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RESUMO

O déficit hidrico no solo € um dos principais estresses abibticos que restringe o
crescimento das plantas. Assim, estudos que visam a selecdo de genotipos
tolerantes a seca séo primordiais para a exploracdo das areas agricolas. A cana-de-
acucar é uma cultura que apresenta boa capacidade de adaptacdo as mudancas
edafocliméticas, para maior alocacdo de biomassa e consequente producdo de
alimentos, energia, bebidas e demais. Este estudo teve o objetivo de comparar
gendtipos de cana-de-agUcar e cana-energia quanto a tolerancia a seca pelo estudo
de mecanismos morfofisiolégicos e bioquimicos. O delineamento experimental foi em
blocos casualizado (DBC), constituido por oito genétipos de cana-de-agucar, sendo
dois comerciais (RB92579 e RB0442), dois de cana-energia (RB11999 e
RB1210282) e quatro cruzamentos (C90-176 x RB75126, RB04823 x Krakatau,
CTC22 x ?, CTC24 x ?), com dez repeticdes, totalizando oitenta parcelas. As plantas
foram cultivadas em vasos de 30 Litros com solo proximo a capacidade de campo
até os 150 dias apés o plantio (DAP). Posteriormente foi efetuada a suspenséo da
irrigacdo até o nivel de estresse severo, aos 156 DAP, seguido de reidratacéo até os
158 DAP. Durante o periodo de estresse e reidratacdo foi acompanhado o estado
fisiolégico das plantas, coletado amostras foliares a ser utilizadas nas analises
biogquimicas, assim, somente apos a reidratacdo foram avaliadas as caracteristicas
morfologicas. Os genotipos submetidos ao déficit hidrico reduziram as trocas
gasosas, diminuiram a eficiéncia fotossintética, aumentaram o contetdo de solutos
organicos e as atividades enziméticas. Os cruzamentos mantiveram maiores relacéo
Fv/IFm e ®PSII, e as canas-energia induziram aumento da atividade das enzimas
Catalase e Ascorbato peroxidase, com as plantas em estresse severo. As canas-
energia e 0s cruzamentos tém maiores grau de tolerancia ao déficit hidrico pela
melhor recuperacdo das atividades fisiolégicas, através da reidratacdo das plantas,
em relacdo as canas-de-aclcar comerciais que se mostraram sensiveis a seca.
Além disso, as canas-energia ajustaram-se osmoticamente e toleraram ao estresse
oxidativo, induzido pela deficiéncia hidrica.

Palavras chave: Saccharum spp.Seca.Contrastes. Ajustamento osmotico



ABSTRACT

The water defict of soil is one of the main abiotic stresses which restricts plant
growth. Thus, studies aiming at selecting drought tolerant genotypes are primordial
for the exploration of agricultural areas. Sugarcane is one crops that has good ability
to adapt to edaphoclimatic changes, for larger biomass allocation and consequent
production of food, energy, beverages and other. This objective of this study was
compare genotypes of sugarcane and energycane in how much of drought tolerance
from the study of morphophysiological and biochemical mechanisms. The
experimental design was randomiz blocks (DBC), constituited of eight sugarcane
genotypes, two commercial (RB92579 and RB0442), two energycane (RB11999 and
RB1210282), and four crossing (C90-176 x RB75126, RB04823 x Krakatau, CTC22
x ?, CTC24 x ?), with ten replications, totaling eighty installments. The plants were
grown in 30 Liter pots, with soil next field capacity up to 150 days after planting
(DAP). Subsequently, irrigation was suspend until the level of severe stress, to 156
DAP, followed by rehydration up to 158 DAP. During the stress and rehydration
period was monitor the physiological state of the plants, Leaf samples collected to be
used for biochemical analyzes, thus, only after rehydration were the morphological
characteristics evaluate. The genotypes submitted to the water deficit reduced gas
exchange, decreased photosynthetic efficiency, and increased content of organic
solutes and enzymatic activities. The crossing maintained higher Fv / Fm and ®PSII,
and sugarcane induced increased activity of the enzymes Catalase and Ascorbate
peroxidase, with the plants under severe stress. The energycane and crossing have
a greater degree of tolerance to the water deficit, the best recovery of physiological
activities, by rehydration of plants, in relation to the commercial sugarcane that
showed to be sensitive to the drought. Besides that, energycanes adjusted
osmotically and tolerated the oxidative stress induced by water deficiency.

Keywords: Saccharum spp. Dry. Contrasts. Osmotic adjustment.
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1.INTRODUCAO

A cana-de-acgUcar (Saccharum spp.) € uma cultura de grande importancia
econdmica, com diversas aptiddes, algumas delas para a producéo de alimentos
e energia. Além disso, € uma matéria-prima renovavel destinada a producédo de
combustivel (alcool), em substituicdo as energias nao renovaveis (petréleo) e
também a producéo de biomassa para geracao de energia.

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar com 691 milhdes
de toneladas, em area de 9,074 mil hectares na safra 2016/2017(CONAB, 2017).
E o pioneiro na producéo de etanol em grande escala, alavancado pela crescente
demanda dos biocombustiveis renovavel. As éareas que detém maior
concentracdo dos canaviais no Brasil sdo as regibes sudeste, centro-oeste e
nordeste (CONAB, 2017). Esta dUltima regido apresenta baixa ou irregular
disponibilidade hidrica, com isso o cultivo da cana-de-acUcar apresenta baixa
viabilidade por contados poucos gendtipos que apresentam grau de tolerancia a
seca.

A deficiéncia hidrica é um dos principais estresses abidticos que ocasiona
severas perdas agricolas se limita a producdo de cana-de-agcucar (MANZATTO
et al., 2009; WACLAWOVSKY et al., 2010; ENDRES et al., 2010). Com o inicio
do déficit hidrico, as plantas fecham os estébmatos, evitando a desidratacéo,
porém reduz a assimilacdo de CO, e a atividade estomética (SILVA et al., 2013).

Entretanto, a limitagcdo da concentracdo de CO, impostas, pelo fechamento
estomético favorece a ocorréncia de um desequilibrio no fotossistema Il (PSll), na
eficiéncia fotossintética, alteracées no estado funcional das membranas do tilacéides
nos cloroplastos e nas caracteristicas dos sinais de fluorescéncia nas folhas das
plantas (SILVA et al., 2014).

A capacidade fotossintética ou a manutencao do status hidrico da planta, em
funcd@o do teor relativo de agua na folha, podem ser empregadas na compreensao
dos mecanismos de tolerancia a seca nos programas de melhoramento genético
(KOONJAH et al., 2006; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2013).

A selecao de diferentes gendtipos quanto ao grau de tolerancia ao déficit
hidrica pode ser realizado por meio das respostas morfofisiolégicas e bioquimica
das plantas estressadas. Esta identificacdo torna-se essencial no estadio

fenoldgico inicial da planta, facilitando assim, a antecipacéo da etapa de selecao
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das plantas durante o melhoramento genético da cana-de-acucar (O NEILL;
SHANAHAN; SCHEPERS, 2006).

A principio, a cana-de-acucar foi melhorada para obter o maximo de acumulo
no teor de sacarose para geracdo de acucar e alcool. Com o passar do tempo, 0
setor sucroenergético foi ampliando e com isso, observou que através do aumento
no teor de fibra e na diminuicdo da sacarose, viabilizou a utilizacdo de toda a
biomassa gerada pela planta para a producéo de etanol de segunda geracao.

A Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético
(RIDESA) realizou diversos cruzamentos e, utilizou os acessos de S. spontaneum,S.
robustum e cultivares comerciais visando o desenvolvimento de genétipos com altos
teores de fibra e que pudesse manter os atuais teores de sacarose (SILVEIRA et al.,
2015), denominados de cana-energia (TEW; COBILL, 2008). Esses novos materiais,
genéticos contrastantes quanto ao teor de fibra, sdo promissores quanto ao grau de
toleréncia ao déficit hidrico.

A selecdo de plantulas dos gendtipos oriundas dos cruzamentos durante a
seca € o método que pode ser empregado durante o processo de melhoramento
genético de cana-de-agUcar. Apesar da existéncia de inUmeras pesquisas sobre o
comportamento das plantas a condi¢cdes de seca e reidratagdo, pouco se sabe sobre
esta forma de selecdo durante o estadio fenoldgico inicial das plantas submetidas a
condicdo de déficit hidrico de curta duracdo, além das respostas das plantas a
reidratacdo hidrica.

Diante do exposto, objetivou-se comparar genétipo de cana-de-aglcar e
cana-energia quanto a tolerdncia a seca, pelo estudo de mecanismos

morfofisiolégicos e bioquimicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cana-de-acucar
2.1.1. Origem e disseminagéo

A cana-de-agucar (Saccharum sp.) € uma planta pertencente a familia da
Poaceae, do género Saccharum incluindo seis espécies conhecidas; S. officinarum,
S. sinense, S. barberi, S. edule. S. spontaneume, S. robustum. A cultura da cana-de-
agucar originou-se da Asia Meridional, Nova Guiné (DANIELIS; ROACH, 1987).

Com o passar de séculos, o cultivo da cana expandiu e disseminou para
varias ilhas do sul do Oceano Pacifico, Indochina, Arquipélago da Malasia e
Bengala, sendo na india tropical caracterizada como planta produtora de aglicar
(HAMERSKI, 2009). Os Persas foram os primeiros a desenvolver técnicas de
producdo do acucar estabelecendo as rotas do agucar entre 0s paises asiaticos e
africanos (DELGADO; AZEVEDO CESAR, 1977).

A partir do século Xll, o aglcar, dito como especiaria na época, chegou as
terras europeias, surgindo posteriores importantes regides produtoras, localizadas
especialmente no Extremo Oriente. O interesse por essa especiaria foi crescente
logo apds o século XV, quando novas bebidas, como o café, chocolate e o cha
necessitavam de ser adocadas. O navegador Cristovdo Colombo por volta de 1493,
iniciou o cultivo da cana-de-acUcar nas Antilhas, a partir dai a historia do agucar no
mundo ganhou novas dimensoes.

No Brasil, o agucar ainda é produzido em grande escala a partir da cana,
divergindo da Europa que é fabricado a partir da beterraba acucareira. O interesse
mundial pela cultura da cana-de-acucar foi crescente, dada sua importancia na
producéo de energia elétrica (bagaco), combustivel (alcool hidratado), medicamento
(alcool medicinal) e alimento (agucar) (FAUCONNIER; BASSEREAU, 1975).

As variedades comerciais de cana-de-agUcar sdo oriundas, na sua grande
maioria, por hibridos interespecificos, os quais foram incorporados caracteristicas de
tolerancia a doencas, pragas e a seca, além de bom perfilhamento e produtividade,
ao passo gue se procurou manter e/ou melhorar o teor de sacarose da espécie
Saccharum officinarum (GONCALVES, 2008). Em contrapartida, a busca em

produzir mais energia, através biomassa gerada pela cana, aumentando o teor de
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fibora e reduzindo o teor de sacarose, potencializa-se assim, aumento nha
produtividade da biomassa (MATSUOKA et al., 2012).

Diante do supracitado, esta classificacdo € tida com cana-energia, gerada de
cruzamentos de variedades comercias e S. spontaneum, a fim de adquirir robustez,
melhorar ainda mais o grau de tolerancia a seca, apresentando uma menor
exigéncia hidrica e nutricional do solo, aliada a isso, atinge uma alta produtividade

(BARBOSA, 2014)

2.1.2. Caracteristicas agrondmicas

O ciclo de cultivo da cana-de-agucar pode ser doze ou dezoito meses. A
propagacdo da cana-de-acucar € feita de forma assexuada, por intermédio de
pedacos do colmo (toletes), contendo as gemas, as quais passam do estado de
dorméncia para ativo, iniciando a brotacéo, desencadeada por enzimas e hormoénios
reguladores do crescimento e sujeito a variacdo ambiental (MALAVOLTA; HAAG,
1964; SILVA, CARLIN, PERECIN, 2004).

