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MACHADO, Ricardo Silverio. Respostas fisioldégicas de gendtipos de cana-de-
acucar ao déficit hidrico imposto na fase inicial de desenvolvimento. 2009. 64p.
Dissertagdo (Mestrado em Agricultura Tropical e Subtropical) — P6s-Graduagao — IAC.

RESUMO

Em condicdo de déficit hidrico as plantas apresentam alteragdes morfo-
fisiologicas, algumas dessas sendo estratégias que visam reduzir os efeitos deletérios
desse estresse ambiental. O objetivo dessa dissertacdo foi testar a hipdtese de que
genodtipos de cana-de-agucar tolerantes a seca apresentam menor restricdo da
assimilagdo de carbono durante o desenvolvimento inicial em condigdes restritivas. O
menor efeito do déficit hidrico na fotossintese seria ocasionado pelo melhor controle
estomatico das trocas gasosas e pela manutencdo da hidratacdo foliar quando
comparados o gendtipo tolerante com o suscetivel. Para tanto, foram utilizados dois
gendtipos de cana-de-aglcar tolerantes (IACSP 94-2094 e IACSP 96-2042) e um
suscetivel (SP 87-365) ao déficit hidrico. O experimento foi conduzido em casa-de-
vegetagdo e o déficit hidrico iniciado aos 73 dias apos o plantio pela suspensao da rega.
Foram realizadas medidas simultaneas de trocas gasosas, de atividade fotoquimica, do
conteudo de clorofila, do potencial da 4gua na folha, do contetdo foliar de carboidratos
e de prolina, da altura das plantas, do nimero de folhas verdes e secas, fitomassa de
colmo e sélidos soliiveis no caldo. Em geral, o déficit hidrico causou fechamento parcial
dos estomatos, determinando reducao da transpiracao e da assimilagdo de CO; nos trés
gendtipos. O contetido foliar de prolina aumentou nos genotipos IACSP 96-2042 e SP
87-365, permanecendo relativamente constante em IACSP 94-2094. A atividade
fotoquimica foi afetada apenas no clone IACSP 96-2042 submetido ao déficit hidrico,
embora todos os genotipos tenham apresentado reducao no contetido de clorofila. O
déficit hidrico determinou reducdo no nimero de folhas verdes e aumento no de folhas
secas nos genotipos estudados. O gendtipo tolerante TACSP 94-2094 apresenta
fechamento estomatico antecipado em resposta ao déficit hidrico, mantendo o potencial
da agua na folha quando esse déficit ¢ imposto na fase inicial de desenvolvimento. O
acimulo de carboidratos soliveis — que ndo a sacarose — também esta relacionado com
o melhor desempenho do IACSP 94-2094 em condi¢do limitante. O melhor balango de
agua na planta faz com que os estdmatos permanecam menos fechados ao longo do
déficit hidrico, permitindo com que as plantas apresentem menor reducao na

assimilacdo de CO,. Essas respostas foram responsaveis pela manutengdo do
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crescimento em altura e da producao de fitomassa do cultivar IACSP 94-2094 mesmo
em condigdes de baixa disponibilidade hidrica. O clone TACSP 96-2042, também
previamente considerado produtivo em condi¢des limitantes, ndo apresenta mecanismos
de tolerancia a seca na fase inicial de desenvolvimento. O menor crescimento em altura,
fitomassa de colmo e conteido de solidos soluveis no caldo em condi¢coes de baixa
disponibilidade hidrica estdo associados a limitagdes de origem estomdtica e ndo
estomatica (fotoquimica e bioquimica) da fotossintese no clone IAC 96-2042. Portanto,
o bom rendimento desse clone em condicdo de campo deve estar associado a maior
atividade fotossintética quando a disponibilidade de dgua no solo ndo ¢ restritiva. Essa
afirmativa foi baseada no fato do clone TACSP 96-2042 apresentar maior capacidade
fotossintética no tratamento controle. Em comparacdo com os gendtipos IACSP 94-
2094 e IACSP 96-2042, o cultivar SP 87-365 apresenta comportamento intermediario
em condi¢do de déficit hidrico sem exibir caracteristicas fisioldgicas que evidenciem de
forma clara a suscetibilidade a condic¢des hidricas adversas. A produgdo de fitomassa de
colmo ndo foi afetada no cultivar SP 87-365 sob déficit hidrico, enquanto que o

conteudo de solidos soluveis no caldo foi reduzido.

