do colmo e o conteudo de sdlidos soluveis, devido a baixa assimilagdo de CO..
Isso proporcionou uma menor producdo de fotoassimilados necessarios para o crescimento da
planta e acimulo de massa seca (MACHADO et al., 2009). De maneira semelhante, em
plantas jovens de cana-de-agUcar, a fotossintese foi afetada pelo déficit hidrico com redugéo
de 99,6% na cultivar sensivel ap6s quatro dias de estresse hidrico, quando comparadas as
plantas controle, e de 97% na cultivar tolerante apds oito dias de estresse, cujas reducdes
afetaram a producdo de biomassa nas plantas estressadas (MEDEIROS et al., 2013). Essas
observagdes também foram constatadas em milho, em que a reducdo na fotossintese das

plantas estressadas proporcionou a reducao na producgédo de massa seca (HASAN et al., 2017).
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Em cultivares de capim-elefante sob déficit hidrico, a fotossintese reduziu dependendo
da cultivar e da intensidade do estresse. Além disso, a cultivar que menos reduziu a taxa
fotossintética, mais tolerante, foi a que se recuperou mais rapido apés a reidratacdo (ARAUJO
et al., 2010). De maneira semelhante, em milho apds 25 dias sob déficit hidrico a fotossintese
diminuiu com o prolongamento do estresse e, de forma mais intensa na cultivar sensivel. Ja a
cultivar tolerante, com baixa reducdo da fotossintese, teve maior crescimento das plantas,

maior producdo de grdos e melhor ganho de biomassa (ANJUM et al., 2016).

3.4.5 Pigmentos fotossintetizantes

Os pigmentos envolvidos na fotossintese sdo as clorofilas a e b, e os carotenoides,
responsaveis pela captacdo da energia luminosa para conversao em energia quimica (TAIZ,
ZEIGER, 2013). A clorofila a é o pigmento utilizado para realizar a etapa fotoquimica da
fotossintese, enquanto que os carotenoides auxiliam na absorcdo de luz e na transferéncia da
energia radiante para os centros de reacdo, sendo assim chamados de pigmentos acessorios
(STREIT et al., 2005). Os carotenoides sdo pigmentos amarelos ou alaranjados, situados nas
lamelas dos cloroplastos, em estreita associacdo com as clorofilas, o que permite a
transferéncia de energia para as mesmas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Apo6s a absorgdo dos fotons, as moléculas de clorofila modificam temporariamente suas
configuraces eletrbnicas, passando do estado basal para o estado excitado, o qual possui nivel de
energia superior, sendo ainda muito instavel e de vida curta. Sendo assim, apds absorver 0s
fétons, esses pigmentos podem dissipar o excesso de energia proveniente da luz por meio de
quatro formas competitivas: (i) dissipacdo fotoquimica (utilizada na fotossintese), (ii)
fluorescéncia (re-emissdo na forma de luz), (iii) conversao direta de energia (retorno da clorofila
ao seu estado base sem ocorrer emissdo de fotons) e (iv) dissipacdo ndo-fotoquimica (re-emissao
na forma de calor) (MAXWELL; JOHNSON, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2013).

A energia quimica produzida pelas plantas, na forma de ATP e NADPH, com a
liberacdo de O, aliado a fotossintese é decorrente da eficiéncia de captagdo luminosa das
clorofilas. Assim, as clorofilas estdo relacionadas com a eficiéncia fotossintética das plantas e,
consequentemente com seu crescimento e adaptabilidade as diferentes condi¢cdes ambientais
(SILVA et al., 2011; 2014). A manutengdo na sintese de clorofila em plantas sob déficit
hidrico pode estar associada a uma melhor eficiéncia na absor¢do luminosa, melhorando
assim, a producéo de massa seca (SIDDIQUI et al., 2015; CHEN et al., 2016).

Em cana-de-acucar hd uma grande amplitude de resposta do teor de clorofila a

deficiéncia hidrica. Em estudo com diferentes cultivares, o teor de clorofila reduziu
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drasticamente nas cultivares mais sensiveis, indicando que a degradacdo desses pigmentos
pode ser um critério na selecdo de cultivares para tolerancia a seca (SILVA et al., 2014;
CHEN et al., 2016). De outra maneira, as cultivares tolerantes tiveram respostas semelhantes
ou pouca reducdo em relacdo ao tratamento irrigado, ambos se correlacionando com a
produtividade (SILVA et al., 2012). A diminuicdo do teor de clorofila sob estresse hidrico é
considerado um sintoma tipico de estresse oxidativo resultante da fotooxidacdo e degradagéo
dos pigmentos (FAROOQ et al., 2009), expressivamente em cultivares sensiveis (CHEN et
al., 2016).

Além de cana-de-agUcar, é bastante relatado o efeito negativo do déficit hidrico sobre os
pigmentos fotossintéticos de diversas culturas (SIDDIQUI et al., 2015; CHEN et al., 2016).
Em milheto, os teores de clorofilas a e b tiveram alta reducéo, proporcional a intensidade do
estresse hidrico (AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014). A degradacdo das clorofilas
em plantas sob condicBes de déficit hidrico também ocorreu em diferentes cultivares de trigo
(NIKOLAEVA et al., 2010), feijdo-fava (SIDDIQUI et al., 2015) e milho (CHEN et al.,
2016). Essas reducdes foram mais intensas nas cultivares sensiveis, 0 que assegura ser uma
caracteristica eficiente na selecdo de cultivares na tolerancia a seca.

O teor de carotenoides teve forte reducdo nas cultivares de cana-de-aguUcar sensiveis ao
déficit hidrico, enquanto as cultivares tolerantes mantiveram esses pigmentos (SILVA et al.,
2014). O teor de carotenoides também teve pouca reducdo pelo estresse em cultivares
tolerantes de milho (KHOLOVA et al., 2011), e espécies lenhosas (LIU et al., 2011). Os
carotenoides tém papéis adicionais nos cloroplastos, como a absorcdo de luz e fotoprotecéo as
clorofilas, auxiliando as plantas na tolerancia as adversidades do estresse (JALEEL et al.,
2009). Assim, é esperado que cultivares que mantém maiores quantidades de carotenoides
durante o estresse tém maior protecdo contra a fotooxidacdo, enquanto a degradacdo desses
pigmentos significa maiores danos as membranas celulares (SILVA et al., 2014).

A determinacédo do conteudo de clorofila é, tradicionalmente, realizada pela extragéo de
solutos foliares (avaliacdo destrutiva) e, posterior determinacdo espectrofotométrica
(ARGENTA et al., 2001). Entretanto, pode ser analisado também pelo indice relativo de
clorofila (indice SPAD) que permite diagnosticar a integridade do aparato fotossintético das
plantas submetidas ao déficit hidrico (MAGALHAES et al., 2009). O indice SPAD é
determinado através de um medidor portatil SPAD-502 que permite leituras instantaneas de
clorofila sem destruicdo do material vegetal, fazendo com que tal método seja caracterizado
pela simplicidade e rapidez, além de, apresentar-se tdo eficiente quanto o obtido por
espectrofotometria (ARGENTA et al., 2001).



15

O indice de clorofila SPAD tem sido considerado um bom pardmetro em anélises da
integridade do aparato fotossintético em cana-de-agtcar sob deficiéncia hidrica. Dessa forma,
pode ajudar nas interpretacbes avancadas do processo fotoquimico da cultura, sendo
considerado eficiente na selecdo de cultivares de cana-de-acUcar tolerantes ao déficit hidrico
(SILVA et al., 2007; 2014). O indice SPAD também foi eficiente na selecdo de cultivares de
milho na tolerancia ao déficit hidrico (MAGALHAES et al., 2009).

3.4.6 Fluorescéncia da clorofila

A andlise da fluorescéncia da clorofila vem sendo amplamente utilizada no
entendimento dos mecanismos da fotossintese alterados por estresses bidticos ou abidticos,
pelos quais as plantas possam passar. Essa analise pode indicar até que ponto o PSII esta
usando a energia absorvida pela clorofila e a extensdo na qual esta sendo danificado por
excesso de luz (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Em plantas sob condigbes de estresse
hidrico, por exemplo, a eficiéncia fotossintética é reduzida, o que pode ser causado pela
menor dissipacdo de energia por meio do transporte de elétrons ou pelo inicio dos processos
de fotoinibicdo. No primeiro, ocorre um declinio na eficiéncia maxima fotoquimica do PSII,
indicada pelo menor Fv/Fm, enquanto no segundo, também indicado pelo declinio de Fv/Fm,
¢ devido a reducdo excessiva da cadeia de transporte de elétrons (ARAUJO et al., 2010;
SALES et al., 2013). Ainda, quando ha a interrupcdo da entrada de CO, no mesofilo pelo
fechamento estomatico, ocorre menor carboxilacdo e assim menor consumo dos produtos da
atividade fotoquimica, NADPH e ATP. Esse mecanismo promove uma condi¢do de excesso
de pressdo energética no aparato fotoquimico que pode levar a fotoinibicdo e diminuicdo da
eficiéncia quantica do fotossistema Il, como verificado em cana-de-agUcar sob déficit hidrico
(SILVA et al., 2007; SALES et al., 2013). A fotoinibicdo ocorre quando a energia dos fétons
excede a quantidade de energia usada pela fotossintese, e sob estresse hidrico, geralmente, ha
aumento simultaneo da temperatura e irradiancia aumentando potencialmente a quantidade de
energia excessiva de fotons no PSII (ZHANG et al., 2016).

As principais caracteristicas relacionadas as medicdes da fluorescéncia da clorofila sdo
a fluorescéncia inicial ou minima (Fo) que é a fluorescéncia quando todos os centros de
reacao estdo abertos e refere-se a emissdo de fluorescéncia pelas moléculas de clorofila do
complexo coletor de luz do PSII, a fluorescéncia maxima (Fm) quando todos os centros de
reacdo estdo fechados indicando a completa reducéo da quinona A (QA) a partir da incidéncia
de um pulso de luz no centro de reacdo, fluorescéncia varidvel (Fv) determinada pelo estado

do centro de reacdo (aberto ou fechado), e é definida como sendo a diferenca entre Fm e Fo
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(Fv=Fm-Fo), representando o fluxo de elétrons do centro de reagdo do PSII (P680) até a
plastoquinona (PQH2); e eficiéncia fotoquimica maxima do PSIlI (Fv/Fm) que indica a
integridade do aparato fotoquimico do PSII (MAXWELL; JOHNSON, 2000).

Além de Fv/Fm, outras caracteristicas como Fv/Fo, quenchings fotoquimico (gP) e nao-
fotoquimico (gN), eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII (®PSII), taxa de transporte de
elétrons (ETR) e excesso relativo de energia na parte fotoquimica (EXC) tém sido Uteis para
melhor compreensdo do aparelho fotoquimico das plantas (LIU et al., 2012; SALES et al.,
2013). Esse conjunto de caracteres € bastante utilizado para avaliar o desempenho
fotossintético das plantas sob condi¢fes estressantes, podendo ser util para discriminar
cultivares de cana-de-acUcar ao déficit hidrico (SILVA et al., 2007; 2011; SALES et al.,
2013).

Em duas cultivares de Eragrostis curvula sob déficit hidrico, observou-se que Fv/Fm e
®PSII de ambas as cultivares diminuiram durante o estresse. Apés 15 dias de seca, a cultivar
mais tolerante apresentou Fv/Fm maior do que a cultivar sensivel. No entanto, observou-se
uma recuperacdo completa tanto de Fv/Fm quanto de ®PSII nas duas cultivares quando
reidratadas (COLOM; VAZZANA, 2003). A selecdo de diferentes cultivares quanto a
capacidade de tolerancia e de recuperacdo a deficiéncia hidrica é eficientemente obtida por
meio de parametros da fluorescéncia da clorofila (OUKARROUM et al., 2007).

Em cultivares de cana-de-acucar sob deficiéncia hidrica Fv/Fm reduziu 30% na cultivar
mais sensivel, chegando a se recuperar 7,5% apenas. J& na cultivar mais tolerante, a reducéo
foi de 7,5% com o estresse, se recuperando completamente quando reidratada (SILVA et al.,
2013). Isso sugere maior capacidade da cultivar tolerante em suportar as condicOes
fotoinibitorias ocasionadas pela deficiéncia hidrica, pois apesar do dano ocasionado no
aparato fotossintético durante o déficit hidrico, houve recupera¢do quando essas cultivares
foram reidratadas.

A diminuicdo de Fv/Fm € um excelente indicador de fotoinibicdo quando as plantas
estdo submetidas a qualquer tipo de estresse, podendo representar uma regulagéo
fotoprotetora reversivel ou uma inativacao irreversivel do PSII, com valores que variam numa
faixa de 0,75 a 0,85 em plantas sob condigdes ambientais adequadas (BAKER;
ROSENQVIST, 2004; ARAUJO et al., 2010). Em cultivares de cana-de-acucar, a
fotoprotecdo do aparelho fotossintético em resposta ao estresse foi associada a um eficiente
mecanismo de dissipacdo de calor no PSII, indicada pela manutencdo de Fv/Fm e ®PSII
(SALES et al., 2013).
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Por sua vez, Fv/Fo, estima o rendimento primario maximo do PSIl (PUTEH et al.,
2013), podendo fornecer uma estimativa eficaz da capacidade fotossintética foliar. Essa razéo
tem sido bastante utilizada em diferentes culturas como sorgo (PEIXOTO et al., 2002), café
(KONRAD et al., 2005) e cevada (KALAJI et al., 2011). A diminuicdo de Fv/Fo é um
indicador de danos estruturais nos tilacoides afetando a eficiéncia fotoquimica, a assimilacdo
de CO, e o transporte de elétrons (PEIXOTO et al., 2002; KALAJI et al., 2011).

Em estudo com cultivares de arroz sob estresse hidrico, Fv/Fo diminuiu em todas as
cultivares com o prolongamento do estresse, com reducdes variando entre 36 e 65% (PUTEH
et al,. 2013). Reducbes de Fv/Fo também foram observadas em cultivares de sorgo sob
estresse com Aluminio (PEIXOTO et al., 2002). De maneira semelhante, Kalaji et al. (2011)
observaram em cevada sob estresse salino, que Fv/Fo reduziu drasticamente na cultivar mais
sensivel, enquanto que ficou préximo ao controle na cultivar mais tolerante. Esses autores
também observaram que a inibicdo das reacdes fotossintéticas devido ao estresse nas
cultivares de cevada se assemelhou as mudangas que ocorrem sob fotoinibigdo, em que na
cultivar mais sensivel houve menor transporte de elétrons, além de muitos centros de reacdo
inativos. Foi sugerido que a inativacdo dos centros de reacdo estava associada ao aumento de
dissipacéo da luz absorvida como calor. Geralmente, a dissipa¢do luminosa na forma de calor,
representada pelo gN, aumenta em plantas sob condi¢des de déficit hidrico (ZIVCAK et al.,
2013).

As plantas sob estresse hidrico reduzem o quenching fotoquimico da fluorescéncia da
clorofila, eficiéncia fotoquimica do fotossistema |1, taxa de transporte de elétrons e aumentam
a dissipagéo de calor em comparagdo com plantas nao estressadas (GUAN et al., 2015; ABID
et al., 2016). A capacidade de assimilacdo, transferéncia e uso de energia luminosa foi
diminuida sob estresse de seca em milho (LIU et al., 2012). Essa condi¢cdo também pode
ocorrer em cana-de-agucar, e ainda variar entre cultivares.

Em cultivares de milho os pontos de compensacao e de saturagdo a luminosidade foram
menores em plantas sob déficit hidrico do que os de plantas controle. Essa situacdo foi mais
evidente na cultivar sensivel que na mais tolerante a seca (LIU et al., 2012). Esses autores
ainda constataram que o aumento do déficit hidrico e da irradiacdo, proporcionou um declinio
constante de ®PSII, gP, e um claro aumento do gN.

O aumento do fluxo de fotons promove declinio de gP e aumento de gN. O decréscimo
do gP reflete o estado reduzido do primeiro aceptor de elétrons estavel do PSII, a QA,
fornecendo uma estimativa da capacidade do PSII em utilizar a energia luminosa para redugéo
do NADP+, indispensavel a assimilacdo fotossintética do carbono (MAXWELL; JOHNSON,
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2000). Quando ocorrem danos nas estruturas dos fotossistemas que estdo diretamente ligados
ao processo fotoquimico, é perceptivel a reducdo do gP decorrente de danos no centro de
reacdo do PSII (CAMPOSTRINI, 2001). Dessa forma, qP quantifica a capacidade
fotoquimica do PSII, e corresponde a fracdo de centros de reacdo do PSII abertos (LIU et al.,
2012). Enquanto isso, o gN indica a dissipacao de calor, em razdo do aumento no gradiente de
prétons entre o lumen e o estroma dos cloroplastos (MAXWELL; JOHNSON, 2000). O
aumento do gN resulta na diminuicdo da excitacdo nos centros de reacdo do PSII impedindo
que os aceptores de elétrons tornem-se reduzidos, visto que a manutencdo dos aceptores
quinona parcialmente oxidados pode ser considerada essencial para a toleréncia das plantas ao
déficit hidrico (BAKER; ROSENQVIST, 2004).

O aumento da intensidade de luz de baixa a moderada em plantas de trigo diminuiu
gradativamente ®PSII, e aumentou o gN, sobretudo com o aumento da luz e na condi¢do mais
severa de estresse (ZIVCAK et al., 2013). Em cana-de-acucar a intensidade do estresse
hidrico também promoveu o aumento do gN, que se correlacionou negativamente com 0s
pigmentos fotossintetizantes e com as trocas gasosas (CHA-UM; KIRDMANEE, 2009). Em
feijdo-fava, o déficit hidrico também aumentou o gN nas plantas estressadas, além de reduzir
a taxa de transporte de elétrons (ABID et al., 2016).

A ETR estd diretamente relacionada a variagdo de intensidade da luz, que tende a
aumentar quanto maior a luminosidade, até que ocorra a saturacdo dos carreadores de
elétrons. Em alguns casos, a curva de ETR pode estar correlacionada a taxa fotossintética,
apresentando o mesmo padrdo da curva de assimilacdo de CO, (ZIVCAK et al., 2013). A
eficiéncia na utilizagdo da luminosidade em cultivares de milho foi maior sob baixa
irradiancia, diminuindo a partir do aumento da intensidade luminosa, tanto em plantas
irrigadas quanto sob déficit hidrico. No entanto, nas plantas estressadas a eficiéncia foi
sempre menor, principalmente na cultivar mais sensivel, o que pode se correlacionar a uma
menor taxa de transporte de elétrons (LIU et al., 2012).

A fracdo de luz absorvida que ndo vai para o transporte de elétrons e ndo é dissipada na
forma de calor, é definida como o excesso relativo de energia, EXC (DEMMIG ADAMS;
ADAMS 1996). Em cultivares de cana-de-agUcar foi observado que o EXC aumentou sob
déficit hidrico em 1,5 vezes na cultivar tolerante, e 2,4 vezes na cultivar sensivel em relacdo
as plantas controles (SALES et al., 2015). Esse excesso de energia pode estar relacionado ao
fechamento dos centros de reacdo do PSII e regulacdo na taxa de transporte de elétrons
(SILVA et al., 2015). De fato, a reducdo do transporte de elétrons aumentou 0 excesso de
energia no PSII e a fotoinibicdo (KOYRO et al., 2013).
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3.4.7 Ajustamento osmotico e osmoprotetores

A habilidade de algumas espécies ou cultivares de ajustar osmoticamente suas células
em condi¢cbes de déficit hidrico indica a capacidade destes organismos em aumentar a
tolerancia a periodos de escassez hidrica, atuando, portanto, como uma resposta bioquimica-
fisiologica capaz de suportar maior periodo de estresse (ZHANG et al., 2014; ANJUM et al.,
2017).

As plantas precisam manter seu potencial hidrico interno abaixo daquele verificado no
solo para a absor¢do de &gua, manutencdo da turgescéncia e crescimento. Para isso, requerem
uma reducdo no seu potencial osmotico-hidrico quer seja através da absorcéo de ions do solo
ou pela sintese e acimulo de solutos organicos compativeis, 0os osmoprotetores (ASHRAF;
FOOLAD, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2013; DAWOOD, 2016).

Osmoprotetores sdo compostos ou osmolitos de baixo peso molecular e altamente
soltveis. Estes compostos sdo confinados principalmente no citosol, cloroplastos e outros
compartimentos citoplasmaticos protegendo o0s componentes celulares de lesbes de
desidratacdo durante o estresse osmotico, por isso, sdo comumente referidos como
osmoprotetores ou osmorreguladores (DAWOOD, 2016). Dentre esses, tem sido bastante
investigado os osmoprotetores prolina e glicina betaina, em plantas submetidas a condi¢des de
deficiéncia hidrica (AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014; SIDDIQUI et al., 2015;
ANJUM et al., 2017). Esses solutos atuam aumentando o ajustamento osmotico para manter a
hidratacdo celular, uma vez que o crescimento celular é concebido principalmente pelo turgor
(ASHRAF; FOOLAD 2007; FAROOQ et al., 2009). Além do ajuste osmdtico, estes
osmolitos também podem ser importantes para proteger as células contra o aumento da
acumulacdo de EROs, sob condi¢es de estresse (MILLER et al., 2010; ANJUM et al., 2016).

3.4.7.1 Prolina

Nas plantas, a prolina é produzida a partir do glutamato via P5C (Al-pirrolina-5-
carboxilato) em reacBes catalisadas por duas enzimas, P5CS (A!-pirrolina-5-carboxilato
sintetase) ¢ P5CR (Al-pirrolina-5-carboxilato redutase), maior em plantas sob estresse
(YOSHIBA et al., 1997). Durante a sintese, torna-se possivel manter a razéo
NADP+/NADPH mais estavel, sendo uma forma de auxiliar na restauragdo do aceptor final
da cadeia transportadora de elétrons. Assim, a sintese de prolina pode desencadear protecdo
contra a fotoinibigdo sob condicBes adversas, ja que no estresse, em muitos casos, ha inibicdo

da fotofosforilacdo. Esta € uma forma de regulacdo do potencial redox nas células (HARE;
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CRESS, 1997). J4, a degradacdo de prolina é catalisada pela enzima prolina desidrogenase
(ProDH) convertendo-a em A’-pirrolina-5-carboxilato (P5C) que é, entdo, oxidada a
glutamato pela enzima P5C desidrogenase (P5CDH) (YOSHIBA et al., 1997).

A prolina é um osmoprotetor que, frequentemente, ocorre em plantas superiores
podendo ser acumulado em elevadas concentracdes, em resposta ao déficit hidrico
(QUEIROZ et al., 2008; AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014). Sendo assim, pode
ser apontado como um agente de protecdo contra a deficiéncia de dgua, uma vez que esse
aminoéacido atua como promotor da reducdo do potencial hidrico dos tecidos, retendo a agua e
mantendo a integridade desses (KAVI KISHOR et al., 2005; RHEIN et al., 2011).
Inicialmente com o estresse, o teor de prolina é alterado podendo aumentar a medida que se
prolonga o déficit hidrico (SIDDIQUI et al., 2015; ANJUM et al., 2016). Esse soluto organico
apresenta efeitos protetores nas plantas sob déficit hidrico a partir da sintese e da degradacéo,
ocorrendo uma diminui¢do em plantas reidratadas (YOSHIBA et al., 1997).

Além de cana-de-actcar (RHEIN et al., 2011; ABBAS et al., 2014), tem se observado o
acumulo de prolina em grande nimero de outras espécies vegetais expostas ao déficit hidrico,
como arroz (LUM et al., 2014), milho (ANJUM et al., 2016; 2017), milheto (AJITHKUMAR,;
PANNEERSELVAM, 2014), feijao-fava (ABID et al., 2016), e espécies silvestres (LIU et al.,
2011).

Em cana-de-agUcar, o conteldo de prolina aumentou com o prolongamento do estresse
hidrico, constatando-se como uma molécula indicadora e protetora de plantas estressadas, ja
gue o aumento de prolina ajudou as plantas a manter a turgescéncia celular (RHEIN et al.,
2011). De maneira semelhante, Abbas et al. (2014) também observaram que plantas de cana-
de-agUcar induzidas ao estresse hidrico aumentaram o conteudo de prolina com a intensidade
do estresse, variando entre as cultivares. O mesmo também ocorreu em milho (ANJUM et al.,
2016; 2017), feijao-fava (SIDDIQUI et al., 2015) e girassol (CANAVAR et al., 2014), em que
0 contetdo de prolina aumentou diferentemente entre as cultivares quando submetidas ao
déficit hidrico, sendo superior nas cultivares mais tolerantes. Isso demonstra que pode haver
variabilidade como indicativo de tolerancia entre diferentes cultivares da mesma espécie
(LUM et al., 2014; SIDDIQUI et al., 2015; ANJUM et al., 2017). Portanto, o acumulo de
prolina em cultivares de cana-de-acucar sob déficit hidrico, pode auxiliar na compreensao dos

mecanismos de tolerancia a seca.
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3.4.7.2 Glicina betaina

Glicina betaina (GB) é o composto de amdnio quaternario mais bem conhecido em
plantas superiores, induzido e sintetizado (Figura 2) endogenamente nos cloroplastos em
resposta a varios estresses abioticos, entre eles o hidrico, sendo que em muitas culturas a sua
concentracdo se correlaciona com o nivel de tolerdncia ao estresse (AJITHKUMAR,;
PANNEERSELVAM, 2014; ABBAS et al., 2014; DAWOOD et al., 2016).

A glicina betaina é produzida nas plantas na tentativa de controlar, dentro de certo
limite, os efeitos negativos nas células como a perda de agua. Esse osmoprotetor é conhecido
pela sua funcdo de regulador osmético, aumentando a capacidade das células em reter 4gua
sob condicdes de estresse, sem causar prejuizos as plantas (ANJUM et al., 2011; ZHANG et
al., 2014). Desta forma, é apontado como eficaz em plantas expostas a déficit hidrico, pois
desempenha papel significativo na protecdo das estruturas celulares com o ajustamento
osmotico (ASHRAF; FOOLAD 2007).

Em diferentes cultivares de cana-de-agucar induzidas ao estresse hidrico, a concentragdo
de glicina betaina aumentou de acordo com a intensidade do estresse nas cultivares mais
tolerantes a seca (ABBAS et al., 2014). Em outras culturas, como milheto, foi observado que
a glicina betaina aumentou gradativamente com a intensidade do estresse hidrico. Além disso,
0 acumulo deste osmoprotetor foi superior nas folhas que nas raizes, sugerindo seu
envolvimento na melhoria das trocas gasosas (AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014).
Em diferentes cultivares de trigo houve aumento no contetdo de glicina betaina tanto nas
folhas, quanto nas raizes em todos os estadios fenologicos das plantas. No entanto, o acimulo
foi mais proeminente nas folhas da cultivar mais tolerante a seca (HUSEYNOVA et al.,
2016). O acumulo de glicina betaina também aumentou em cultivares mais tolerantes a seca,
em milho (ANJUM et al., 2017) e arroz (FAROQOQ et al., 2008).

Figura 2. Via biosintética da glicina betaina (ASHRAF; FOOLAD, 2007).
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3.4.7.3 Aplicacéo ex6gena de glicina betaina nas plantas

A glicina betaina vem sendo investigada como um atenuador dos efeitos negativos do
déficit hidrico sobre as culturas agricolas, como em milho (ANJUM et al., 2011; ZHANG et
al., 2014), girassol (IQBAL et al., 2008), trigo (MA et al., 2006) e arroz (FAROOQ et al.,
2008; CHA-UM et al., 2013), a qual tem promovido iniumeros beneficios a essas plantas
(Figura 3). Entretanto, ndo ha relatos na cultura da cana-de-agUcar. Todavia, existem
resultados de que essa cultura responde satisfatoriamente a aplicacdo exdgena de atenuantes
ao déficit hidrico, como constatado com prolina (MEDEIROS et al., 2015) e neonicotinodides
(ENDRES et al., 2016). Sendo assim, a aplicacdo foliar de glicina betaina pode ser um bom
atenuante as adversidades causadas pelo déficit hidrico em cana-de-agUcar.

A aplicacdo foliar de GB em milho sob estresse hidrico moderado e severo, melhorou o
crescimento das plantas e o teor relativo de agua, sobretudo sob estresse severo. Além disso,
contribuiu com o aumento de prolina, glicina betaina endégena, SOD e CAT em ambos 0s
tipos de estresse, de modo que a peroxidacdo lipidica foi reduzida (ZHANG et al., 2014). J&
em plantas de girassol sob estresse hidrico, a aplicacdo foliar de GB aliviou os danos da seca,
enquanto a aplicacdo nas sementes ndo teve nenhum efeito. Nessas plantas, a GB foliar
aumentou o potencial hidrico e de turgor da folha nas plantas estressadas, tanto na fase
vegetativa quanto reprodutiva, em relacdo as plantas controle. Esses efeitos levaram ao
aumento no rendimento de aquénios quando a GB foi aplicada no inicio do déficit hidrico, nos
estadios de crescimento vegetativo ou reprodutivo (IQBAL et al., 2008).