A cana-de-aclcar pertencente ao grupo das plantas C4 e consegue ser
altamente eficiente na converséo de energia luminosa em energia quimica, pelo fato
de apresentar alta atividade fotossintética. Com isso, resulta em uma alta taxa de
crescimento, adaptacdo a diversas condi¢cdes climaticas, temperaturas elevadas,
deficiéncia hidrica, além de ser eficiéncia do uso da agua de duas a trés vezes
maiores que as plantas C3 (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A fenologia das plantas de cana-de-acUcar € caracterizada em quatro
estadios, inicia com brotacdo e é estabelecida com a germinacdo e emergéncia das
plantulas, em seguida a fase de perfilhamento e estabelecimento das plantas, onde
acontece o surgimento de inumeros perfilhos, formando assim as touceiras. Com o
auto sombreamento € induzindo assim a inibicdo do perfilhamento e acelerando o
crescimento dos colmos e ao fim, a maturagéo da planta (OLIVEIRA et al., 2010).

O ultimo estadio fenolégico € caracterizado pela maturacéo fisioldgica dos
colmos, maior senescéncia foliar, diminui a capacidade fotossintética, maior acimulo
de acucares nos colmos, chegando ao ponto de colheita da cana-de-acucar (DIOLA;
SANTOS, 2010), lembrando que o florescimento da cana € uma caracteristica

indesejavel para utilizagdo da cana na industria (RODRIGUES, 1995).
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A cana-de-acucar € composta pela parte aérea (colmos + folhas), sistema
radicular e com o surgimento dos perfilhos formam as touceiras. A folha é o principal
orgao fotossintetizante na planta, sua posicédo ao logo do colmo a formar um angulo
proximo de 90°, € de fundamental importancia, devido a penetracdo de radiacdo
solar no dossel das plantas (RODRIGUES, 1995). Os colmos sao formados por
inUmeros entrends e é o principal 6rgdo de armazenamento dos fotoassimilados,
sacarose e armazenam nas células do parénquima e tecidos vasculares (OLIVEIRA
et al., 2004; TEJERA et al., 2007).

2.2. Melhoramento genético e caracteristicas da cana-energia

O programa de melhoramento genético da cana-de-aguUcar € realizado por
diversas instituicbes publicas e privadas, que contém seus variados acessos no
banco de germoplasma. Alguns desses programas que se destaca séo o Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), Rede
Interuniversitaria para Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (Ridesa), entre
outros os quais buscam identificar e utilizar de maneira correta 0s recursos
genéticos disponiveis para facilitar o desenvolvimento e assim obter sucesso nos
genadtipos de cana-de-acucar (MORAIS et al, 2015).

Tradicionalmente, os programas de melhoramento tém selecionado
variedades de cana para a producdo de aclUcar, mesmo sabendo que esta
representa somente um terco da energia contida na biomassa do colmo (HOFSETZ;
SILVA, 2012). Considerando a producdo de 86 L de etanol por tonelada de cana
(2000 MJ), a queima do bagaco pode render mais 60KWh em energia elétrica
(216MJ) (LEAL, 2007), portanto o restante do material € pouco aproveitado para a
producdo de energia. Recentemente, a demanda por etanol tem levado a técnicas
para a producgéao a partir de celulose e hemicelulose, chamado de etanol de segunda
geracdo (BUCKERIDGE et al.,2012).

O melhoramento genético busca obter plantas que apresentem plasticidade
fenotipica, digo manter a homeostase nas condi¢des de estresse, pelo reajuste dos
processos fisioldgico e bioquimico, e assim consiga adapta-se as diversas condi¢fes
ambientes, com alta produtividade (NICOTRA et al., 2010; SADRAS et al., 2013).

Os programas de melhoramento genético realizam cruzamentos de

variedades de cana-de-agUcar comerciais com espécies de cana selvagem do
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género Saccharum (S. spontaneum, S. robustum, Erianthus e Miscanthus),
principalmente S. spontaneum, resultando na cana energia (ARRUDA, 2012; MING
et al., 2006). A cana-energia apresenta um elevado teor de fibra e menor de acucar,
ideal para a producéo do etanol celulésico (KIM; DAY, 2011).

A cana-energia pode ser subdividida de acordo com o seu percentual de fibra
em tipo le Il, sendo o tipo lcaracterizado por possuir teor de sacarose (acima de
15%) e com acréscimo de 4% na quantidade de fibra em relacdo a cana-de-acucar
comercial (14%), destinada para a producéo de aguUcar, etanol de segunda geracéo
(etanol celulésico) e eletricidade. J& a cana-energia tipo Il é de reduzido teor de
sacarose (6%) e alto teor de fibra (25%), destinada a energia térmica, elétrica, além
da producédo de etanol (MORAIS et al, 2015).

A cana energia pode atingir o dobro da altura de colmos, maior quantidade e
comprimento de folhas, porém mais estreitas em relagcdo a cana-de-agticar. E uma
planta rizomética, apresenta o sistema radicular bastante vigoroso, rusticidade,
maior absorcdo de agua e nutrientes do solo. Sdo plantas que apresentam maior
brotacdo, resultando em boa densidade de plantas, maior cobertura do solo e
namero de cortes, menor duragdo do ciclo de cultivo, podendo ser escalonada sua
producdo para a colheita na entressafra da cana-de-acucar (CASTRO et al. 2001,
MATSUOKA et al., 2012).

2.3. Estresse hidrico

O desenvolvimento e a expansao do setor agricola ficam limitados conforme os
fatores de estresse bidticos (atividade de microrganismo) e abiodticos (excesso ou
déficit de fator fisico ou quimico no meio ambiente). Um dos principais estresses
abibtico em conjunto ou isolado € o déficit hidrico, ja que esta crescente a escassez
dos recursos hidricos (CAMBRAIA, 2005). As areas de cultivo agricola tem
apresentado um percentual de pluviosidade inferior ou irregular, ocasionando assim,
um estresse por déficit hidrico do solo nas plantas (GHANNOUM, 2003; NOGUEIRA
et al., 2001).

O Estresse hidrico provoca alteracdo na composi¢cdo do solo, ja na planta
causa mudancas fisiolégicas, bioquimicas e moleculares, sendo assim, intensificado
de acordo com o genotipo, estadio fenologico da planta, condicbes climaticas e
severidade do estresse (WANG; VINOCUR; ALTMAN., 2003).
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A exigéncia hidrica da cultura no inicio de crescimento € baixa, aumenta de
forma gradual conforme seu periodo de estadio fenoldgico de desenvolvimento
(FAUCONNIER; BASSEREAU, 1975).

A cana-de-acUcar que apresenta alta eficiéncia econémica no uso da agua,
necessitando de cerca de 2000 mm por ano para ter um pleno desenvolvimento, nao
atingindo essa quantidade através da pluviosidade ¢é adicionada irrigacédo
(HEMAPRABHA; NAGARAJAN; ALARMELU, 2004). Esta é uma espécie de planta
gue tem condi¢cdes de se adaptar ao déficit hidrico, isso por meio, reducéao da area
de captacdo de radiacdo solar, através do enrolamento das folhas, fechamento
estomatico e reducdo na transpiracédo foliar (LISSON et al., 2005).

2.3.1. Respostas da planta estressada

No periodo inicial do estresse hidrico, a planta fecha os estématos para evitar
perda de agua, manter o turgor das células e diminuir o potencial hidrico foliar, assim
resulta na menor eficiéncia fotossintética (YORDANOV et al., 2003; LAWLOR,;
TEZARA, 2009). Nessas condicfes, as plantas tém que buscarem estratégias para
gue possam adaptar-se e estabelecerem-se com o menor requerimento hidrico, e
assim aumentar o grau de tolerancia (SANTOS; CARLESSO, 1998; SANTOS;
SILVA, 2015).

A planta ao longo do seu crescimento quando submetida a restricdo hidrica
apresenta menor incremento na altura, no numero de folhas, na area foliar, e com
isso, menor interceptacdo da energia luminosa até a inibicdo da biossintese de
clorofilas (INMAN-BAMBER, 2004; SILVA et al., 2007).

2.3.2. Relacdes hidricas

A 4gua é o elemento mais abundante e essencial para existéncia dos
vegetais, influenciando a variacdo produtiva das areas agricola. Para formacéo de
um grama de matéria organica produzida pela planta durante o seu crescimento é
necessario o consumo de 500 g de agua, sendo assim, cerca de 80 a 95% da massa
dos tecidos vegetal constituido de agua (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A disponibilidade hidrica € uma probleméatica na maioria dos sistemas

agricola, principalmente nas areas de cultivo de clima arido e semiarido, que
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acarreta maiores custos para a producéo, devido a utilizacéo de sistema de irrigacédo
(ROZA, 2010).

A transpiracdo foliar € a forma de dissipar o calor absorvido da luminosidade
solar nas folhas das plantas, propicia um gradiente potencial ao longo de toda a
planta. Este fluxo de 4gua acontece desde o sistema radicular, onde se encontra o
maior potencial, para parte aérea da planta, a favor de gradiente, sem gasto de

energia via xilema, até as células parenquimaticas das folhas (GONCALVES, 2008).

2.3.3. Trocas gasosas

O fechamento estomatico é a primeira linha de defesa da planta ao estresse
hidrico, quando submetida a uma alta demanda evaporativa na folha, evita o fluxo de
saida de H,O e mantém a concentracdo de CO; nos cloroplastos baixa e reduz a
transpiracdo em relagcdo a fotossintese (NOBEL, 2009; SANTOS, 2015;) A
capacidade de resfriamento da folha é reduzido, a temperatura da folha aumenta a
medida que a folha continua a receber luz (SHIRKE; PATHRE 2004; ARAUJO et al.,
2010).

A resisténcia estomatica compreende ao grau de fechamento estomatico, o
gue influencia o status hidrico foliar em diferentes espécies vegetais, pela condicédo
hidrica do solo e ambiental. Assim, o aumento do status hidrico foliar poder ser
controlado pela abertura estoméatica e ndo o inverso (INMAN-BAMBER; SMITH,
2005). O comportamento estomatico pode ser um dos critérios caracteristico na
escolha de gendtipos de cana-de-acucar tolerante a seca (MACHADO et al., 2009;
GONGCALVES et al., 2010).

A taxa de resisténcia difusa estomatica sofre aumento, com o fechamento dos
estbmatos pela desidratacdo nos tecidos vegetal, impedindo assim, a saida de agua
e consequente aumentada temperatura foliar. Devido a menor dissipacao de calor
da folha para a atmosfera, na ocasido em que a planta encontra-se em condi¢des de
seca, pode ser intensificado com a redugdo da condutancia mesofila (SILVA et al.,
2004).

Diversos estudos comprovam a influéncia da deficiéncia hidrica nas trocas
gasosas sobre as plantas pertencentes ao grupo das C4 (GHANNOUM et al., 2003),
com destaque a cana-de-agucar (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005). Assim, ocasiona

algumas alteracdes de forma distinta, de acordo com a espécie, tanto por limitagdes
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difusivas, restringindo a disponibilidade de diéxido de carbono para assimilacéo,
quanto por limitacdes metabdlicas, pelo aumento do efeito fotoinibitorio (GLAZ et al.,
2004).