Palavras-Chave: Saccharum spp., deficiéncia hidrica, trocas gasosas, carboidratos,

fluorescéncia da clorofila, crescimento
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MACHADO, Ricardo Silverio. Physiological responses of sugarcane genotypes to
water deficit imposed during the initial development phase. 2009. 64p. Dissertacdo
(Mestrado em Agricultura Tropical e Subtropical) — P6s-Graduacao — IAC.

ABSTRACT

Plants show morpho-physiological changes under water deficit conditions, some
of them being strategies to reduce the deleterious effects of such environmental stress
on plant metabolism. The aim of this dissertation was to test the hypothesis that
sugarcane genotypes tolerant to drought have smaller reduction of carbon assimilation
during the initial development under constraining conditions. The lower effect of water
deficit on photosynthesis is probably caused by a better stomatal control of leaf gas
exchange and by the maintenance of leaf hydration when comparing tolerant and
susceptible genotypes. Therefore, two drought-tolerant sugarcane genotypes (IACSP
94-2094 and IACSP 96-2042) and a susceptible genotype (SP 87-365) were studied.
The experiment was carried out under greenhouse conditions and the water deficit was
imposed at 73 days after sowing by water withholding. Simultaneous measurements of
leaf gas exchange and photochemical activity, as well as evaluations of chlorophyll
content, leaf water potential, leaf carbohydrate and proline contents, plant height,
number of green and senescent leaves, stalk dry mass and soluble solids were done. In
general, the water deficit caused partial stomatal closure, leading to decreases in
transpiration and CO, assimilation in all genotypes. The leaf proline content increased
in IACSP 96-2042 and SP 87-365, remaining relatively stable in IACSP 94-2094. The
photochemical activity was affected only in TACSP 96-2042 subjected to water deficit,
even with all genotypes showing reduction in chlorophyll content. The water deficit also
determined reduction in the number of green and increase of senescent leaves in all
genotypes. The tolerant genotype IACSP 94-2094 has anticipated stomatal closure in
response to water deficit, maintaining the leaf water potential when this stressful
condition occurred in the initial development phase. An accumulation in leaf soluble
carbohydrates — not in sucrose — was also related to the better performance of IACSP
94-2094 under constraining conditions. A better plant water balance caused less
stomatal closure during the water deficit period, allowing a smaller reduction in CO,
assimilation. These responses were responsible for the maintenance of height growth
and phytomass production in IACSP 94-2094 even under low water availability. The
genotype TACSP 96-2042, also previously considered tolerant to water deficit, did not
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show any mechanism of tolerance to drought during the initial development phase. The
smaller height growth, phytomass of stalk and soluble solids in IACSP 96-2042 were
associated to both stomatal and non-stomatal (photochemical and biochemical)
limitations of photosynthesis under water deficit. So, the good performance of this
genotype under field conditions would be related to the higher photosynthetic activity
when there is soil water availability. This assumption is supported by a higher
photosynthetic capacity of IACSP 96-2042 under well-watered conditions. When
compared to genotypes IACSP 94-2094 and IACSP 96-2042, SP 87-365 shows
intermediate behavior under water deficit, without exhibiting physiological traits clearly
related with tolerance or susceptibility to drought stress. Stalk dry mass production in

SP 87-365 was not affected by water deficit while the soluble solids were reduced.