A GB exdgena na folha também aumentou a atividade de enzimas antioxidantes, a
sintese de osmoprotetores, além de manter o contelido de agua nas folhas e a integridade de
membranas em plantas de arroz sob déficit hidrico (FAROOQ et al., 2008). Efeitos
semelhantes, foram encontrados em plantas de trigo sob déficit hidrico. Essas plantas, quando
estressadas, a aplicacdo de GB melhorou a capacidade fotossintética, protegendo a maquinaria
fotoquimica de EROs, e mantendo o contetdo de RuBP, ribulose-bifosfato (MA et al., 2006).
A GB exodgena também ajudou plantas de milho a suportarem melhor a seca, mantendo o
conteddo de clorofilas e de carotenoides, e aumentando a eficiéncia no uso da agua, fazendo
com que a producdo de biomassa fosse mantida (ANJUM et al., 2011).

A eficiéncia relatada com o uso de GB exogena pode ser atribuida a atuacdo da GB que
pode penetrar rapidamente através da superficie foliar e ser transportada para outros 6rgéos da
planta, contribuindo, portanto, na melhoria da tolerancia ao estresse (ANJUM et al., 2011,
OSMAN, 2015).
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Figura 3. Esquema simplificado dos mecanismos e papéis protetores, diretos e indiretos da
glicina betaina exdgena em plantas cultivadas.
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3.5 Estresse oxidativo: estresse secundario

Diversos tipos de estresse abidtico geram um estresse secundario, o estresse oxidativo, o
qual é resultante do aumento da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs
sdo constantemente produzidas nas plantas como subprodutos da respiracdo e fotossintese, no
entanto, em condi¢des normais de desenvolvimento as plantas produzem estas espécies, mas
as mantém em pequenas concentracdes (SHARMA et al., 2012). Enquanto, condicGes de
estresses como hidrico, salino, excesso de calor e luz promovem um incremento na producao
de EROs decorrentes da reacdo de Mehler e excitacdo dos pigmentos antena dos cloroplastos
(MITTLER, 2002; MILLER at al., 2010).

Os principais pontos de producdo das EROs sdo os cloroplastos e as mitocéndrias, pois sdo

organelas com alta atividade de oxidagdo metabolica ou com intenso fluxo de elétrons. Nos
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cloroplastos, a formacéo de EROs esta relacionada com eventos da fotossintese. Na mitocondria,
de 1 a 5% de O, consumido em condi¢des de escuro, pode estar responsavel pela producdo de
EROs. A fotorrespiracdo nos peroxissomos é outra forma de producéo de H,O, (GILL; TUTEJA,
2010; SHARMA et al., 2012).

Nos cloroplastos, a oxidacdo da agua no PSII ocorre no complexo de producdo de
oxigénio, onde a liberacdo de uma molécula de O, requer a oxidacdo de duas moléculas de
agua e a remocdo de quatro elétrons (TAIZ; ZEIGER, 2013). A energia luminosa excita a
molécula de clorofila resultando em alta energia de excitacdo, podendo reagir com o oxigénio
e formar EROs. Os pigmentos excitados doam energia ao O, produzindo o radical superéxido
(O27) (MILLER atal., 2010; SHARMA et al., 2012).

Na respiracdo mitocondrial, a reducdo de quatro elétrons produz em condi¢do normal
uma molécula de &gua pela enzima do complexo IV citocromo oxidase. Entretanto, na reacéo
acidental de um elétron com outros componentes do transporte de elétrons tem-se a formacéo
de EROs (SHARMA et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013). Além disso, a limitacdo da fixacédo
de CO, resultante de algum estresse, como o déficit hidrico, também contribui com o acimulo
de EROs, e é potencialmente prejudicial as células, pois causa a fotoinibicdo, com excessiva
reducdo na cadeia transportadora de elétrons, além de outros efeitos deletérios como a

supressdo de genes e morte celular (LI et al., 2016).

3.5.1 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo formas parcialmente reduzidas do
oxigénio atmosférico (O;), que podem promover a oxidacdo de varios componentes celulares,
levando a destruicdo oxidativa de células em um fenbmeno denominado estresse oxidativo
(CARVALHO, 2008; GILL; TUTEJA, 2010). A excitacdo das clorofilas atingem o estado
triplet (3ChI") e quando essa energia ndo é dissipada, ha formacao de oxigénio singleto (*O,")
pela reacdo da 3Chl” com o oxigénio molecular. O '0," pode causar efeitos deletérios nas
células, e biologicamente, tem sido apontada como uma das EROs mais toxica para as células.
Como consequéncia, o PSII torna-se muito excitado e € inativado (fotoinibicdo dindmica)
havendo formacdo de radicais hidroxil (OH’), superoxidos (O,") e peroxido de hidrogénio
(H20,), 0 que promove a peroxidacédo de lipideos (SCANDALIOS, 2005).

O radical superoxido (O,") é a primeira espécie reativa produzida através da reducdo de O,
durante o transporte de elétrons na via fotossintética nos cloroplastos, em que o PSI e PSII sdo os

principais locais para sua producdo, enquanto nas mitocondrias, o complexo I, ubiquinona e
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complexo 1ll da cadeia transportadora de elétrons (CTE) sdo os principais locais da producao
(GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012).

O radical hidroxila (OH") é dependente de H,O, e O, e, portanto, sua formacédo esta
sujeita a inibicdo tanto por superoxido dismutase (SOD) quanto por catalase (CAT)
(SHARMA et al., 2012). Essa ERO é a mais reativa entre todas, com grande potencial
oxidativo atacando macromoléculas e levando a danos celulares, como a peroxidacdo lipidica
(BOWLER et al., 1992; SCANDALIQS, 2005).

As EROs sdo bem reconhecidas por desempenhar um duplo papel como espécies
deletérias e benéficas, dependendo da sua concentracdo nas plantas. Em concentracdes
elevadas, as EROs causam danos as biomoléculas, enquanto que em concentracdes de baixa a
moderada podem atuar como mensageiros secundarios em cascatas de sinalizacao intracelular
gue medeiam varias respostas em células vegetais (MILLER et al., 2010; SHARMA et al.,
2012). Por exemplo, a atuacdo de perdxido de hidrogénio exdgeno em cana-de-acucar foi
atribuida ao papel de mensageiro secundario nas células (SILVA et al., 2015). No entanto, em
alta concentracdo pode atuar negativamente (CIA et al., 2012; BOARETTO).

3.5.1.1 Peroxido de hidrogénio (H,0)

O H,0, é gerado nas mitocondrias, cloroplastos e citosol a partir da dismutacdo do O;",
podendo ocorrer espontaneamente ou ser catalisado pela enzima SOD que leva a formacgéo de
O, e H,0,. Além disso, a B-oxidagdo de &cidos graxos nos glioxissomos também gera H,O..
Na membrana plasmatica, o H,O, é formado pela acdo da NADPHoxidase e, na matriz
extracelular, varias enzimas também s&o fonte de H,O, (MILLER et al., 2010; SHARMA et
al., 2012).

O H,0, é um composto estavel com meia vida relativamente longa, e que pode causar
inativacdo de enzimas (GILL; TUTEJA, 2010). Entretanto, é pouco reativo quando
comparado a outras EROs (GRATAO et al., 2005). Nas plantas C4, o H,O, é gerado nos
cloroplastos, prejudicial as organelas e membranas celulares (SILVA et al., 2015). O efeito
prejudicial pode ser devido ao seu tempo de vida, bem como por sua alta permeabilidade
pelas membranas (SILVA et al., 2015). No entanto, esse efeito depende da concentracao,
além da atuacdo de enzimas antioxidantes como ascorbato peroxidase e catalase (CIA et al.,
2012; BOARETTO et al., 2014; SALES et al., 2015). Como o H,0, é um oxidante forte, ele
pode iniciar um dano oxidativo localizado nas células da folha, levando a interrupcdo da
funcdo metabolica e perda de integridade celular, resultando em senescéncia. O papel do H,0,

como causador de danos em plantas sob estresse é conhecido h4 muito tempo, no entanto,
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agora também € aceito como um componente integral ou mensageiro secundario das cascatas
de sinalizagéo celular (MITTLER, 2002; SILVA et al., 2015).

O estudo deste composto tem permitido 0 acesso a uma gama de informacdes para se
entender o estresse oxidativo (CIA et al., 2012; SILVA et al., 2015). Sabe-se que, 0 H,0,
apresenta dois papéis principais, em baixas concentra¢6es tem funcéo de sinalizador, podendo
levar a aclimatacdo e tolerancia a determinada condicéo de estresse, e em altas concentracdes
pode levar a morte celular programada (GILL; TUTEJA, 2010). Quando um alto contetdo de
H.O, é produzido sob condicBes de estresse por seca, € necessaria uma resposta rapida do
sistema antioxidante para que o H,O, funcione como um mensageiro secundario efetivo
(CARVALHO, 2008; SILVA et al., 2015). Por exemplo, 0 aumento na atividade de SOD
foliar e radicular, fez com que a cultivar mais tolerante de cana-de-acUcar suportasse a alta
concentracdo exdgena de H,O, (SILVA et al., 2015).

O aumento na concentracdo de H,0,, geralmente, tem sido associado a intensidade do
déficit hidrico, como em cana-de-acucar (CIA et al., 2012; BOARETTO et al., 2014), feijdo-
fava (SIDDIQUI et al., 2015), milho (CHEN et al., 2016; ANJUM et al., 2017) e trigo
(CHAKRABORTY; PRADHAN, 2012). Nesses estudos, o agravamento do estresse hidrico
promoveu o aumento de H,O,, e de forma mais intensa nas cultivares mais sensiveis a seca,
indicando-o0 como danoso ao metabolismo celular.

Em diferentes cultivares de trigo e milho, o contetdo de H,0, aumentou em todas as
cultivares sob condicdes de déficit hidrico. No entanto, esse aumento foi maior nas cultivares
mais sensiveis, e principalmente com o agravamento do estresse (CHAKRABORTY;
PRADHAN, 2012; ANJUM et al., 2017). De maneira semelhante, em cana-de-agucar a
cultivar mais sensivel a seca teve maior acumulo de H,0, sob déficit hidrico (CIA et al.,
2012). No entanto, esses autores constataram que na inducdo inicial do déficit hidrico houve

acumulo de peroxido de hidrogénio em todas as cultivares, independente da tolerancia.

3.5.2 Peroxidacéo lipidica por acamulo de malondialdeido (MDA)

A oxidacdo lipidica origina diversos produtos secundarios que agravam o dano
oxidativo, entre eles o malondialdeido (MDA), que é o principal e mais estudado produto da
peroxidacdo lipidica. Portanto, o MDA tem funcionado como um eficiente marcador
molecular para designar a peroxidagéo lipidica em células de plantas submetidas a diferentes
estresses abioticos, a citar o estresse hidrico (CARAVALHO, 2008; GILL; TUTEJA, 2010;
SHARMA et al., 2012).
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Os produtos da peroxidacdo lipidica sdo altamente reativos, podendo se ligar a
biomoléculas como DNA e proteinas danificando-os irreversivelmente, causando prejuizos
nas funcionalidades das células, tanto dentro quanto fora delas (SHARMA et al., 2012). Os
principais danos da peroxidacdo lipidica sdo a diminuicdo da fluidez das membranas, a
facilidade na troca de fosfolipideos entre as duas bicamadas, 0 aumento do extravasamento
das membranas para substancias que normalmente ndo o atravessam e, danos a proteinas de
membranas inativando receptores, enzimas e canais ionicos (GILL; TUTEJA, 2010).

Nesse sentido, a peroxidacao lipidica tem sido amplamente utilizada como um indicador
de danos as membranas celulares em plantas sob déficit hidrico. Esses danos séo
caracterizados pela acdo de EROs em &cidos graxos poli-insaturados das membranas, o que
pode afetar seriamente a integridade e a funcionalidade das células, além de provocar outros
danos irreversiveis (GRATAO et al., 2005). No entanto, quando hé baixa producio de MDA
em plantas estressadas ndo implica que o aumento da formacdo de EROs ndo esteja
ocorrendo, mas que provavelmente é resultado do aumento concomitante das defesas
antioxidantes celulares, promovido pela atividade enzimatica (CARVALHO, 2008;
CHAKRABORTY; PRADHAN, 2012; ANJUM et al., 2017). Esse mecanismo € relatado em
plantas mais tolerantes ao déficit hidrico (BOARETTO et al., 2014; SALES et al., 2015). De
outra maneira, plantas com alta producdo de MDA sdo mais sensiveis e, portanto, sofrem
maiores danos pelos efeitos da seca (ANJUM et al., 2017).

Em diferentes cultivares de cana-de-aclcar, o prolongamento do déficit hidrico
promoveu o aumento de MDA, mais notoriamente nas cultivares sensiveis que nas tolerantes
ao déficit hidrico (CIA et al., 2012; ABBAS et al., 2014; SALES et al., 2015). O mesmo
ocorreu em diferentes cultivares de feijdo-fava (SIDDIQUI et al., 2015), trigo (NIKOLAEVA
et al., 2010), milho (CHEN et al., 2016; ANJUM et al., 2016, 2017), além de espécies
silvestres (LIU et al., 2011). Essas situacdes configuraram uma maior peroxidacéo lipidica nas
cultivares mais sensiveis, apontando ser um importante indicador na selecdo de cultivares na

tolerancia a seca, em conjunto com a acéo de enzimas antioxidantes.

3.5.3 Sistema antioxidante
As plantas sob condigdes normais produzem EROs em um nivel baixo que possibilita o
equilibrio adequado entre a producéo e extingdo. Entretanto, eventualmente sdo expostas a
diferentes estresses, como hidrico, luminoso, térmico e salino. Esses estresses, podem
promover certas alteragdes fisiologicas levando ao aumento na geracdo de EROs e danos

celulares se ndo houver mecanismos de protecdo capazes de dissipar a energia excessiva e
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reduzir os compostos da cadeia transportadora de elétrons (SALES et al., 2013). Um
mecanismo que tem se mostrado bastante eficiente na limpeza de EROs é a atividade das
enzimas antioxidantes (SHARMA et al., 2012; BOARETTO et al., 2014; SALES et al., 2015;
ANJUM et al., 2016; 2017).

As plantas possuem um complexo sistema antioxidativo constituido por enzimas
capazes de prevenir o acumulo de EROs e o estresse oxidativo (CARVALHO, 2008;
BOARETTO et al., 2014; SIDDIQUI et al., 2015; ANJUM et al., 2017). As enzimas do
sistema antioxidante sdo bastante sensiveis as condicOes de estresse abiotico servindo como
sinalizadores e aliviadores desse, destacando-se: a ascorbato peroxidase, catalase e superdxido
dismutase (CIA et al., 2012; ANJUM et al., 2016; 2017). Essas enzimas operam em diferentes
compartimentos celulares e respondem em conjunto quando as células estdo expostas ao
estresse oxidativo, desempenhando um papel importante na limpeza de EROs em plantas sob
déficit hidrico (SHARMA et al., 2012).

Nesse contexto, a atividade de enzimas antioxidantes esta altamente ligada ao nivel de
dano oxidativo induzido por EROs nas células, e essa relacdo entre antioxidantes e producéo
de EROs é que determina a tolerancia ou susceptibilidade de uma cultivar ao estresse hidrico
(MITTLER, 2002). Assim sendo, 0 aumento da atividade enziméatica em plantas sob déficit

hidrico tem sinalizado maior tolerancia a seca.

3.5.3.1 Enzima superoxido dismutase (SOD)

A SOD ¢ a primeira linha de defesa contra EROs nas células vegetais, onde realizam a
dismutacdo de O, para O, e H,0,. Assim sendo, controla a concentracdo de O," e, portanto,
desempenha papel fundamental no mecanismo de defesa ao prevenir a formacédo do radical
OH" (BOWLER et al, 1992). Os ions superéxido sdo sintetizados em qualquer
compartimento celular onde héa transporte de elétrons, portanto, a SOD esta presente em todos
0s compartimentos celulares sensiveis ao estresse oxidativo (MITLLER, 2002; SHARMA et
al., 2012). Como o O," pode ser produzido em qualquer local onde esteja presente uma cadeia
de transporte de elétrons, e como as membranas fosfolipidicas sdo impermeaveis ao O,", é
muito importante que a SOD esteja no local onde ele é formado (ALSCHER et al., 2002).

A SOD pertence ao grupo de metaloenzimas e esta presente nas plantas de trés formas:
isoenzimas de SOD de cobre/zinco SOD (Cu/Zn-SOD), manganés SOD (Mn-SOD) e ferro
SOD (Fe-SOD) (SHARMA et al., 2012). O niamero de isoenzimas de cada tipo de SOD varia
muito de uma planta para outra, assim como a abundancia relativa de cada enzima (BOWLER

etal., 1992). Todas as formas de SOD sao codificadas por genes nucleares e direcionadas para
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seus respectivos compartimentos subcelulares. A MnSOD esta localizada nas mitocéndrias,
enquanto a Fe-SOD esté localizada nos cloroplastos. J&, a Cu/Zn-SOD esté presente em trés
isoformas, que sdo encontradas no citosol, cloroplasto, peroxissoma e mitocondria (BOWLER
etal., 1992; SCANDALIOS, 2005).

O aumento da atividade de SOD tem sido relatado em diversas espécies de plantas
expostas ao déficit hidrico (CIA et al., 2012; SIDDIQUI et al., 2015; ANJUM et al., 2016;
2017). Nessas condicdes, cultivares mais tolerantes apresentam um sistema de defesa mais
desenvolvido que as sensiveis, através do qual a SOD desempenha um papel fundamental na
desintoxicacdao de EROs (SHARMA et al., 2012; SALES et al., 2015).

Em diferentes cultivares de cana-de-aclcar, a atividade de SOD aumentou com o
agravamento do estresse hidrico, principalmente na cultivar mais tolerante (BOARETTO et
al., 2014; SALES et al., 2015). Da mesma maneira, a atividade de SOD aumentou mais na
cultivar tolerante a seca, em milho (ANJUM et al., 2016), arroz (LUM et al., 2014), feijdo-
fava (SIDDIQUI et al., 2015; ABID et al., 2016), e trigo (CHAKRABORTY; PRADHAN,
2012). Nessas plantas, a atividade de SOD foi caracterizada como um antioxidante eficiente
na protecdo dos danos oxidativos, causados tanto pela duracdo quanto pela intensidade do
déficit hidrico (CHAKRABORTY; PRADHAN, 2012; SIDDIQUI et al., 2015).

3.5.3.2 Enzima ascorbato peroxidase (APX)

A APX é uma enzima localizada em todos os compartimentos celulares de producdo de
EROs, podendo funcionar como um regulador de H202 em nivel celular, convertendo-o em
agua (CARVALHO, 2008; SHARMA et al., 2012). Nos cloroplastos e mitocondrias a APX
atua no ciclo ascorbato-glutationa, no qual o H,O, formado pela acdo da SOD € reduzido pelo
agente dessa peroxidase, o ascorbato (MITTLER, 2002). Nos cloroplastos, a fotorreducdo do
oxigénio a agua pode gerar O, e H,0,, que sdo eliminados pela acdo da SOD e da APX,
respectivamente (ASADA, 2006). Ainda, a APX é considerada a enzima mais importante na
eliminacdo do H,O, dos cloroplastos, por ndo existir catalase para exercer essa fungdo no
devido compartimento celular (MITTLER, 2002).

Além disso, a APX parece ser uma enzima mais efetiva que a catalase em relacdo ao
estresse oxidativo. Contudo, essas enzimas conjuntas desempenham suas importantes funcées
a depender da gravidade do déficit hidrico, e consequentemente, de producéo de EROs. Nessa
ocasido, sob condigdo de estresse leve a moderado a remogdo de H,O, é preferencialmente
feita pelo agente redutor da APX, o ascorbato, enquanto que sob estresse severo a atividade da
catalase é acionada (CARVALHO, 2008).
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A atividade de APX foi maior em plantas mais tolerantes ao estresse hidrico, em
diferentes culturas, como cana-de-acucar (CIA et al., 2012; BOARETTO et al., 2014; Sales et
al.,, 2015), milho (ANJUM et al.,, 2016; 2017) e trigo (NIKOLAEVA et al., 2010;
CHAKRABORTY; PRADHAN, 2012). A atividade de APX em plantas estressadas aumenta
gradativamente com o prolongamento do estresse hidrico, no intuito de aliviar o estresse
oxidativo (SALES et al., 2013; AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014). Em cultivares
de trigo, apds trés dias sob déficit hidrico, a atividade de APX aumentou nas plantas
estressadas, ajudando a diminuir a peroxidacdo de lipideos (NIKOLAEVA et al., 2010). Em
milho, a atividade de APX aumentou proporcionalmente a intensidade do estresse hidrico na
cultivar mais tolerante, enquanto na cultivar sensivel, a atividade de APX diminuiu (ANJUM
et al., 2017). A atividade de APX também foi maior na cultivar tolerante e menor na cultivar
sensivel de cana-de-agucar ao estresse hidrico (SALES et al., 2015) e salino (MEDEIROS et
al., 2014). Dessa maneira, cultivares que aumentam a atividade de APX tém maior tolerancia
ao estresse hidrico.

3.5.3.3 Enzima catalase (CAT)

A CAT é encontrada nos glioxissomas e, principalmente, nos peroxissomas. Esta
enzima € responsavel pela remogdo do excesso de EROs durante o estresse, e atua na
conversdo do H,O, em 4gua e oxigénio molecular, liberado durante a B-oxidacdo de acidos
graxos ou durante a fotorrespiracdo (MITTLER, 2002; GILL; TUTEJA, 2010). Diferente da
APX, a CAT atua sem agente redutor, fornecendo as plantas uma forma energeticamente
eficiente para remocéo do H,0,, exceto nos cloroplastos (SHARMA et al., 2012). A atividade
da CAT é efetiva, principalmente, em concentracdes relativamente altas de H,O,, por isso sdo
consideradas indispensaveis para a desintoxicacdo de EROSs, especialmente em condicdes de
estresse severo, quando os niveis de H,O, aumentam (CARVALHO, 2008; GILL; TUTEJA,
2010; ANJUM et al., 2016).

A atividade da CAT aumenta proporcionalmente com a intensidade da escassez de agua,
sobretudo nas folhas, auxiliando na remocgdo excessiva de perdxido de hidrogénio
(AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014). O aumento da CAT foi observado em
cultivares mais tolerantes ao déficit hidrico, de cana-de-agucar (CIA et al., 2012;
BOARETTO et al., 2014), arroz (LUM et al., 2014), milho (ANJUM et al., 2017) e feijdo-
fava (SIDDIQUI et al., 2015; ABID et al., 2016). Nessas espécies, a atividade de CAT foi
responsavel pelo alivio de EROs geradas pelo estresse hidrico. Entretanto, como a CAT é

produzida nos peroxissomas, em plantas C4, como a cana-de-acUcar, a fotorrespiracdo é
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minima, e consequentemente a atividade dessa enzima é menor do que nas plantas C3
(CARMO-SILVA et al., 2008). Todavia, a atividade de CAT é essencial na desintoxicacéo
celular em conjunto com outras enzimas, como APX e SOD (SHARMA et al., 2012;
BOARETTO et al., 2014).
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CAPITULO I

O AUMENTO DA ESPESSURA E A MANUTENCAO DA LARGURA DAS FOLHAS
E MANUTENCAO DAS TROCAS GASOSAS SAO INDICADORES DE
TOLERANCIA A SECA EM CANA-DE-ACUCAR NO SEGUNDO CICLO

RESUMO

A ocorréncia cada vez mais frequente de secas prolongadas tem se tornado um fator bastante
negativo na producdo de cana-de-aglcar. Nessas condicdes, as plantas tendem a adotar
diferentes estratégias para minimizar os danos ocasionados pela seca, como aumentar a
espessura das folhas sem reduzir a quantidade e a largura, além de manter as trocas gasosas e
a integridade do aparato fotossintético. Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo avaliar
respostas biométricas e fisioldgicas de cultivares de cana-de-agtcar em condi¢des de estresse
hidrico no segundo ciclo. Para tanto, foram utilizadas seis cultivares: RB72910, RB99382,
RB72454, RB92579, RB855536 e RB931011, e trés tratamentos hidricos, com base no
conteddo de agua disponivel no solo (CAD) e definidos como: controle, 80 a 100% (AD);
estresse hidrico moderado, 40 a 60% (AD) e estresse hidrico severo, 0 a 20% (AD). A cultivar
RB92579 foi mais tolerante com menos alteragdes em suas caracteristicas fisiologicas e
biométricas, além de baixa reducdo da biomassa sob déficit hidrico. Por outro lado, a
RB72454 foi a mais afetada, com maior reducdo da fotossintese, condutancia estomatica,
transpiracdo, eficiéncia de carboxilacdo, massa seca de folhas, de colmos e da parte aérea. A
condutancia estomatica, transpiracao, fotossintese, eficiéncia de carboxilagdo, largura da folha
e area foliar especifica sdo bastante sensiveis a alteracdo da umidade no solo, podendo ser
utilizadas para discriminar cultivares de cana-de-acucar mais tolerantes a deficiéncia hidrica.

Palavras-chave: Déficit hidrico. Fotossintese. Condutancia estomatica. Massa seca.

1 INTRODUCAO

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é uma cultura de grande importancia econdémica
mundial, devido a sua utilizacdo como fonte de materia-prima para a indudstria alimenticia e
producdo de biocombustivel renovavel, sendo o Brasil o maior produtor mundial com
producdo estimada para a safra 2016/17 de 690,98 milhGes de toneladas e, crescimento da
area plantada de 4,8% (CONAB, 2016).

A deficiéncia hidrica é apontada como um dos fatores ambientais responsaveis pelas
maiores reducdes na producdo da cana-de-agtcar, mesmo em regides com bastante chuva,

mas que ndo sdo distribuidas uniformemente ao longo do ano (VIEIRA et al., 2014). Com
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1sso, um dos grandes desafios da agricultura tem sido aumentar a produtividade da cultura em
regides passiveis da ocorréncia de restricdo hidrica (CARLIN; SANTOS, 2009) como é o
caso do Cerrado no Centro-Oeste e 0o Agreste no Nordeste brasileiro. Nesse aspecto, a selecdo
de cultivares mais tolerantes ao déficit hidrico tem se tornado fundamental para viabilizar a
cultura nessas regides (SILVA et al., 2007; 2013).

Em condicBes de déficit hidrico, as plantas podem aumentar a espessura das folhas
como mecanismo para conservar maior conteddo de agua foliar (LOPEZ et al., 1997,
TRUJILLO et al., 2013), bem como manter a largura das folhas (HOLANDA et al., 2014).
Além disso, nessas condi¢cdes as plantas tendem a fechar os estdbmatos na tentativa de
restringir a perda de agua pela transpiracdo (MACHADO et al., 2009; MEDEIROS et al.,
2013), o que diminui o processo fotossintético pela restricdo da entrada de CO,, visto a
relacdo existente entre a condutancia estomatica, a transpiracdo e a fotossintese (ENDRES et
al., 2010; GRACA et al., 2010; SALES et al., 2012). Desse modo, pode afetar o crescimento e
o desenvolvimento da cana-de-agUcar, e consequentemente seu rendimento final (SILVA et
al., 2007; MACHADO et al., 2009).

Além da relacdo com a condutdncia estomatica, a taxa de transpiracdo também é
influenciada pelo déficit de pressdo de vapor do ar e pelas caracteristicas de tolerancia de cada
cultivar (ENDRES et al, 2010; GRACA et al., 2010; SILVA et al., 2013). A redugdo da
transpiracdo em cana-de-acucar pode influenciar na eficiéncia do uso da agua além de
2010; MEDEIROS et al., 2013; VIEIRA et al., 2014; SARAIVA et al., 2014).

O déficit hidrico também pode afetar a biossintese de clorofilas, ocorrendo a diminuicdo
da eficiéncia de absorcdo da energia luminosa, que pode levar a sérios danos no aparelho
fotossintético (SILVA et al., 2007). Esses danos podem ser interpretados pela razdo Fv/Fo que
estima o rendimento primario maximo do PSIl, fornecendo uma estimativa eficaz da
capacidade fotossintética foliar (PUTEH et al., 2013). Essa analise tem sido bastante utilizada
em diferentes culturas como sorgo (PEIXOTO et al., 2002), cafée (KONRAD et al., 2005) e
cevada (KALAJIl etal., 2011).