2.3.4. Emissao de fluorescéncia da clorofila “a”

O déficit hidrico nas plantas pode-se monitorado através das medidas da
fluorescéncia da clorofila a, através das variaveis, a saber; fluorescéncia inicial (Fo),
fluorescéncia méxima (Fn) e fluorescéncia variavel (F,). A fluorescéncia inicial (Fo)
acomete aos centros de reagOes, refletindo a emissao de fluorescéncia pela
molécula de clorofila a. A fluorescéncia maxima (Fn,) é indicada a partir da completa
reducdo da quinona A (QA), pela incidéncia de um pulso de luz, no centro de reacao
QA. A diferenga entre Fr, e Fo (fluorescéncia inicial) resulta na fluorescéncia variavel
(Fv), a qual compreende o fluxo de elétrons do centro de reacdo do PSII (P680) até a
plastoquinona (PQH,). Assim, o rendimento quantico maximo € calculado pela
seguinte férmula, F/Fn = (Fn-Fo)/Fm (KRAUSE; WEISS, 1991).

Os valores de F\/Fn, entre 0,75 e 0,85 mostra que o aparelho fotossintético
estd em perfeita atividade (BOLHAR- NORDENKAMPF et al., 1989), quando em
déficit hidrico, utiliza-se deste critério para selecdo de genétipos que possam ser
tolerantes a seca. Entretanto, valores inferiores indicam que a planta esta com
fotoinibicdo nos centros de reagdo do PSII e assim, tornam-se 0s mesmo suscetiveis
as condicoes de estresse (BJORKMAN; DEMMING, 1987).

2.3.5 Pigmentos fotossintéticos

O processo fotoquimico consegue utiliza apenas uma parcela da radiacao
incidente, visto que, grande parte chega a superficie da folha na planta é perdida,
refletida e transmitida, e apenas pequena fracdo chega a ser absorvida através dos
pigmentos fotossintetizantes (TAIZ; ZEIGER, 2009), sendo os pigmentos envolvidos
na fotossintese as clorofilas a e b e os carotenoides, embora com seca possa haver
inibicdo da biossintese dessas clorofilas (SILVA et al., 2007).

As clorofilas, pigmentos que refletem a cor verde das plantas, localizam-se
nos cloroplastos e estdo relacionadas ao potencial da atividade fotossintética,

envolvendo importantes reacbes a fotoquimica, nas membranas dos tilacéides
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(TAIZ; ZEIGER, 2009). A avaliacdo desta intensidade de verde através do SPAD é
utilizada como critério para detectar gendtipos que possam ser tolerante a seca,
além do mais, € um meétodo ndo destrutivo e de leitura instantanea (JABEEN;
SHAHBAZ; ASHRAF, 2008; SILVA et al., 2013).

As moléculas de clorofilas absorvem a energia luminosa excitam seus
elétrons, ocasionando uma modificagcdo temporaria (GONCALVES, 2008). Sendo
assim, os pigmentos dissipam o excedente de energia por meio de quatro formas:
dissipacéao fotoquimica, fluorescéncia (re-emissédo na forma de luz), conversao direta
de energia e dissipagdo ndo fotoquimica (re-emissao na forma de calor) (MAXWELL,;
JONHSON 2000; CAMPOSTRINI, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2009).

O déficit hidrico é um dos fatores de estresses responsaveis pela perda de
pigmentos nas folhas das plantas. As clorofilas podem ser denominadas de clorofilas
(a,b, a/b, totais), além dos carotenoides. A clorofila a € o pigmento utilizado para
realizar a atividade fotoquimica e as demais, clorofila b, a/b, totais e carotenoides
auxiliam na absorcao de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros
de reacdo, chamados de pigmentos acessorios (STREIT et., 2005).

A molécula de clorofila a apresenta reducdo em seus teores quanto a planta é
submetida ao déficit hidrico declina de forma gradativa a atividade fotossintética
(RONG-HUA et al., 2006).

2.3.6. Estresse oxidativo

Em seres aerbbicos faz-se necessario a existéncia do oxigénio para
sobrevivéncia, caso das plantas superiores e algas que sdo seres fotossintetizantes.
Durante o processo de fotossintese, acontece a constante transferéncia de elétrons,
alguns transferidos do fotossistema | (PSI) para o oxigénio molecular (O,), formando
o radical superoéxido (O2) e resultam na formac&o das espécies reativas de oxigénio
(EROs). As EROs acumuladas causam estresses oxidativo, principalmente quando a
planta esta submetida aos fatores de estresses bidticos ou abidticos (PANDA;KHAN,
2009;TUTEJA, 2010).

A formacdo das EROs acontecem por subsequentes reacgdes, iniciando com o
radical superéxido (O), formando o perdxido de hidrogénio (H20;) e radical hidroxila
(OH’), além de outras espécies reativas, a saber; oxigénio singleto (*0,), radical
hidroperoxila (HO2*"), radical alcoxila (RO+) (BHATTACHARJEE, 2012). A producao
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dessas EROs em condigbes ideais de desenvolvimento e crescimento das plantas
acontecem por vias metabolicas (fotossintese e respiracao), através das estruturas
celulares, os cloroplastos, mitocdndrias, peroxissomas e a parede celular, no entanto
essa ocorréncia se da em baixas concentracbes (APEL; HIRT, 2004; DAS;
ROYCHOUDHURY, 2014).

A funcdo dos EROs no metabolismo das plantas em déficit hidrico é definida
conforme a quantidade total celular. Em niveis baixos, atua como sinalizador de
defesa, auxiliando a planta a suportar o estresse, entretanto quando esta quantidade
passar a ser elevada torna-se fitotoxico, comprometendo o metabolismo e
acontecendo a peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteina, oxidacéo de carboidratos
e inibicdo enzimatica (APEL; HIRT, 2004; GILL; TUTEJA, 2010). Diante disto, as
plantas desenvolvem um sistema antioxidante, que € capaz de inibir os efeitos
toxicos do excesso das EROs, sem ocasionar a producdo de radicais livres, através
de duas linhas de defesa, a enzimatica e a ndo enzimatica (DEDEMO et al, 2013;
SANTOS, 2015).

Antioxidantes enzimaticos quando presentes em pequenas concentracoes,
comparadas ao excesso de EROs presente nos compartimento celulares, retardam
ou inibem a oxidacdo, com a finalidade de garantir a homeostase da célula. As
principais enzimas desta linha de defesas sdo a dismutase do superéxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX), além da redutase da glutationa
(GR) e redutase monodehidroascorbato (MDHAR) (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014).
Essas enzimas servem como sinalizadores, indicando o quanto uma determinada
planta se encontra estressada por algum fator limitante. Neste caso, as enzimas
atuam limitando o acumulo demasiado das EROs, mantendo-se em baixas
concentracfes, evitando com isso o estresse oxidativo (MITTLER, 2002; SHARMA
et al., 2012).

A SOD, na linha de defesa da planta contra os EROs, € a primeira enzima
gue atua contra os efeitos toxicos, presente em quase todos os compartimentos
celulares e atua na eliminacdo do radical O," através de sua dismutacdo em O; e
peroxidacdo de hidrogénio (H,O,) (TUTEJA, 2010; SANTOS, 2015). Posteriormente
o HyO, é dismutado em &agua (H,O) e O, pela atuacdo da enzima CAT,
principalmente no peroxissomos (DEDEMO et al.,, 2013). A APX desempenha a

mesma fungéo da enzima CAT, porém com uma alta afinidade pelo acido ascorbato
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como agente redutor atuando em local diferente, nos cloroplastos e citosol
(SANTOS, 2015).

O sistema antioxidante ndo enzimatico atua na protecéo das plantas, deste o
inicio do seu crescimento, através dos processos de ajustes celular, até a
senescéncia e morte celular. Esse sistema é formado de compostos de baixo peso
molecular, como exemplo, o ascorbato, glutationa, a-tacoferol e carotendides,
flavonoides (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014). Este sistema atua na defesa das
plantas contra as EROs, de acordo com o ocorrido grau de severidade do estresse,
intensificado pelo estadio fenoldgico, o 6rgédo ou tecido da planta (BOARETTO et
al., 2014).

2.3.7 Ajustamento osmotico

As plantas, quando submetidas a condicdo de seca, passam pelo ajuste
osmotico, a nivel celular, sintetizam e acumulam compostos metabdlicos nédo
toxicos, de baixo peso molecular, os chamados solutos osmoticamente ativos
(SANTOS, 2013; SANTOS 2015). Os osmolitos sdo moléculas com caracteristicas
hidrofilicas sollveis tém a capacidade de capturar moléculas de agua a ser liberada
para a planta quando esteja em condicdes que apresente limitacdes hidricas
(BARTELS; SUNKAR, 2005), protegendo assim as células contra a desidratacdo em
ambiente estressante (YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al., 2002).

H& tempo, estudos realizados por Jefferies (1979) jA comprovava a
importancia do acumulo de solutos osmoticos, corrobora, portanto, para que um
elevado ajustamento osmaético seja um dos principais fatores para aumentar a
tolerdncia ao estresse, caso de algumas culturas como a cana-de-agucar (SANTOS,
2009), trigo (MARALIAN et al., 2010) e batata (FARHAD et al., 2011).

Os osmolitos tém capacidade em acumula-se nas plantas e essa
concentracdo apresenta variagcbes conforme as condicdes que as plantas
encontram-se, a saber; irrigadas, estressadas ou reidratadas. Os principais
aminoacidos que podem ser encontrados nas plantas sdo os carboidratos (pinitol,
frutose e glicose) e os compostos quartenarios de amonia (glicina e betaina), com
destaque a prolina (NAYYAR, 2003; LARHER et al., 2003).

A prolina destaca-se por ser um dos principais solutos que atua como medidor

no ajustamento osmatico, integridade e protecdo da membrana plasmatica, fonte de
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carbono (HEMAPRABHA et al., 2013) e nitrogénio organico usado durante a
reidratacdo (ZADEHBAGHRI; AZARPANAH; JAVANMARDI, 2014). Ela atua na
remocado das espécies reativa de oxigénio (EROS), com a funcdo de agente
antioxidante (QUEIROZ et al., 2011; CIA et al., 2012). A prolina pode ser
considerada um bom indicador para determinar plantas com grau de tolerancia a
seca (LUM et al., 2014).
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1. Local e material vegetal do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao, na Unidade Académica
do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), no Municipio de Rio Largo, Estado de Alagoas (09°28'02”S; 35°49’43"W e
127 m de altitude).

O material vegetal consistiu de oito gendétipos de cana-de-agucar, sendo dois
gendtipos comerciais (RB92579 e RBO0442), dois genétipos de cana-energia
(RB11999 e RB1210282) e quatro gendtipos obtidos por selecdo de plantulas de
cruzamentos entre Saccharum Spontaneum e cultivares comerciais (C90-176 X
RB75126, RB04823 x Krakatau, CTC22 x ?, CTC24 x ?).

3.1.1. Etapa da obtencéo dos cruzamentos

A producdo de sementes para esta etapa foi realizada a partir de dois
cruzamentos biparientais e multiplos. No cruzamento biparental a hibridizacdo é
realizada entre dois genoétipos de interesse, enquanto que no cruzamento mdaltiplo,
apenas a identidade da planta méae é conhecida, sendo o polen oriundo livremente
de diversos individuos (HEINZ; TEW, 1987).

As plantas foram cortadas no campo antes das aberturas das anteras e
liberacdo de polens, em seguida colocadas em baldes contendo solucdo nutritiva
posicionada sob uma cobertura, tipo campéanula (estrutura usada para evitar
contaminagao de polens estranhos) (HEINZ; TEW, 1987).