Key Words: Saccharum spp., water stress, gas exchange, carbohydrate, chlorophyll

fluorescence, growth
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1 INTRODUCAO

O cultivo da cana-de-agticar no pais tem crescido significativamente nos ultimos
anos. A area disponivel para colheita na safra 2008/09 na regido centro-sul foi estimada
em 6,53 milhdes de hectares, ou seja, um aumento de 15,7% (UNICA, 2009). Essa
expansdo ¢ ocasionada pelo incentivo da industria sucro-alcooleira, alavancada pelo
consumo crescente de alcool e pela politica mundial de bioenergia (FRONZAGLIA,
2007; YUAN et al., 2008). A manutencao da posi¢ao de destaque que o Brasil ocupa no
cenario mundial ¢ proporcionada pelo bom desempenho do Estado de Sao Paulo, o
principal produtor brasileiro de cana-de-agucar (CONAB, 2008). A érea cultivada com
cana-de-agucar tem se expandido para regides situadas a Oeste e Noroeste do Estado
(EMBRAPA, 2009), éareas marginais onde ha variagdo anual acentuada da
disponibilidade hidrica (ROLIM et al., 2007).

Considerando o aspecto ambiental, sabe-se que a baixa disponibilidade hidrica
afeta negativamente o crescimento dos cultivos agricolas, sendo o principal fator que
causa redugdo da produgdo agricola (FLEXAS et al., 2006; LISSON et al., 2005;
MEDRANO & FLEXAS, 2003; PIMENTEL, 2004). Dependendo da fase fenologica, o
déficit hidrico pode ter maior ou menor impacto na produtividade agricola (INMAN-
BAMBER & SMITH, 2005; KRAMER & BOYER, 1995; PIMENTEL, 2004;
RAMESH, 2000; RAMESH & MAHADEVASWAMY, 2000; ROSENFELD & LEME,
1984). A emergéncia da plantula e o periodo compreendido entre a pré e pos-floracao
sdo as fases fenoldgicas de maior suscetibilidade a seca em termos de produgdo agricola
(PIMENTEL, 2004). Todavia, nos cultivos em que os 6rgdos de interesse econdmico
ndo sdo os frutos ou sementes, como no caso da cana-de-agucar (colmo), os efeitos da
deficiéncia hidrica podem ser mais deletérios quando a mesma ocorre na fase inicial de
estabelecimento das plantas. De fato, um bom desenvolvimento inicial da planta ¢é
primordial para a obten¢cdo de boas produtividades, independente da espécie ou da
ocorréncia de frutificacdo.

Em condicdo de deficiéncia hidrica, as plantas apresentam uma série de
alteragdes morfo-fisiologicas, tais como enrolamento da folha, alteragdo do angulo da
folha, redug¢do da area foliar, redu¢do da transpiragdo, diminuicdo da condutincia
estomatica, aumento da condutividade hidraulica das raizes, redugdo da fotossintese

(comprometimento das etapas fotoquimica e bioquimica), modificacao da atividade de



enzimas do metabolismo de nitrogénio e carbono, aumento no conteudo de carboidratos
soltveis e aminoacidos livres e mudancgas nos niveis de antioxidantes (CHAVES et al.,
2002, 2008; FLEXAS et al., 2006; LAWLOR, 2002; PIMENTEL, 2004; YORDANOV
et al., 2003). Algumas destas respostas fazem parte de estratégias que visam reduzir os
efeitos deletérios da baixa disponibilidade hidrica, constituindo, portanto, mecanismos
de tolerancia a seca (KRAMER, 1980).

As plantas tendem a reduzir a perda de 4gua para a atmosfera (transpiragdo) e
assim evitar a desidratacdo excessiva em condicdo de déficit hidrico. Essa resposta
adaptativa ¢ promovida pelo fechamento parcial dos estomatos, primeira linha de
defesa, que também afeta a disponibilidade de substrato (CO,) para a fotossintese
(CHAVES et al., 2002; CORNIC et al., 1992; FLEXAS et al.; 2006; LAWLOR, 2002;
PIMENTEL, 2004; YORDANOV et al., 2003). Esse processo fisioldgico vital para as
plantas ¢ entdo comprometido em condi¢ao de déficit hidrico, ocasionando decréscimos
na producdo de carboidratos que posteriormente seriam armazenados, utilizados na
respira¢do e/ou no crescimento das plantas (GIFFORD et al., 1984; MACHADO, 1987;
RAE et al., 2005; SINGELS et al., 2005).