O indice SPAD também se apresenta como um parametro confidvel na selecdo de
cultivares tolerantes a seca, como observado em cana-de-agucar (SILVA et al., 2014a) e
milho (MAGALHAES et al., 2009), e tem sido indicado como uma técnica bastante eficiente
no diagndstico dos pigmentos cloroplastidicos, pois é bem correlacionado com os teores de

clorofilas e de carotenoides, além de ter manuseio facil e rapido (SILVA et al., 2011; 2014a).
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Vaérios estudos vém sendo realizados para selecdo de cultivares de cana-de-agicar mais
tolerantes ao déficit hidrico (GRACA et al., 2010; MEDEIROS et al., 2013; SILVA et al.,
2014a). No entanto, a maioria desses trabalhos foram realizados com cana-planta em vasos,
dentro de casa de vegetacdo (MACHADO et al., 2009; GRACA et al., 2010; MEDEIROS et
al., 2013) que, a depender do tamanho do vaso, pode ser um fator limitante no crescimento
das raizes (GONCALVES et al., 2010). Alem disso, ndo ha registros de trabalhos realizados
com cana-soca, uma vez que o ciclo pode influenciar na tolerancia das cultivares ao estresse,
bem como em vasos de grande volume que proporcionam maior potencial de exploracdo do
sistema radicular.

Nossa hipétese € que as diferencas biométricas e fisioldgicas entre cultivares de cana-
planta relatadas na literatura (Machado et al. 2009; Goncalves et al. 2010; Silva et al. 2011;
2012; Medeiros et al. 2013), também se expressam no segundo ciclo de cultivo. Assim, este
estudo teve como objetivo avaliar respostas biométricas e fisiologicas de cultivares de cana-
de-agUcar no segundo ciclo de cultivo sob condicdes de estresse hidrico.

Este estudo também contribuira para caracterizar a biometria e fisiologia na cana-de-
acucar, através da identificacdo de cultivares mais tolerantes a seca, levando-se em
consideracdo o ciclo de cultivo, vindo a contribuir na caracterizagdo de cultivares melhor
adaptadas ao déficit hidrico que possam ser utilizadas em programas de melhoramento
genético da cultura.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condic¢des experimentais

O experimento foi conduzido sob as coordenadas 9°28° S, 35°49° W, a 127 m de
altitude. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 6 x 3,
sendo seis cultivares de cana-de-acUcar e trés tratamentos hidricos, distribuidos em quatro
blocos, totalizando 72 parcelas experimentais. As cultivares de cana-de-acUcar utilizadas
foram RB72910, RB99382, RB72454, RB92579, RB855536 ¢ RB931011. Os tratamentos
hidricos foram baseados na capacidade de agua disponivel no solo (CAD), e definidos como:
controle, 80 a 100% (AD); estresse hidrico moderado, 40 a 60% (AD) e estresse hidrico
severo, 0 a 20% (AD). A parcela experimental foi composta por um vaso de 0,485 m de
diametro médio e 0,99 m de altura, preenchido com aproximadamente 180 kg de solo
destorroado, peneirado e homogeneizado. Os vasos foram distribuidos em arranjo espacial de

1,0 x 1,0 m entre as linhas e fileiras, a céu aberto.
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O solo utilizado foi um Latossolo Amarelo coeso. As analises fisico-quimicas foram
realizadas seguindo a metodologia da Embrapa (1997), e a curva de retencdo de umidade foi
estimada utilizando-se a metodologia de Richards (1965), cujos resultados encontram-se na
Tabela 1.

Os rebolos utilizados para o plantio (19/02/2014) foram padronizados levando-se em
consideragdo a idade, estado sanitario, e regido do colmo da cana semente. Para garantir
melhor homogeneidade das plantulas, os rebolos foram plantados previamente em bandejas
plasticas mantidas sob telado até que as plantulas atingissem trés folhas definidas, aptas ao
transplantio. Decorridos 30 dias apds o plantio, foram selecionadas trés plantulas, de tamanho

uniforme, para cada vaso.

Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento.

Analise do solo

Quimica
Condutividade elétrica 0,32dSm™
pH 6,3
Ca? 7,61 cmol. kg™
Mg** 4,41 cmol. kg™
Na* 0,26 cmol. kg™
K* 0,18 cmol. kg™
P 49 mg kg™
AP 0,00 cmol. kg™
Matéria organica 35,60 g kg™

Fisica

Porosidade total 56,2%
Densidade global 1,17 gcm™
Areia 637,6 g kg™
Silte 205,9 g kg™
Argila 156,5 g kg™
classificagdo Textural Franco argilo arenoso
Tensdo (MPa) Conteldo de agua (%)
0,033 27,72
15 14,76
Agua disponivel 12,96

Aos 240 dias apos o plantio, a cana-planta foi cortada iniciando-se o segundo ciclo.
Posteriormente, os vasos foram irrigados, regularmente, proximo a capacidade de campo até o
momento de implantacdo dos tratamentos hidricos que tiveram inicio aos 60 dias apds o corte
(DAC). Foi realizado o desbaste do perfilhamento deixando-se seis plantas de tamanho

uniforme em cada vaso.
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Durante o periodo de estresse hidrico a umidade do solo foi monitorada em cada vaso,
por meio de um sistema de sonda de monitoramento de umidade de solo (Moisture Meter
PR2, Delta T Devices, England) que avalia a umidade a cada 10 cm até a profundidade de 40
cm. A reposicdo da agua foi feita por sistema de irrigagdo pressurizada, com um emissor por
parcela, deixando-se cada tratamento hidrico na sua faixa de umidade (Figura 1A). Os dados
climaticos referentes ao periodo experimental foram obtidos por uma estacdo
agrometeorologica automatica, localizada a aproximadamente 200 m do experimento. Os
dados foram registrados a cada dez minutos, onde se obteve a precipitacdo pluvial (Figura

1B), a temperatura do ar média (Figura 1C) e a umidade relativa do ar média (Figura 1D).

Figura 1. Umidade do solo com cultivares de cana-de-agucar submetidas ao estresse hidrico
no segundo ciclo (A), pluviometria (B), temperatura média do ar (C) e umidade relativa média
do ar (D) durante o periodo experimental.
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2.2 Avaliag0es fisiologicas

Aos 22 dias ap6s o inicio do estresse hidrico foram realizadas as seguintes avaliacfes
fisioldgicas: potencial hidrico da folha, trocas gasosas, teor relativo de agua na folha,
eficiéncia fotoquimica primaria do PSII (Fv/Fo) e indice SPAD.

O potencial hidrico da folha (Ww) foi avaliado entre 08:00 ¢ 11:00 horas, determinado
na parte intermediaria da folha +1, usando uma camara de pressao Scholander (SoilMoisture
Equipment, Santa Barbara, USA).

As medidas de trocas gasosas foram avaliadas no terco médio da folha +1 com um
analisador de gas, modelo Li-6400XT (Licor, EUA) entre as 8:00 e 10:00 horas da manha. Na
ocasido, foram avaliadas a condutancia estomatica (gs), transpiracéo (E), concentracdo interna
de carbono (Ci), fotossintese liquida (A), temperatura foliar (Tf), déficit de pressdo de vapor
folha-ar (DPV folha-ar), eficiéncia intrinseca no uso da dgua (EiUA), calculada relacionando a
fotossintese liquida com a conduténcia estomética (A/gs) e, eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (EiC), relacionando a fotossintese liquida com a concentracdo interna de CO,
(A/Ci).

O teor relativo de 4gua foi quantificado extraindo-se trés discos (0,85 cm?) da folha +1
coletada entre 09:00 e 10:00 horas. Primeiramente foi determinada a massa do tecido fresco
dos discos em balanca analitica. Posteriormente, os respectivos discos foram reidratados
usando agua deionizada por 24 h em auséncia de luz, transcorrido esse tempo foi retirado o
excesso de agua com lenco de papel, e determinada a massa do tecido targido. A massa do
tecido seco foi obtida depois que os discos foram secos por 48 h em estufa de circulacédo
forgada de ar a 65°C. O TRA foi calculado conforme Barrs; Weatherley (1962): TRA = [(MF
— MS) / (MT — MS)] x 100; em que: MF corresponde a massa do tecido fresco, MT a massa
do tecido targido, e MS a massa do tecido seco.

O indice SPAD foi mensurado utilizando-se um clorofilémetro portatil modelo SPAD-
502, sendo aferidas trés leituras na regido do terco médio da folha +1 (SILVA et al., 2011,
2013). Posteriormente, obteve-se a média geral por folha.

As medidas da eficiéncia fotoquimica priméaria do PSII (Fv/Fo) foram realizadas entre
12:00 e 13:00 horas utilizando-se um fluordbmetro portatil de luz modulada (PAM 2500,
WALZ) seguindo os procedimentos propostos por Maxwell; Johnson (2000) e Konrad et al.,
(2005). As avaliagOes foram realizadas nas folhas +1 pré-adaptadas ao escuro (=30 min) com
a utilizacdo de clipes especificos colocados na regido mediana das folhas, evitando-se a

nervura central.
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2.3 AvaliagOes biométricas

Aos 120 dias ap6s inicio dos tratamentos hidricos foram realizadas as seguintes
avaliacdes de crescimento: altura da planta (cm), diametro do colmo (mm), nimero de folhas
expandidas com pelo menos 20% de &area verde, comprimento e largura da folha +3 (cm)
segundo a classificagdo Kuijper (VAN DILLEWIIN, 1952). A partir da largura e
comprimento da folha +3, e do nimero de folhas foi calculada a area foliar (cm?) pelo método
descrito por Hermann; Camara (1999).

As plantas foram entdo colhidas, separadas em folhas e colmos, e secas em estufa com
circulacdo forcada de ar a 70 °C até atingirem peso constante, obtendo-se a massa seca de
folhas, colmos e parte aérea (folhas+colmos).

A massa seca de folha, e a area foliar foram utilizadas para avaliar:
A i ifing — AF 2 -1

Avrea foliar especifica = T (em“g™")

Em que:

AF = Area foliar;

MSF = Massa seca da folha.

2.4 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e quando detectada
diferenca significativa fez-se teste de médias para os fatores isolados, e os desdobramentos
das interacOes, utilizando-se o teste de Tukey a p<0,05. As variaveis que tiveram efeito da
interacdo dos fatores foram submetidas a analise de componentes principais (ACP),
possibilitando determinar suas relacdes com as cultivares em cada condicdo hidrica.

3 RESULTADOS
3.1 Avaliagoes fisioldgicas

Os tratamentos hidricos afetaram todas as variaveis fisiologicas estudadas (Tabela 2),
enguanto que somente o déficit de pressdo folha-ar e a temperatura foliar ndo variaram entre
as cultivares. Alem disso, a condutancia estomaética, transpiragdo, Fv/Fo, indice SPAD,
concentragdo interna de CO,, fotossintese e eficiéncia instantanea de carboxilagio tiveram
efeito da interagdo entre tratamentos hidricos e cultivares (Tabela 2).

O potencial hidrico da folha foi 40% menor nas plantas sob estresse hidrico severo em

relacdo as do estresse moderado e do controle (Figura 2A). Entre as cultivares, a RB931011
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manteve o maior potencial hidrico, enquanto a RB72454 teve o menor (Figura 2B). Do
mesmo modo, o teor relativo de &gua na folha foi afetado pelo déficit hidrico reduzindo
aproximadamente 6,1 e 16,3% sob estresse hidrico moderado e severo, respectivamente, em
relacdo ao tratamento controle (Figura 2C). Entre as cultivares, a RB931011 manteve o maior
teor relativo de &gua, no entanto, semelhante as demais com valor médio de 87%, exceto a
RB72454 que teve menor TRA, aproximadamente 82% (Figura 2D).

Tabela 2. Resumo da analise de variancia das variaveis fisiologicas: potencial hidrico da
folha (Ww), temperatura da folha (Tf), déficit de pressdo de vapor foina-ar (DPV folha-ar), t€Or
relativo de agua na folha (TRA), condutancia estomatica (gs), transpiracao (E), concentracdo
interna de CO, (Ci), fotossintese (A), eficiéncia de carboxilacdo (EiC), eficiéncia intrinseca no
uso da agua (EiUA), eficiéncia fotoquimica primaria do fotosistema Il (Fv/Fo) e indice SPAD
em cultivares de cana-de-aglcar no segundo ciclo de cultivo sob diferentes tratamentos
hidricos: controle, estresse moderado e estresse severo.

Quadrados médios

FV GL Pw Tf DPV TRA gs E
W 2 2,301" 1,517 1,08 1,060,02” 0,34 46,20
C 5 0,096" 0,05" 0,01" 32,97" 0,007 0,84"
(W x C) 10 0,035™ 0,13™ 0,02" 6,61™ 0,01 1,117
Erro 34 0,040 0,24 0,01 8,21 0,00 0,41
Ci A EiC EiUA Fv/Fo SPAD
W 2 525976 193592° 0,06 12459,48" 3,047 575,72"
C 5  2,040,31° 71,43 0,008” 3782,70° 0,35 73,91°
(W x C) 10 1,077,827 40,67 0,003 1774,02" 0,29 21,81
Erro 34 45353 16,68 0,000 1246,02 0,03 5,35

FV: Fontes de variacdo; GL: graus de liberdade; W: Tratamentos Hidricos; C: Cultivares. *: significativo
(p<0,05) pelo teste Tukey; ns: ndo-significativo (p<0,05) pelo teste Tukey.

O estresse hidrico severo aumentou o déficit de pressédo de vapor (folha-ar) em 26,7%
em relacdo ao tratamento controle (Figura 2E), enquanto o aumento da temperatura foliar foi
em média 3%, nas mesmas condigdes (Figura 2F).

A condutancia estomética variou bastante entre as cultivares quando sob condicéo
adequada de umidade do solo (Figura 3A). A cultivar RB931011, por exemplo, teve uma
condutancia 39,7% maior que a cultivar RB855536 nessa condi¢do. Quando imposto o
estresse hidrico, as cultivares RB72454 e RB931011 foram as mais afetadas com o estresse
severo reduzindo a gs cerca de 94,3 e 93,2%, respectivamente. Enquanto isso, as cultivares
RB92579 e RB72910 tiveram menores reducbes, aproximadamente 55,1 e 67,8%,

respectivamente.
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Figura 2. Potencial hidrico da folha (A e B), teor relativo de &gua (C e D), déficit de pressdo
de vapor folha-ar (E) e temperatura foliar (F), em cultivares de cana-de-agucar no segundo
ciclo de cultivo sob diferentes tratamentos hidricos: controle, estresse moderado e estresse
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Tratamentos hidricos

Letras maiUsculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos hidricos em cada cultivar e
letras minusculas indicam diferencas significativas entre cultivares em cada tratamento hidrico pelo teste de
Tukey (p<0,05). A média apresenta o efeito isolado dos tratamentos hidricos.
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Figura 3. Condutancia estomética (A), transpiracdo (B), concentragdo interna de CO; (C),
fotossintese (D), eficiéncia de carboxilacéo (E) e eficiéncia intrinseca no uso de agua (F e G),
em cultivares de cana-de-aglcar no segundo ciclo de cultivo sob diferentes tratamentos

hidricos: controle, estresse hidrico moderado e estresse hidrico severo.
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Tratamentos hidricos

Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos hidricos em cada cultivar e
letras minusculas indicam diferencas significativas entre cultivares em cada tratamento hidrico pelo teste de
Tukey (p<0,05). A média apresenta o efeito isolado dos tratamentos hidricos.
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Diferente da gs, a transpiracéo diferiu apenas entre as cultivares quando essas estavam
sob estresse severo (Figura 3B). Nessa circunstancia, a transpiragcdo estava intimamente
relacionada com a gs, ocorrendo reducdo da transpiracdo nas cultivares RB72454 e
RB931011, cerca 90,3 e 87,3%, respectivamente. Enquanto isso, a transpiracdo foi menos
afetada pelo estresse severo nas cultivares RB92579 e RB72910 que tiveram redugdes de 48,9
e 62,7%, respectivamente, em relacdo as plantas sob tratamento controle.

A concentracdo interna de CO; e a fotossintese também variaram entre as cultivares
somente sob estresse severo (Figura 3C). Em algumas cultivares o Ci diminuiu com o
aumento do estresse, como na cultivar RB92579 e na RB72910, enquanto em outras ocorreu
uma reducdo do Ci sob estresse moderado e novamente um aumento quando sob estresse
severo, como nas cultivares RB72454 e RB931011. A cultivar RB92579 foi a que menos
reduziu a fotossintese sob estresse severo, enquanto que a cultivar RB72454 apresentou a
maior queda em sua fotossintese, com 89,9% de reducdo (Figura 3D). A RB92579 foi a Unica
cultivar que ndo diminuiu a sua eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC), mesmo sob
estresse severo (Figura 3E). Enquanto a cultivar RB72454 foi a mais afetada com reducéo de
94% quando sob estresse severo. Ja quando relacionado a fotossintese com a condutancia
estomatica, observou-se maior eficiéncia intrinseca no uso da agua na cultivar RB855536
(Figura 3F), e um aumento médio de 36,5% entre as cultivares sob estresse hidrico severo
(Figura 3G).

A estimativa da capacidade fotossintética primaria, Fv/Fo, s6 se manteve inalterada
guando imposto o estresse, nas cultivares RB92579 e RB931011. Entre as cultivares, a
RB72454 foi a que mais reduziu Fv/Fo, a qual sob condicdo controle teve o Fv/Fo mais alto e
sob condigéo de estresse severo o mais baixo, com reducéo de 87% (Figura 4A). Esta cultivar
também foi a que teve o indice SPAD mais afetado pelo estresse, tanto moderado quanto
severo, com reducbes de 37,2 e 46%, respectivamente, em relacdo ao tratamento controle
(Figura 4B).

Na analise de componentes principais, tanto nas variaveis biométricas quanto nas
fisioldgicas, as cultivares agruparam-se de acordo com cada tratamento hidrico (Figura 8B e
D). O Ci teve maior relacdo com as cultivares RB931011 e RB72454 no tratamento controle,
enquanto sob estresse severo se relacionou negativamente com as cultivares RB92579 e
RB72910 (Figura 8A e B). Além disso, gs, E, Fv/Fo, SPAD e A tiveram relagéo positiva com
as cultivares RB855536, RB92579, RB99382 e RB72910 sob tratamento controle, e negativa

com as cultivares RB931011 e RB72454 sob estresse severo.
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Figura 4. Eficiéncia fotoquimica priméria do fotossistema Il - Fv/Fo (A) e contetdo estimado
de clorofila - SPAD (B) em cultivares de cana-de-aglcar no segundo ciclo de cultivo sob
diferentes tratamentos hidricos: controle, estresse hidrico moderado e estresse hidrico severo.
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Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos hidricos em cada cultivar e
letras mindsculas indicam diferencas significativas entre cultivares em cada tratamento hidrico pelo teste de
Tukey (p<0,05). A média apresenta o efeito isolado dos tratamentos hidricos.

3.2 AvaliacGes biométricas

Todas as caracteristicas biométricas diferiram entre as cultivares (Tabela 3). Enquanto
que somente o comprimento foliar ndo foi afetado pelos tratamentos hidricos. Os tratamentos
hidricos afetaram a biometria das cultivares de maneira distinta, como pode ser visto pela
interacdo significativa entre os fatores em quase todas as variaveis.

A altura da planta diferiu entre as cultivares quando sob tratamento controle e estresse
moderado, mas ndo houve diferenca sob estresse severo (Figura 5A).

O numero de folhas reduziu bastante quando sob estresse severo, sendo a cultivar
RB931011 a mais afetada com redugdo de 65,2% (Figura 5B). Todas as cultivares tiveram
reducdo na largura foliar, com destaque para a RB72454 que reduziu 41,1% (Figura 5C),
enquanto que, o comprimento ndo foi afetado pelo estresse hidrico (Figura 5D). Do mesmo
modo, a area foliar da cana-de-acUcar diminuiu 47,7% sob estresse moderado e 65,5% sob
estresse severo, sendo umas cultivares mais afetadas como a RB931011, e outras menos como
a RB72910 (Figura 5E). A espessura das folhas também foi afetada pelo déficit hidrico, que
pode ser visto pela diminuicdo da &rea foliar especifica em aproximadamente 30% nas
cultivares RB72910 e RB92579 sob estresse severo (Figura 5F).
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Tabela 3. Resumo da anélise de variancia das variaveis biométricas: altura de plantas (AP),
namero de folhas (NF), comprimento da folha (CF), largura da folha (LF), area foliar (AF),
area foliar especifica (AFE), diametro do colmo (DC), massa seca de folhas (MSF), massa
seca do colmo (MSC) e massa seca da parte aérea (MSPA) em cultivares de cana-de-agucar
no segundo ciclo de cultivo sob diferentes tratamentos hidricos: controle, estresse hidrico
moderado e estresse hidrico severo.

Quadrados médios

FV GL AP NF CF LF AF
W 2 92716,12° 264,93 37,72 8,93 48125813,34"
C 5 2097,55" 1,08" 406,78" 2,39" 2135651,80"
(W x C) 10 791,00 1,58 152,82™ 0,30 727307,03"
Erro 51 319,69 0,44 42,95 0,08 123714,48

AFE DC MSF MSC MSPA
W 2 42,09™ 125,63° 300289,14°  27917,82° 509096,51"
C 5 158,22" 57,727  32529,86 770,06 39373,41"
(W x C) 10 166,58 1,73™ 9222,04" 641,32 13353,98"
Erro 51 37,01 1,63 179,96 46 ,34 262,00

FV: Fontes de variacdo; GL: graus de liberdade; W: Tratamentos Hidricos; C: Cultivares; ns: ndo-significativo;
*: significativo (p<0,05) pelo teste Tukey.
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Figura 5. Altura de plantas (A), namero (B), largura (C) e comprimento de folhas (D), area
foliar (E) e area foliar especifica (F) em cultivares de cana-de-acucar no segundo ciclo de
cultivo sob diferentes tratamentos hidricos: controle, estresse hidrico moderado e estresse
hidrico severo.
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Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos hidricos em cada cultivar e
letras minusculas indicam diferencas significativas entre cultivares em cada tratamento hidrico pelo teste de
Tukey (p<0,05). A média apresenta o efeito isolado dos tratamentos hidricos.
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O diametro do colmo reduziu 18,3% nas plantas do estresse hidrico severo em relagdo
as controles (Figura 6A). Entre as cultivares, menores diametros de colmos foram observados
na RB72910 e RB99382, e maiores na RB72454 e RB855536 (Figura 6B).

Figura 6. Diametro de colmos (A e B) em cultivares de cana-de-agtcar no segundo ciclo de
cultivo sob diferentes tratamentos hidricos: controle, estresse hidrico moderado e estresse

hidrico severo.

A . Controle B
/3 Estresse moderado
[ Estresse severo L3

w

o
1
o

m ) _00777@77_

r 10

Didmetro de colmos (mm)
[ N
o o o
R
s, [SRRNNNNY
o N
o
Diametro de colmos (mm)

) S <&
Tratamentos hidricos ,{§,’> ,Q,V
& &
Cultivares

Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos hidricos e letras mintsculas
indicam diferencas significativas entre cultivares pelo teste de Tukey (p<0,05). A média apresenta o efeito
isolado dos tratamentos hidricos.

A massa seca das folhas foi drasticamente afetada pelo estresse hidrico severo nas
cultivares RB72454 e RB855536, com reducdo média de 67,7% e 75,3%, respectivamente,
em relacdo ao controle (Figura 7A). O mesmo foi observado na producdo de colmos, em que
as cultivares RB855536 e RB72454 tiveram a maior massa de colmo quando sob condicdes
hidricas adequadas, no entanto, foram as mais afetadas pelo estresse (Figura 7B). Sob estresse
moderado, essas cultivares tiveram reducgéo de 75 e 61% de massa do colmo, respectivamente.
Ja sob estresse severo a reducdo aumentou para 81,5% na RB72454. Essas reducgdes refletiram
na massa seca da parte aérea, a qual foi mais afetada pelo estresse severo na cultivar
RB72454, com reducéo de 77,9%, seguida da RB855536, de 71,3% (Figura 7C).
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Figura 7. Massa seca de folhas (A), de colmos (B) e da parte aérea (C) em cultivares de cana-
de-agUcar no segundo ciclo de cultivo sob diferentes tratamentos hidricos: controle, estresse

hidrico moderado e estresse hidrico severo.
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Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos hidricos em cada cultivar e
letras mindsculas indicam diferencas significativas entre cultivares em cada tratamento hidrico pelo teste de
Tukey (p<0,05). A média apresenta o efeito isolado dos tratamentos hidricos.

A altura da planta, largura da folha, numero de folhas, area foliar, massa seca de folhas,

massa seca de colmos e massa seca da parte aérea se relacionaram com as cultivares
RB72454, RB855536, RB931011 e RB92579 sob tratamento controle, enquanto a area foliar

especifica se relacionou com a cultivar RB72910 (Figura 8C e D). Ja sob estresse severo,

especialmente, a altura da planta, nimero de folhas, massa seca de folhas, de colmos e da

parte aérea tiveram pouca relacdo com as cultivares RB99382, RB72454 e RB931011.
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Figura 8. Andlise de componentes principais das avaliacdes fisiologicas (A e B) e
biométricas (C e D) em cultivares de cana-de-agicar no segundo ciclo de cultivo sob
diferentes tratamentos hidricos: controle, estresse hidrico moderado e estresse hidrico severo.
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4 DISCUSSAO

O potencial hidrico da folha descreve a tensdo de agua na folha, cujos gradientes
dirigem os fluxos de agua da planta a atmosfera, e tem sido bastante utilizado em estudos das
relacGes hidricas de plantas (BERGONCI et al., 2000). A cultivar RB72454 teve 0 menor ¥w

foliar, o que pode indicar maior desidratacdo dos protoplastos, levando & maior reducéo da gs,
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E e A (SILVA et al., 2007; ENDRES et al., 2010). Em cana-de-agucar sob diferentes laminas
de irrigacdo, o Ww foliar aumentou proporcional ao aumento do fornecimento de &gua,
indicando que com o baixo Ww foliar nas condi¢des limitantes de agua, a cultura sofre maior
estresse (VIEIRA et al., 2014). A manutencdo do Ww foi relacionada com a tolerancia a seca,
pela manutencdo no crescimento em altura e na produgdo de massa seca do colmo
(MACHADO et al., 2009). Além do Ww foliar baixo, a cultivar RB72454 também teve o
menor TRA. O estresse hidrico influencia negativamente no TRA, e cultivares que reduzem o
TRA possuem indicativo de sensibilidade a seca (SILVA et al., 2013; MEDEIROS et al.,
2013). Portanto, alteragdes no WYw e no TRA tém sido eficientes para selecionar plantas
quanto a tolerancia ao estresse (SILVA et al., 2007; PUTEH et al., 2013; CANAVAR et al.,
2014).

A diminuicdo da razdo Fv/Fo é um indicador de danos estruturais nos tilacoides,
afetando a eficiéncia fotoquimica, a assimilacdo de CO, e, sobretudo, o transporte de elétrons
(PEIXOTO et al., 2002; KALAJI et al., 2011). Esses danos metabdlicos puderam ser vistos na
cultivar RB72454 que apresentou baixa razdo Fv/Fo, além de menor indice SPAD, como
visualizados também na andlise de componente principal. O SPAD trata-se de uma boa
ferramenta para diagnosticar a integridade do aparato fotossintético de folhas, podendo ajudar
nas interpretacdes do processo fotoquimico das plantas (SILVA et al., 2014a). Em cultivares
de cana-de-agUcar sob estresse hidrico, as mais sensiveis tiveram maior reducdo do indice
SPAD, o qual foi relacionado com a diminui¢do da produtividade e rendimento industrial da
cultura (SILVA et al.,, 2012; VIEIRA et al.,, 2014; SILVA et al., 2014a). De maneira
semelhante, o indice SPAD também teve maior reducdo em cultivares de milho mais sensiveis
ao déficit hidrico (MAGALHAES et al., 2009).

O DPV folha-ar aumentou aproximadamente 27% nas plantas sob estresse severo, o que
desencadeou outros efeitos como o aumento da Tf. O acréscimo do DPV folha-ar em
cultivares de cana-de-acUcar sob déficit hidrico ocorre devido a reducdo da perda de agua
pelas folhas, e tem funcionado efetivamente como um parametro de sinalizacdo de estresse
em plantas (ENDRES et al., 2010; SILVA et al., 2013). A relagéo entre o aumento do DPV e
da Tf pode promover o aquecimento da superficie foliar com perda da capacidade de
dissipacéo térmica da planta (VIEIRA et al., 2014; SARAIVA et al., 2014). Além disso, pode
interferir em outros fatores, como condutancia estomatica, transpiracdo e fotossintese
(ENDRES et al., 2010; SILVA et al., 2013).

Em cana-de-agUcar, cultivares sensiveis ao déficit hidrico respondem rapidamente com
o fechamento estomatico (MACHADO et al., 2009; MEDEIROS et al., 2013). Novamente,
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parece ser o caso da cultivar RB72454, como também observado em experimento de estresse
hidrico em casa de vegetagdo (GONCALVES et al., 2010). O fechamento estomaético,
inicialmente, pode ser vantajoso, pois responde rapidamente contra a perda excessiva de agua
evitando a desidratacéo foliar (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005; MACHADO et al., 2009;
INMAN-BAMBER et al., 2012), entretanto, quando prolongado torna-se ineficiente, pois
acaba interferindo no fluxo difusivo de CO, (SALES et al., 2012; MEDEIROS et al., 2013).
Portanto, pode-se atribuir que a baixa condutancia estomatica na cultivar RB72454 funcionou
como uma estratégia desvantajosa, tornando a tentativa de economizar agua ineficaz, ja que a
cultivar também teve menor potencial hidrico, teor relativo de agua na folha e fotossintese.
Em cultivares de trigo e milho mais sensiveis a seca, ocorreu maior reducéo da condutancia
estomatica, proporcional a intensidade do estresse (GUAN et al., 2015; HASAN et al., 2017).