As inflorescéncias foram agitadas para proporcionar maior eficiéncia na
polinizacdo durante um periodo de 15 dias. Depois de concluido o processo de
cruzamento, as inflorescéncias foram protegidas por sacolas de TNT e levadas para
um galpéo, onde permaneceram durante 15 dias para completar o desenvolvimento
e maturacao das cariopses. ApOs esse processo, as espiguetas com as cariopses
foram colhidas e submetidas ao processo de secagem (38 °C) e armazenamento em
freezer (-5 °C). As cariopses foram utilizadas para emergéncia e obtencdo das

plantulas em bandejas com substratos.
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3.1.2. Sele¢éo de plantulas dos cruzamentos sob estresse hidrico

As sementes (cariopses) obtidas dos cruzamentos foram semeadas em
bandejas contendo uma mistura de solo organico, fibra de coco e areia ha proporcao
de 3:2:1. Aos 45 dias apés a semeadura (DAS) foi imposto o estresse hidrico, com a
eliminacdo da irrigacdo nas plantulas até os 52 DAS, ao atingir o estresse severo,
diagnosticado pelos sintomas visiveis de estresse nas plantulas. Posteriormente,
todas as plantulas dos cruzamentos foram reidratadas e visualizaram-se quais
cruzamentos recuperaram do estresse. Assim, obtivéramos quatro cruzamentos
C90-176 x RB75126, RB04823 x Krakatau, CTC22 x ? e CTC24 x ? apés
recuperacdo do estresse, foram selecionadas dez plantulas de cada cruzamento
com melhor grau de tolerancia a seca.

As plantulas foram repicadas (54 DAS) para tubetes de volume 115 cm3, e
mantidas sob condi¢éo de nebulizacdo e aclimatadas em casa de vegetag&o. Aos 75
DAS foram feito o transplantio para vasos com capacidade de 20 Kg de solo e
cultivada em sol pleno, até formacdo de colmos (210 DAS), para ser utilizada na
propagacao vegetativa do experimento em comparagdo com as canas-de-agucar e

as canas-energia.

3.3. Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi conduzidos em blocos casualizado,
constituido de oito genoétipos de cana-de-aclucar (RB92579, RB0442, RB11999,
RB1210282, C90-176 x RB75126, RB04823 x Krakatau, CTC22 x ? e CTC24 x ?),

com dez repeticdes, totalizou 80 parcelas.

3.4. Implantag&o do experimento

As plantas selecionadas foram usadas para obtencdo de mudas para
propagacgao vegetativa e utilizadas cinco gemas. Foi cultivada uma planta por vaso
plastico, com capacidade para 32 litros, preenchido com 30 Kg de solo de classe

média, segundo andlise fisico-quimica (TABELA1 e 2).
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TABELA 1- Andlise quimica e pH do solo.

pH M.O  Presina H+Al K Ca Mg SB CTC \Y, B Cu Fe Mn Zn

’ g/dm*®* mg/dm?® mmol,/dm?® % mg/dm?®
2

575 31 90 29 53 53 18 76 105 72 044 02 77 15 17

TABELA 2- Andlise fisica do solo.

Baldo

Areia Argila Silte Textura Volumétrico Torrdo Imp.
Total Densidade (g/cm®)
(9/KQg) do Solo Particulas Solo
655 318 27 Média 2,53

As plantas foram mantidas com o substrato préximo a capacidade de campo,
proporcionando condi¢cdes adequadas para a emergéncia das plantulas. Aos 30 DAP
(dias ap6s o plantio) foi feito o desbaste, deixando apenas uma planta por vaso e
manteve sem restricdo hidrica até os 150 DAP. Posterior a irrigacao foi suspensa até
as plantas apresentarem sintomas visiveis de estresse hidrico, que ocorreu aos 156
DAP e em seguida as plantas foram irrigadas novamente por dois dias.

As avaliacOes fisioldgicas iniciaram antes da suspensdo da irrigacdo, no
periodo controle (150 DAP), e de dois em dois dias até o estresse severo (150 DAP)
e reidratacéo (158 DAP), totalizando cinco avaliacoes.

As condigcbes microclimaticas dentro da casa de vegetacdo foram
monitoradas por uma estacdo meteorologica automatica modelo WS - GP1 (DELTA-
T Devices, Cambridge - England), com medi¢cdes entre 6 e 18 h, com variacdo da
temperatura do ar (T), radiacédo fotossinteticamente ativa (RFA) e déficit de presséo
de vapor (DPV). A Temperatura diaria média do ar foi de 29 °C para o periodo do
experimento, mas chegou a apresentar 37 °C e a minima de 22 °C. A radiacao
fotossinteticamente ativa (RFA) apresentou valor médio de 5,4 MJ/m?/dia. Quanto ao
déficit pressao de vapor, calculado segundo Vianello e Alves (1991), variou de 0,22
a 2,19 KPa (FIGURA 1).
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FIGURA 1- Variacdo diaria da temperatura (a, b), (PAR) radiacdo
fotossinteticamente ativa (c, d) e (DPV) déficit pressdo de vapor (e, f) durante o
experimento (a, c, €) nos dias de avaliacdes (b, d, f), respectivamente, em casa de

vegetacao.
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Durante o periodo de estresse hidrico foi monitorada o teor umidade no solo
(FIGURA 2), na profundidade de 10 cm (terco médio do vaso) pelo método unidade

gravimétrica.



32

FIGURA2- Teor de umidade no substrato durante os seis dias de estresse e
reidratagéo (R), em casa de vegetacao.
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As barras indicam o erro padrdo da média de 80 observacgdes.

3.5. Coleta de dados

Com 158 DAP, logo apés a reidratacdo e avaliacao fisioldégicas (ver abaixo),
procedeu-se a coleta do experimento. Todas as folhas com mais de 20% de area
verde foram coletadas e determinou a area foliar pelo analisador Licor- biosciences
modelo (Li3100 area meter) expresso em cmz2. A planta foi separada em parte aérea
(colmo + bainha e folhas) e sistema radicular, em seguida todo o material foi
colocado em estufa de circulagdo forcado de ar por 72 h a temperatura de 65 °C,
para obter a massa seca.

Em seguida foram calculados: alocacdo de biomassa com relacdo a
proporcao de colmo (%) = (massa seca do colmo/massa seca da planta) x 100;
proporcao de folha (%) = (massa seca da folha/ massa seca da planta) x 100;
proporcao de raiz (%) = (massa seca da raiz/massa seca da planta) x 100; razéo raiz

parte aérea = (massa da raiz/massa seca da parte aérea).
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3.6. Analises fisiologicas

As analises fisioldgicas iniciaram aos 150 DAP com as planta sem restricao
hidrica, controle, e ao logo do déficit hidrico (152 e 154 DAP) até o estresse severo
(156 DAP) e reidratacéo (158 DAP) das mesmas.

Em 156 e 158 DAP a folha +1 de um perfilho de cada parcela foi coletada

para analise bioquimica.

3.6.1. Trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram feitas no terco médio no limbo da folha
+1 da planta, no horario de 8:30 as 10:00 h da manha. Essas medidas foram feitas
com um analisador portatil de CO; a infravermelho (IRGA) modelo Li-6400XT (Licor,
Lincoln, EUA), cujos parametros avaliados foram: fotossintese (A), condutancia

estomatica (gs) e transpiracéo (E).

3.6.2 Fluorescéncia da clorofila a

A eficiéncia fotoquimica foi quantificada nos limbos da parte central das
folhas +1 de uma planta por parcela com um fluorémetro portéatil de pulso modulado
PAM-2500 (Walz, Alemanha). A eficiéncia quantica maxima (Fv/Fm) foi medida nos
horarios de 4:30h da manha (medida de fotoinibicao crénica) e ao meio-dia (medida
de fotoinibicdo dindmica). A eficiéncia quéantica efetiva do PSII (PPSII) foi medida

entre 8:30 e 10:00 horas da manha nas mesmas folhas.

3.6.3 Teor relativo de agua na folha

O teor relativo de agua na folha (TRA) das canas foi obtido a partir de uma
amostra composta por seis discos foliares de 6 mm de diametro, onde foram
retirados da parte mediana da folha +1. Estes discos foram imediatamente pesados,
obteve com isso a massa da matéria fresca (MF). Posterior, os discos foram
submersos em &gua destilada durante 24 h, quando assim, obteve a saturagéo
hidrica, foram retirados da &agua, e eliminou o excesso de agua com papel

absorvente e pesou a massa turgida (MT). Por fim, os discos foram secos (MS) em
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estufa (70 °C) até atingir massa constante. Com esses valores de massa do material
foliar, foi calculado o TRA segundo a formula sugerida por Klar (1984).

aa_ (MF-MS)

= *100
(MT - MS)

3.7. Andlises bioquimicas

3.7.1. Pigmentos fotossintéticos

A intensidade do verde foi quantificada na folha +1, através da leitura com o
SPAD-502 (Minolta Corporation, Ramsey, USA), média de dez leituras em cada
planta, na parte mediana e adaxial da folha. Em seguida, as amostras da mesma
folha foram coletadas para quantificacdo dos teores de pigmentos pelo método de
extracdo com solvente organico (HENDRY; PRIME, 1993).

Os teores de clorofila a, b, totais e carotenoides foram determinados com a
coleta de um disco foliar de 1 cm de didametro da folha +1. Em seguida foram
pesados, colocados em 10 mL de acetona a 80%, tubos de vidro rosqueado,
protegidos da luz com papel aluminio e contendo durante 24 horas com agitacées
ocasionais. A absorbancia do extrato foi quantificada em espectrofotometro (Thermo
Scientific®, Genesys 10S, EUA) em 480, 645, 663 nm. Os teores de clorofila a, b,
total e carotenoides foram estimados pelas férmulas:

> Clorofila a (mg. g—l MF) = (12,7 x A663 — 2,69 x AB45) x V

MF
> Clorofila b (mg. g-l MF) = (22,9 x A645 —'\j,F68 X A645) x V
> Clorofila total (mg. g* MF) = (8,02 X AB63 + 20,0 x AB45) X V
MF
(A480 + 0,114 x AB63 — 0,638 x A645) X V X103

> Carotenoides (mol.g*MF)= 112,5 x MF

Onde:

A480, A645 e A663= representam, respectivamente, as absorbancias em 480, 645 e
663 nm;

V = volume de acetona a 80% usado na extracao; e
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MF = peso da matéria fresca da qual foi extraida a clorofila

3.7.2. Ajustamento osmotico e espécies reativas de oxigénio

Amostras da folha +1 foram coletadas com utilizacdo de luva cirdrgica e
tesoura esterilizada, com a retirada da parte mediana da folha sem a nervura central
e congelada imediatamente em nitrogénio liquido. Apds, as amostras foram
armazenadas em freezer a -70 °C, até o momento das analises.

As amostras foram pesadas e maceradas com 2 mL de tampéo Fosfato de
Potassio, centrifugadas e o sobrenadante coletado para determinacdo direta das
enzimas Ascorbato Peroxidase (APX) e a Catalase (CAT), determinadas através do
espectrofotometro. A atividade da CAT foi quantificada pelo monitoramento do
consumo de H,O; na absorbancia de 240 nm na mistura de reacdo contendo tampé&o
Fosfato de Potassio, Peréxido de Hidrogénio (H».0;,), agua a 30°C e a reacdo
iniciada pela adicdo de extrato vegetal de acordo com o método de Havir e Mchale
(1987). A atividade de APX foi determinada de acordo com o método descrito por
Nakano e Asada (1981).

A determinagdo de proteinas totais foi realizada utilizando-se 0os mesmos
extratos usados nas analises anteriores, CAT e APX, segundo o método Bradford
(1976), utilizando para curva padrdo BSA (albumina sérica bovina). O teor proteico

das amostras foi expresso em mg de proteina g™ de matéria fresca (MF).