Ha variacdo genotipica em cana-de-agucar quanto a tolerancia ao déficit hidrico
(GERALD et al., 1985; INMAN-BAMBER & SMITH, 2005; INMAN-BAMBER et al.,
2005; NAIDU & BHAGYALAKSHMI, 1967; RAO & ASOKAN, 1978; SALIENDRA
& MEINZER, 1989; SALIENDRA et al., 1996; SMITH et al., 2005). Contudo, a
tolerancia a seca ¢ uma caracteristica multigénica (BRAY, 2002; RODRIGUES et al.,
2009) e expressa em diferentes niveis organizacionais que incluem desde respostas
celulares até modificagcdes morfologicas (PASSIOURA, 1997). Dada tal complexidade,
¢ razoavel estabelecer que a tolerancia diferencial de gendtipos de cana-de-agucar a seca
seja ocasionada por mais de uma caracteristica fisioldgica, sendo necessaria a avaliagdo
de caracteristicas que integrem as respostas nos diferentes niveis hierarquicos, tal como
a producao de fitomassa, area foliar ou crescimento da planta.

A variag@o genotipica em relagdo a resposta ao déficit hidrico tem importancia
agricola-econdmica, uma vez que a expansdo dos cultivos ocorre em regides com
ocorréncia de periodos de deficiéncia hidrica. Esses ultimos podem afetar o
desenvolvimento das plantas e assim comprometer toda a safra agricola. O
conhecimento dos aspectos fisioldgicos relacionados a tolerancia ao déficit hidrico
auxiliaria na escolha prévia de plantas com potencial produtivo para regides com

deficiéncia hidrica acentuada. Em relagdo aos genotipos de cana-de-agucar cultivados



atualmente, pouco se sabe sobre as respostas fisiologicas a condi¢des adversas, sendo
conferido o grau de tolerancia ou suscetibilidade a seca de acordo com a produgdo de
fitomassa, uma medida global da eficiéncia produtiva.

Em evento realizado ha alguns anos (Workshop Internacional sobre Fisiologia
de Cana-de-acucar, Australia), trés temas foram considerados prioritarios na pesquisa
com cana-de-agucar, a saber: armazenamento de sacarose; eficiéncia no uso de
nitrogénio e da dgua. A importancia destes temas baseia-se no pouco conhecimento das
caracteristicas fisiologicas e morfologicas da cana-de-aglicar responsaveis pela melhoria
da produtividade, do rendimento de sacarose e do uso de recursos, como a agua
(INMAN-BAMBER et al.,, 2005). De fato, informacdes sobre os mecanismos
envolvidos na aclimatacdo a baixa disponibilidade hidrica sdo essenciais para a
evolucdo do conhecimento no que tange o cultivo da cana-de-agucar em condigdes
tropicais, dando suporte a programas de melhoramento ¢ permitindo a manutengdo e
mesmo a melhoria da produtividade em situagdes de deficiéncia hidrica.

Este trabalho justifica-se pela necessidade de aumentar o conhecimento em
relagdo as respostas fisiologicas de cana-de-agucar ao déficit hidrico, considerando
gendtipos com tolerancia diferencial a esse estresse ambiental. O objetivo dessa
dissertacao foi testar a hipdtese de que genotipos de cana-de-agucar tolerantes a seca
apresentam menor restricdo da assimilacdo de carbono durante o desenvolvimento
inicial em condi¢des hidricas restritivas. O menor efeito da seca na fotossintese seria
ocasionado pelo melhor controle estomatico das trocas gasosas ¢ pela manutencio da

hidratacao foliar quando comparados o genotipo tolerante com o suscetivel.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais sobre a fisiologia de plantas submetidas ao déficit hidrico