Uma estratégia diferente foi adotada pela cultivar RB92579 que mesmo com o baixo
potencial hidrico na folha, ela manteve melhor condutancia estomaética, transpiracéo,
fotossintese e eficiéncia fotoquimica priméaria em relacdo as demais cultivares. Fato também
confirmado pela manutencdo da eficiéncia de carboxilacdo dessa cultivar, uma vez que a
manutencdo dessa caracteristica sob estresse hidrico indica tolerancia ao estresse
(MACHADO et al., 2009). Isso talvez decorra do fato que essa cultivar tem um sistema
radicular mais desenvolvido, conforme observado em cultivos comerciais. 1sso possibilita que
essa cultivar baixe o potencial hidrico foliar, mantenha os estbmatos mais abertos e consiga
fazer as trocas gasosas, mesmo sob condi¢des de déficit hidrico moderado (ENDRES et al,
2010).

Com a reducdo da gs, é esperado que também ocorra reducdo da concentracao interna
de CO, se o aparato fotossintético ndo foi afetado pelo estresse (KONRAD et al., 2005;
KALAIJI et al., 2011). Dessa maneira, 0 aumento de Ci nas cultivares RB72454 e RB931011
pode ser atribuido a algum fator ndo estomatico de reducdo da fotossintese a medida que o
estresse se tornou mais severo, como a falta de ATP e de NADPH, provenientes da cadeia
transportadora de elétrons do fotossistema 11, e consequentemente da redugdo do metabolismo
de fixacdo de carbono (SALES et al., 2012; SILVA et al., 2014b).

O fechamento estomatico tem forte influéncia sobre a E e a A (GRACA et al., 2010;
MEDEIROS et al., 2013, SILVA et al., 2013). O mesmo encontramos, nesse estudo, em que
foi observado uma maior reducdo da E e da A na cultivar RB72454 e menor na cultivar
RB92579, acompanhando o comportamento estomatico. Medeiros et al. (2013) observaram
que cultivares de cana-de-aglcar mais sensiveis ao déficit hidrico tiveram forte reducéo da

transpiragdo quando sob estresse hidrico, com reducdo menos intensa nas cultivares mais
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tolerantes. Esses mecanismos fisiologicos, além de estarem interligados sdo bastante variaveis
entre cultivares de cana-de-acicar (GONCALVES et al., 2010; GRACA et al., 2010).
Resultados semelhantes também foram observados em plantas de trigo (GUAN et al., 2015) e
milho (HASAN et al., 2017) sob déficit hidrico.

AlteracGes morfoldgicas sdo consequéncias de alteracdes fisioldgicas provocadas pelo
déficit hidrico (MACHADO et al., 2009; SILVA et al., 2012; PINCELLI; SILVA, 2012). A
altura de plantas é uma caracteristica inerente de cada cultivar (MACHADO et al., 2009;
DIAS et al., 2012). Em cana-de-acUcar sob estresse hidrico, a altura de planta pode ser
utilizada como critério na selecdo de cultivares tolerantes, pois é altamente responsiva as
condigdes de déficit hidrico (MACHADO et al., 2009). No entanto, se o estresse for muito
severo, esse parametro se torna ineficiente na selecdo de tolerancia a seca entre cultivares. Em
nosso estudo foi observado que sob estresse moderado essa caracteristica se manteve, mas sob
estresse severo a diferenga de altura entre cultivares desapareceu.

A cana-de-acUcar respondeu ao estresse hidrico com reducdo drastica do numero de
folhas. A reducdo das folhas decorre da senescéncia foliar e da diminuicdo do surgimento de
folhas novas, como mecanismo para diminuir a area transpirante e 0 gasto metabdlico para
manutencdo dos tecidos (SMIT; SINGELS, 2006; INMAN-BAMBER et al., 2008; SCALON
et al., 2011). Em diferentes cultivares de cana-de-agucar, Pincelli & Silva (2012) observaram
que a reducdo do numero de folhas sob estresse hidrico foi menor nas cultivares mais
tolerantes. Em nosso estudo, essa caracteristica foi observada na cultivar RB72910, também
caracterizada como tolerante a seca em plantios comerciais, apesar de ser menos produtiva
que as cultivares modernas.

O estresse hidrico tambeém afetou a largura foliar da cana-de-agUcar, principalmente nas
cultivares RB72454 e RB931011. Pincelli; Silva (2012) ndo observaram um padrédo na largura
da folha de cultivares de cana-de-acUcar que pudesse ser relacionado com a tolerancia ao
estresse, mas em seu experimento eles s6 mantiveram as plantas durante 56 dias sob estresse.
De acordo com Holanda et al. (2014) e necessario um longo periodo de estresse para que
alteracbes morfoldgicas tornem-se mais evidentes. Em nosso estudo, como o tempo de
exposicdo ao estresse foi bem maior, foi possivel identificar diferencas entre as cultivares,
sugerindo que a manutencdo da largura foliar além de indicar tolerancia ao déficit hidrico
favorece na producao de biomassa nessas condicdes.

A reducdo do nimero e do tamanho das folhas resultou em reducdo da &rea foliar.
Assim, a maior reducdo na area foliar das cultivares RB931011, RB855536 e RB72454, e
menor nas cultivares RB72910, RB99382 e RB92579 pode indicar diferencas entre as
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mesmas na adaptagao ao estresse. A area foliar é extremante sensivel as condigdes hidricas do
solo, sobretudo em cultivares mais sensiveis (SMIT; SINGELS, 2006; PINCELLI; SILVA
2012), o que acaba afetando o processo fotossintético, e consequentemente, a producdo de
biomassa em condi¢des de estresse hidrico (MACHADO et al., 2009; GONCALVES et al.,
2010; MEDEIROS et al., 2013). Além disso, a reducdo da &rea foliar especifica, como
observado nas cultivares RB72910 e RB92579, indica uma estratégia de aclimatacdo ao
estresse hidrico com maior potencial para manutencao da producdo de massa seca. A reducéo
na area foliar especifica em plantas sob estresse hidrico indica maior espessura das folhas,
podendo auxiliar na conservagdo de agua no tecido foliar e, portanto, permitir uma resposta
mais favoravel a seca (LOPEZ et al., 1997; TRUJILLO et al., 2013).

O diametro do colmo e o comprimento da folha ndo foram influenciados pelo estresse
em nenhuma das cultivares, como constatado também em outros estudos com diferentes
cultivares de cana-de-acucar, respectivamente (DIAS et al., 2012; PINCELLI; SILVA., 2012).
Isso sugere que esses parametros ndo séo bons indicadores para selecdo de cultivares de cana-
de-acucar na tolerancia a deficiéncia hidrica.

As cultivares RB72454 e RB855536 foram as mais produtivas em biomassa na
condicéo de controle. No entanto, estdo entre as cultivares que mais reduziram a producao de
biomassa quando sob estresse hidrico, como pode ser observado pela anélise de componente
principal. Resultados semelhantes foram observados em outros estudos em que 0 estresse
hidrico afetou a producdo de biomassa em cana-de-acicar (MACHADO et al., 2009;
MEDEIROS et al., 2013). No entanto, observamos em nossos resultados que cultivares que
naturalmente tém baixa producdo de biomassa, como a RB72910, também tém menos
disturbios fisioldgicos e menor reducdo de produtividade quando sob estresse hidrico. Isso é
bem conhecido na literatura, em que o0 aumento da rusticidade e tolerancia aos estresses leva a
diminuicdo da taxa de crescimento (SCALON et al., 2011). Portanto a cultivar RB72910 pode
ser um bom material genético em programas de melhoramento para obtencdo de cultivares
modernas mais tolerantes a seca. Esse talvez seja o caso da cultivar RB92579, que produziu
bem em condic¢Bes controle e foi a que menos reduziu a massa seca da parte aérea nas
condicBes estressantes, confirmando experiéncias de plantios comercias em que essa cultivar
¢ umas das mais produtivas em condi¢des adequadas, e por isso uma das mais plantadas na

atualidade.
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5 CONCLUSOES

As estratégias desencadeadas pelas cultivares RB92579 e RB72910 como menores
reducdes das trocas gasosas, indice SPAD, e menor area foliar especifica, em condigdes de
estresse hidrico severo, lhes proporcionam melhor capacidade de tolerancia a seca, resultando
numa menor reducdo da producdo de biomassa. Enquanto isso, a cultivar RB72454, apesar de
ser bastante produtiva em condi¢des favoraveis, é afetada negativamente pelo estresse hidrico,
com drésticas redugdes das trocas gasosas, indice SPAD, eficiéncia fotoquimica primaria e
largura da folha, resultando em grande reducdo da biomassa. As trocas gasosas, largura da
folha e &rea foliar especifica sdo bastante responsivas a alteracdo da umidade no solo,
podendo ser utilizadas para discriminar cultivares de cana-de-agucar mais tolerantes ao déficit

hidrico.
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CAPITULO Il

UM EFICIENTE SISTEMA ANTIOXIDANTE ESTA ASSOCIADO A MENOR
FOTOINIBICAO DA FOTOSSINTESE E MAIOR TOLERANCIA A SECA DE
CANA-DE-ACUCAR

RESUMO

O déficit hidrico € um dos principais fatores que limitam a producdo de cana-de-acUcar.
Contudo, nessas condicOes, plantas mais tolerantes aumentam a atividade de enzimas
antioxidantes como um mecanismo de protecdo antioxidativa capaz de proteger os pigmentos
fotossintéticos e as membranas celulares. Portanto, objetivou-se com este trabalho avaliar
respostas biogquimicas de cultivares de cana-de-agcucar no segundo ciclo de cultivo sob
condicBes de estresse hidrico. Para tanto, foram utilizadas seis cultivares: RB72910,
RB99382, RB72454, RB92579, RB855536 e RB931011, e trés tratamentos hidricos, com
base no teor de agua disponivel no solo (AD), e definidos como: controle, 80 a 100% (AD);
estresse hidrico moderado, 40 a 60% (AD), e estresse hidrico severo, 0 a 20% (AD). A
cultivar RB72454 foi mais sensivel ao déficit hidrico. Essa cultivar aumentou a producdo de
peroxido de hidrogénio, mas sem aumento da atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase, ascorbato peroxidase e catalase. Esse estresse oxidativo levou a peroxidacdo de
lipideos e degradacgdo das clorofilas, resultando na diminuicdo da eficiéncia fotoquimica do
PSII. Por outro lado, a cultivar RB92579 foi a mais tolerante a seca, com aumento da
atividade das enzimas antioxidantes, que levou a baixa peroxidacdo de lipideos, manutengéo
da clorofila e da eficiéncia fotoquimica do PSIl. O sistema de defesa antioxidante
desencadeado pelas enzimas superdéxido dismutase, ascorbato peroxidase e catalase parece ser
o fator chave de protecédo a fotoinibicdo de plantas de cana-de-acucar sob estresse hidrico. O
aumento do sistema antioxidante, bem como a manutencdo dos pigmentos fotossintéticos e
das membranas celulares serviram como critérios para discriminar cultivares mais tolerantes
ao estresse hidrico.

Palavras-chaves: Déficit hidrico. Clorofilas. Fotoxidacdo. Espécies Reativas de Oxigénio.

1 INTRODUCAO

Em paises tropicais, a cana-de-acGcar é uma das culturas mais importante
economicamente devido a sua utilizacdo tanto na industria alimenticia, quanto na producdo de
biocombustiveis renovaveis, sendo o Brasil o maior produtor mundial com producéo estimada

para a safra 2016/17 de 690,98 milhdes de toneladas, e crescimento da area plantada de 4,8%
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(CONAB, 2016). Entretanto, a introducdo de novas areas tem sido limitada, devido a vérios
fatores. Entre eles, o aquecimento global que tem provocado mudangas nos padrdes de
precipitacdo, mesmo nas regides onde € tradicionalmente cultivada, aumentando a ocorréncia
dos eventos de seca, e afetando consideravelmente a producdo da cultura (ST CLAIR;
LYNCH, 2010; SILVA et al., 2013; VIEIRA et al., 2014).

Esses fatores tém proporcionado um dos maiores desafios para o futuro da agricultura
mundial, lidar com a disponibilidade de agua cada vez menor o que tem despertado de
maneira efetiva o interesse e/ou necessidade de encontrar estratégias de convivéncia com essa
realidade. Uma das principais estratégias que vem sendo explorada é o conhecimento de
materiais genéticos com maior capacidade de tolerar o déficit hidrico (Cia et al., 2012; Silva
etal., 2012).

A ocorréncia de déficit hidrico afeta a absorcdo e aproveitamento da energia luminosa
nos fotossistemas através da degradacdo dos pigmentos fotossintéticos, apontados como
caracteristicas de extrema importancia para tolerancia a seca (JALEEL et al., 2009). Em
condicdes de deficiéncia hidrica, cultivares que conseguem manter os teores de pigmentos
estaveis sdo relatadas como tolerantes (SILVA et al., 2014, CHEN et al., 2016). Assim, esses
pigmentos quando danificados, consequentemente, afetam o aparato fotossintético e a
produtividade do vegetal (SILVA etal., 2012; CARLIN et al., 2012).

Além disso, sob condi¢des de deficiéncia hidrica e alta luminosidade as plantas sofrem
distarbios em funcdo do excesso de elétrons nos sistemas de transporte dos tilacdides e dos
fotossistemas, 0 que causa uma sobre-excitacdo dos centros de reacdo dos Fotossistemas | e
I1, elevando a producdo de EROs, espécies reativas de oxigénio (CARVALHO, 2008). Essas
EROs alteram o0 estado redox nos cloroplastos, desencadeando o estresse oxidativo que causa
efeitos negativos sobre o metabolismo das plantas, como oxidacéo dos lipideos de membrana,
proteinas e acidos nucléicos (CARLIN et al., 2012; SALES et al., 2013). Nessas condic@es, as
plantas podem desenvolver mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos para aumentar a
tolerancia ou adaptacdo as condigdes de estresse e, assim, minimizar as EROs que sé&o
formadas em consequéncia do estresse (WENG et al., 2015; LI et al., 2014).

Os danos oxidativos causados pelas EROs prejudicam efetivamente o crescimento, o
desenvolvimento e a produtividade das plantas, o que acaba prejudicando o rendimento das
culturas agricolas, como a cana-de-agtcar (SALES et al., 2013; SANTOS; SILVA, 2015).
Nessa cultura, as cultivares mais tolerantes a seca, geralmente, apresentam maior capacidade
antioxidante através de altas atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD), ascorbato

peroxidase (APX) e catalase (CAT), e menores concentracdes de peroxido de hidrogénio e
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peroxidacao lipidica (CIA et al., 2012; BOARETTO et al., 2014; CHEN et al., 2016). Como
consequéncia destas respostas fisioldgicas, o crescimento das plantas é menos afetado pelo
estresse, uma vez que o aparato fotossintético é protegido quando ha atividade de enzimas
antioxidantes (BOARETTO et al., 2014; SALES et al., 2015).

Diversos estudos com cana-de-agucar vém utilizando abordagens bioquimicas, de
natureza enzimatica e ndo enzimaética, na selecdo de cultivares tolerantes ao estresse hidrico
(BOARETTO et al., 2014; SANTOS; SILVA, 2015; SALES et al., 2015). Contudo, a maioria
deles foi realizada em cana-planta, fazendo com que investigagdes num outro ciclo da cultura
se torne extremamente importante, visto que a cultura geralmente é renovada somente depois
de cinco ou mais anos de cultivo e pouco se sabe sobre os seus mecanismos de tolerancia a
seca, a partir do segundo ciclo. Para isso, esse trabalho teve como objetivo avaliar as
implicacdes do estresse hidrico no metabolismo da cana-de-agucar no segundo ciclo, por meio
da quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos, enzimas do sistema antioxidante e

peroxidacao de lipideos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condicdes experimentais

O experimento foi conduzido sob as coordenadas 9°28° S, 35°49° W, a 127 m de
altitude. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 6 x 3,
com seis cultivares de cana-de-acUcar e trés regimes hidricos, distribuidos em quatro blocos,
totalizando 72 parcelas experimentais. As cultivares de cana-de-acUcar utilizadas foram
RB72910, RB99382, RB72454, RB855536, RB92579 e RB931011.

Os tratamentos hidricos foram baseados na capacidade de agua disponivel no solo, e
definidos como: controle, 80 a 100% (AD); estresse hidrico moderado, 40 a 60% (AD) e
estresse hidrico severo, 0 a 20% (AD). A parcela experimental foi composta por um vaso de
0,485 m de didametro médio e 0,99 m de altura, preenchidos com aproximadamente 180 kg de
solo destorroado, peneirado e homogeneizado. Os vasos foram distribuidos em arranjo
espacial de 1,0 x 1,0 m entre as extremidades das linhas e fileiras, respectivamente, a céu
aberto.

O solo utilizado foi um Latossolo Amarelo coeso. As andlises fisico-quimicas foram
realizadas seguindo a metodologia da Embrapa (1997), e a curva de retencdo de umidade foi

estimada utilizando-se a metodologia de Richards (1965), como mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento.

Analise do solo

Quimica
Condutividade elétrica 0,32dSm™
oH 6,3
ca* 7,61 cmol. kg™
Mg** 4,41 cmol. kg™
Na* 0,26 cmol. kg™
K* 0,18 cmol, kg™
P 49 mg kg™
AP 0,00 cmol, kg™
Matéria organica 35,60 g kg™

Fisica

Porosidade total 56,2%
Densidade global 1,17 gcm™
Areia 637,6 g kg™
Silte 205,9 g kg™
Argila 156,5 g kg™
classificagdo Textural Franco argilo arenoso
Tensdo (MPa) Conteldo de agua (%)
0,033 27,72
15 14,76
Agua disponivel 12,96

Os rebolos utilizados para o plantio (19/02/2014) foram padronizados levando-se em
consideracdo a idade, estado sanitario, e regido do colmo da cana semente e foram plantados
previamente em bandejas plasticas mantidas sob telado até que as plantulas atingissem trés
folhas definidas, aptas ao transplantio. Decorridos 30 dias ap6s o plantio, foram selecionadas
trés plantulas, de tamanho uniforme, para cada vaso. Aos 240 dias apds o plantio, a cana-
planta foi cortada iniciando-se o segundo ciclo. Em seguida, os vasos foram irrigados
regularmente na capacidade de campo, até a implantacdo dos tratamentos hidricos que tiveram
inicio 60 dias apos. Foi realizado o desbaste do perfilhamento deixando-se seis plantas de
tamanho uniforme em cada vaso.

Durante o periodo de estresse hidrico a umidade do solo foi monitorada em cada vaso
através de uma sonda de umidade de solo (Moisture Meter PR2, Delta T Devices, England)
que avalia a umidade a cada 10 cm, até a profundidade de 40 cm. A reposigdo da agua foi
feita por sistema de irrigacdo pressurizada, com um emissor por parcela, deixando-se cada

tratamento hidrico na sua faixa de umidade (Figura 1A). Os dados climaticos referentes ao
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periodo experimental foram obtidos por uma estacdo agrometeorolégica automaética,

localizada a aproximadamente 200 m do experimento (Figura 1B, C e D).

Figura 1. Umidade do solo com cultivares de cana-de-agUcar submetidas a diferentes
tratamentos hidricos no segundo ciclo de cultivo (A), pluviometria (B), temperatura média do
ar (C) e umidade relativa média do ar (D) durante o periodo experimental.
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Aos 22 dias ap0s estresse (DAE) foi avaliada a eficiéncia fotoquimica méxima do PSII

nas folhas +1 em um perfilho de cada parcela. A classificacdo das folhas foi feita de acordo

com o sistema Kuijper (VAN DILLEWIN, 1952). Posteriormente, as folhas +1 foram

coletadas, selecionado-se a por¢do mediana, para analises bioquimicas. Uma parte da folha

coletada foi acondicionada em caixa térmica com gelo para analises dos pigmentos
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fotossintéticos, e outra parte foi embalada em papel aluminio, devidamente identificada,
acondicionada em nitrogénio liquido, e posteriormente colocada em freezer a -70 °C até o

momento das analises enzimaticas.

2.2 Avaliacao da eficiéncia fotoquimica do PSII

A eficiéncia fotoquimica méxima do PSII (Fv/Fm) foi determinada utilizando-se um
fluorémetro portatil de luz modulada (PAM 2500, WALZ) seguindo os procedimentos de
Maxwell; Johnson (2000). Essas avaliacdes foram realizadas entre 12 e 13 horas, em folhas
pré-adaptadas ao escuro (=30 min) com a utiliza¢do de clipes metalicos especificos, colocados

no terco médio da folha evitando-se a nervura central.

2.3 Conteudo de pigmentos fotossintetizantes

Os contetidos de clorofila a, b, e os carotenoides foram quantificados utilizando trés
discos de 0,8 cm? de folhas frescas. Os discos foram picotados e acondicionados em tubos de
vidro protegidos com papel aluminio contendo 5 ml de acetona a 80%, acondicionados ao
abrigo da luz a 4 °C durante 24 h. Posteriormente, foram feitas as leituras de absorbancia dos
extratos a 480, 645, 663 nm de comprimento de onda, em espectrofotdmetro. Os niveis de
clorofila a, b, e os carotenoides foram entdo calculados como descrito por Lichtenthaler
(1987), e expressos em mg g™ MF. Posteriormente, foram calculados o contetido de clorofila

total (a+b), e a razdo clorofila a/b.

2.4 Extracdo e quantificacbes enzimaticas

Os extratos para quantificacdo da atividade das enzimas APX e CAT, e de proteinas
solveis foram obtidos através da maceracdo a frio com auxilio de almofariz, pistilo e No.
Cerca de 0,1 g de tecido foliar foi submetido a extracdo em solucdo contendo 300 mM de
tampéo fosfato de potassio (pH 7,5), 2 mM de EDTA e 20 mM de &cido ascorbico com adi¢do
de 0,3 g de PVPP, perfazendo um volume final de 2000 pL. O extrato foi centrifugado a
15000 x g, por 10 minutos, a 4 °C. A extracdo para quantificacdo da SOD foi obtido a partir
de 0,1 g de tecido vegetal congelado, macerado em 2000 pL do meio de extragdo contendo
Tampdo Fosfato de Potassio 300 mM (pH = 7,8).

A quantificacdo de proteinas foi realizada conforme o protocolo de Bradford (1976),
utilizando-se albumina de soro bovino como padréo.

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorredugédo do

azul de nitrotetrazolio (NBT), conforme proposto por Giannopolitis; Ries (1977), com
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modifica¢bes. Foram adicionados 50 pL do extrato enzimatico a 2950 pL do meio de reacdo
composto por: tampao de fosfato de potéssio 300 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 100
mM, NBT 75 uM, e riboflavina 2 uM. A amostra de referéncia foi utilizada apenas o meio de
reacdo sem adicdo de extrato vegetal. A amostra mais 0 meio de reacdo foram iluminados
com lampada fluorescente de 15 W por 4 minutos, e posteriormente, realizada a absorbancia
em espectrofotdmetro a 560 nm, em triplicata. Uma unidade de SOD foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condicdes do
ensaio, e expressas em unidade mg™ de proteina.

A atividade da APX foi obtida seguindo a metodologia de Nakano; Asada (1981). Para
a medida de atividade, foi utilizado 50 pL de extrato adicionado a 334 pL de tampé&o fosfato
de potéssio 300 mM (pH 7,5), 20 puL de ascorbato de sdédio 50 mM, 20 pL de peroxido de
hidrogénio 10 mM e 1576 pL de agua deionizada. A atividade da enzima foi determinada pelo
acompanhamento da oxidacdo do ascorbato, a cada 10 segundos, durante um minuto. A
reacdo oxidativa foi monitorada em espectrofotdmetro a 290 nm, em triplicata. Uma unidade
da atividade da APX foi definida como a conversdo de 1 puM de &cido ascorbico em
monodehidroascorbato durante um minuto. O coeficiente de extingdo molar (¢) utilizado nos
célculos para esta enzima foi 2,8 mM™ cm™, e expressa em unidade mg™ de proteina.

A atividade da CAT foi quantificada segundo Havir; Mchale (1987), com modificacdes.
Aliquotas de 50 pL do extrato enzimatico foram adicionados a 334 pL de fosfato de potéssio
300 mM (pH 7,5), 250 pL de perdxido de hidrogénio 12,5 mM e 1366 pL de agua destilada
incubadas a 30 °C. A atividade da enzima foi determinada em espectrofotdmetro, pela
reducdo da absorbancia a 240 nm, por um minuto, monitorado pelo consumo de peréxido de
hidrogénio, em triplicata. Uma unidade da atividade da CAT foi definida como a degradagéo
de 1 uM de H,0; durante um minuto. O coeficiente de extingdo molar (¢) utilizado nos

calculos para esta enzima foi 36 mM™ cm™, e expressa como unidade mg™ de proteina.

2.5 Peroxido de hidrogénio (H,0O,) e peroxidacao de lipideos

O conteldo de perdxido de hidrogénio foi determinado de acordo com Velikova et al.
(2000). Foi macerado cerca de 0,1 g de material fresco congelado, em solugéo acida composta
por 2000 pL de TCA (acido tricloroacético) a 0,1% (m/v) e centrifugados a 10000 x g por 10
minutos, a 4 °C. Em tubos de ensaio contendo 700 pL de tampdo fosfato de potassio 10 mM
(pH 7,0) e 1000 pL de iodeto de potassio 1 M, foi adicionado 300 pL do sobrenadante e a

mistura incubada por 10 min a 30 °C. Posteriormente, a absorbancia foi realizada a 390 nm,
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em triplicata, e o contetdo de H,0O, foi calculado por meio de uma curva padréo de peréxido
de hidrogénio (H.0,) estabelecida previamente, expresso em umol g™* MF.

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela quantificacdo das espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), como descrito por Cakmak; Horst (1991) com pequenas
modificagdes. Foi macerado cerca de 0,1 g com 2000 pL. de TCA 0,1%. O homogeneizado foi
entdo centrifugado a 10000 x g por 10 minutos a 4 °C. Aliquotas de 300 pL do sobrenadante
foram adicionadas a 1700 puL do meio de reacdo composto por &cido tiobarbitdrico (TBA)
0,5% (m/v) e TCA 10% (m/v), e incubados a 90 °C por 60 minutos com interrupcao da reacédo
pelo rapido resfriamento em banho de gelo. Os extratos foram novamente centrifugados sob
mesma rotacdo e tempo anteriores, para clareamento e auséncia de interferentes. A
absorbancia da amostra foi determinada a 532 nm, em triplicata, e para se obter os valores de
absorbancia liquida, o valor foi descontado da absorbancia inespecifica a 600 nm. A

peroxidacéo de lipideos através da quantificacdo de MDA foi expressa em nmol g™ MF.

2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidancia e quando detectado efeito
significativo para as interacdes, os valores médios foram comparados pelo teste de Tukey a
p<0,05, dentro dos desdobramentos, tanto entre regimes hidricos quanto entre cultivares. A
correlacdo de Pearson (r) foi utilizada para verificar a relagdo entre as variaveis analisadas

dentro de cada condic¢éo hidrica.

3 RESULTADOS

O resumo da analise de variancia com as respostas das cultivares, dos tratamentos
hidricos, e cultivares versus tratamentos hidricos para pigmentos fotossintéticos, eficiéncia
fotoquimica maxima do PSII, atividade das enzimas antioxidantes, peréxido de hidrogénio, e

peroxidacao de lipideos séo apresentados na Tabela 2.

3.1 Conteudo de pigmentos fotossintetizantes

O conteddo de pigmentos variou entre as cultivares de cana-de-agicar mesmo sem
estresse hidrico (Figuras 2A, B, C, D). De um modo geral, houve reducao do teor de clorofila
quando as plantas foram submetidas ao estresse. No entanto, a resposta foi diferente entre as
cultivares. O estresse moderado foi suficiente para reduzir o teor de clorofila a em todas as
cultivares, menos na RB855536 e RB92579 (Figura 2A). Por outro lado, a cultivar RB72454

foi a que mais reduziu a clorofila a nessas condi¢bes, com reducdo de 40%. J& sob estresse
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severo, todas as cultivares reduziram o teor de clorofila a, com maior reducdo também na
RB72454, de 43,2%.

O conteudo de clorofila b ndo foi alterado entre os tratamentos hidricos na cultivar
RB855536 (Figura 2B). Sob estresse moderado a cultivar RB72454 teve a maior reducéo, de
35,1%, em relacdo ao controle, enquanto a cultivar RB92579 reduziu apenas 8,9%. J& sob
estresse severo a reducgéo da clorofila b foi de 50,7% na cultivar RB72454, e apenas 22,1% na
RB92579.