3.7.2.1. Carboidratos Soluveis

Os carboidratos soluveis foram obtidos a partir de amostras de 20 mg do
tecido foliar liofilizado, extraidos com 4 mL de &gua deionizada. A mistura
permaneceu em repouso durante uma hora, sendo submetidas a agitacdes
periddicas (a cada 15 minutos), e posterior centrifugagdo na centrifuga (Sigma labor
zentrrifugem - 2015) a 3.000 x g por 20 min, a temperatura de 25 °C. O precipitado
foi descartado e o sobrenadante (extrato) usado para determinacéo dos carboidratos
soluveis pelo método descrito por Dubois et al. (1956). Utilizou-se como padrao a
D(+) glicose anidra e os resultados foram expressos em pmol g MS. Cada

repeticao (amostra) foi representada por um extrato simples dosado em triplicata
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3.7.2.2. Prolina Livre

O extrato foi obtido a partir das amostras da folha liofilizada apds a adicao de
8 mL de &cido sulfossalicilico, a 3%, em 100 mg de po liofilizado, sendo que a
mistura foi submetida a agitacdes periddicas (a cada 15 minutos), durante uma hora
em temperatura ambiente (25 °C). Ao completar este periodo, o0 homogeneizado foi
centrifugado a 3.000 x g por 20 min, a temperatura ambiente, o precipitado foi
descartado e o0 sobrenadante (extrato) usado para a determinacéo de prolina livre
pelo método descrito por Bates et al. (1973), pela reacdo com solucéo de ninhidrina
acida (1,25 g de ninhidrina, em 30 mL de &cido acético glacial, e 20 mL de &cido
fosforico 6M)

Para a reacdo, foram usados tubos de ensaios com tampas rosqueadas,
onde adicionou 2 mL de cada extrato, 2 mL de ninhidrina acida e 2 mL de acido
aceético glacial, deixando-se a mistura em banho-maria (100 °C) por 1 h para
desenvolvimento da cor. Em seguida, os tubos de ensaio foram colocados em banho
de gelo por 10 min para cessar a reacao.

A extragdo do cromaforo foi realizada através da adicdo de 2 mL de tolueno
a mistura de reacdo, posterior agitacao vigorosa por 20 segundos. ApOs repouso e
formacdo da mistura bifasica, a fase superior foi retirada com pipeta, para
guantificacdo dos niveis de prolina, através de medidas da absorbéancia em 520 nm,
sendo o tolueno utilizado como branco.

Utilizou-se como padréao a prolina pura e os resultados foram expressos em
umol g MS. Cada repeticdo (amostra) foi representada por um extrato simples

dosado em triplicata.
3.8. Analises Morfoldgicas

A altura das plantas foi medida a partir dos 53 DAP, quinzenalmente até os
158 DAP. A avaliacédo foi feita apenas no perfilho principal, mediu da superficie do
solo até a auricula da folha +1 da planta.

O diametro do colmo, o namero de perfilhos, entrenos e folhas, largura,
comprimentos das folhas +3 e area foliar foram realizados no final do experimento
(158 DAP). O diametro foi medido com o uso de um paquimetro na parte mediana

do colmo, numero de perfilhos por vaso, nimero de entrené até onde a bainha da
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folha se desprende com facilidade do colmo e nimero de folhas com menos 20% de
area foliar verde e com inicio de abertura, além do seu comprimento, largura (folha

+3) e as folhas avaliadas com auxilio de um analisador licor 3100.

3.9. Andlise estatistica

Os dados obtidos dos gendtipos em estudos foram submetidos & analise de
variancia, e as meédias agrupadas pelo teste de agrupamento de Scott knott, j& os
contrastes pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade, com o auxilio do programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

O primeiro contraste especifico (C1: cana-de-acUcar vs cana-energia) atribuiu-
se a comparagcao das plantas quanto ao teor de fibra e sacarose, visto as canas-
energia apresentam alto teor de fibra e baixa sacarose em relacdo a cana-de-
acucar. O contraste (C2: RB92579 vs cruzamentos) permitiu comparar a variedade
RB92579, utilizada como padrao pelo programa de melhoramento genético da cana-
de-acUcar versus 0s genotipos obtidos a partir da selecdo das plantulas tolerantes a
seca em bandejas. O terceiro contraste (C3: cana-energia vs cruzamentos) teve com
objetivo comparar genoétipos com alto teor de fibra e os cruzamentos oriundo dos da
selecéo das plantulas, algumas dessas foram originadas de alguma cana-energia,
exemplo C90-176 (cana-energia cubana) (TABELA 3).

TABELA 3- Coeficientes dos contrastes especificos para gendtipos de cana-de-

agucar, cana-energia e cruzamentos.

Lo Contrastes
Genotipos
Cl C2 C3
Canas-de-acucar
RB92579 1 4 0
RB0442 1 0 0
Canas-energia
RB11999 -1 0 2
RB1210282 -1 0 2
Cruzamentos
C90-176 x RB75126 0 -1 1
RB04823 x Krakatau 0 -1 1
CTC22x? 0 -1 1
CTC24 x? 0 -1 1
Cl: canas-de-aglcar vs canas-energia; C2: RB92579 vs cruzamentos; C3: canas-energia vs

cruzamentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises fisiologicas

4.1.1. Trocas Gasosas

Os genodtipos de cana-de-acucar, cana-energia e dos cruzamentos
apresentaram resultados semelhantes para trocas gasosas (condutancia estomatica,
transpiracdo e fotossintese), quando as plantas estiveram sob as condi¢cfes hidricas
de controle, estresse severo e reidratacdo, entretanto, diferiram apenas na

capacidade fotossintética, com a reidratacao das plantas (TABELA 4).

TABELA 4- Quadrado médio da analise de variancia da condutancia estomatica
(gs), transpiracao (E), fotossintese (A), eficiéncia quéantica potencial (Fv/Fm) e
efetiva (PPSII), e teor relativo de agua (TRA) na folha em genotipos de cana-de-
acucar. Plantas submetidas a condicdo de Controle (C), estresse severo (ES) e

reidratacdo (R) em casa de vegetacao.

Fonte de gs (mol H,O m?s?) E (mmol H,0 m? s?)
Variacao C ES R C ES R
Genotipos 0,00004 "° 0.00001™ 0,0002 " 0,097"™ 0,036 "™ 0,294 "™
CV (%) 36,9 23,8 31,8 252 19,9 27,0
Fonte de A (umol CO, m?s™) Fv/Fm-antemanha
Variacao C ES R C ES R
Genotipos  11,39" 0,0074 " 12,52 * 0,001™ 0,079 * 0,012"
CV (%) 26,5 45,9 25,1 3,7 19,9 13,4
Fonte de Fv/Fm - meio dia OPSII
Variacao C ES R C ES R
Gendtipos 0,0021 *** 0,043 *** 0,013 *** 0,013™ 0,016 * 0,004"
CV (%) 3,2 19,8 6,9 22,7 42,5 9,4
Fonte de TRA na Folha
Variacao C ES
Genotipos 152,96" 42,04
CV (%) 24,11 6,68

S wkk ok k030 significativo, 0,1%, 1% e 5% de probabilidade, pelo teste F.

De um modo geral, a imposi¢éo das plantas ao estresse hidrico influenciou de

forma negativa as trocas gasosas (gs, E e A), que somente, recuperaram-se suas
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atividades através da reidratacao (FIGURA 3). O estresse hidrico fez com que gs, E
e A diminuissem 80, 84 e 97%, com relacdo ao controle, respectivamente, néo
havendo assim diferenca de resposta entre os genétipos (FIGURA 3A, B e C). O
fechamento estomatico foi a primeira linha de defesa das plantas contra a seca,
reducdo da transpiracdo e da capacidade de resfriamento, além do aumento da
temperatura foliar, uma vez que este érgao continua a receber luz (ARAUJO et al.,
2010).

Estudos em plantas de cana-de-acUcar submetida a restricAo hidrica
mostraram que, a medida que seus estdmatos se fecharam, evitaram perda de
agua, porém menor assimilacdo de CO, (SALES et al., 2012, GONCALVES, 2010;
INMAN-BAMBER; SMITH, 2005) e assim favoreceu a adaptarem a condicéo de seca
(MENCUCCINI et al.,2000). Além do mais, interrompeu-se o resfriamento da folha,
ocorre maior acumulo de calor, aumento na temperatura e reducdo da transpiracao
foliar, assim tornou-se fundamental que a planta dissipe esse calor para diminuir os
danos fisiolégicos (LUQUET et al., 2003; ARAUJO et al., 2010).

Os gendtipos RB1210282, RB11999 e CTC24 x ? tiveram a maior capacidade
de recuperacdo do estresse, através da reidratacdo, e assim, apresentaram
resultados da atividade de fotossintese os valores de 11, 9 e 9 umol H,O m-?s-1
respectivamente, superiores em 39,5% a média dos outros genétipos em estudo
(FIGURA 3C). Esses genotipos sao provaveis possuirem grau de tolerantes a seca,
pois conseguem fazer a regulacdo das trocas gasosas, permitindo assim, a fixacao
de CO; durante o periodo de estresse hidrico (YORDANOQYV et al., 2003).

A selecdo de genotipos de espécies perenes que recuperam mais rapido a
atividade fotossintética e o crescimento pode ser de importancia econémica maior do
gue 0s genodtipos que tenham maior crescimento durante a seca (NORRIS;
THOMAS, 1982).

Estudos conduzidos por Pompeiano et al. (2013) demonstraram que o déficit
hidrico causou uma reducdo acentuada da fotossintese na poaceae Arundo donax L.
Além do mais foi capaz de recuperar completamente do estresse com a reidratacéo,
, comprovando que esta espécie possui grande capacidade de adaptacdo. Plantas
de cana-de-agUcar conseguiram recuperar, a atividade de trocas gasosas, ap0s 0
restabelecimento hidrico (MACHADO, 2009; PEDROZO, 2010)
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FIGURA 3- (A) Condutancia estomatica (gs), (B) transpiracdo foliar (E), (A)
fotossintese liquida (A), e (D e F) eficiéncia quantica maxima (Fv/Fm) na antemanha
e meio-dia e (E) eficiéncia quantica efetiva do PSII (®PPSIl) em gendtipos de cana-
de-acucar. Plantas submetidas a condicGes de estresse por 6 dias e reidratadas (R)

por 2 dias em casa de vegetacéo
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No periodo de reidratacdo, as plantas de canas-energia tiveram aumento nas
aberturas estomaticas e consequente maiores gs, E, A em relacdo as canas-de-
aclcar. Ja em comparagao aos cruzamentos, as canas-energia apresentaram maior

taxa de fotossintese, nas mesmas condi¢cdes (TABELA 5).