A baixa disponibilidade hidrica ¢ o principal fator ambiental que limita o
desenvolvimento das plantas e assim a produtividade agricola (FLEXAS et al., 2006;
LISSON et al., 2005, MEDRANO & FLEXAS, 2003; PIMENTEL, 2004).
Basicamente, os efeitos da reducdo da disponibilidade hidrica podem ser considerados
em trés etapas de acordo com as conseqiiéncias para as plantas (PIMENTEL, 2004;

SINCLAIR & LUDLOW, 1986).



Na primeira fase, hd ligeira deficiéncia hidrica, porém, sem redugdo da
transpiracdo. Nessa fase ¢ observado aumento no contetido de acido abscisico (ABA),
reducdo do contetido de citocininas e auxinas, decréscimo na expansdo foliar e na
turgescéncia, menor sintese de proteinas e fotoinibicdo (PIMENTEL, 2004).

Ja na segunda fase da deficiéncia hidrica (seca moderada), ha redugdo da
transpiragdo e da condutincia estomadtica, aumento da condutividade hidraulica das
raizes (pela maior atividade das aquaporinas e aumento do fluxo apopléstico), menor
fotossintese devido a limitagdo estomatica e ndo-estomatica, reducdo da atividade da
redutase do nitrato, da sacarose fosfato sintase e da invertase acida, aumento no
conteudo de carboidratos soliveis e aminoacidos livres (prolina), diminui¢do do
conteudo de ascorbato, tocoferol, xantofilas e carotenos, menor sintese de ATP e
NADPH e conseqiiente redugdo na regeneragdo de ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP)
(PIMENTEL, 2004).

Em condi¢ao de deficiéncia hidrica severa, terceira etapa da desidratacdo, a
transpiracdo ocorre basicamente via cuticula, hd também reducdo da condutividade
hidraulica das raizes, redugdo no fluxo de carboidratos para os drenos, aumento na
atividade de enzimas hidroliticas (proteases, lipases e amilases), degradagdo de
membranas, reducdo da atividade do sistema antioxidante, decréscimo do conteudo de
amido, proteinas e clorofila nas folhas e producdo acentuada de espécies ativas de
oxigénio (PIMENTEL, 2004).

Portanto, pode-se notar que a deficiéncia hidrica afeta varios aspectos do
metabolismo vegetal, em especial a fotossintese (CHAVES et al., 2008). Ha a
possibilidade de danos fotoquimicos em plantas sob seca, podendo ser observada
fotoinibicdo nessas condigdes (LONG et al.,, 1994). Essa conseqiiéncia pode ser
agravada com a intensidade do estresse hidrico a tal ponto que os danos gerados podem
ser irreversiveis (BJIORKMAN & POWLES, 1984). Torna-se importante considerar que
a fotoinibicdo nao significa necessariamente fotodano, mais do que isso, a fotoinibigdo
deve ser interpretada como um mecanismo fotoprotetor que serve para dissipar o
excesso de energia e minimizar o dano ao aparato fotossintético em condigdes
estressantes (BISWAL & BISWAL, 1999; CRITCHLEY et al., 1999; XU & CHEN,
1999; YORDANOV et al., 2003). Tais condi¢gdes sao normalmente observadas quando
algum fator ambiental ou mesmo endogeno reduz ou limita a fixagdo de CO,, a qual ndo

¢ capaz de consumir os produtos fotoquimicos ATP ¢ NADPH.