A cultivar RB72454 teve a maior reducdo do contetdo de clorofila total sob estresse
moderado, com reducdo de 38,8%, enquanto a reducdo foi apenas 8,9% na RB92579 em
relacdo ao controle (Figura 2C). Ja sob estresse severo a reducdo foi de 45% na cultivar
RB72454, e de apenas 14,5% na RB92579.

A razdo clorofila a/b ndo foi afetada pelos tratamentos hidricos nas cultivares
RB855536, RB92579 e RB931011 (Figura 2D). Por outro lado, sob estresse severo a razéo
clorofila a/b aumentou 21,5% na cultivar RB99382, 17,2% na RB72910 e 12,7% na RB72454

em relacdo ao controle.
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Tabela 2. Resumo da andlise de variancia de parametros fisiologicos em cultivares de cana-
de-agUcar no segundo ciclo de cultivo sob diferentes tratamentos hidricos: controle, estresse
hidrico moderado e estresse hidrico severo.

Parametros fisioldgicos
Eficiéncia fotoquimica

Pigmentos fotossintéticos

Enzimas antioxidantes

Espécie reativa de oxigénio

Peroxidacéo de lipideos

Variaveis
Fv/IFm

Chl a

Chlb

Chl a/b

Chl total

Carotenoides

SOD

APX

CAT

H20,

MDA

FV F P

C 26,24 0,000
W 7,19 0,000
CxW 3,36 0,003
C 62,80 0,000
W 159,52 0,000
CxW 6,37 0,000
C 10,85 0,000
W 66,22 0,000
CxW 2,46 0,017"
C 4,54 0,001™
W 5,77 0,005~
CxW 2,30 0,025"
C 2,35 0,000
W 174,94 0,000
CxW 5,206 0,000
C 39,34 0,000
W 136,46 0,000
CxW 4,21 0,000
C 96,20 0,000
W 157,62 0,000
CxW 0,26 0,000
C 43,67 0,000
W 59,384 0,000
CxW 14,28 0,000
C 29,03 0,000
W 72,65 0,000
CxW 4,76 0,000
C 23,42 0,000
W 91,22 0,000
CxW 8,97 0,000
C 10,61 0,000
W 112,93 0,000
CxW 5,01 0,000

FV: fontes de variacdo; F: F calculado; P: probabilidade de significancia; *, ** e *** significativo a p<0,05,

<0,01 e <0,001, respectivamente.
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O conteudo de carotenoides ndo foi alterado entre o tratamento controle e o estresse
moderado nas cultivares RB99382 e RB92579. A cultivar RB72454 foi a que mais reduziu 0s
carotenoides, em 32,4% sob estresse moderado e em 49,1% sob estresse severo em relacdo ao
controle (Figura 2E). J& os carotenoides da cultivar RB92579 reduziram apenas 13,5%, sob
estresse severo. As clorofilas a e b tiveram alta correlagdo com a Chl total em todas as
condicdes hidricas (Tabela 3). Por outro lado, o contetido de carotenoides se correlacionou

com 0s outros pigmentos apenas quando as plantas estavam sob estresse.

3.2 Eficiéncia fotoquimica do PSII
A eficiéncia fotoquimica maxima (Fv/Fm) foi afetada apenas sob estresse severo, em
que as cultivares RB72910 e RB72454 tiveram reducdo de 12,2 e 31,3%, respectivamente, em

relacdo ao tratamento controle (Figura 2F).
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Figura 2. Teores de pigmentos fotossintéticos: clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total
(C), razdo clorofila a/b (D), carotenoides (E) e eficiéncia fotoquimica maxima do PSII —
Fv/Fm (F) em cultivares de cana-de-agucar no segundo ciclo de cultivo sob diferentes
tratamentos hidricos: controle, estresse hidrico moderado e estresse hidrico severo.
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Barras seguidas de letras iguais, maiusculas entre tratamentos hidricos dentro de cada cultivar, e mindsculas
entre cultivares dentro de cada tratamento hidrico, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A média
representa o efeito isolado dos tratamentos hidricos.

3.3 Enzimas antioxidantes
A atividade das enzimas SOD, APX e CAT nas folhas ndo variou entre as cultivares

quando sob tratamento controle, mas aumentou com a presenga do estresse hidrico (Figuras
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3A, B, C). A atividade de SOD aumentou com a imposi¢do do estresse (Figura 3A). A
cultivar RB92579 teve o maior aumento da atividade de SOD, de 19,7% sob estresse
moderado, e de 57,8% sob estresse severo, em relacdo ao controle. Por outro lado, a cultivar
RB72454 foi a que menos aumentou a atividade da SOD, 18% mesmo sob estresse severo. A
atividade da SOD né&o teve correlagdo com 0s pigmentos € nem com as outras enzimas
antioxidantes em plantas sob tratamento controle, mas teve correlagéo sob estresse moderado,
e essa correlacdo aumentou sob estresse severo (Tabela 3).

Semelhante a SOD, a atividade da enzima APX teve maior aumento na cultivar
RB92579, de 29,3% sob estresse moderado, e 59,8% sob estresse severo, em relacdo as
plantas sob tratamento controle (Figura 3B). Um aumento parecido da APX foi observado na
RB72910. Por outro lado, as cultivares RB99382 e RB72454 ndo tiveram alteracdo na
atividade da APX quando sob estresse hidrico.

A atividade da CAT também aumentou sob as condigdes de estresse, em que a cultivar
RB92579 teve 0 maior aumento sob estresse severo, de 33,1% em relagdo ao controle (Figura
3C). A atividade da CAT teve correlacdo positiva somente com Chl a em plantas sob
condicdes controle. Em plantas sob estresse hidrico a atividade da CAT passou a ter também

correlagdo com Chl total, carotenoides e APX (Tabela 3).
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Tabela 3. Correlacdo de Pearson entre clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila total
(Chl t), razdo clorofila a/b (Chl a/b), carotenoides (Carot), eficiéncia fotoquimica méaxima do
Fotossistema Il (Fv/Fm), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD), peroxido de hidrogénio (H,0,) e teor de malondialdeido (MDA) em cultivares de
cana-de-acgucar no segundo ciclo de cultivo sob diferentes tratamentos hidricos: Controle (C),

Estresse hidrico moderado (EM) e Estresse hidrico severo (ES).

Trat.
C

EM

ES

Var.

Chla 0527 094"

Chlb
Chlt
Chl a/b
Carot
Fv/Fm
APX
CAT
SOD
H>0>

Chla
Chlb
Chl t
Chl a/b
Carot
Fv/Fm
APX
CAT
SOD
H.0;

Chla
Chlb
Chl t
Chl a/b
Carot
Fv/Fm
APX
CAT
SOD
H,0,

0.777 0.98™

0.52" 0.977

0.12
0.78" -0.76"
-0.21

0.31
-0.35
0.15

0.86"

0.37
0.717 -058"
0.14

0.03
-0.29
-0.09
0.33

0.72"

0.55

0.71"
0.21

0.64"
0.65"
0717
-0.12

-0.26
-0.29
-0.30
0.13

*%

0.56

0.14
0.36
0.20
-0.30
0.14

0.21
0.39
0.28
-0.18
0.40

Chlb Chlt Chla/b Carot Fv/Fm APX

0.50
0.52"
0.57"
-0.24
-0.09
-0.08

0.35
0.13
0.31
0.29
0.33
-0.38

0.62
0.38
0.617
0.17
0.75 "
-0.00

CAT

0.41"
0.03
0.31
0.24
0.05
0.02
0.32

0.49"
0.38
0.48"
0.14
0.44"
-0.15
0.74"

0.69
0.38
0.68"
0.24
0.53"
-0.13

*k

0.72

SOD

-0.02
-0.14
-0.07
0.17
-0.11
-0.24
-0.13
-0.12

0.45
0.29
0.43"
0.18
0.49"
-0.32

0.73
0.54™

*k

0.63
0.24
0.59"
0.33
0.58"
-0.14
0.87"

0.82"

H20,

0.38
-0.00
0.28
0.30
0.16
0.03
-0.00
0.30
0.38

-0.60™
-0.55
-0.62"
-0.04
-0.48"
-0.30
-0.03
-0.12
-0.31

-0.44"
-0.55
0517
0.19
-0.40°
-0.45"
0.08
-0.10

0.15

MDA

0.31
0.38
0.38
-0.21
-0.34
-0.09
0.02
0.12
0.13
0.11

-0.37
-0.46"
-0.41°
0.17
-0.40°
-0.43"
0.11
-0.04
-0.14
0.76

-0.80"
-0.61"
-0.83"
-0.07
-0.67"
-0.22
-0.48"
-0.66
-0.44"

0.48"

Trat.: tratamentos hidricos; Var.: variaveis; ** significativo a p<0,01, *significativo a p<0,05.
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Figura 3. Atividades das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (A), ascorbato
peroxidade (B) e catalase (C); conteudo de perdxido de hidrogénio - H,O, (D) e contetido de
malondialdeido - MDA (E) em cultivares de cana-de-agucar no segundo ciclo de cultivo sob

diferentes tratamentos hidricos: controle, estresse hidrico moderado e estresse hidrico severo.
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Barras seguidas de letras iguais, mailsculas entre tratamentos hidricos dentro de cada cultivar, e mindsculas
entre cultivares dentro de cada tratamento hidrico, ndao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A média
representa o efeito isolado dos tratamentos hidricos.

3.4 Perdxido de hidrogénio (H,0,) e peroxidacao de lipideos
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O contetdo de H,O, e a peroxidacdo lipidica ndo variaram entre as cultivares em
plantas ndo estressadas, mas aumentaram com a intensidade do estresse hidrico (Figura 3D,
E). O conteudo de H,O, teve 0 maior aumento na cultivar RB72454, de 38,4% sob estresse
moderado, e 62,5% sob estresse severo, em relagdo as plantas controle (Figura 3D). O mesmo
ocorreu com a peroxidacdo lipidica da cultivar RB72454 que teve um aumento de 34% sob
estresse moderado, e 47,2% sob estresse severo (Figura 3E). Por outro lado, a peroxidacao de
lipideos nas demais cultivares aumentou apenas sob estresse severo, tendo 0 menor aumento
na cultivar RB92579, de 22,8%. E interessante observar que o conteGdo de H,O, e a
peroxidacdo de lipideos comecaram a ter correlagdo negativa com as clorofilas e carotenoides
qguando as plantas estavam sob estresse moderado, e permanecendo sob estresse severo
(Tabela 3). A peroxidacdo de lipideos também teve correlacdo negativa com a atividade das
enzimas antioxidantes sob estresse severo, ao passo que peroxidacdo de lipideos e conteido

de H,O, tiveram correlacdo positiva quando as plantas estavam sob estresse.

4 DISCUSSAO

A reducdo nos teores das clorofilas a medida que se intensificou o estresse hidrico
sugere que a degradacdo dos pigmentos esta ligada a desestruturacdo dos cloroplastos como
resposta ao estresse, e pode ser associada com a tolerancia a seca (JALEEL et al., 2009;
CHEN et al.,, 2016). A manutengdo dos teores das clorofilas na cultivar RB92579, e a
degradacdo na RB72454 sob as condigdes de estresse hidrico indicam que as cultivares
respondem distintamente ao estresse. A diminuicao do teor de clorofila sob estresse hidrico é
considerada um sintoma tipico de estresse oxidativo, resultante da fotooxidacdo e degradacédo
dos pigmentos (JUNG, 2004; FAROOQ et al., 2009), expressivamente em cultivares mais
sensiveis (CHEN et al., 2016). Tal resposta, provavelmente, ocorreu na cultivar RB72454 que
reduziu pronunciadamente o contetdo de clorofilas.

Por outro lado, a manutencdo do teor de clorofila na cultivar RB92579, foi uma
importante resposta na tolerancia ao estresse hidrico. Em cana-de-agtcar sob déficit hidrico,
cultivares mais tolerantes tém respostas semelhantes ou pouca degradacao das clorofilas em
relacdo as plantas bem hidratadas (SILVA et al., 2012; 2014). Além de cana-de-agucar, é
relatado em outras gramineas que o estresse hidrico também afeta o teor de clorofila, como
em milho (KHOLOVA et al., 2011; CHEN et al., 2016) e trigo (NIKOLAEVA et al., 2010).
Das inimeras mudancas nas fun¢Ges metabolicas das plantas causadas pelo estresse, uma das

que mais reflete no rendimento das plantas € a alteragdo dos pigmentos, pois estes sdo
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responsaveis pela absor¢do e transferéncia da energia luminosa para os fotossistemas
(FAROOQ et al., 2009; JALEEL et al., 2009).

A degradacao nos teores de clorofila a e b, e consequentemente de clorofila total, pode
decorrer de perturbagdes fotoquimicas ocasionadas pelo excesso de luminosidade nos centros
de reagdo do PSIlI (KHOLOVA et al., 2011; SALES et al., 2015), como observado em nossos
resultados pela diminui¢do de Fv/Fm na cultivar RB72454. Isso pode estar relacionado a alta
degradacdo dos pigmentos fotossintéticos e a baixa atividade das enzimas antioxidantes. A
diminuicdo gradual dos teores de clorofila total causada pelo estresse hidrico em plantas de
cana-de-agucar é um dos principais fatores que limitam a atividade fotossintética por afetar a
eficiéncia fotoquimica maxima (SILVA et al., 2014; SANTOS; SILVA, 2015). Em cultivares
de cana-de-agucar sensiveis ao estresse hidrico, a diminui¢cdo de Fv/Fm foi relacionada a
perturbacdes nos centros de reacdo do PSII, comprometendo a produtividade da cultura pela
dificuldade em alocar fotoassimilados (CARLIN et al., 2012; SALES et al., 2015).

A manutencdo dos carotenoides na cultivar RB92579 sob estresse hidrico sugere que
esta cultivar tem maior protecdo contra oxidacdo fotoquimica durante o estresse oxidativo,
minimizando a degradacdo das clorofilas. As correlagdes entre carotenoides e clorofilas sob
estresse indicam que a manutencdo dos carotenoides foi fundamental no auxilio contra os
danos causados pelo estresse, pois estes pigmentos tém papéis adicionais nos cloroplastos
como a absorc¢do de luz e fotoprotecdo, ajudando as plantas na tolerancia as adversidades do
estresse (JALEEL et al., 2009; KHOLOVA et al., 2011). Dessa maneira, é esperado que
cultivares que mantém maiores quantidades de carotenoides durante o estresse possuem maior
protecdo contra a fotooxidacdo (SILVA et al., 2014) como observado na cultivar RB92579, e
relatado também em cultivares de milho mais tolerantes a seca (KHOLOVA et al., 2011;
CHEN et al., 2016). Por outro lado, a maior degradacdo de carotenoides associada a baixa
razdo Fv/Fm, baixa atividade enzimatica e aumento da peroxidacao de lipideos pode indicar
danos no aparato fotossintético, o que provavelmente aconteceu com a cultivar RB72454. Em
cana-de-agucar sob estresse hidrico houve maior degradacdo de carotenoides em cultivares
sensiveis (SILVA et al., 2014). A degradacédo de carotenoides inibe a fungéo fotoprotetora das
plantas aumentando a chance de fotoxidagdo sob condicéo de estresse hidrico (SILVA et al.,
2014; CHEN et al., 2016).

As respostas das enzimas SOD, APX E CAT variam dependendo da cultivar analisada,
pois diversos mecanismos adaptativos sao apresentados por diferentes cultivares (CIA et al.,
2012), como constatado em nosso estudo. Em cana-de-agucar sob estresse hidrico, a atividade

de enzimas antioxidantes promove a fotoprotecdo do aparelho fotossintético (Sales et al.,



86

2013; BOARETTO et al., 2014), provavelmente por auxiliar na manutengdo dos pigmentos,
na razdo Fv/Fm, e por inibir o aumento da peroxidacdo de lipideos (CARVALHO, 2008;
ANJUM et al., 2016).

O aumento da atividade de enzimas na limpeza de EROs tem sido relatado em cultivares
mais tolerantes ao déficit hidrico quando comparadas as sensiveis, sugerindo que o sistema
antioxidante desempenha um papel importante na tolerancia das plantas ao déficit hidrico
como observado em arroz (LUM et al.,, 2014), milho (CHEN et al.,, 2016) e trigo
(NIKOLAEVA et al., 2010; CHAKRABORTY; PRADHAN, 2012).

A maior atividade da SOD em resposta ao estresse hidrico na cultivar RB92579
funciona como um indicativo do papel-chave dessa enzima na tolerancia ao estresse (JUNG,
2004; SALES et al., 2015). O aumento da atividade de SOD na cultivar RB92579 também foi
encontrado sob estresse salino (MEDEIROS et al., 2014). Em cultivares de cana-de-acUcar
sob estresse hidrico, o conteudo de SOD aumentou 28% na cultivar tolerante, e 6% na cultivar
sensivel a seca (SALES et al., 2015). O aumento da atividade de SOD também foi registrado
em plantas de diferentes espécies sob estresse hidrico como milho (ANJUM et al., 2016),
arroz (LUM et al., 2014), feijao-fava (SIDDIQUI et al., 2015) e trigo (CHAKRABORTY;
PRADHAN, 2012). Nessas plantas, a SOD atuou eficientemente na protecdo dos danos
oxidativos causados tanto pela duracdo quanto pela intensidade do déficit hidrico sendo,
portanto, considerada como um indicativo de tolerdncia ao estresse hidrico
(CHAKRABORTY; PRADHAN, 2012; SIDDIQUI et al., 2015).

A alta atividade de APX na cultivar RB92579 indica bom desempenho desta cultivar
contra 0 estresse oxidativo ocasionado pelo estresse hidrico, como visualizado também pela
manutencdo dos pigmentos, de Fv/Fm, além da baixa peroxidacdo de lipideos. O aumento da
atividade de APX na cultivar RB92579 também foi observado em plantas sob estresse salino
(MEDEIROS et al., 2014). A atividade de APX parece ser rapidamente ativada em plantas
estressadas, com o proposito de aliviar os danos fotoquimicos (SALES et al., 2013). Em
cultivares de trigo, apos trés dias sob déficit hidrico, houve aumento da atividade de APX nas
folhas das plantas estressadas, o que ajudou a diminuir a peroxidacdo de lipideos
(NIKOLAEVA et al., 2010). O aumento de APX tem sido observado em cultivares de cana-
de-acucar mais tolerantes ao déficit hidrico (NGAMHUI et al., 2015). Esses autores
observaram que a atividade de APX, foi 15% maior na cultivar mais tolerante que na cultivar
mais sensivel.

Por outro lado, a baixa atividade de APX na cultivar RB72454 sob estresse pode ter

contribuido para o aumento de danos fotoquimicos, como observado pelo aumento da
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fotoinibicdo e do contetdo de H,O,, o0 que induziu a maior degradacdo de clorofilas e
peroxidacdo de lipideos nessa cultivar. Fato que pode ser confirmado pelas correlagdes
positivas de APX com Chl a, Chl total e Car em nosso trabalho. Essas correlacGes sugerem
que a concentracdo de APX auxiliou na manutencao dos niveis de pigmentos sob as condicdes
de estresse na cultivar RB92579, mas ndo na RB72454. Em outros estudos com cana-de-
acucar sob deficiéncia hidrica foram observados aumento de APX em cultivares mais
tolerantes a seca sugerindo que essa enzima € eficiente no alivio do estresse oxidativo
(NGAMHUI et al., 2015; SANTOS; SILVA, 2015).

Das enzimas antioxidantes avaliadas em nosso estudo, a CAT foi a que menos se alterou
com a presenca do estresse, 0 que pode ter ocorrido por esta enzima ser essencialmente dos
peroxissomas. Em plantas C4, como a cana-de-aclcar, a fotorrespiracdo é minima, e
consequentemente ha menor atividade de CAT do que em plantas C3 (CARMO-SILVA et al.,
2008). Contudo, mesmo em baixa concentragao, sugere-se que essa enzima teve participacao
essencial na remocdo de EROs, em conjunto com a APX e a SOD, como observado na
cultivar RB92579. A CAT ¢é o segundo composto enzimatico de defesa antioxidante, atuando
principalmente na decomposicdo do H,O, produzido pela SOD (MITTLER, 2002). Em
cultivares de milho, maior atividade de CAT foi encontrada na cultivar mais tolerante a seca
(ANJUM et al., 2016), indicando que o0 aumento da atividade dessa enzima protege contra 0s
danos oxidativos causados com o agravamento do estresse (CIA et al., 2012; BOARETTO et
al., 2014).

A acdo conjunta das enzimas SOD, APX e CAT pode ser visualizada pela correlacéo
positiva da atividade delas, somente sob estresse moderado e severo. Além disso, as
correlagdes de SOD, APX e CAT com Chl a, Chl total e Carot sob estresse severo, indicam
que as enzimas sao eficientes na protecdo do aparelho fotossintético das plantas estressadas,
ajudando a manter os pigmentos e membranas, com a baixa peroxidacdo de lipideos. Dessa
maneira, 0 aumento da atividade de SOD, APX e CAT pode indicar que a produtividade nas
cultivares mais tolerantes, ndo seja drasticamente afetada pelo estresse, podendo ser associada
a manutencao das clorofilas, dos carotenoides, e reducdo da peroxidacdo de lipideos (JUNG,
2004; BOARETTO et al., 2014; SALES et al., 2015; ANJUM et al., 2016).

O H,0, é formado através da dismutacdo do O, pela SOD, e pode ser eliminado por
catalase e varias peroxidases, como a APX (MITTLER, 2002; BOARETTO et al., 2014).
Assim, a concentracdo de H,0, também esté relacionada com a atividade de SOD (WENG et
al., 2015), como encontrado em nosso estudo, em que a cultivar RB92579 teve alta atividade

de SOD e uma ligeira producdo de H,O,, especificamente no estresse severo. Dessa maneira,
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podemos sugerir que o contetdo de H,O, nessa cultivar pode ter sido ainda maior, no entanto,
parte dele foi decomposta pela acdo de APX e CAT, ou ainda, que concentra¢des de H,O,,
geralmente, sdo produzidas em condigdes estressantes, como sugerido por Cia et al. (2012).
Esses autores observaram que em diferentes cultivares de cana-de-agucar houve aumento do
H,O, em todas elas no inicio do estresse. Além disso, o H,O, pode funcionar como um
mensageiro secundario do estresse, no entanto, se a concentracdo for muito alta é necessaria
uma resposta rapida do sistema antioxidante (CARVALHO, 2008; SILVA et al., 2015).

O aumento de H,O, com a imposicdo do estresse pode estar relacionado a menor
tolerancia das cultivares ao déficit hidrico, como visto na cultivar RB72454, que teve alta
producdo de H,O, e, simultaneamente, exibiu degradacdo dos pigmentos, e menor atividade
enzimatica de CAT, APX e SOD. Em outros estudos foi observado que os teores de H,O,
foram mais elevados em cultivares mais sensiveis do que em cultivares mais tolerantes a seca,
como em cana-de-agucar (BOARETTO et al., 2014; SALES et al., 2015), milho (ANJUM et
al., 2016) e feijdo-fava (SIDDIQUI et al., 2015).

A peroxidacdo lipidica interpretada pelo aumento de MDA e induzida pela producédo de
EROs pode levar a degradacdo de proteinas, a fragmentacdo do DNA, e a morte celular
(SIDDIQUI et al., 2015; ANJUM et al., 2016), o que provavelmente ocorreu com a cultivar
RB72454. De maneira semelhante, o aumento da peroxidacdo lipidica sob estresse hidrico foi
encontrado em milho, mais notavel na cultivar sensivel (ANJUM et al., 2016), e em espécies
lenhosas, em que a peroxidacéo lipidica foi proporcional a intensidade do estresse (LIU et al.,
2011). As elevadas concentracdes de MDA sugerem menor protecdo das plantas contra a
oxidagdo fotoquimica durante o estresse, associadas ao aumento do H,0O, e & baixa atividade
das enzimas APX, CAT e SOD como constatado em diferentes estudos (LIU et al., 2011;
CHAKRABORTY; PRADHAN, 2012; BOARETTO et al., 2014; MEDEIROS et al., 2014;
SIDDIQUI et al., 2015). O mesmo podemos inferir para a cana-de-aglcar, em que
encontramos uma correlacéo inversa entre as atividades das enzimas antioxidantes e MDA em
plantas sob estresse severo, e uma correlacdo positiva entre H,O, e MDA ja em plantas sob
estresse moderado.

Por outro lado, a cultivar RB92579 que exibiu a menor peroxidacdo de lipideos entre as
cultivares quando sob estresse severo, sugere que esta foi beneficiada pela manutencdo dos
pigmentos e pelo aumento da atividade das enzimas antioxidantes. Resultados semelhantes
foram encontrados na mesma cultivar sob estresse salino, em que a baixa peroxidacdo de
lipideos foi atribuida ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes (MEDEIROS et al.,
2014).
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5 CONCLUSOES

As cultivares de cana-de-agUcar sao diferentes na tolerancia a seca. Entre as cultivares
utilizadas, a RB92579 apresenta mecanismos antioxidativos mais ativos quando submetida ao
estresse hidrico. Essa tolerancia ao déficit hidrico esta associada ao aumento da atividade de
enzimas antioxidantes para manutencdo de niveis baixos de EROs. Isso leva a menor
peroxidacdo de lipideos e manutencdo de pigmentos fotossintéticos, fazendo com que haja
menos fotoinibicdo do PSII nas cultivares mais tolerantes ao estresse hidrico, 0 que nao ocorre
em cultivares mais sensiveis a seca, como a RB72454. O sistema de defesa antioxidante
desencadeado pelas enzimas superdxido dismutase, ascorbato peroxidase e catalase, bem
como a manutencdo da integridade das membranas e conteudo de pigmentos fotossintéticos
servem como critérios importantes na avaliacdo da tolerancia a seca em cultivares de cana-de-

acucar.
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CAPITULO IV

O ACUMULO DE OSMOPROTETORES MINIMIZA OS EFEITOS DO DEFICIT
HIDRICO AUXILIANDO NA RECUPERACAO DA EFICIENCIA FOTOQUIMICA E
TRANSPORTE DE ELETRONS EM CANA-DE-ACUCAR

RESUMO

A cana-de-aglcar é uma cultura de grande destaque mundial pela sua capacidade produtiva.
Contudo, na maioria das regides o déficit hidrico é apontado como o fator mais limitante a sua
producdo. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a relacdo entre osmoprotetores e a
eficiéncia fotoquimica em cultivares de cana-de-aclcar sob estresse hidrico e reidratacéo.
Utilizaram-se as cultivares RB72454, RB92579, submetidas aos regimes hidricos: irrigado
adequadamente, controle; suspensédo da irrigacao, estresse; e retorno da irrigacao, reidratacdo.
A cultivar RB72454 se mostrou mais sensivel ao déficit hidrico com baixo acumulo de
prolina e sem alteracdo nas concentracdes de glicina betaina. Além disso, teve maior reducédo
de Fv/Fm, ETR e ®PSII, e maior aumento de gN. Essas respostas fisioldgicas resultaram em
maiores danos fotoquimicos pelo estresse hidrico, provocando a demora na recuperacdo. Por
outro lado, a cultivar RB92579 foi mais tolerante a seca, com maior acumulo de prolina e
glicina betaina sob estresse, menor reducdo de Fv/Fm, ETR e ®PSII, e sem grandes aumentos
de gN. Isso fez com que essa cultivar sofresse menores disturbios fisiologicos com o estresse,
favorecendo a recuperacdo. O acimulo de osmoprotetores sob déficit hidrico, e a sua
manutencdo durante a reidratacdo pode estar relacionado a protecao do aparelho fotoquimico
e a capacidade de recuperacdo em cana-de-agucar apds um periodo de seca sazonal.

Palavras-chaves: Déficit hidrico. Prolina. Glicina Betaina. Recuperacao.

1 INTRODUCAO

A cana-de-aglcar é uma planta de metabolismo C4, com grande capacidade produtiva
nas diversas regides do mundo onde é cultivada. Entretanto, na maioria das regides o déficit
hidrico é apontado como o fator mais limitante a sua produtividade, sobretudo onde o cultivo
ndo é irrigado (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005; DANTAS NETO et al., 2006). Desse
modo, a compreensdo dos mecanismos de tolerancia entre diferentes cultivares ao déficit
hidrico contribui satisfatoriamente com o0s programas de melhoramento genético
(JANGPROMMA et al., 2012). Além disso, a utilizagdo de cultivares tolerantes é a maneira
mais simples e adotada pelos produtores (SILVA et al., 2011; CHEN et al., 2016).
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O deficit hidrico pode levar a perturbacdo de processos fisiologicos como a eficiéncia
fotoquimica (SILVA et al.,, 2011). Sob essas condi¢des, a capacidade fotossintética €
progressivamente reduzida com alteracfes na atividade fotoquimica do PSIl promovendo uma
reducdo no transporte de elétrons e aumento simultaneo na dissipacdo de energia. Como
consequéncia, as plantas tém menor aproveitamento da energia luminosa na producdo de ATP
e NADPH, aumentando a suscetibilidade a fotoinibicdo (LAWLOR; CORNIC, 2002; KATO
et al., 2003; OUKARROUM et al., 2007; SALES et al., 2013).