TABELA 5- Estimativa de contraste da condutancia estomatica (gs), transpiracao (E)
e fotossintese (A), eficiéncia quantica potencial (Fv/Fm), efetiva (PPSII) e teor
relativo de agua (TRA) na folha em gendétipos de cana-de-acucar. Plantas

bY

submetidas a condicdo de controle, estresse severo e reidratacdo em casa de

vegetacao.
Contrastes
Cana-de-agucar RB92579 Cana energia
Variaveis Condicéo Hidrica Vs VS Vs
Cana-energia Cruzamentos Cruzamentos
Estimativas dos Contrastes
Controle - 0,0025 ™ - 0,0033 ™ - 0,00083 "™
gs Estresse Severo - 0,0009 " -0,0010 ™ -0,0019 ™
Reidratacdo -0,5330 * -0,316 ™ 0,32™
Controle - 0,06 " 0,1892 " -0,0266 "
E Estresse severo 00,0535 "™ - 0,048 "° -0,1002 "
Reidratacao - 0,0120 * - 0,006 "° 0,0065 "
Controle -1,7208 " 2,170 ™ 0,0445 "
A Estresse severo 0,0021 "™ -0,0203™ 0,0203 "
Reidratacdo - 3,335 *** -0,619 ™ 2,240 **
Controle 0,0033 " - 0,0292 * -0,0216 *
Fv/Fm- . - .
antemanha Estre;se Seyero 0,0025nS -0,1167 -0,1072
Reidratacdo 0,010 - 0,002 " - 0,0565 ™
Controle - 0,008 " -0,0137 ™ -0,0017 ™
Fv/iFm- s
meio-dia Estresse Severo - 0,027 - 0,1235 *** - 0,059 **
Reidratacao - 0,053 * - 0,1445 *** - 0,0525 **
Controle 0,063 "™ - 0,0855 * 0,0105 *
OPSII Estresse Severo - 0,045 "™ -0,0545 ™ -0,022 ™
Reidratacdo -0,021 ™ - 0,0550 * -0,033™
TRA na Folha Estre§se Seyero 0,215" 2,236™ -2.582
Reidratacdo - 4,954 0,369™ 5,058*

Cana-de-agucar: RB92579 e RB0442. Cana-energia: RB11999 e RB1210282. Cruzamentos: C90-176
x RB75126, RB04823 x Krakatau, CTC22 x ? e CTC24 x ?. "*»** ** * n3g significativo, 0,1%, 1% e
5% de probabilidade, pelo teste F.

Estudos conduzidos em genoétipos de cana-de-agUcar demonstraram que as
plantas conseguiram recuperar as trocas gasosas apo0s o restabelecimento hidrico
(MACHADO, 2009; PEDROZO, 2010). Desta maneira, Oliveira (2012) estudando
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clones de cana-de-acucar, IACSP94-2094, IACSP96-7586, sob estresse hidrico
posterior reidratacdo, observaram que estas plantas recuperaram de forma
acentuada a assimilacdo de CO,, para com a condutancia estomatica e transpiracao
foliar, igualaram as atividades das plantas irrigadas, mostrando com isso, a alta
capacidade das plantas C4 em apresentar recuperacao, frente ao estresse hidrico
em curto periodo de tempo.

Por outro lado, uma recuperacdo incompleta da eficiéncia fotossintética em
plantas submetidas ao déficit hidrico foi observado nas poaceae Eremochloa
ophiuroides (Munro.) Hack., Festuca arundinacea Schreb. E Loliumperenne L. (HU
et al., 2012). Embora, a poaceae Poapratensis L. exibiu uma recuperacao rapida e
incompleta dos principais variaveis fisiolégicos durante a reidratacdo (CHAI et al.,
2010).

4.1.2. Eficiéncia quantica do fotossistema |l

Os gendétipos estudados apresentaram diferencas em todas as condi¢cdes
hidricas, com a eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il, representada pela
razdo Fv/Fm, avaliado ao meio-dia e somente através do estresse severo nas
variaveis ®PSI| e Fv/Fm, avaliado na antemanha (TABELA 4).

A restricao hidrica foi responsavel pela diminuicdo da eficiéncia quéantica do
fotossistema Il das plantas, e posterior recuperacdo, através da reidratacdo nas
plantas, mostrando assim, que as diferentes condicbes hidricas afetaram estas
variaveis fotoquimicas (FIGURA 3D, E e F).

As plantas sob estresse reduziram em média de 31% o Fv/Fm ao meio-dia ,
registrando as maiores reducdes para a RB92579 (42%) e a RB11999 (40%) e a
menor foi a CTC 22x ? (13%) (FIGURA 3E). Assim, separa-se um possivel grau de
menor e maior tolerancia a seca, respectivamente.

As plantas em estresse hidrico dos gendtipos RB1210282, C90 176 X
RB75126, RB04823 x Krakatau e CTC22 x ? sofreram as menores redugdes do
OPSII, 0 que é um comportamento a ser indicativo de tolerancia a seca (FIGURA
3F).

Os cruzamentos sob estresse, mostraram habilidade em manter maior Fv/Fm
e OPSII, em relacdo a RB92579 e as canas-energia, assim demonstraram uma alta

eficiéncia do uso da radiacdo. Durante a reidratagdo, 0s mesmos demonstraram que
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o aparato fotoquimico ndo foi comprometido, pela rdpida recuperacéo e regulagédo
do aparato fotoquimico do PSII(TABELA 5).

As plantas sem restricdes hidricas ndo tiveram a capacidade de alcancar os
valores ideais de Fv/Fm (0,75 a 0,85), obtiveram valores de Fv/Fm de 0,71 sob
controle e de 0,63 quando reidratadas. Alguns fatores podem ter contribuido para
isto, a saber: grau de estresse das plantas, velocidade de recuperacdes das reagbes
envolvidas nas plantas, a limitacdo do crescimento do sistema radicular nos vasos e
além da temperatura elevada no interior da casa de vegetacdo. Estes valores
inferiores podem ser o diagnostico de possiveis danos fotoinibitérios nos centros de
reacdo do PSIl das plantas em estudos, pelos fatores supracitados (BOLHAR-
NORDENKAMPF et al. 1989; LAGE-PINTO et al. 2012). Resultados deste trabalho
corroboram com os de Goncalves et al (2010) que notaram reducdes na relagéao

Fv/IFm nas quatros variedade de cana-de-ac¢uUcar sob estresse hidrico.

4.1.3. Relacgbes hidricas

Os gendtipos nao diferiram em relacao ao teor relativo de agua nas folhas das
plantas estressadas e quando reidratacao (TABELA 4). As plantas com seis dias de
supressdo da agua apresentaram baixo teor relativo de agua (45%) recuperando
com a reidratacdo (85%) (FIGURA 4).
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FIGURA 4- Teor relativo de agua em genétipos de cana-de-agUcar. Plantas
submetidas a condicdo de estresse severo e reidratacdo em casa de vegetacao.
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Médias dos genotipos sobre-escritas por letras mailisculas iguais ndo diferem no estresse severo e
letras minUsculas iguais ndo diferem na reidratacdo estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Scott knott.

Os gendtipos RB11999 e RB04823 x krakatau apresentaram os maiores grau
de reidratacdo das células e tecidos das plantas, através da recuperacdo do
estresse em 130 e 125% no teor relativo de agua em suas folhas assim,
possivelmente maior tenham grau de tolerancia a seca (FIGURA 4). O teor relativo
de 4gua € um indicativo fisioldgico de maior facilidade e responsivo na diagnose de
plantas quanto a grau de tolerancia a seca (GORAI et al.,2010).

As canas-energia tiveram uma melhor recuperacéo no teor relativo de agua
nas suas folhas, através da reidratadas (TABELA 5).De acordo a Carnavar et al.
(2014), a planta reduz o teor relativo de agua em suas folhas, como forma de
suporta o estresse hidrico durante a seca e evitar a dessecacdo de seus tecidos.
Silva et al. (2013) estudando as respostas fisiolégicas de cultivares de cana-de-
acucar submetidas a deficiéncia hidrica e a reidratagéo, verificaram que SP83-2847
e SP80-1842 mostraram as melhores recuperagcao no teor relativo de agua na folha,
apos 12 dias de reidratacdo. Silva et al. (2013) identificaram sensibilidade das


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=http://springerplus.springeropen.com/articles/10.1186/s40064-016-2348-5&usg=ALkJrhilMw1szSiQE7QyGzIKCwVhMF_-QQ#CR10
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cultivares SP80-1842 e SP81-3250 a deficiéncia hidrica, além da lenta recuperacao

no TRA nas folhas.

4.2. Analise bioquimica

4.2.1. Pigmentos fotossintéticos

Os genotipos apresentaram diferenca com relacdo aos pigmentos
fotossintéticos e o indice SPAD, nas plantas quando submetidos ao estresse severo,
sem diferenciarem relacdo a Chl a/b. As plantas apés a reidratacdo apresentaram

estado fisiolégico semelhantes (TABELA 6).

TABELAG6- Quadrado médio da analise de variancia de pigmentos fotossintéticos,
indice SPAD, os teores de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila total (Chl
Total), clorofila a/b (Chl a /Chl b) e carotenoides em gendtipos de cana-de-agucar.
Plantas submetidas a condicao de estresse severo (ES) e reidratacdo (R) em casa

de vegetacao.

Fonte d indice SPAD Chla Chlb
V‘;ﬂaegéf, (mg.g™* MF) (mg.g™* MF)
ES R ES R ES R
Genétipos 99,51 *** 36.97"™ 0,24 ** 0,08™ 0,019 ** 0,006"
CV (%) 17,66 15,78 29,59 34,86 29,27 36,36
Fonte de ChlTotais Chla/ Chilb Carotenoides
Variacdo (mg.g™ MF) (mg.g™ MF) (umol.g™* MF)
ES R ES R ES R
Gendtipos 0,399 ** 0,132" 0,44™ 1,80™ 0,036 *** 0,011"
CV (%) 29,27 35,3 34,43 41,01 21,02 33,77

" n&o significativo, ***, ** 0,1%, 1% de probabilidade, pelo teste F.

Nos genotipos RB1210282 e CTC24 x ? foram verificadas os melhores
indices SPAD, chl a, chl b e chl total (FIGURA 5). O teor de carotenoide foi maior no
genotipo CTC 24 x?, em condicbes de estresse, indicando assim, ativagdo do
mecanismo de fotoprotecdo desta planta para poder tolerar a escassez hidrica, ja
gue este pigmento apresenta papel essencial na protecdo e evitando danos

fotoxidativo no aparelho fotossintético (FIGURA 5F). As folhas dos gendtipos
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RB92579, RB11999, C90-176 x RB75126, RB04823 x krakatau e CTC22 x ?
sofreram as maiores degradagcbes de clorofila (FIGURA 5), comprovando um
possivel grau de suscetibilidade ao déficit hidrico.

Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2014) que
relataram que o0s genoétipos RB835054 e SP80-3280 quando submetidos a
deficiéncia hidrico apresentaram as maiores redu¢des nos pigmentos fotossintéticos
e no indice SPAD. Entretanto, a IACSP95-5000 e o0 RB928064 tiveram 0s menores
efeitos estressantes, atribuido a capacidade da manutencdo dos conteudos de
clorofilas e de carotenoides, além de maiores valores de indice SPAD, sob essas
condi¢bes. Os pigmentos fotossintéticos em cana-de-agucar podem ser utilizados
como classificagcdo para diagnosticar plantas tolerancia ou suscetibilidade ao
estresse (SILVA et al., 2007).

Apés a reidratacdo, as plantas dos gendtipos RB0442, RB11999, C90-176 X
RB75126, RB04823 x krakatau e CTC22 x ? obtiveram maior capacidade de
recuperacao do estresse, através da sintese de clorofila, portanto, maior intensidade
de cor verde (FIGURA 5A) e com relagéo chl a/b, destacaram a RB1210282, C90-
176 x RB75126 e CTC24 x ? (FIGURA 5E).

Pompeiano et. (2016) em estudos com Arundo donax L. observaram que a
clorofila b mostrou ser mais sensivel a seca do que Chl a. Um pico narazdo Chla/b
ocorreu aos sétimo dia de déficit hidrico, assim sugere que a composi¢cdo do

fotossistema tinha sido recuperada de modo a evitar atividade de fotoinibi¢ao.
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FIGURA 5- (A) indice SPAD, (B) teores de clorofila a (Chl a), (C) clorofila b (Chl b),
(D) clorofila total (Chl Total), (E) relacdo clorofila a/b (Chl a / Chl b) e (F)

carotenoides em gendétipos de cana-de-acgUcar. Plantas submetidas a condicdo de

estresse severo e reidratacdo em casa de vegetacao.
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Médias dos gendtipos sobre-escritas por letras mailsculas iguais ndo diferem no estresse severo e
letras minUsculas iguais ndo diferem na reidratagdo estatisticamente entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Scott knott.
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As canas-energia mantiveram uma coloragcéo verde mais intensa quando sob
estresse (Tabela 7). Elas tiveram 30,9% mais indice SPAD, em comparacdo com as
canas-de-acucar e 13,7% quanto aos cruzamentos (TABELA 7 e FIGURA 5A). As
canas-energia também apresentaram 38, 35 e 28% mais chl a, chl total e
carotenoides, respectivamente, em comparacdo com as canas-de-agUcar na
condicao de estresse (TABELA 7 e FIGURA 5).

TABELA 7- Estimativa de contraste do indice SPAD, os teores de clorofila a (Chl a),
clorofila b (Chl b), clorofila total (Chl Total), clorofila a/b (Chl a/ Chl b) e carotenoides
em gendtipos de cana-de-acguUcar. Plantas submetidas a condicdo de estresse severo

e reidratacdo em casa de vegetacao.

Contrastes
Condiczo Cana-de-aclucar RB92579  Cana-energia
Variaveis ¢ VS VS VS
Hidrica Cana-energia Cruzamentos Cruzamentos
Estimativas dos Contrastes
. - *kk _ ns *%
indice SPAD Estre_sse Seyero 7,261 s 2,888 _ 3,707ns
Reidratacéo -3,918 -4,188 0,21
Chl a Estresse Severo -0,25 * -0,181 " 0,137 "™
Reidratacdo -0,089 " 0,106 "™ -0,052"
Chib Estresse Severo -0,056 "® -0,044 " 0,032"™
Reidratacdo -0,019 "® 0,024 "™ -0,018 "*
) Estresse Severo -0,307 * -0,229 " 0,168 ™
Chl Totais - - s s s
Reidratacéo -0,109 0,128 -0,07
ns ns ns
Chl a/Chl b Estre_sse Seyero -0,143 _ -0,175ns -0,1 _
Reidratacéo -0,618 0,459 0,15
) Estresse Severo -0,089 * -0,052 "® 0,046 ™
Carotenoides : - . - "
Reidratacéo -0,011 0,018 -0,016

Cana-de-agucar: RB92579 e RB0442. Cana-energia: RB11999 e RB1210282. Cruzamentos: C90-176
x RB75126, RB04823 x Krakatau, CTC22 x ? e CTC24 x 2."™, ndo significativo,***, ** * = 0,1%, 1% e
5% de probabilidade, pelo teste F.
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4.2.2. Estresse oxidativo

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) variou entre 0s gendtipos em
plantas sob estresse e ap0s a reidratacdo (TABELA 8). Enquanto que, a catalase

(CAT) variou somente entre os genotipos com as plantas estressadas (TABELA 8).

TABELA 8- Quadrado médio da andlise de variancia de proteinas, catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), teores de carboidratos solUveis e prolina em cana-de-
acucar. Plantas submetidas a condicdo de estresse severo (ES) e reidratacdo (R)

em casa de vegetacao.

Proteina CAT APX
\F/g?ifggg (mg .g™* MF) (min* mg™* proteina) (min" mg™ proteina)
ES R ES R ES R
Genotipos 0,054 ™ 0,07 **=* 0,005 *** 0,0007™ 0,915 ** 0,423 ***
CV (%) 14,4 12,5 27,4 249 22,3 23,6
Fonte de Carboidratos Prolina
Variag&o (mg.g™*MS) (umol.g™ MS)
ES R ES R
Genotipos 458,98 "™ 0,200 ™ 205,81 ** 1,115 ***
CV (%) 26,12 19,38 25,5 19,8

S wkx k030 significativo, 0,1%, 1% de probabilidade, pelo teste F.

As plantas sobre estresse severo apresentaram uma alta atividade das
enzimas CAT e APX, porém com a reidratacdo algumas dessas plantas reduziram

suas atividades enzimaticas (FIGURA 6B e C).
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FIGURA 6- (A) Proteinas, (B) ascorbato peroxidase (APX), (C) catalase (CAT), (D)
teores de carboidratos sollveis e (E) prolina em gendtipos de cana-de-agucar.
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Médias dos genétipos sobre-escritas por letras mailsculas iguais ndo diferem no estresse severo e
letras minuUsculas iguais ndo diferem na reidratacdo estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Scott knott.

Os gendtipos RB0442 e RB04823 x Krakatau apresentaram a maior atividade
da APX e RB11999 e RB1210282 as menores, com as plantas sob estresse hidrico

severo (FIGURA 6D). Em condigcdo de restricAo hidrica ocorre o aumento na
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atividade APX como forma tentar controlar a acdo das EROs (SANTOS; SILVA,,
2015) e assim, relacionar ao grau de tolerancia a seca (SHARMA et al., 2012).

O gendtipo C90-176 x RB75126 teve aumento na atividade da APX, ja a
CTC22 x ? da CAT, e os RB11999 e CTC24 x ? em ambas atividades enzimaticas
(FIGURA 6B e C), esse aumento nas atividades dessas enzimas é um sinalizador de
estresse, mesmo estando em condicdes de reidratacdo, esses genotipos nao
conseguiram recuperasse do estresse oxidativo, ocasionado pela deficiéncia hidrica.
A restricdo hidrica de maneira geral, proporciona 0 aumento destas enzimas nas
plantas, como forma de evitar o estresse oxidativo, mesmo apresentando diferentes
sitios de acdo e de concentracfes dessas EROs (ULISSES., 2016).

As plantas da RB92579, RB0442, C90-176 x RB75126 e RB04823 x krakatau
recuperaram do estresse, através da reidratacdo reduziu a producdo das ERO’s,
como consequente, atividade da CAT em 19%, 47%, 34% e 30% respectivamente
(FIGURA 6C). A CAT participa do sistema de defesa contra o estresse oxidativo e
age na desintoxicacdo do H,O, e assim, proporcionar adaptacdo a planta durante
um periodo de estresse (GIL; TUTELA, 2010).

As canas-energia sob estresse apresentaram alta atividade da enzima
catalase (32,9%), e ap6s a reidratacdo manteve uma alta atividade da ascorbato
peroxidase (26,7%), ambas em relacao as plantas de canas-de-aclcar (TABELA 9 e
FIGURA 6). Esta alta atividade enzimatica € um sinalizador de estresse, em que,
mesmo a cana-energia submetida a reidratacdo, ndo conseguiu recupera-se do

estresse, pelo simples fato da alta atividade da APX.
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TABELA 9- Estimativa de contraste para proteinas, catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), teores de carboidratos sollveis e prolina em gendétipo de cana-de-
acucar. Plantas submetidas a condicdo de estresse Severo e reidratacdo em casa

de vegetacéo.

Contrastes
_ Condicao Cana-de-acucar RB92579 Cana-energia
Variaveis VS VS VS
Hidrica Cana-energia Cruzamentos  Cruzamentos
Estimativas dos Contrastes
Proteinas Estresse severo 0,108 " 0,0945 "™ 0,0385 ™
Reidratacdo 0,191 "™ -1,733** -0,8910 "™
CAT Estresse severo -0,032 * -0,016 " 0.003 ™
Reidratacéo -0,0140 ™ -0,0110 ™ -0,0040 ™
APX Estresse severo -0,240 " 0,123 ™ -0,106 "°
Reidratacdo -0,6090 *** -0,2565 "™ 0,2075 "
Carboidratos Estresse severo -3,742 "™ 22,04 ** 14,166 *
Reidratacdo -10,059 * -2,486 "° 4,461 "™
Prolina Estresse severo 10,272 ** -1,0635 ™ - 9,2235**
Reidratacéo - 0,726*** -0,341* 0,488 ***

Cana-de-acgucar: RB92579 e RB0442. Cana-energia: RB11999 e RB1210282. Cruzamentos: C90-176
x RB75126, RB04823 x Krakatau, CTC22 x ? e CTC24 x ?2."™, n&o significativo, ***, ** * 0,1%, 1% e
5% de probabilidade, pelo teste F.

4.2.3. Ajustamento osmotico

Os genotipos apresentaram diferencas quanto aos teores de prolina livre, nas
plantas em estresse severo e na reidratacdo, além do teor de proteina apenas nas
plantas reidratadas (TABELA 8).

Os gendtipos RB11999, RB1210282, C90-176 x RB75126, RB0423 X
krakatau e CTC22 x ? mantiveram 0s maiores valores na concentracdes de
proteinas e a RB92579, RB0442 e CTC24 x ? reduziram, com a reidratacdo das
plantas (FIGURA 6A). Dessa forma, comprova-se que o déficit hidrico provoca
alteracdo no conteudo e até paralisagdo da sintese de proteinas, assim a
recuperacdo depende do potencial genotipico e do grau de estresse até a
reidratacao.

Corroborando aos resultados obtidos em calos (BRITO et al. 2008) e folhas
de cana-de-acucar (PATADE et al.2011), o déficit hidrico influenciou de forma
negativa a sintese de proteinas e demais aminoacidos. Com a reidratacdo, 0s

genotipos RB92579 e SP83-2847 recuperaram-se do estresse, com 0 aumentou o
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teor de proteinas, em contra partida a variedade de cana-de-acucar SP81-3250
apresentou baixo teor de proteina (SANTOS; SILVA, 2015)

Os gendtipos RB92579, RB0442, RB11999,C90-176 x RB75126,RB04823 x
krakatau, CTC22 x ?, CTC24 x ? obtiveram maior concentracdo de prolina livre em
suas folhas e RB1210282 a menor, nas plantas estressadas (FIGURA 6E). As
plantas quando submetidas a condi¢cdo de estresse, déficit hidrico, respondem a
seca severa através do acumulo de prolina em suas folhas, a fim de apresentar um
menor potencial osmotico e suportar a seca prolongada. Cultivares do género
Saccharum que conseguem o maior acumulo de prolina nos seus tecidos foliares,
durante a condicdo de estresse € um indicativo de gendtipos mais tolerantes a seca
(CHA-UM et al., 2012).

Resultados semelhantes foram encontrados em A. Donax, em que a prolina
acumulou-se de forma lenta, atingindo o maximo aos 14 dias de estresse
(POMPEIANO et al.2016). Esta elevacéo transitoria ocorreu em resposta a reducao
do potencial osmdético foliar, resposta de sobrevivéncia induzida pelo estresse
hidrico.

Logo apds a reidratacdo, os genétipos RB11999, RB1210282, CTC22 x ?
acumularam mais prolina, e as RB92579 e RB04823 x krakatau menores
concentragbes de prolina (FIGURA 6E). A concentragdo de prolina nos tecidos
foliares foi reduzida com a reidratacdo, este soluto torna-se susceptivel ao consumo
das plantas durante o seu crescimento (AHMAD E WYN JONES, 1979).

As canas-de-acgucar sob estresse acumularam 51,3% mais prolina em suas
folnas em contraste com as canas-energia. Os cruzamentos tiveram um acumulo
maior de prolina em suas folhas, que a RB92579 e as canas-energia, quando sob
reidratacdo (TABELA 9). Isto pode ser apenas uma consequéncia fisiol6gica
destinada a reducao do potencial osmético das folhas, em vez de uma resposta de
sobrevivéncia induzida pelo estresse. A concentracdo de prolina em estudo
realizado por Cia (2010) em 20 variedades de cana-de-acucar CTC e SP,
contrastantes quanto ao teor de fibras, aumentaram (80 e 95%) aos dez dias de
estresse hidrico.

Ao analisar o comportamento dos genoétipos, quanto ao acumulo de
carboidratos, verificou-se comportamento igual dentro de cada condi¢cdo hidrica.