A fotoinibicdo ocorre quando a energia luminosa excede a quantidade de energia usada
pela fotossintese, caracterizada por um declinio no rendimento efetivo do PSIl. Em regides
tropicais, o déficit hidrico geralmente estd associado com aumento da irradiancia e
temperatura que aumenta ainda mais a energia que chega aos fotossistemas, causando
fotoinibicdo e reducdo da fotossintese (SCHREIBER, 2004; LI et al., 2006; ZHANG et al.,
2016). Essas respostas sdo facilmente quantificadas pela emisséo de fluorescéncia das
clorofilas, uma importante ferramenta para entender o funcionamento do maquinario
fotossintético em resposta ao estresse hidrico (LI et al., 2006; GUO et al., 2016). A emissdo
de fluorescéncia da informacoes rapidas e precisas sobre a condicao do PSII, podendo mostrar
quanto de energia € absorvida pela clorofila e a extensdo pela qual o PSII est4 sendo afetado
pelo estresse (SCHREIBER, 2004, LI et al., 2006).

A preservacdo da atividade fotoquimica com baixa fotoinibicdo e manutencdo da
assimilacdo de CO, apds um periodo de deficiéncia hidrica € um mecanismo extremamente
importante para retomar seu crescimento e desenvolvimento, sendo, portanto, interessante
também avaliar a recuperacdo das plantas ap6s o déficit hidrico (SALES et al., 2013; CHEN
et al., 2016). Quando a fotossintese € afetada apenas pelo fechamento estomaético, hd uma
rapida recuperacdo na assimilacdo de CO, apds o estresse, indicando que o aparato
fotossintético ndo foi danificado (GUAN et al., 2015). O contréario pode ocorrer quando ha
limitacdo ndo estomatica, como reducdo da atividade da Rubisco, disponibilidade de CO, nos
cloroplastos e danos nos centros de reacdo do PSII (FLEXAS et al., 2006). Entretanto, a
extensdo dos efeitos do déficit hidrico sobre o aparelho fotoquimico dependera da intensidade
e duragdo do estresse, entre outros fatores, além do potencial de recuperacdo (SALES et al.,
2013; TRUJILLO et al., 2013).

A capacidade das plantas se recuperarem do deéficit hidrico ap0s a reidratacdo esta
ligada aos mecanismos de tolerancia desencadeados durante o periodo de estresse (ZHANG et
al., 2016; TRUJILLO et al., 2013). Esses mecanismos podem ser investigados através dos

guenchings fotoquimico e nao fotoquimico, da taxa de transporte de elétrons, e da eficiéncia
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fotoquimica efetiva do PSIl (COLOM; VAZZANA, 2003; CHEN et al., 2016; GUO et al.,
2016). Além disso, pode haver também a producdo de osmoprotetores, como por exemplo,
prolina e glicina betaina (ASHRAF; FOOLAD, 2007; ZHANG et al., 2014; ABID et al.,
2016), auxiliando as plantas estressadas a sofrerem menos distarbios no aparelho fotoquimico
do PSII, e promovendo uma melhor recuperacéo apds a seca. O acumulo de osmoprotetores, a
depender da concentragdo, € indicado como um mecanismo auxiliar na manutengéo do turgor
celular permitindo que as plantas continuem absorvendo agua e mantendo a turgescéncia
mesmo com baixo potencial hidrico (ASHRAF; FOOLAD, 2007; ZHANG et al., 2014).

A acdo dos osmoprotetores sobre o aparato fotoquimico quando a cana-de-agUcar esta
sob déficit hidrico ndo € bem compreendida (CIA et al., 2012; ENDRES et al., 2016). No
entanto, existem relatos de que o acumulo destes solutos contribui com a tolerancia de plantas
de diferentes espécies quando submetidas ao déficit hidrico (ASHRAF; FOOLAD, 2007). Em
milho, o acimulo de prolina foi maior na cultivar mais tolerante & seca aumentando a
estabilidade das membranas e a producdo de antioxidantes (ANJUM et al., 2017).
Semelhante, em Panicum sumatrense, 0 aumento na concentracdo de glicina betaina
proporcionou a estabilizacdo das membranas dos tilacoides melhorando a fotossintese
(AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014). Dessa maneira, a compreensdo da atuagéo de
osmoprotetores em conjunto com as atividades fotoquimicas nas respostas das plantas de
cana-de-agucar ao estresse hidrico, pode identificar estratégias de tolerancia que as permitam
se desenvolver em condi¢BGes ambientais adversas.

Nossa hipotese € que 0 aumento na concentracdo de osmoprotetores durante o déficit
hidrico pode auxiliar na manutencdo da integridade do aparelho fotoquimico em cana-de-
acucar sob estresse hidrico, além de melhorar na capacidade de recuperacdo. Dessa maneira,
objetivou-se avaliar o teor dos osmoprotetores prolina e glicina betaina, a eficiéncia
fotoquimica méxima e efetiva do PSII, os quenchins fotoquimico e ndo fotoquimico, e o

transporte de elétrons em cultivares de cana-de-agucar sob déficit hidrico e reidratacao.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal, condicdes de crescimento e tratamentos

O estudo foi realizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal
de Alagoas, Brasil (9° 28 S, 35° 49 W, 127 m de altitude), em condigdes de casa de
vegetacdo. Neste estudo foram utilizadas as cultivares de cana-de-aglucar RB72454 e

RB92579, ambas selecionadas e caracterizadas em experimento antecedente, como sensivel e



97

tolerante, respectivamente, ao déficit hidrico. Os rebolos foram obtidos do Programa de
Melhoramento Genético da Cana-de-agucar (PMGCA/CECA/UFAL).

Foram utilizados vasos de 30 L, preenchidos com 23 kg de solo, o qual foi previamente
corrigido com calcério dolomitico, e incubado por 60 dias. Posteriormente, o solo foi adubado
com 0,46 g de ureia, 2,73 g de superfosfato triplo e 2,68 g de cloreto de potassio em cada
vaso, conforme recomendacfes de Vitti et al. (2013), e baseado nas caracteristicas quimicas
do solo (Tabela 1). Apos a incubacdo, foram plantados quatro colmos com gemas individuais
em cada vaso. Aos 30 dias realizou-se o desbaste deixando-se duas plantas por vaso, em que
apenas dois perfilnos primarios foram mantidos para as avaliaces, para eliminar efeitos
varietais de perfilhamento e ocupacdo desuniforme nos vasos. O solo foi mantido préximo a
capacidade de campo durante todo o periodo de crescimento até a imposicdo do déficit
hidrico, aos 105 dias apds o plantio.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 2 x 2,
sendo duas cultivares de cana-de-agUcar, RB72454 e RB92579, e duas condic¢des hidricas,
controle e déficit hidrico, com dez repeticdes por tratamento.

O teor de agua do solo foi determinado pelo método gravimétrico. Para tanto, um vaso
preenchido com solo foi posto a saturacdo por ascensdo capilar durante 24 horas, e deixado
sob drenagem livre por igual periodo. Posteriormente, uma amostra do solo Umido foi
retirada, pesada e seca em estufa a 105 °C por 24 horas, e pesada novamente. A partir desses
dados calculou-se o teor de agua (%) com base no peso, como: Umidade= (peso do solo
umido - peso do solo seco) / peso do solo seco x 100. A umidade da amostra foi de 24,6%.
Conhecendo-se o volume de solo do vaso e o teor madximo de umidade retida pelo solo foi
estipulado o volume de &gua a ser irrigado no tratamento adequado de agua (controle).

Aos 105 dias ap6s o plantio, a irrigacdo foi suspensa nos tratamentos com déficit
hidrico, enquanto o controle continuou irrigado. As condi¢des microclimaticas da casa de
vegetacdo (Figura 1) foram registradas por uma estacdo meteoroldgica automatica (DELTA-T
Devices, Cambridge — England). A umidade do solo foi monitorada a cada dois dias a partir
do inicio do déficit hidrico até a reidratacdo (Figura 2), utilizando o sensor de umidade
modelo SM200 (Delta T Device, England) a dez cm de profundidade.



Tabela 1. Caracterizacéo fisico-quimica do solo utilizado no experimento.
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Caracteristicas quimicas

pH MO Peia AP H+Al K Ca Mg CTC Na V B Cu Fe Mn Zn
CaCl, gm.g 9 am' L1 e] P 1 — % - mg dm™> -
4,6 27,5 26,5 40 085 165 105 755 035 47 027 025 100 13 05
Caracteristicas fisicas
Areia total Argila Silte Classificacéo textural
g K tromrmerom e i
599 368 33 Argilo arenoso

pH: potencial hidrogeniénico; MO: matéria organica; P: fosforo; Al™: aluminio trocavel; H: hidrogénio; Ca: calcio; Mg:
magnésio; CTC: capacidade de troca catidnica; Na: sodio; V: saturagdo por bases; B: boro; Cu: cobre; Fe: ferro; Mn:

manganés; Zn: zinco

O déficit hidrico permaneceu até a ocasido em que se visualizou a murcha e

enrolamento das folhas+1, bem como o inicio da senescéncia nas folhas mais velhas, quando

a umidade do solo chegou a 2,2% em média. A classificacdo das folhas foi de acordo com o

sistema kuijper (VAN DILLEWIIN, 1952). Aos oito dias ap0s a suspensdo da irrigacdo, as

plantas sob deficit hidrico foram reidratadas durante quatro dias.

Figura 1. Temperaturas maxima, média e minima do ar, umidade relativa média do ar (A),
radiacdo média incidente e déficit de pressdo de vapor do ar (B) durante o periodo de estresse

hidrico e reidratacdo.
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Figura 2. Monitoramento do teor de umidade no solo (%) durante o periodo dos tratamentos
hidricos: controle, estresse e reidratagdo. As barras verticais indicam o erro padrdo da média.
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2.2 Fluorescéncia da clorofila

A cada dois dias a partir do inicio do déficit hidrico, e quatro dias apds a reidratacédo foi
avaliado o comportamento fotoquimico das plantas.

Entre as 8 e 12 horas, as folhas+1 de seis plantas por tratamento foram utilizadas para
avaliacdo de curvas de resposta a luz (RLC) com o fluordmetro portatil (PAM 2500, WALZ)
acoplado a camara 2030-B. As folhas foram submetidas a pulsos saturantes de luz actinica
que consistiram de 19 picos de intensidade (0, 5, 12, 28, 46, 65, 85 112, 147, 190, 240, 305,
378, 460, 541, 637, 756, 905 ¢ 1082 pmol m™? s™). O tempo de exposicéo para cada nivel de
luz foi de 10 segundos. Na ocasido foram avaliados a taxa de transporte de elétrons (ETR), o
guenching fotoquimico (gP), o quenching ndo fotoquimico (gN), e a eficiéncia fotoquimica
efetiva do PSII (®PSII). A ETR foi calculada como ETR = @Il x PPFD x 0,5 x 0,84
(SCHREIBER et al., 1994), onde (PPFD) é a Densidade do Fluxo de Fotons Fotossinteticos
incidente na folha; 0,5: fator que assume igual distribuicdo de energia entre os fotossistemas |
e 11; 0,84: absorcdo assumida na folha. qP e qN foram calculados de acordo com Van Kooten;
Snel (1990), e ®PSII de acordo com Schreiber et al. (1994).

A eficiéncia fotoquimica méaxima do PSIlI (Fv/Fm) foi avaliada entre 12 e 13 horas,
utilizando-se um fluorémetro portatil (PAM 2500, WALZ). As folhas +1 de uma planta por
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repeticdo foram adaptadas ao escuro por 30 minutos com o auxilio de clipes especificos
colocados na parte intermediéria desviando-se a nervura central. A fluorescéncia minima (Fo)
foi determinada pela aplicagdo de uma luz modulada fraca (<0,6 umol m? s?) e a
fluorescéncia maxima (Fm) por um curto pulso (0,8 s) de luz saturante (10000 pmol m? s™).
A eficiéncia fotoquimica maxima do PSII (Fv/Fm) foi calculada de acordo com Maxwell;
Johnson (2000).

2.3 Acumulo de osmoprotetores

Sob déficit hidrico severo, oito dias ap6s suspensdo da irrigacao, e quatro dias apos a
reidratacdo foram coletadas as folhas+1, priorizando-se a parte mediana com descarte da
nervura central. As folhas selecionadas foram rapidamente congeladas em N, liquido e
armazenadas em freezer a -70 °C, para posterior avaliacdo dos teores de prolina e glicina
betaina.

A prolina foi analisada com base no método de Bates et al. (1973). O material vegetal
foi liofilizado, macerado (0,1 g) e homogeneizado em &cido sulfosalicilico aquoso a 3% e 0
homogeneizado foi centrifugado a 4000 g por 10 minutos. Posteriormente, foi coletado 1 mL
de sobrenadante em tubo de ensaio e adicionados 2 mL de ninhidrina acida e 2 mL de &cido
acético glacial, e arrefecidos a 100 °C durante 1 h, paralisando-se a rea¢do em banho de gelo.
Ap6s o término da reagdo, foram adicionados 2 mL de tolueno e agitados vigorosamente em
vortex. A leitura de absorbancia foi realizada a 520 nm em espectrofotémetro tendo o tolueno
como branco. O teor de prolina foi calculado utilizando L-prolina PA (Sigma-Aldrich) como
padréo e expresso em pmol prolina g MS™,

A glicina betaina foi analisada com base no método de Grieve; Grattan (1983) com
pequenas modificacdes. O material vegetal liofilizado, foi macerado (0,250 @) e
homogeneizado em 10 mL de &gua deionizada sob agitacdo durante quatro horas a 25 °C. Os
extratos foram centrifugados a 10000 g durante 5 min a 25 °C. Posteriormente, 1 mL de cada
extrato foi diluido em igual propor¢do de H,SO,4 2N, homogeneizados e mantidos por 1 hora a
0 °C. Em seguida, 500 uL do extrato diluido foi homogeneizado com 200 pL de iodeto de
potassio (KI-I,). O iodeto foi previamente preparado, diluindo-se 15,7 g de iodo e 20 g de
iodeto de potéssio em 100 mL de agua deionizada. Os tubos foram armazenados a 0 °C
durante 16 h e depois centrifugados a 10000 x g durante 15 min a 0 °C. O sobrenadante foi
cuidadosamente aspirado deixando os cristais de periodato formados, permanecendo em
banho de gelo até a adi¢do de 3 ml de 1,2 dicloroetano. Apos adicionar o 1,2 dicloroetano os

tubos foram ligeiramente agitados e mantidos em repouso durante 2 h e 30 min em
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temperatura ambiente. As leituras foram realizadas a 365 nm em espectrofotometro. O
contetdo de glicina betaina foi determinado através de uma curva usando glicina-betaina PA

(Sigma-Aldrich) como padrio e os resultados expressos em pumol g'1 MS.

2.4 Anélise estatistica

A Eficiéncia fotoquimica méxima do PSl|I, Prolina e Glicina betaina foram submetidos a
analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a p<0,05 (Sisvar 5.6).

ETR, gN, gP e ®PSII foram submetidas a andlise de regressdo como variaveis
dependentes e os pulsos de luz actinica como independentes (SigmaPlot 11.0). Para ETR e gN
foi utilizada uma funcéo simples de hipérbole retangular [y = (a x x) / (b + x)] e para gP e
®PSII uma funcdo exponencial de decaimento [y = a x exp (-b x x)]. O valor obtido na curva
de ajuste da analise de regressdo de cada variavel foi utilizado para comparar os tratamentos

através da analise de variancia e comparados pelo teste Tukey (p<0,05).

3 RESULTADOS
3.1 Fluorescéncia da clorofila

A cultivar RB72454 teve a taxa de transporte de elétrons superior a da cultivar
RB92579 quando estava sob suprimento hidrico adequado (Tabela 2; Figura 3A). No entanto,
a cultivar RB72454 teve as maiores reducdes de ETR quando submetidas a deficiéncia
hidrica, embora semelhante a da cultivar RB92579 aos oito dias de estresse. A ETR se
recuperou totalmente na cultivar RB 92579 ap0s a reidratacdo, mas ndo na RB72454.

Sob déficit hidrico, a ETR se correlacionou positivamente com prolina, glicina betaina e
Fv/IFm e, negativamente com gN (Tabela 4). Essas mesmas correlacfes permaneceram na
reidratacao.

O gN aumentou em ambas as cultivares sob déficit hidrico (Tabela 2; Figura 3B). No
entanto, a cultivar RB72454 teve maior aumento até os seis dias apds o déficit hidrico se
igualando a RB92579 aos oito dias de estresse. Apos a reidratacéo, a cultivar RB72454 ainda
manteve o qN maior que a RB92579. O gN também se correlacionou negativamente com
Fv/Fm e ®PSII (Tabela 4).
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Tabela 2. Valores médios e R? obtidos pela curva de ajuste da analise de regressdo para a taxa
de transporte de elétrons (ETR), o quenching ndo fotoquimico (qN), o quenching
fotoquimico (gP) e a eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII (®PSII) de duas cultivares de
cana-de-acucar em diferentes dias ap6s tratamentos hidricos.

Parametros da fluorescéncia da clorofila
Dias Trat Cultivares

ETR R° gN R° LS ®PSII R?

2 DAE Controle RB72454 132,02 0,99 0,377 0,97 0,994 0,99 0,540 0,99
RB92579 87,83 0,99 0,474 0,98 0,974 0,99 0,420 0,99

Estresse RB72454 49,35 0,99 0,741 0,98 0,967 0,99 0,405 0,99
RB92579 84,64 0,99 0,486 0,95 0,939 0,99 0,426 0,98

C ns ns ns ns
W *%* * * *
CxW ** * ns ns

4 DAE Controle RB72454 167,39 0,99 0,461 0,98 0,978 0,99 0,501 0,98
RB92579 144,99 0,99 0,423 0,97 0,942 0,99 0,435 0,96

Estresse RB72454 26,64 0,99 0,722 0,98 0,927 0,98 0,224 0,97
RB92579 36,11 0,99 0,569 0,96 0,917 0,98 0,262 0,97

C ns ns ns ns
W * * * *%*
CxW ol ns ns ns

6 DAE Controle RB72454 126,11 0,99 0,413 0,97 0,972 0,98 0,507 0,98
RB92579 104,87 0,99 0,542 0,97 0,957 0,98 0,430 0,99

Estresse RB72454 9,95 0,98 0,801 0,98 0,819 0,97 0,090 0,99
RB92579 15,69 0,99 0,673 0,98 0,817 0,96 0,150 0,98

C ns ns ns ns
W ** **% **% **
C X W ** * nS *

8 DAE Controle RB72454 130,13 0,99 0,578 0,98 0,972 0,99 0,476 0,99
RB92579 95,65 0,99 0,556 0,98 0,977 0,99 0,473 0,99

Estresse RB72454 4,42 0,96 0,759 0,95 0,808 0,97 0,040 0,98
RB92579 12,58 0,98 0,735 0,97 0,826 0,97 0,100 0,98

C ns ns ns ns
W ** **% **% **
C X W ** ns ns *

4 DAR Controle RB72454 130,63 0,99 0,552 0,99 0,986 0,99 0,538 0,99
RB92579 107,82 0,99 0,282 0,99 0,979 0,99 0,546 0,99

Estresse RB72454 66,38 0,99 0,719 0,99 0,961 0,99 0,409 0,99
RB92579 106,24 0,99 0,475 0,97 0,950 0,99 0,518 0,99

C ns *x ns ns
W *%* *%* ns *%*
CxW ** * ns *

ns: ndo significativo; *, ** significativo p<0,05 e 0,01, respectivamente; C:cultivar; W: Tratamento hidrico;

DAE:dias ap0s estresse; DAR: dias apds reidratagéo.
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Figura 3. Taxa de transporte de elétrons - ETR (A), quenching ndo fotoquimico - gN (B),
quenching fotoquimico - gP (C) e eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII - ®PSII (D) de duas
cultivares de cana-de-aglcar em diferentes dias ap6s tratamentos hidricos. DAE: dias ap0s
estresse; DAR: dias ap0s reidratacdo. As linhas verticais indicam o erro padréo da média.
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O gP reduziu com o aumento do estresse, mas Se recuperou apos a reidratacdo de
maneira semelhante nas duas cultivares (Tabela 2; Figura 3C).

A eficiéncia fotoquimica maxima do PSII (Fv/Fm) néo foi afetada pelo déficit hidrico
aos dois e quatro dias nas duas cultivares (Tabela 3; Figura 4). No entanto, aos seis dias de
estresse, as cultivares reduziram a razdo Fv/Fm, com maior reducdo na RB72454 de 20,7%,
enquanto na RB92579 a reducdo foi de 10,3%. Esse dano ao aparato fotoquimico foi agravado

apos oito dias de estresse, chegando a 38,7 e 12% de reducdo nas duas cultivares,



104

respectivamente. Com a reidratacdo, Fv/Fm se recuperou na cultivar RB92579, enquanto na
RB72454 se manteve 8% menor em relagéo as plantas controle.

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia da eficiéncia fotoquimica maxima do PSII e
osmoprotetores em cultivares de cana-de-acucar sob diferentes tratamentos hidricos: controle,
estresse hidrico e reidratagao.

Parametros fisioldgicos Variaveis FV F P
Eficiéncia maxima do PSII FV/Fm (2DAE) C 0,259 0,6150 "
w 3,258 0,0823™
CxW 0,000 0,9958™
(4DAE) C 2,582 0,1197™
W 3,321 0,0795™
CxW 0,118 0,7336™
(6 DAE) C 11,165  0,0025
W 67,577  0,0000"
CxW 7,117 0,0127
(8DAE) C 24,389  0,0000""
w 87,351  0,0000
CxW 26,703 0,0000
(4DAR) C 11,476  0,0022"
W 22,263  0.00017"
CxW 15,106  0,0006
Osmoprotetores Pro (8 DAE) C 162,372  0,0000
W 811,234 00,0000
CxW 163,160  0,0000
(4DAR) C 30,882  0,0000
w 66,112  0,0000""
CxW 14,277  0,0011"
GB (8 DAE) C 11,521  0,0027"
w 19,381  0,0002"
CxW 12,223 0,0022"
(4DAR) C 3.926 0.0608™
w 6.978 0.0153

CxW 4,495 0,0461"

FV: Fontes de variacdo, F: F calculado; P: Probabilidade de significancia; Pro: Prolina; GB: Glicina betaina; C:
Cultivar; W: Tratamento hidrico; DAE: dias ap0s estresse; DAR: dias apés reidratacdo; ns: ndo significativo; *,
** *** significativo p<0,05, 0,01 e 0,001, respectivamente.
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A ®PSII reduziu de maneira semelhante nas duas cultivares até os quatro dias de
estresse (Tabela 2; Figura 3D). Com o0 aumento do estresse até o oitavo dia, a cultivar
RB72454 reduziu mais a ®PSIl em relacdo a cultivar RB92579, sendo que a primeira ndo se

recuperou totalmente apos a reidratacéo.

Figura 4. Eficiéncia fotoquimica maxima do PSII (Fv/Fm) de duas cultivares de cana-de-
acucar em diferentes dias ap0s tratamentos hidricos: controle, estresse hidrico e reidratag&o.
As linhas verticais indicam o erro padrdo da média.
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3.2 Acumulo de osmoprotetores

O estresse hidrico promoveu o aumento do acumulo de prolina foliar em ambas as
cultivares, com aumento de 623% na RB72454 e 1657% na RB92579 em relacdo as plantas
do tratamento controle (Figura 5A). Apos a reidratacdo, a concentracdo de prolina diminuiu
na cultivar RB72454 se assemelhando ao tratamento controle, enquanto que, na cultivar
RB92579 se manteve 184% acima do controle.
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Figura 5. Concentracdes de prolina (A) e glicina betaina (B) em duas cultivares de cana-de-
acucar sob diferentes tratamentos hidricos: controle, estresse hidrico e reidratagdo. As linhas
verticais indicam o erro padrdo da média.
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O estresse hidrico ndo alterou as concentracdes de glicina betaina foliar da cultivar
RB72454 (Figura 5B). Ja a cultivar RB92579 aumentou a glicina betaina em 28% quando sob
estresse, e manteve concentragfes 13% acima das plantas controle, apds a reidratacdo. Prolina
e glicina betaina além de se correlacionarem com Fv/Fm e ETR, se correlacionaram

mutuamente, tanto no estresse quanto na reidratacéo (Tabela 4).
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Tabela 4. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre prolina (Pro), glicina betaina (GB),
eficiéncia fotoquimica méxima do PSIl (Fv/Fm), taxa de transporte de elétrons (ETR),
quenching nédo fotoquimico (gN), quenching fotoquimico (gP) e eficiéncia fotoquimica efetiva
do PSII (®PSII) de duas cultivares de cana-de-agucar submetidas a diferentes tratamentos
hidricos: controle, estresse hidrico e reidratacao.

Trat. W Var. GB Fv/Fm ETR gN qP ®PSII
Controle Pro 0,02 0,15 -0,34 0,00 0,01 0,13
GB 0,22 0,15 0,40* 0,00 -0,13
Fv/Fm 0,06 -0,20 0,22 0,17
ETR 0,12 0,13 0,34
gN -0,12 -0,09
gP 0,13
Estresse Pro 0,69* 0,76**  0,93** -0,49 0,27 0,29
GB 0,50 0,69* -0,37 0,39 0,50
Fv/Fm 0,77** -0,46 -0,05 0,26
ETR -0,61* 0,28 0,49
gN -0,46 -0,39
aP 0,47
Reidratacéo Pro 0,64* 0,64* 0,69* -0,37 0,24 0,22
GB 0,86**  0,71** -0,57 -0,07 0,40
Fv/Fm 0,76**  -0,74** 0,06 0,46
ETR -0,63* 0,13 0,36
gN -0,30 -0,75**
qP 0,21

Trat. W: tratamentos hidricos; Var.: varidveis; ns: ndo significativo; *, ** significativo p<0,05 e 0,01,
respectivamente

4 DISCUSSAO

As adversidades induzidas pela seca nas plantas exige maior compreensdo dos
mecanismos de tolerancia para superar perdas significativas de rendimento sob estresse
hidrico (ABID et al., 2016, ANJUM et al., 2017). Nesse estudo, investigamos a acumulacéo
de osmoprotetores e a condi¢cdo do aparato fotoquimico em cana-de-agucar sob estresse
hidrico progressivo, e posterior reidratacao.

As diferengas no acimulo de osmoprotetores proporcionadas pelo estresse entre as duas
cultivares de cana-de-agUcar indicam mecanismos contrastantes de tolerancia a seca. Embora,
a concentragédo de prolina em plantas sob déficit hidrico ainda gere muitas discussdes sobre o
seu papel (KAVI KISHOR et al., 2005), € bastante relatado que seu acimulo com o estresse €

benéfico as plantas, pois tem sido eficientemente associado ao aumento da tolerdncia ao
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estresse hidrico em diversas culturas (AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014; KAUR;
ASTHIR, 2015; ANJUM et al., 2017). Esses beneficios possivelmente se devem a
compartimentalizacdo subcelular entre o citosol, os cloroplastos e as mitocondrias, podendo
assim, exercer funcbes especificas nos diferentes compartimentos celulares (KAUR;
ASTHIR, 2015). Em Periploca sepium o transporte de prolina a partir de células do caule e
das raizes contribuiu para a alta acumulacgdo nas folhas durante a recuperacdo do estresse (AN
et al., 2013). Portanto, devido a sua multicompartimentalizacéo, a alta concentracdo de prolina
nas plantas estressadas da cultivar RB92579 parece ter auxiliado a minimizar a reducdo da
taxa de transporte de elétrons e da eficiéncia quéantica do PSIl como observado nas
correlagbes, além de melhorar a recuperacdo. A alta concentracdo de prolina aumenta a
osmolaridade celular contribuindo com a manutenc¢do ou reducédo da saida de 4gua dos tecidos
(AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014).

A prolina é comumente indicada como um eficiente ajustador osmotico
(AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014; ABID et al 2016). Em relatos mais recentes, a
prolina também tem sido indicada como antioxidante (AN et al., 2013; ANJUM et al., 2016;
SINGH et al., 2017), ou como osmoprotetor e antioxidante simultaneamente, sob condicdes
de estresse (VANKOVA et al., 2012; SATBHAI; NAIK, 2014). Dessa maneira, a maior
concentracdo de prolina na cultivar RB92579 indica uma estratégia de tolerancia ao déficit
hidrico, sugerindo que essa cultivar foi auxiliada pelos mecanismos de ajustamento osmotico
e antioxidante. Esses resultados divergem dos encontrados por Cia et al. (2012) que
observaram reducdo na concentracdo de prolina com o prolongamento do estresse hidrico de
trés a vinte dias, uma vez que o sistema antioxidante foi ativado. No entanto, condizem com
os resultados de Rhein et al. (2011) e Abbas et al. (2014) em cana-de-agUcar induzida a seca,
em que a concentracdo de prolina foi maior nas cultivares mais tolerantes ao estresse,
provavelmente atuando como osmoprotetor celular. Resultados semelhantes também foram
observados em milho (ANJUM et al., 2017), girassol (CANAVAR et al., 2014), e feijdo-fava
(ABID et al., 2016). Nessas culturas, o maior conteudo de prolina foi encontrado nas
cultivares mais tolerantes a escassez de agua. Como consequéncia, essas cultivares tiveram
melhor ajustamento osmotico, atividade antioxidante, manutencdo da turgescéncia, e protecéo
das estruturas celulares levando a melhoria na toleréncia a seca (ANJUM et al., 2016; 2017).

A concentracdo de prolina também esta associada a capacidade das plantas se
recuperarem ap6s condicdes de estresse, que se deve tanto as suas funcfes quanto a expressdo
de genes envolvidos na sua sintese e degradacido (VANKOVA et al., 2012; AN et al., 2013).

Vankova et al. (2012) relataram que apesar das plantas reidratadas expressarem rapidamente
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genes codificadores de proteinas que degradam a prolina, os genes codificadores da
biossintese de prolina também sdo mantidos até que a planta se recupere. Além disso, 0s
autores observaram que as plantas com alta concentracao de prolina também expressaram o
gene envolvido na sintese do MRNA do cloroplasto, o que indicou a importancia da prolina na
restauracdo dos cloroplastos ap6s o estresse. Em nosso trabalho, esses mecanismos parecem
ter ocorrido na RB92579, uma vez que esta conseguiu recuperar as fungdes fotoquimicas,
como ETR, Fv/Fm e ®PSII.

O aumento na concentracdo de glicina betaina também é bastante relatado em plantas
sob déficit hidrico (AJITHKUMAR; PANNEERSELVAM, 2014; SINGH et al., 2017). Em
nossos resultados, observamos que ndo houve aumento deste soluto nas plantas estressadas da
cultivar RB72454. Da mesma forma, também ndo foi observado aumento desse osmoprotetor
em cultivares sensiveis sob déficit hidrico, em trigo (WANG et al., 2010) e lentilha (SINGH
et al., 2017). Em contraste, a RB92579 aumentou a concentracdo de glicina betaina sob
estresse hidrico, como relatado também em estudo com cana-de-aclcar, em que a
concentracdo de glicina betaina aumentou nas cultivares mais tolerantes ao estresse hidrico
(ABBAS et al., 2014) e salino (SATBHAI; NAIK, 2014). Do mesmo modo, 0 acimulo de
glicina betaina aumentou significativamente em plantas de trigo sob estresse hidrico,
desempenhando papéis na regulacdo osmotica, manutencdo do pH citoplasmatico e protecao
das membranas celulares sob condi¢es de escassez de dgua (HUSEYNOVA et al., 2016).
Além disso, o acimulo de glicina betaina durante o estresse hidrico, também levou a
estabilizacdo das membranas dos tilacoides e supressdo da degradacdo das clorofilas em
plantas de trigo (WANG et al., 2010). Dessa forma, sugerimos que a glicina betaina ajudou na
tolerancia ao estresse na RB92579 levando a menores danos no aparato fotoquimico, mas ndo
na RB72454.

Além do auxilio na tolerancia ao estresse, a glicina betaina estad envolvida na
recuperacdo de plantas estressadas (WANG et al., 2010; CHENG et al., 2013). Assim como a
prolina, a glicina betaina também parece depender da expressdo de genes envolvidos na sua
biossintese (CHENG et al.,, 2013). Em batata doce, as plantas que expressaram genes
codificadores da biossintese de glicina betaina sob estresse hidrico, melhoraram a capacidade
fotossintética e antioxidante, a turgescéncia e a integridade celular, que ajudaram na
recuperacdo (CHENG et al., 2013). Resultados semelhantes, também foram encontrados em
plantas transgénicas de trigo sob estresse hidrico (WANG et al., 2010). Nessas plantas, o
acumulo de glicina betaina auxiliou na integridade dos cloroplastos, o que possivelmente

ocorreu em nosso estudo com a RB92579, fazendo com que recuperasse Fv/IFm, ETR e
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®PSII. Além disso, melhorou indiretamente a capacidade antioxidante pelo aumento da
atividade enzimatica, e 0 ajustamento osmotico associado a outros osmoprotetores, como a
prolina.

Em nossos resultados, a correlacdo existente entre prolina e glicina betaina indica que
estes osmoprotetores atuaram simultaneamente, ajudando no processo de tolerancia ao
estresse hidrico em cana-de-agUcar. O acimulo de prolina e glicina betaina contribuiu na
manutencdo do conteddo de dgua na folha, da integridade das membranas, e das clorofilas em
cultivar de lentilha tolerante a seca (SINGH et al., 2017). O mesmo pode ter ocorrido com a
cultivar de cana-de-agtcar RB92579, em nosso estudo, por ter aumentado a concentracao dos
dois osmoprotetores sob estresse, enquanto a RB72454 aumentou apenas a concentracao de
prolina, e em menor proporcdo. De fato, o acumulo simultdneo desses osmoprotetores
aumentou o ajustamento osmotico e a capacidade fotossintética em plantas de arroz (CHA-
UM et al., 2013) e trigo (WANG et al., 2010) sob estresse hidrico.

A fotoprotecdo do aparelho fotossintético de cultivares de cana-de-aglcar em resposta
ao estresse hidrico pode ser associada a um eficiente mecanismo de osmoprotecdo, que foi
mais eficaz na cultivar RB92579. Essa eficiéncia do mecanismo de dissipacdo de calor é
indicada pela manutengdo de Fv/Fm, de ETR e reducdo de gN (CHA-UM; KIRDMANEE,
2009; LIU et al., 2012; ABID et al., 2016). A eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII e a taxa
de transporte de elétrons diminuem, enquanto o gN aumenta em plantas sob estresse (KATO
et al., 2003; LIU et al., 2012; GUAN et al., 2015; ABID et al., 2016). Em nosso estudo, a
ETR, Fv/Fm e ®PSII foram severamente reduzidas pela progressdo da escassez de agua.
Contudo, observamos que essas redugdes foram mais intensificadas na cultivar RB72454 que
na RB92579. Resultados semelhantes foram observados em feijdo-fava, em que Fv/Fm,
®PSII e ETR foram significativamente mais afetados na cultivar sensivel ao estresse hidrico
(ABID et al., 2016). Embora as cultivares de cana-de-agUcar tenham apresentado reducgdes
semelhantes da ETR no estresse maximo, a RB92579 teve melhor recuperagdo quando
reidratada. Estudos anteriores, relatam que o transporte de elétrons no PSII diminuiu
gradualmente com o estresse hidrico, como em cana-de-agucar (SALES et al., 2013) e trigo
(ZIVCAK et al., 2013). Consequentemente, as plantas tém menor aproveitamento da energia
luminosa na producdo de ATP e NADPH, além de aumentar a chance de fotoinibi¢do
(LAWLOR; CORNIC, 2002; KATO et al., 2003; OUKARROUM et al., 2007). No entanto,
podem se recuperar com o fim do estresse (JANGPROMMA et al., 2012), como ocorreu com
a RB92579.
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Além de ETR, Fv/Fm e ®PSII também recuperaram apds a reidratacdo na RB92579.
Isso indica que essa cultivar desencadeou mecanismos de aclimatacéo e tolerancia ao estresse,
que lhe proporcionaram melhor recuperacdo. Esses resultados indicam a importancia de
investigar a capacidade de recuperacdo das plantas ao estresse, como sugerido em diferentes
culturas (JANGPROMMA et al., 2012; SALES et al., 2013; TRUJILLO et al., 2013; CHEN
et al., 2016). Em milho, por exemplo, a capacidade de manter Fv/Fm foi correlacionada com a
adaptabilidade e recuperacdo a seca (CHEN et al., 2016). Resultados semelhantes foram
observados em nosso trabalho, em que a cultivar RB92579 teve baixa reducdo de Fv/Fm e
conseguiu recuperar apés o estresse. Em diversos estudos, foi relatado que o aparelho
fotossintético de cultivares tolerantes a seca é rapidamente recuperado apds o estresse
(COLOM; VAZZANA, 2003; HUSEYNOVA et al., 2016).

O gN indica a energia de excitacdo gerada na condicdo de estresse hidrico e absorvida
pelo PSII fechado. No entanto, ela ndo foi aproveitada na atividade fotoquimica e nem foi
dissipada como calor (KATO et al., 2003; LIU et al., 2012). O aumento do gN em plantas sob
déficit hidrico se relacionou com a diminuicdo do contetdo de agua na folha em trigo
(ZIVCAK et al., 2013), e com a reducédo dos pigmentos fotossintetizantes e das trocas gasosas
em cana-de-acucar (CHA-UM; KIRDMANEE, 2009). Dessa maneira, podemos sugerir que a
cultivar RB72454 teve baixo ajustamento osmético, devido as menores concentracGes de
prolina e glicina betaina nas plantas estressadas. Isso fez com que o gN aumentasse afetando a
ETR, Fv/Fm e ®PSII, além de ndo recuperarem até quatro dias apds a reidratacdo, como
visualizado nas correlagcdes negativas entre esses parametros. Isso indica que a acumulacdo de
energia de excitacdo no PSII fechado da RB72454, pode ter gerado estados excitados de Chl
triplete (°Chl") e oxigénio singleto (*O,) (KATO et al., 2003), o que impediu a recuperacéo da
ETR, Fv/Fm e ®PSII. Dessa maneira, aumentou a producdo de espécies reativas de oxigénio,
e que devido a menor concentracdo de prolina sob estresse e completa degradacdo na
reidratacdo, ela ndo teve o sistema antioxidante ativado. Em Periploca sepium foi encontrada
relacdo estreitamente positiva entre a concentracdo de prolina e a atividade antioxidante, tanto

no estresse quanto na reidratacdo (AN et al., 2013).

5 CONCLUSOES

A cultivar RB92579 apresenta mecanismos de protecdo do aparelho fotoquimico sob
condicdo de deficiéncia hidrica, como menor reducdo da ETR, Fv/Fm e ®PSII sem aumentar
0 gN no inicio do déficit hidrico. Esses mecanismos mais ativos na RB92579 do que na

RB72454, provavelmente ajudam a minimizar os efeitos prejudiciais do estresse. Além disso,
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0 acumulo dos osmoprotetores prolina e glicina betaina na RB92579, sob condicdo de estresse
hidrico, contribui na protecdo e recuperagdo do aparelho fotoquimico.
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CAPITULO V

A APLICACAO FOLIAR DE GLICINA BETAINA EM CANA-DE-ACUCAR
MINIMIZA OS DANOS CAUSADOS PELO DEFICIT HIDRICO NAS TROCAS
GASOSAS, EFICIENCIA FOTOQUIMICA E RELACOES HIDRICAS

RESUMO

A cana-de-acucar estd entre as culturas agricolas mais importantes do mundo. No entanto,
enfrenta quedas de producdo causada por secas esporadicas durante o cultivo. Diante disso,
vem sendo utilizadas diferentes estratégias para atenuar essa condi¢do, como a aplicagdo
exogena de glicina betaina. Portanto, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
aplicacdo foliar de glicina betaina sobre as trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila e
condicdo hidrica da cana-de-agUcar sob déficit hidrico e reidratacdo. O experimento foi
realizado em casa de vegetacdo utilizando-se a cultivar RB92579. O delineamento foi em
blocos casualizados em esquema fatorial 3 x 2. Os fatores consistiram, respectivamente, de
trés aplicacdes de glicina betaina: GO - sem GB, G1 - uma aplicacdo de GB, e G2 — duas
aplicacbes de GB, e dois tratamentoss hidricos: irrigado adequadamente (controle) e
suspensdo da irrigacdo (estresse). A aplicacdo foliar de glicina betaina ajudou na manutencao
das trocas gasosas, da eficiéncia fotoquimica do PSII, de agua nos tecidos, além de favorecer
no menor excesso de energia no PSII e fotoinibicdo. Isso ndo foi observado nas plantas sem
glicina betaina. A glicina betaina foliar atenua os efeitos negativos do estresse na fisiologia da
cana-de-acucar, além de auxiliar na recuperacao.

Palavras-chaves: Saccharum officinarum. Estresse hidrico. Osmoprotecdo. Fotossintese.

Fotoinibicao.

1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) esta entre as culturas agricolas mais
importantes do mundo. H& muitos anos, destaca-se na producdo de agucar e alcool, sendo que,
ultimamente, a cultura também tem ganhado espaco no cenario da geracdo de energias
renovaveis, com o aproveitamento maximo da biomassa (SILVA et al., 2012; BARBOSA et
al., 2015). No entanto, o déficit hidrico € um dos fatores que mais tem prejudicado o
desenvolvimento e a produgdo da cultura, principalmente em regides tropicais (INMAN-
BAMBER; SMITH, 2005; SILVA et al.,, 2011; JANGPROMMA et al., 2012), afetando
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negativamente processos primordiais ao crescimento e producdo das plantas, como as trocas
gasosas e a eficiéncia do PSII (COLOM; VAZZANA, 2003; ZIVCAK et al., 2013).

O déficit hidrico prejudica a condutancia estomatica, transpiracdo, fotossintese,
eficiéncia fotoguimica maxima e o rendimento efetivo do PSII (GUAN et al., 2015; GUO et
al., 2016; ZHANG et al., 2016). O fechamento dos estbmatos é uma das primeiras respostas
ocasionadas pela deficiéncia hidrica. Essa estratégia busca diminuir a perda de 4gua com a
reducdo da transpiracdo, mas pode ser revertida a depender da intensidade do estresse sem
causar maiores danos (INMAM-BAMBER et al., 2012; JANGPROMMA et al., 2012; GUAN
et al., 2015). Contudo, se o estresse for muito severo e as plantas permanecerem com 0s
estdbmatos fechados, a taxa fotossintética € reduzida pela limitagdo difusiva de CO, (ZIVCAK
et al., 2013). Portanto, com a reducdo das trocas gasosas o acumulo final de biomassa pode
ser efetivamente prejudicado (MEDEIROS et al., 2013; BARBOSA et al., 2015).

O deficit hidrico também induz a fotoinibicdo e fotodestruicdo dos complexos
pigmentos-proteinas do PSII, além da desestabilizacdo das membranas fotossintéticas. Esses
fotodanos podem ser resultados do excesso de energia que ndo é aproveitado pelo processo
fotossintético, causando danos ao aparato fotoquimico com a fotoinativacdo dos centros de
reacdo do PSII (KATO et al., 2003; SALES et al., 2013). Essas informacdes sdo obtidas com
a analise da fluorescéncia da clorofila que pode indicar até que ponto o PSII est4 usando a
energia absorvida pela clorofila e, a maneira como estd sendo afetado pelo excesso de luz
(MAXWELL; JOHNSON, 2000). Em regides tropicais, onde o déficit hidrico geralmente esta
associado com aumento da irradiancia e da temperatura, pode ocorrer excesso de energia nos
fotossistemas causando a fotoinibicdo e reducdo da fotossintese (SCHREIBER, 2004; SALES
et al., 2013). Além disso, as relacdes hidricas das plantas também sdo afetadas, como o teor
relativo e o potencial de agua da folha (ZHANG et al., 2014). O teor relativo de agua
representa um indicador do balanco hidrico da planta expressando a quantidade de agua que a
planta requer para atingir a turgescéncia. Dessa maneira, o teor relativo indica o nivel de agua
das células ideal para o metabolismo fisiologico das plantas (FAROOQ et al., 2008; ZHANG
et al., 2014). A diminuicdo no teor relativo de agua altera as fungdes fisiologicas, como a
integridade do aparelho fotossintético de plantas de cana-de-agicar (MEDEIROS et al.,
2013).

A capacidade da planta para suportar a deficiéncia hidrica, bem como a recuperacéao
fotossintética apos a reidratagdo, € uma expressdo dependente da tolerancia a seca que pode
impedir a reducgéo do rendimento das culturas (JANGPROMMA et al., 2012; ANJUM et al.,

2016). Contudo, é importante ressaltar que a tolerancia a seca € um mecanismo altamente
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complexo, que varia significativamente entre as espécies de plantas, além de depender da
duracdo da limitacdo hidrica e da capacidade de recuperacdo (FAROOQ et al. 2009;
JANGPROMMA et al., 2012; TRUJILLO et al., 2013).

Nos ultimos anos, tem se recorrido a diferentes estratégias tanto para atenuar quanto
para recuperar os efeitos causados pelo estresse hidrico nas plantas. Entre elas, estd a
aplicacdo foliar de glicina betaina, como relatado nas culturas de milho (ANJUM et al., 2011,
2012), girassol (IQBAL et al., 2008), arroz (FAROOQ et al., 2008; CHA-UM et al., 2013),
trigo (MA et al., 2006; WANG et al., 2010) e tabaco (MA et al., 2007), com o intuito de
minimizar as perdas na producgdo. Ademais, a aplicagdo foliar de glicina betaina tem sido mais
eficiente do que outros meios como, por exemplo, via sementes (FAROOQ et al., 2008).

A glicina betaina é o composto de amonio quaterndrio mais conhecido em plantas
superiores, sintetizado endogenamente nos cloroplastos em resposta a Vvarios estresses
abioticos, como a seca. Em diversas culturas a sua concentracdo é correlacionada com a
capacidade de tolerancia ao estresse (ASHARAD; FOOLAD, 2007; DAWOOD, 2016).

O uso de glicina betaina em plantas sob déficit hidrico pode aumentar a sintese de
solutos compativeis, melhorando o status de agua dos tecidos e as trocas gasosas (FAROOQ
et al., 2008). Além disso, a aplicacdo de glicina betaina também pode reduzir a peroxidacéao
de lipideos e a degradacdo das membranas celulares em plantas estressadas, melhorando
assim o crescimento e a adaptacéo ao déficit hidrico (ANJUM et al., 2012).

Nossa hipotese € que a glicina betaina atue positivamente atenuando os danos causados
pelo déficit hidrico em cana-de-acucar, além de melhorar a capacidade de recuperacao.
Portanto, objetivou-se com esse trabalho avaliar a aplicacdo foliar de glicina betaina no
comportamento fisioldgico de cana-de-acucar sob déficit hidrico e reidratacéo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condicdes de crescimento

O experimento foi conduzido no Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de
Alagoas, Brasil (9° 28’ S, 35° 49’ W, e 127 m de altitude) em condi¢Oes de casa de vegetacao.
O plantio foi realizado em vasos com capacidade de 13,58 dm?® e preenchidos com 15 kg de
solo, cujas caracteristicas fisico-quimicas encontram-se na Tabela 1.

O solo foi previamente corrigido com calcario dolomitico, e incubado por 60 dias.
Posteriormente, foi adubado com 0,625 g de ureia, 1,80 g de superfosfato simples e 1,75 g de
cloreto de potassio em cada vaso, conforme Vitti et al. (2013). Para o plantio foram utilizados

rebolos da cultivar RB92579, contendo uma gema cada, obtidos do Programa de
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Melhoramento Genético da Cana-de-aclcar (PMGCA/CECA/UFAL). Os rebolos foram
plantados trés por vaso. Aos 30 dias realizou-se o desbaste deixando-se uma planta por vaso,
em que apenas o perfilho primario foi mantido para a avaliacdo, para eliminar a possivel

ocupacao desuniforme nos vasos.

Tabela 1. Caracterizacéo fisico-quimica do solo utilizado no experimento.

Caracteristicas quimicas
pH MO  Presina APFY H+AI K Ca Mg CTC Na V B Cu Fe Mn Zn

CaCl, gm.e, 5“9 am' Lo P 1y — % - e [1| pa—
4,6 275 26,5 40 085 165 105 755 035 47 027 025 100 13 05
Caracteristicas fisicas
Areia total Argila Silte Classificacéo textural

g K oo :
599 368 33 Argilo arenoso

pH: potencial hidrogenidnico; MO: matéria orgénica; P: fésforo; Al™>: aluminio trocavel; H: hidrogénio; Ca: célcio; Mg:
magnésio; CTC: capacidade de troca catidnica; Na: sodio; V: saturagdo por bases; B: boro; Cu: cobre; Fe: ferro; Mn:
manganés; Zn: zinco

2.2 Tratamentos hidricos e aplicacdo foliar de glicina betaina

As plantas de cana-de-agucar foram cultivadas com suprimento adequado de agua até os
90 dias e entdo foram submetidas aos seguintes tratamentos: GOC = irrigado e sem aplicacdo
de glicina betaina (GB), GOE = déficit hidrico e sem aplicacdo de GB, G1C = irrigado e com
uma aplicacdo de GB, G1E = déficit hidrico e com uma aplicacdo de GB, G2C = irrigado e
com duas aplicagbes de GB, G2E = déficit hidrico e com duas aplica¢cdes de GB. Glicina
Betaina PA (Sigma Aldrich) foi utilizada na concentracdo de 100 mM (IQBAL et al., 2008;
ANJUM et al., 2012), e aplicada aos 63 dias (G1 e G2) e aos 73 dias ap0s o plantio (G2). A
aplicacdo foi realizada individualmente por folha até o escoamento (ANJUM et al., 2012).
Nas aplicacGes sem glicina betaina (GO aos 63, e GO e G1 aos 73 dias) foi aplicada agua
deionizada. Os tratamentos foram organizados em delineamento de blocos casualizados, em
arranjo fatorial 3 x 2, com sete repeticdes.

Os tratamentos hidricos consistiram da suspensdo da irrigagdo nos tratamentos de
estresse, enquanto o tratamento controle foi mantido irrigado como referéncia para
comparacdo. O teor de agua no solo (Figura 2) foi monitorado regularmente por um medidor
de umidade SM200 (Delta T Device, England) a dez cm de profundidade. O periodo de

estresse ocorreu até a ocasido em que se visualizou a murcha e enrolamento das folhas+1,
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bem como o inicio da senescéncia nas folhas mais velhas. A classificacdo das folhas foi feita
de acordo com o sistema Kuijper (VAN DILLEWIJN, 1952).

O teor de agua do solo foi determinado pelo método gravimétrico. Para tanto, um vaso
preenchido com solo foi posto a saturagcdo por ascensao capilar durante 24 horas, e deixado
sob drenagem livre por igual periodo. Posteriormente, uma amostra do solo Umido foi
retirada, pesada e seca em estufa a 105 °C por 24 horas, e pesada novamente. A partir desses
dados calculou-se o teor de agua (%) com base no peso, como: Umidade= (peso do solo
umido - peso do solo seco) / peso do solo seco x 100. A umidade da amostra foi de 24,6%.
Conhecendo-se o volume de solo do vaso e o teor madximo de umidade retida pelo solo foi
estipulado o volume de &gua a ser irrigado no tratamento adequado de agua (controle).

As condicBes microclimaticas da casa de vegetacdo (Figura 1) foram registradas por

uma estacdo meteoroldgica automatica (DELTA-T Devices, Cambridge — England).

Figura 1. Temperaturas maxima, média e minima do ar, umidade relativa média do ar (A),
radiacdo média incidente e déficit de pressdo de vapor do ar (B) durante o periodo de estresse
hidrico e reidratacdo.
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Figura 2. Monitoramento do teor de umidade no solo (%) nos diferentes dias apds os
tratamentos hidricos: controle, estresse e reidratacdo. As barras verticais indicam o erro
padrdo da media.
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2.3 Trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foliares foram avaliadas entre 9 e 11 horas do dia ap6s
dois, quatro e seis dias da imposicdo do estresse hidrico, e quatro dias apds a reidratacdo. As
avaliacdes foram mensuradas na primeira folha totalmente expandida (folha +1) usando um
analisador de gas infravermelho modelo LI-6400XT (Licor, EUA). A taxa de fluxo da

amostra foi ajustada para 500 pmol m? st

e a temperatura da camara para 27 °C. A
intensidade de luz transmitida pela fonte de luz LED 6400-02B foi de 1500 pmol m? s*
PPFD. Foram avaliadas a taxa fotossintética (A), a taxa de transpiracdo (E), a condutancia
estomatica (gs), a concentracao interna de CO; (Ci), a eficiéncia instantanea de carboxilagédo
(EiC) e a eficiéncia instantanea no uso da agua (EUA). EiC e EUA foram obtidas relacionando
a fotossintese liquida com a concentracdo interna de CO, e com a transpiragdo,

respectivamente.

2.4 Fluorescéncia da clorofila
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A fluorescéncia da clorofila foi avaliada no pré-amanhecer e ao meio-dia utilizando um
fluordmetro portatil (PAM 2500, WALZ). A fluorescéncia inicial (Fo) e maxima (Fm) foram
medidas nas folhas adaptadas ao escuro durante 30 min. Fo foi medida por uma luz modulada
de baixa intensidade (<0,6 pmol fotons m? s™') de modo a ndo induzir nenhuma fluorescéncia
variavel significativa. Fm foi estimada pela iluminagdo com um pulso de 10.000 pmol fétons
m? st por 0,8 s. A eficiéncia fotoquimica méaxima do PSII foi calculada por Fv/Fm
(MAXWELL; JOHNSON, 2000). A eficiéncia fotoquimica efetiva (®PSII) foi quantificada
nas mesmas folhas as 10:00 da manhad (BAKER, 2008). A fotoinibicdo (Fot) foi calculada
como: Fotoinibigédo (%) = 100 — (Fv/Fm meio-dia/Fv/Fm amanhecer x 100) (DODD et al.,
1998; KOYRO et al.,, 2013). O excesso relativo de PPFD (EXC) foi calculado como a
diferenca entre Fv/Fm meio-dia e ®PSII, relacionados com Fv/Fm meio-dia (BILGER et al.,

1995).

2.5 Status hidrico foliar

O potencial hidrico foliar (¥w) e o teor relativo de agua da folha (TRA) foram
mensurados apos seis dias de estresse e quatro da reidratacéo.

O Ww foi avaliado na primeira folha totalmente expandida (folha +1) usando uma
camara de pressdo (modelo 3005, Santa Barbara, EUA). As medi¢bes foram realizadas as
4:30 h (pre-dawn) e as 12 horas (meio-dia).

O TRA foi determinado como descrito por Zhang et al. (2014). Dez discos de folhas de
0,6 cm de diametro foram retirados das folhas+1 de uma planta de cada repeticdo. Primeiro, a
massa fresca (MF) foi registrada e, em seguida, as amostras foram submersas em &agua
destilada durante 24 h para obter a saturacdo. A massa targida (MT) foi entdo obtida, e os
discos foliares foram colocados em estufa com circulagdo de ar a 65 °C durante 24 h, para
determinacdo da massa seca. O teor relativo de agua foi calculado por: TRA (%) = [(MF-
MS)/(MT-MS)] x 100.

2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a p<0,05 (Sisvar 5.6). A correlacdo de Pearson (r) foi utilizada para verificar a relacdo
entre as variaveis analisadas em cada condi¢édo hidrica. Todo o conjunto de dados também foi
submetido a analise de componentes principais (PCA), para obter uma ampla visao sobre a

atuacdo das aplicacGes de GB em cada condicéo hidrica.
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3 RESULTADOS
3.1 Trocas gasosas

A suspensdo da irrigacdo reduziu a gs a partir do segundo dia de estresse (Tabela 2,
Figura 3A). No quarto dia de estresse as plantas tratadas com G1 e G2 mantiveram a gs maior
81,5 e 84%, respectivamente, que as plantas GO. O mesmo ocorreu com a transpiragdo em que
nas plantas tratadas com G1 e G2, a E foi maior 74 e 75,4%, respectivamente, que as plantas
GO (Tabela 2, Figura 3B). No entanto, apés a reidratacdo tanto gs quanto E se recuperaram,
independentes da aplicacéo de GB.

A fotossintese foi severamente afetada pelo estresse hidrico, de forma que as plantas
ndo conseguiram se recuperar ap6s quatro dias de reidratacdo (Tabela 2, Figura 3C). A GB se
mostrou eficiente na manutencdo da fotossintese das plantas a partir do quarto dia de estresse,
em que no sexto dia G1 e G2 conseguiram manter uma fotossintese 79 e 80% acima de GO,
respectivamente, nas plantas sob estresse. Essa diferenca entre os tratamentos de GB se
manteve inclusive apds a reidratacdo, em que nas plantas do tratamento GO a A foi em média
30% menor que G1 e G2, sendo estes Ultimos completamente recuperados. A fotossintese se
correlacionou com E, EiC e EUA, sob estresse hidrico, e com gs, E, EiC, EUA, ®PSII
(positivamente) e EXC (negativamente), na reidratacdo (Tabela 3).