Mesmo ndo apresentando diferenca, vale destacar que o gendtipo RB92579 teve
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maior acumulo, com as plantas estressadas e a RB1210282 apos a reidratacédo
(FIGURA 6D).

Os cruzamentos tiveram a menor concentracdo de carboidratos que a cana-
energia e RB92579, quando sob estresse As canas-energia acumularam maiores
contetdos de carboidrato em suas folhas, com a reidratagdo, em compara¢cdo com a
cana-de-acgucar (TABELA).

Em condi¢des hidricas ideais, as plantas utilizam o carboidrato durante seu
crescimento, ja frente a condicdo de seca, todo esse acumulo é direcionado para o
crescimento do sistema radicular ou para o ajustamento osmotico, através da
sintese de solutos (BHARGAVA; SAWANT, 2013).

4.3. Analises morfoldgicas

A maioria das caracteristicas morfoldgicas diferiu entre os genétipos, porém a
alocacao de biomassa da parte aérea e raizes foram as varidveis que nao diferiram
(TABELA 10).
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TABELA 10- Quadrado médio da andlise de variancia para altura do colmo (H),
didmetro (®), numero de entrend (N°E), numero de perfilhos (N°P), comprimento e
largura da folha + 3 (CF e LF +3), area foliar (AF), massa seca total (MST), raiz/parte
aérea (R/PA) alocacdo de biomassa folhas, caule + Bainha (C+B), parte aérea (PA)
e raizes em genotipo de cana-de-acUcar. Plantas submetidas a condicdo de

reidratacdo em casa de vegetacao.

Fonte de H colmo ® colmo N° E N° P N° F
Variagao cm mm Planta
Genotipos 13798,5 ***  166,08*** 99,22 *** 11,59 *** 9,19%**
CV (%) 16,2 14,3 17,2 46.7 18,0
Fonte de CF +3 LF +3 AF
_ __ MT(g) R/ PA
Variagao cm cm?
Genotipos 3582, 2%** 6,28 *** 2443383** 2878 *** 0,01"™
CV (%) 9,9 22,2 32.7 13,3 25,7
Fonte de Alocacédo de biomassa
Variacao Folhas C+B PA Raizes
Genotipos 252,74 *** 358,28 *** 34,91 34,91
CV (%) 9,1 12,6 53 19,6

" n&o significativo,***, ** 10,1 e 1% de probabilidade.

A RB1210282 caracterizou-se por seu rapido crescimento, atingindo maior
altura e a RB92579 por apresentar lento crescimento, foi a que atingiu a menor
altura entre os demais gendétipos (FIGURA 7 e 8A). A altura de plantas é uma
caracteristica fundamental a ser utilizada na selecdo de plantas nos programas de

melhoramento genético
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FIGURA 7- Altura de plantas (colmo) em genotipos de cana-de-agucar, submetidos a
condicao de controle (150 DAP) estresse severo (156 DAP) e reidratacdo (158 DAP)

em casa de vegetacdo.
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As barras indicam o erro padrdo da média de dez observacdes.

Os gendtipos RB0442 e RB92579, canas-de-acuUcar, possuiram 0s maiores
didmetro do colmo e, RB1210282, RB11999, CTC22 x ? , RB04823 x Krakatau,
CTC24 x por possuirem seus colmos mais finos, obtiveram os menores diametros
(FIGURA 8B). Esses resultados estdo de acordo aos obtidos por Ulisses (2016),
guando teve com o0s genoétipos RB925779 e RB11999 o maior e menor diametro de
colmo, respectivamente.

O gendtipo RB11999 teve o maior perfilhamento (FIGURA 8C) no
estabelecimento do seu dossel, uma vez que, este esta planta pertence ao grupo de
cana-energia possuem uma maior participacdo de genes de S. espontaneum em seu
germoplasma, além de ser rizomatica e possuirem um sistema radicular bastante
eficiente, com isso garante melhor perfilhamento a cada ciclo de cultivo (FIGURA
8C).

O perfilhamento pode ser regulado pela auto competicdo de luz, agua e
nutrientes, além das caracteristicas intrinsecas, podendo acarretar redugédo até
mortes dos perfilhos que surgem ao longo do crescimento do perfilho principal
(CASTRO; CHRISTOFOLETTI, 2005).
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Os gendtipos RB1210282 e RB11999 se diferenciaram em relacdo aos
demais pelo maior nimero de entrends por colmo e as RB92579, RB0442 e CTC24
x ? menores (FIGURA 8D). Corroborou aos estudos de Ulisses (2016) que encontrou
para 0s genotipos RB11999 e RB92579 maior e menor numero de entrends,
respectivamente.

O genodtipo RB1210282 produziu maior quantidade de folhas e a RB92579 a
menor (FIGURA 8E). O gendtipo RB0442 foi caracterizado por possuir folhas de
maior comprimento e largura em relacdo aos demais, porém nédo diferiu das
RB92579 quanto a largura das folhas (FIGURA 8G, H). As folhas das plantas
RB92579, RB0442, C90-176 x RB75126 e CTC24 x ? foram as que apresentaram as
maiores medic¢des de area foliar (FIGURA 8H).

As respostas morfologicas expressas pelas plantas sdo dependentes dos
fatores genéticos, estadio fenoldgico e da duragcdo da severidade do estresse hidrico
(HEMAPRABHA et al., 2013).
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FIGURA 8- Altura do colmo (A), diametro(B), numero de perfilhos (C), nimero de
entrend (D), numero de folhas (E) e largura e comprimento da folha + 3 (CF e LF
+3), (F e G) éarea foliar (H) em gendtipos de cana-de-aglcar. Plantas submetidas a

condicao de reidratacdo em casa de vegetacédo
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Médias dos genotipos sobre-escritas por letras iguais néo diferem estatisticamente entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste de Scott knott.

Os gendtipos alocaram 79% da biomassa produzida pelas plantas na parte

aérea (folhas e colmo + bainhas) e 21% ao sistema radicular e assim, proporcionou
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uma razdo meédia da raiz parte aérea de 0,28 em todas as plantas (FIGURA 9C, D e
E).

O gendtipo RB1210282 teve a maior alocacdo de biomassa nos colmos e a
RB92579, RB11999 e CTC22 x ? as menores (FIGURA 8A). A RB92579 e CTC22 x
? alocaram mais biomassa em suas folhas, em contra partida, a RB1210282 foi o
genaotipo que obteve a menor (FIGURA 9B). A poacea Arundo donax L. durante o
crescimento, sem restricdo hidrica, alocou a maior quantidade de biomassa para a
parte aérea, porém, esse processo foi revertido durante a época de seca
prolongada, ja que o crescimento foi paralisado e o crescimento do sistema radicular
intensificado (POMPEIANO et al 2013).

As plantas RB92579, RB11999, RB1210282 e CTC22 x ? acumularam maior
guantidade de biomassa, consequentemente maior acumulo de matéria seca total
(FIGURA 9F).
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FIGURA 9- Alocacao de biomassa no colmo (A), folhas (B), parte aérea (C), raizes

(D), massa seca total (MST) (F) em genétipos de cana-de-agUcar.
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Médias dos genétipos sobre-escritas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott knott.
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As plantas de cana-de-acucar foram caracterizadas por possuirem diametro
de colmo, largura da folha +3, além da aloca¢do de biomassa para folhas e parte
aérea maiores que as plantas das canas-energia. Entretanto, as canas-energia
apresentaram altura, namero de entrend e folhas, comprimento da folha +3, area
foliar, matéria seca, alocagcédo de biomassa aos colmo+bainha superiores as canas-
de-acUcar (TABELA 11).

Tabela 11- Estimativa de contraste da altura do colmo (h), didametro (®), numero de
entrend, nimero de perfilhos, comprimento e largura da folha + 3, area foliar, massa
seca total, raiz/parte aérea (R/PA) alocacdo de biomassa folhas, caule + Bainha
(C+B), parte aérea (PA) e raizes em gendtipos de cana-de-acucar. Plantas

submetidas a condicao de reidratacdo em casa de vegetacao.

Contrastes
Cana-de-acucar RB92579 Cana-energia
Variaveis VS VS VS
Cana-energia Cruzamentos Cruzamentos

Estimativas dos Contrastes

h colmo - 78,85 *** 47,71 *** 46,84 ***
® colmo 8,26 *** 6,87 *** -1,49 ***
N° Entrendés -7,65 *** -3,2]1 *** 5,03 ***
N° Perfilhos -0,011 "™ 0,55 " 0,22"
N° Folhas -1,25** -1,38 ** 0,861 *
Comp Foliar +3 39,55 *** 4,92™ - 26,17 ***
Largura Foliar+3 1,46 *** 1,50 *** -0,11"
Area foliar -355,57 " 775,37* 975,45 ***
Massa seca Total -25, 77*** 13,355 " 24,66***
R/ PA -0,014 ™ 0,044 ™ 0,033 ™
Folhas 7,848 *** - 4,530 ** - 4 530***
Colmo + Bainha - 6,96 *** - 8,524 *** 2,583 *
Parte aérea 1,944 ™ 2,597 "™ 0,883 ™
Raizes -0,883 "™ 2,597 "™ 1,945 "

Cana-de-agucar: RB92579 e RB0442. Cana-energia: RB11999 e RB1210282. Cruzamentos: C90-176
x RB75126, RB04823 x Krakatau, CTC22 x ? e CTC24 x 2.", ndo significativo, ***, ** * 0,1%, 1% e
5% de probabilidade, pelo teste F.



62

O gendtipo RB92579 apresentou didametro de colmo, largura e é&rea foliar
maiores em relacdo aos cruzamentos, embora a altura de colmo, ndmero de
entrenos e folhas, além da alocacdo de biomassa na folha e colmo + bainha foram
menores (TABELA 11).

Violante (2012) estudando hibridos de cana-energia identificou superioridade,
na producdo de biomassa, chegou a ser 1,5 vezes superiores que as canas-de-
acucar comerciais. Essa alta producéo de biomassa pode ser um complementa a da
cana-de-acgUcar, a cana-energia obteve esse resultado devido ao alto perfilhamento,
atribuindo a maior longevidade do canavial, sua rusticidade em relacdo a nutrientes
e agua, além de sua utilizacdo podendo dar-se-a em nas é&reas degradadas
(VIOLANTE, 2012; MATSUOKA et al. 2014).

As canas-energia sdo 0s genoétipos de maiores altura de colmo, niumero de
entrené e folhas, &rea foliar, matéria seca total, e alocacdo de biomassa ao
colmo+bainha das plantas, em comparacdo aos cruzamentos. Ja as plantas dos
cruzamentos foram superiores com relacdo ao diametro dos colmos, comprimento

da folha +3 e alocacao de biomassa nas folhas (TABELA 11).
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5- CONCLUSOES

As canas-energia apresentaram melhor recuperacéo das atividades de trocas
gasosas com a reidratacdo, além do teor de pigmentos fotossintético, indice SPAD e
TRA nas plantas sob estresse. Além do ajuste osma@tico, essas mesmas plantas
acumularam prolina e carboidrato, e toleraram o estresse oxidativo. Os cruzamentos
apresentaram alta eficiéncia fotoquimica pela razdo Fv/Fm e o O®PSIl com a
deficiéncia e reidratacdo das plantas.

As canas-energia e 0s cruzamentos tém maiores grau de tolerancia ao déficit
hidrico de curta duracéo, em relacao as canas-de-aglcar que se mostraram sensivel
a seca, assim tém potencias indicadores fisiolégicos e bioquimicos que podem ser
empregados nos programas de melhoramento genético de plantas, quanto ao grau
de tolerancia a seca e a reidratacgéo.

As caracteristicas genotipicas foram as responsaveis pela variagcdo dos

aspectos biométricos e alocacdo de biomassa das plantas.
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