De outra maneira, a concentracdo interna de dioxido de carbono (Ci) ndo foi
influenciada pelo estresse hidrico, tampouco pela aplicacdo de GB (Tabela 2). J& a EiC, ap6s
quatro dias de estresse, foi maior 84 e 86% nas plantas G1 e G2 respectivamente, em relacao
a GO (Tabela 2, Figura 3D). Essa reducdo da EiC em GO ndo foi recuperada apds a
reidratacdo, ficando 39% menor que no controle, enquanto G1 e G2 recuperaram
completamente. De maeira semelhante, a EUA aumentou nas plantas G1 e G2 a partir dos
quatro dias de estresse (Tabela 2), sendo que no sexto dia, a EUA nessas plantas foi maior 54
e 70%, respectivamente, que nas plantas GO (Figura 3E). No entanto, a reducdo em GO se
recuperou apos a reidratacdo, ficando a diferenca apenas entre as plantas estressadas e
controle, independente da aplicacdo de GB. Apo6s a reidratacdo tanto a EiC quanto a EUA se
correlacionaram positivamente com Fv/Fm e ®PSII, e negativamente com EXC e Fot (Tabela
3).
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Tabela 2. Resumo da anélise de variancia dos pardmetros de trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila e relagbes hidricas em cana-de-agucar com aplicagdo foliar de glicina betaina, e
submetida a déficit hidrico e reidratac&o.

2 DAE 4 DAE 6 DAE 4 DAR
var FV F P F P F P F P
gs G 0,437  0,650™ 3,719 0,036 2,312 0,116™ 0,863 0,432
W 5183 0,030 15,256 0,000 267,21 0,0007" 2,283 0,141"
GxW 0,360  0,700™ 3,400 0,046 1,910 0,165® 0,477 0,625™
E G 0,913  0,412™ 3,585 0,040 1,500 0,239® 0,183 0,833™
W 6,919 0,013" 135,58 0,000 259,55 0,000 0,023 0,879™
GxW 0,038  0,962™ 3,343  0,048" 1,550 0,228™ 0,000 0,999
Ci G 1,655  0,208™ 3,872 0,031 0,105 0,900™ 1,002 0,378™
W 1,368  0,251™ 1,303 0,262™ 1,879 0,180™ 0,293 0,592"
GXxW 0,286  0,753™ 1,785  0,185™ 0,028 0,972™ 1,434 0,254"™
A G 0,252  0,779™ 19,065 0,000 5,151 0,011* 6,057 0,006"™
W 4,979 0,033" 97,533 0,0007° 289,28 0,000 7,860 0,008™
GxW 1,045 0,364™ 17,198 0,000” 4,684 0,017 3,328 0,049"
AICi G 0,686  0,511™ 16,767 0,000” 3,149 0,057® 7,152 0,002
W 0,428  0,518™ 25288 0,000 116,29 0,000 6,947 0,013"
GXW 1,546  0,229™ 11,441 0,000” 1,446 0,251™ 5,605 0,008
A/E G 1,437  0,253™ 3,759 0,034* 4,023 0,028 2,716 0,082
W 2,737  0,108™ 71,805 0,000 12,735 0,001 5,366 0,027"
GxW 0,589  0,561™ 3,881  0,031" 3,858 0,032° 2,015 0,151"™
FV/Fm G 1,857 0,173™ 0,127 0,880™ 1,117 0,340" 0,697 0,506"™
4:30h W 1,246  0,273™ 7,226 0,011" 24,682 10,0007 5,392 0,027
GxW 0,325 0,725™ 0,041 0,959™ 0,534 0,591™ 0,182360 0,700™
FV/IFm G 0,055 0,946 6,691 0,004~ 6,641 0,004 2,164 0,132"
12h W 0,699  0,409™ 55,404 0,000” 106,61 0,000 13,184 0,001
GxW 0,676 0,516™ 5482 0,009° 5853 0,007 1,563 0,226™
OPSII G 0,304  0,739™ 2,863  0,072" 14,436 0,000”" 8,397 0,001
W 3,015 0,092" 43,859 0,000 386,23 0,0007° 1,052 0,313™
GxW 0,021™ 0,979™ 2612 0,090 16,906 0,000 8,308 0,001™
EXC G 0,210™ 0,811™ 1,783  0,185™ 12,217 0,000™" 5,699 0,008"
W 2,151 0,152" 25,902 0,000 266,18 0,000 0,070 0,792"
GxW 0,110™ 0,896™ 1,725  0,195™ 14,809 0,0007" 3,774 0,007"
Fot G 0,357 0,702 7259 0,002 8,014 0,001 4,618 0,017"
W 1,815™ 0,187™ 42951 0,000° 108,44 0,000 7,332 0,011"
GXW 0,837™ 0,442" 7,163 0,002 8576 0,001 3,446 0,045

Var.: varidveis; FV: Fontes de varia¢do; G: tratamento com glicina betaina; W: tratamento hidrico; DAE: dias
apos estresse; DAR: dias apés reidratacdo; F: F calculado; P: probabilidade de significancia; ns: nédo
significativo; *, **, *** significativo a p<0,05, 0,01 e 0,001, respectivamente.
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Figura 3. Condutdncia estomatica - gs (A); transpiragdo - E (B); fotossintese - A (C);
eficiéncia de carboxilagcdo - EiC (D); e eficiéncia no uso da agua — EUA (E) em cana-de-
acucar com aplicacgdo foliar de glicina betaina, e submetida a déficit hidrico e reidratacéo.

0,30 6
’ | b N
A Estresse | Reidratacio | B Estresse | Reidratagdo
0,25 - | | -5
|
70,20 - L4 T
£ 015 - L3 £
o
E £
2 0,10 2=
0,05 A F1
0,00 T T T T T T T T 0
C | D |
I I
30 - | | F020
=~ | | %)
N I 015 &
g 20 A 1 g
=
g 0,10 =
= =)
~ g
< 10 A 2
L 0,050
w
0 T T T T T T T T 0,00
. B1E : 2 4 6 10
(i:." : Dias apds tratamentos hidricos
g
°
g —@— GO0 Controle
= 10 - —O— GO Estresse
§ —w— G1 Controle
;:’ —4— G1 Estresse
a —— G2 Controle
s —— G2 Estresse

T T T T
2 4 6 10
Dias apds tratamentos hidricos

GO0: sem aplicacdo de glicina betaina; G1: com uma aplicacéo de glicina betaina e G2: com duas aplicagdes de
glicina betaina. As barras verticais indicam o erro padréo da média.

3.2 Fluorescéncia da clorofila

A razdo Fv/Fm ao amanhecer foi influenciada apenas pela suspensdo da irrigacédo, a
partir do quarto dia de estresse até a reidratagcdo (Tabela 2), sendo ligeiramente inferior nas
plantas estressadas em relagdo as plantas do tratamento controle (Figura 4A). Ja a razéo
Fv/Fm ao meio-dia foi maior nas plantas estressadas de G1 e G2, no quarto e sexto dia de

estresse (Tabela 2), sendo que aos seis dias, as plantas G1 e G2 tiveram Fv/Fm 11 e 16%
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acima de GO, respectivamente (Figura 4B). No entanto, GO se recuperou apos a reidratagéo,
ficando a diferenca apenas entre as plantas estressadas e controle, independente da aplicacédo
de GB. A razdo Fv/Fm se correlacionou negativamente com EXC e Fot, sob estresse, e com
Fot na reidratacdo (Tabela 3).

A ®PSII foi afetada pelo estresse hidrico a partir dos quatro dias (Tabela 2). No sexto
dia de estresse, a ®PSII nas plantas G1 e G2 foi 34 e 61% acima de GO, respectivamente
(Figura 4 C). Ap0s a reidratacdo, essa diferenca diminuiu para 16% em média, de G1 e G2 em
relacdo a GO. A ®PSII se correlacionou negativamente com EXC e Fot, tanto no estresse,
quanto na reidratacdo (Tabela 3).

Como observado nas correlacbes, as reducdes provocadas pelo estresse hidrico em
Fv/Fm e ®PSII influenciaramm diretamento no EXC e na Fot. Por sua vez, o EXC foi afetado
pelo estresse hidrico a partir dos quatro dias (Tabela 2), sendo que aos seis dias de estresse, 0
EXC nas plantas G1 e G2 foi 12,6 e 44,5% menor que em GO, respectivamente (Figura 4D).
Apos a reidratacdo, 0 EXC em GO ainda foi maior 50% em média, que G1 e G2. Do mesmo
modo, a Fot também foi afetada pelo estresse hidrico a partir dos quatro dias (Tabela 2),
sendo que aos seis dias de estresse, a Fot nas plantas G1 e G2 foi 37 e 57% menor que em GO,
respectivamente (Figura 4E). Apos a reidratacdo, a Fot em G1 e G2 ainda foi menor 42 e 44%
que GO, respectivamente. EXC e Fot se correlacionaram positivamente, quando as plantas
estavam sob condi¢éo de estresse hidrico (Tabela 3).
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Figura 4. Eficiécia fotoquimica maxima do PSII - Fv/Fm, ao amanhecer (A) e a0 meio-dia
(B), eficiécia fotoquimica efetiva do PSII - ®PSII (C), excesso relativo de energia no PSII -
EXC (D), e fotoinibicdo -Fot (E) em cana-de-agUcar com aplicacdo foliar de glicina betaina, e
submetida a déficit hidrico e reidratac&o.
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GO0: sem aplicacédo de glicina betaina; G1: com uma aplicacéo de glicina betaina e G2: com duas aplicagdes de
glicina betaina. As barras verticais indicam o erro padrdo da média.

3.3 Status hidrico foliar

Aos seis dias de estresse, 0 Ww ao amanhecer diminuiu nas plantas estressadas
independente da aplicagdo de GB, mas se recuperou apés a reidratacdo (Figura 5A). J4 0 ¥w
ao meio-dia foi menor 3 e 7% nas plantas GO que nas G1 e G2, respectivamente (Figura 5B).
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Apos a reidratacdo, todas as plantas reidratadas ainda tiveram o ¥w menor que no controle,
independente da aplicacdo de GB. O Ww se correlacionou positivamente com gs, E, EiC,
Fv/IFm e TRA, no estresse hidrico, e negativamente com Fot, na reidratacdo (Tabela 3).

O TRA, no sexto dia de estresse, foi menor nas plantas estressadas em relacdo as do
tratamento controle, recuperando-se completamente apds a reidratacdo (Figura 5C). O TRA se
correlacionou positivamente com gs, EiC e Fv/Fm, sob estresse hidrico, e com gs na
reidratacdo (Tabela 3).

Figura 5. Potencial hidrico da folha ao amanhecer (A) e ao meio-dia (B), e teor relativo de
agua na folha (C) em cana-de-acucar com aplicacdo foliar de glicina betaina, e submetida a
déficit hidrico e reidratacao.
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G: tratamento com glicina betaina; W: tratamento hidrico; GXW: interacdo entre o tratamento com glicina
betaina e o tratamento hidrico; GO: sem aplicacéo de glicina betaina; G1: com uma aplicacéo de glicina betaina e
G2: com duas aplicagdes de glicina betaina; ns: ndo significativo; *, **, significativo a p<0,05 e 0,01,
respectivamente.
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Tabela 3. Coeficientes de correlagdo entre as variaveis: condutancia estomatica (gs),
transpiracdo (E), fotossintese (A), eficiéncia de carboxilacdo (EiC), eficiéncia no uso da &gua
(EUA), eficiéncia fotoquimica maxima do PSII ao meio-dia (Fv/Fm), eficiéncia fotoquimica
efetiva do PSII (OPSII), excesso de energia no PSII (EXC), fotoinibi¢do (Fot), potencial
hidrico da folha ao meio-dia (Yw) e teor relativo de 4gua (TRA) nos diferentes tratamentos
hidricos: Controle (C), estresse hidrico (E) e reidratacdo (R).

Trat Var E A EiC EUA Fv/IFm ®PSII EXC Fot Yw TRA
C gs 0777 031 031" 060 050 017 010  -052° 027 0,49™
E 059" -001 -067 023 011 0,01 025 0,18 0,26
A 064" 015 -005 022 025 -000 -026 0,05
EiC 052° -034" 022 -041" 0,30 0,46 -0,21
EUA 033" 004 -022 -029 -047" -0,28
Fv/Fm 023 032" -09" 036 049
®PSII 0,847 -021 -021 0,9
EXC -0,33° 0407 0,08
Fot 034" -049"
Yw 0,18
E gs 029 042 031 076 046 041 -039 -043 059 057
E 091" 0727 017 043 036 -034 -044" 045 0,33
A 0,757 048 0,39 035 -034 -0,38 042 0,38
EiC 031 0724 030 -031 -019 049" 046
EUA 033 029 -028 -031 0,34 0,39
Fv/Fm 069" -055" -0897 045 055
®PSII -0,98" -063" 0,38 0,34
EXC 050" -0,34  -0,30
Fot 041 -0,36
Yw 0,69”
R gs 0697 057" 039 -002 -000 030 -036 004 0,07 0,57
E 054~ 018 -033 -006 015 -022 0,11 0,36 0,35
A 0,807 0,607 0,34 051" -048 -0,38 041 0,17
EiC 073" 045 068 -064" -051" 0,25 0,03
EUA 050" 043 -0,31 -059 0,5 -0,15
Fv/Fm 063" -036 -09 050"  -0,06
®PSII 0,947 -057" 0,10 0,10
EXC 0,30 0,06 -0,15
Fot -0,49° 0,07
Yw 0,12

Trat.: Tratamentos hidricos; Var.: varidveis; ns:
respectivamente.

ndo significativo; *,

** significativo a p<0,05 e 0,01,
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3.4 Anédlise de componentes principais

Foram extraidos trés componentes principais (PC1-3) e, em conjunto, essas dimensdes
explicaram mais de 99 e 92% da variabilidade total sob estresse hidrico e reidratagéo,
respectivamente (Figura 6). As dimensdes dos dados foram, portanto, reduzidas de doze para

trés para o processamento de dados.

Figura 6. Variancia explicada por cada fator do componente principal, durante o estresse
hidrico (A) e a reidratacdo (B). PC1-PC3: do primeiro ao terceiro componente principal.
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Sob estresse hidrico, o PC1 estava associado positivamente ao EXC, Fot, e EUA, e
negativamente ao Ww 4:30h, Yw 12h, TRA, ®PSII, Fv/Fm 4:30h, Fv/Fm 12h, gs, E, A e EiC;
enquanto o PC2 estava associado positivamente a EUA, Yw 12h, TRA, ®PSII, Fv/Fm 4:30h,
Fv/Fm 12h, e negativamente a EiC, gs, E, A, ¥Yw 4:30h e Fot (Figura 7A). Esses resultados
indicam que as plantas estressadas sem aplicacdo de GB estavam relacionadas ao EXC e
Fotoinibicdo, e as com uma e duas aplicacbes de GB estavam média e fortemente
relacionadas, respectivamente, a EUA (Figura 7B). De outra maneira, as plantas controle sem
e com GB se agruparam e estavam relacionadas a todo o conjunto de variaveis, exceto EUA,
EXC e Fot.

Na reidratacdo, o PC1 estava positivamente associado ao WYw 4:30, EXC, Fot e TRA, e
negativamente ao Fv/Fm 4:30h, Yw 12, Fv/Fm 12h, gs, EUA, E, A, EiC e ®PSII; enquanto O
PC2 estava associado positivamente a E, A, EiC, ®PSII, TRA e Fot, e negativamente a EUA,
gs, Fv/Fm 12h, Ww 12h, Fv/Fm 4:30h, Yw 4:30 e EXC (Figura 7C). Esses resultados indicam

que as plantas reidratadas sem aplicacdo de GB estavam relacionadas com a Fot. Enquanto, as
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plantas com uma e duas aplicacbes de GB estavam relacionadas a0 TRA e ®PSI],

respectivamente (Figura 7D).

Figura 7. Anélise de componentes principais (PCA) das respostas fisiologicas em cana-de-
acucar com aplicacdo foliar de glicina betaina. PC1 e PC2 representam a projecdo das
variaveis e a distribuicdo dos tratamentos durante o estresse hidrico (A, B) e a reidratacao (C,
D). PC1-PC2: o primeiro e segundo componente principal. Pardmetros de fluorescéncia da
clorofila (Fv/Fm, ®PSII, EXC, Fotoinibigdo), de trocas gasosas (gs, E, A, EiC, EUA) e de
relagoes hidricas (Yw, TRA).
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C: controle; E: estresse; GO: sem GB; G1: com uma aplicagdo de GB; G2: com duas aplicacGes de GB.

4 DISCUSSAO

A aplicacdo foliar de GB em plantas cultivadas tem auxiliado na melhoria ao déficit
hidrico em diferentes culturas (MA et al., 2007; IQBAL et al., 2008; ANJUM et al., 2011,
GUPTA; THIND, 2015). Isso, possivelmente, ocorre porque a GB pode penetrar rapidamente
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através da superficie foliar e ser transportada para outros 6rgdos da planta, contribuindo para a
melhoria na tolerdncia ao estresse (ANJUM et al., 2011; OSMAN, 2015). Isto condiz com 0s
resultados encontrados em trigo, em que as plantas transgénicas acumuladoras de GB
melhoraram as trocas gasosas quando submetidas a déficit hidrico, possivelmente pela
capacidade de translocacdo da GB (WANG et al., 2010). Portanto, nossos resultados indicam
que a GB aplicada na folha melhorou as trocas gasosas, especialmente a fotossintese, da cana-
de-acucar durante o estresse hidrico. Resultados semelhantes foram encontrados em milho
(ANJUM et al., 2011) e arroz (CHA-UM et al., 2013), em que a GB exdgena melhorou as
trocas gasosas das plantas estressadas em relacdo as sem GB. A eficiéncia na manutencao da
fotossintese por GB exodgena pode ser refletida sobre a producdo de fotoassimilados nas
plantas estressadas, servindo como matéria-prima para manter o crescimento das plantas sob
condicdes limitantes de &gua (ANJUM et al., 2012; OSMAN, 2015).

Em plantas sob déficit hidrico e tratadas com GB, menores reducgdes da gs, E e A tém
sido relacionadas ao auxilio da GB (ANJUM et al., 2011). Em nosso estudo, no sexto dia de
estresse e na reidratacéo, gs e E ndo tiveram o mesmo comportamento que a fotossintese. Por
sua vez, a A foi menor nas plantas sem GB no quarto e no sexto dia de estresse, além de nao
se recuperar completamente apds quatro dias de reidratacdo. Esses resultados diferem dos
observados em plantas sob déficit hidrico, em que a manutencdo da gs é comumente
relacionada com a A (MEDEIROS et al., 2013; GUAN et al., 2015). Possivelmente, esses
resultados se devem as condicdes climaticas do sexto dia de estresse em que houve aumento
da umidade do ar e reducdo da radiacdo, e/ou ao efeito proporcionado pela GB sobre a
fotossintese (MA et al., 2007), como encontrado em milho (ANJUM et al., 2011) e trigo
(GUPTA; THIND, 2015). A manutencdo da A em plantas estressadas de milho dependeu,
além da gs, da integridade das estruturas dos cloroplastos auxiliada pela GB (ANJUM et al.,
2011), sugerindo que a limitacdo da A se deve também a fatores ndo estomaticos, como a
degradacdo da Rubisco (MA et al., 2007; KOYRO et al., 2013). Contudo, a degradacdo da
Rubisco pode ter sido minimizada pela aplicacdo de GB, ja que apenas as plantas com GB se
recuperaram apos a reidratagdo. De fato, a A das plantas com GB reduziu menos que das sem
GB com a severidade do déficit hidrico, e isso pode ser resultado de menores danos na
atividade da Rubisco, a qual pode ser alterada pela intensidade do déficit hidrico (TRUJILLO
etal., 2013).

A EiC e a EUA sdo frequentemente relatadas como indicadores de tolerancia ao déficit
hidrico JANGPROMMA et al., 2012; CANAVAR et al., 2014). Contudo, ndo existem relatos

do papel da GB sobre esses parametros em cana-de-aclcar. Mas, € conhecido que a
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manutencdo da EiC, e 0 aumento da EUA em plantas de cana-de-agucar sob déficit hidrico séo
indicativos de tolerdncia (MACHADO et al., 2009). O déficit hidrico aumentou a EUA em
plantas estressadas de girassol (CANAVAR et al., 2014) e cana-de-acicar (JANGPROMMA
et al., 2012) mais tolerantes a seca. Nesse ultimo, a EUA foi mais relacionada a capacidade de
recuperacdo. Dessa maneira, podemos sugerir em nosso trabalho, que a maior EUA nas
plantas de cana-de-agcUcar com GB sob estresse hidrico, ajudou na recuperacdo da A, como
indicada pela correlacdo entre EUA e A na reidratacdo. A EUA também foi correlacionada
com a A em plantas de trigo sob déficit de agua, e aplicada GB (GUPTA; THIND, 2015).

Em nosso estudo, a GB também auxiliou na turgescéncia das plantas estressadas, como
observado pelo maior WYw ao meio dia e baixa reducdo do TRA. A manutencdo da
turgescéncia celular devido a aplicacdo de GB tambem foi observada em milho (ZHANG et
al., 2014) e arroz (FAROOQ et al., 2008). A manutenc¢do da turgescéncia das células pela GB
ajuda a manter outros mecanismos fisiolégicos, reduzindo os efeitos do estresse e melhorando
a capacidade de recuperacdo (MA et al., 2006; ZHANG et al., 2014). Essas condigdes s&o
confirmadas pelo ¥w e TRA que tiveram importantes correlacdes quando as plantas estavam
sob estresse. Por exemplo, ambos se correlacionaram com gs e EUA, o0s quais estdo
diretamente relacionados ao estado de agua das células (WANG et al., 2010; CANAVAR et
al., 2014). Dessa maneira, sugerimos que essa melhor conservacdo de agua nos tecidos
contribuiu para que as plantas de cana-de-acicar com GB tivessem menor prejuizo na
capacidade fotossintética e melhor recuperacdo apés a reidratacao.

A GB proporciona osmoprotecdo as plantas através da diminuicdo do potencial
osmatico que ajuda a manter a absorcdo adequada de agua e o aumento da pressdo de
turgescéncia celular, protegendo as células da desidratacdo durante o déficit hidrico
(ASHARAF; FOLAAD, 2007; ANJUM et al. 2011; ZHANG et al., 2014). Além disso, a GB
também auxilia indiretamente na retencdo de agua nos tecidos das plantas, através da
prevencdo da saida de ions K* induzida pelo estresse (MA et al., 2007), e pela atuagio
antioxidante promovendo o aumento de atividades enzimaticas (WANG et al., 2010).
Acredita-se, que esses mecanismos indiretos da GB exdgena ajudaram a manter a integridade
do PSII de plantas de cana-de-acUcar sob déficit hidrico, semelhante ao que ocorreu em
plantas de trigo (MA et al., 2006) e milho (ANJUM et al., 2012).

Em nosso estudo, observamos que as plantas de cana-de-agucar em que ndo se aplicou
GB sofreram maiores danos no aparato fotossintético com o déficit de agua. Esses danos
foram observados pelas reducbes de Fv/Fm ao meio-dia e ®PSII, que inclusive este ultimo

ndo se recuperou apos o estresse. A reducdo da eficiéncia efetiva do PSII é relatada como uma
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resposta sensivel a seca (SILVA et al., 2007; SALES et al., 2013). Por outro lado, as plantas
com GB foram menos afetadas pelo estresse. Cha-Um et al. (2013) também observaram que
Fv/IFm e ®PSII foram pouco afetados em plantas de arroz sob estresse hidrico, preé-tratadas
com GB. De maneira semelhante, Ma et al. (2006) encontraram menor reducao de Fv/Fm em
plantas de trigo tratadas com GB sob déficit hidrico, além de recuperarem ap0s o estresse. Em
nosso trabalho, como ®PSII foi completamente restaurado nas plantas com GB apds a
reidratacdo, podemos sugerir que os danos causados pelo estresse hidrico ao PSII nessas
plantas, foram reversiveis.

A diminuigdo de Fv/Fm leva ao aumento acentuado da fotoinibicdo (LI et al., 2014),
como ocorreu nas plantas de cana-de-aglcar sem GB e submetidas ao déficit hidrico, no
presente estudo. Além disso, essas plantas ndo recuperaram apdés a reidratacdo, ao contrario
do que ocorreu com as que tiveram uma ou duas aplicacdes de GB. A aplicacdo de GB aliviou
os danos causados pelo calor em tomate, aumentando a reorganizacdo da proteina D1 e
diminuindo a fotoinibig&o no PSII (LI et al., 2014). De maneira semelhante, a GB foi capaz de
diminuir a suscetibilidade do PSII a fotoinibi¢do causada pelo estresse hidrico em folhas de
trigo (MA et al. (2006), o que parece ter ocorrido também em nosso estudo, nas plantas de
cana-de-agucar com GB.

A fotoinibicdo é determinada pelo excesso de energia luminosa no PSII, que nao foi
utilizada nem dissipada (KATO et al., 2003). De fato, observamos correlagéo entre esses dois
parametros, indicando danos de fotoinibicdo causados pelo EXC nas plantas de cana-de-
acucar submetidas ao deéficit hidrico. Essa relacdo foi comprovada na analise de componentes
principais, que indicou a contribuigdo de Fot e EXC no agrupamento das plantas sem GB sob
déficit hidrico. Além disso, na reidratacdo também observamos que essas plantas
permaneceram agrupadas, provavelmente indicando que ndo se recuperaram do EXC e da
fotoinibicdo. Por outro lado, as plantas em que foram feitas uma ou duas aplicacdes de GB,
além de terem menor EXC e fotoinibicdo em detrimento do estresse, conseguiram se
recuperar apés a reidratacdo. Em cana-de-aclUcar, a diminuicdo da fotoinibicdo esta
relacionada aos mecanismos de manutencgao de Fv/Fm e ®PSII, e redugdo do EXC (SALES et
al., 2013; ENDRES et al., 2016). Sales et al. (2013) relataram que a protecdo do PSII de cana-
de-acucar sob estresse hidrico estd associada a um eficiente mecanismo de dissipacdo de
calor, intermediado pela atividade de enzimas antioxidantes. Em nosso estudo, isso pode ter
ocorrido pela acdo da GB atuando indiretamente na protegédo antioxidativa, como relatado em
plantas de trigo (WANG et al., 2010) e milho (ANJUM et al., 2012; 2016). Isso fez com que

as plantas que tiveram a aplicacdo de GB tivessem maior ®PSII, e menor EXC e Fot. No
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entanto, ndo existem relatos até entdo sobre esses mecanismos em cana-de-agucar com

aplicacdo de GB, e submetida a condicédo de déficit hidrico.

5 CONCLUSOES

A aplicacéo foliar de glicina betaina tem efeitos benéficos sobre as trocas gasosas, a
maquinaria fotossintética do PSII e o status hidrico em plantas de cana-de-agucar sob déficit
hidrico. A GB, independente de uma ou duas aplicacGes, minimiza os efeitos do estresse com
a melhoria na manutencdo da condutdncia estomatica, transpiracao, fotossintese, Fv/Fm,
®PSII e potencial hidrico da folha. Além disso, diminui os danos causados ao PSII, com
menor excesso de energia e fotoinibicdo. Esses mecanismos melhorados pela GB contribuem

para a recuperacdo das plantas de cana-de-agucar apos a reidratagéo.
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APENDICES

Pl N

APENDICE 1. Vista parcial da cana-planta aos 120 dias ap6s o plantio, com detalhe a
esquerda de quebra-vento instalado, Rio Largo-AL, 2014.
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APENDICE 2. Caracterizacio das plantas de cana-de-aguicar aos 90 dias ap6s a implantagio
dos tratamentos hidricos no experimento I: controle (A), estresse hidrico moderado (B) e
estresse hidrico severo (C), Rio Largo-AL, 2015.
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APENDICE 3. Avaliagéo do potencial hidrico da folha, com detalhe da exudacio de agua na
extremidade do corte (A); extracdo de discos foliares para obtencdo do teor relativo de agua
(B), mensuracao das trocas gasosas com o analisador de gas por infravermelho — IRGA, com
detalhe da folha inserida na camara (C), avaliagdo do indice relativo de clorofila com o
clorofilometro SPAD-502 (D), clipe foliar especifico, para relaxamento do PSII e posterior
medida da eficiéncia fotoquimica (E), medidas da largura e comprimento da folha+3 (F e G),
medida da altura da planta (H) e leitura da umidade do solo com a sonda PR2 - Delta T
Devices (1), Rio Largo-AL, 2015.
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APENDICE 4. Extragdo da folha+1 para as anélises bioquimicas: corte da folha (A), selecio
da parte mediana (B), posterior embalagem em papel aluminio (C) e acondicionamento em
caixa térmica com nitrogénio liquido (D), Rio Largo-AL, 2015.

APENDICE 5. Vista parcial do experimento Il com as plantas de cana-de-agticar aos 90 dias
apos o plantio (A) e detalhe da camara 2030-B acoplada na folha para avaliacdo da curva de
luz (B), Rio Largo-AL, 2016.
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APENDICE 6. Vista parcial do experimento Il com as plantas de cana-de-agtcar aos 65 dias
apos o plantio (A), plantio dos rebolos por vaso (B), aplicacdo foliar de glicina betaina (C) e
vaso caracterizando o déficit hidrico (D), Rio Largo-AL, 2017.