Como conseqiiéncias da seca, pode haver reducao na sintese de ATP e NADPH
em condigdes de estresse hidrico severo (BAKER & ROSENQVIST, 2004). Segundo
BOLHAR-NORDENKAMPF & OQUIST (1993), a fungdo da membrana tilacoidal e a
oxidacdo da agua no fotossistema II sdo processos sensiveis a seca. No entanto, alguns
autores reportam que o conteido de ATP nos tecidos fotossintetizantes nao ¢ limitante
para a fixacdo de CO, em plantas sob estresse moderado (LAWLOR, 2002; ORT et al.,
1994). De fato, a suscetibilidade da fase fotoquimica a seca ¢ discutivel, pois CORNIC
et al. (1992), LAWLOR (2002) e YORDANOV et al. (2003) reportam a alta tolerancia
das reagdes fotoquimicas ao déficit hidrico. Essa tolerancia tem relagdo com a atividade
de drenos alternativos de elétrons, tais como o ciclo agua-agua e a fotorrespiracao,
ambos aumentados em condi¢do de seca (CHAVES et al., 2002; GHANNOUM et al.,
2003; NOCTOR et al., 2002).

Importante considerar que a menor fixagdo de CO, devido ao déficit hidrico
pode potencialmente afetar a atividade fotoquimica, ou seja, por retroinibi¢ao (BAKER
& ROSENQVIST, 2004). A inibicao da assimilacdo de CO; levaria ao menor consumo
de ATP e NADPH, que por sua vez causaria aumento no gradiente de pH transtilacoidal
e reducdo no transporte de elétrons. O aumento do ApH determinaria incremento na
extingdo nao-fotoquimica da fluorescéncia (HORTON et al.,, 1996), regulando a
eficiéncia dos fotossistemas II com a demanda de ATP e NADPH (OQUIST et al.,
1992). Logo, o aumento da dissipagdo térmica da energia absorvida pode ser
considerado como uma estratégia de fotoprotecdo em condi¢cdes ambientais restritivas
(CHAVES et al., 2002; CORNIC et al., 1992; HORTON et al., 1996; YORDANOV et
al., 2003).

O aumento da dissipacdo térmica de energia, dada pelo aumento no coeficiente
de extingdo ndo fotoquimica da fluorescéncia, pode ser insuficiente para manter os
aceptores de elétrons parcialmente oxidados em plantas em condicdo de estresse. Nessa
situacdo, os fotossistemas II sdo danificados, a menos que haja um dreno alternativo de
elétrons. Logo, a habilidade das plantas em tolerar o estresse ambiental pode ser
determinada pela capacidade de manter as quinonas aceptoras de elétrons parcialmente
oxidadas (BAKER & ROSENQVIST, 2004). Outro ponto relevante ¢ que a deficiéncia
hidrica pode afetar o desempenho fotoquimico através da degradagdo de clorofila
(AKRAM et al., 2007).

A fotossintese das plantas também ¢ limitada pela restricdo da abertura

estomatica em condi¢do de déficit hidrico, a primeira linha de defesa ativada mesmo



antes de reducdes no contetdo de adgua foliar (CORNIC et al., 1992; YORDANOV et
al., 2003). A menor abertura estomatica causaria redu¢ao na concentragao de CO, no
mesofilo foliar e assim a fotossintese seria reduzida por limitacio de substrato
(CHAVES et al., 2002; FARQUHAR & SHARKEY, 1982; LAWLOR & CORNIC,
2002).

Possivelmente, a limitagdo difusiva (menor disponibilidade de CO,) ocorreria
em estagios iniciais da desidratacdo foliar (LAWLOR, 2002; YORDANOV et al.,
2003). Com o agravamento do déficit hidrico, as reagdes bioquimicas da fotossintese
poderiam ser afetadas, havendo limitagdes de origem estomatica e ndo estomatica em
condi¢do de maximo déficit hidrico. De fato, alteragdes na capacidade fotossintética
(reagdes bioquimicas) ocorrem apenas quando o volume do protoplasma ¢ reduzido pela
metade em plantas sob seca (CORNIC et al., 1992).

O fechamento estomatico ocorre devido a sinalizagdo proveniente do sistema
radicular em condi¢do de déficit hidrico, podendo acontecer mesmo antes de alteragdes
significativas na hidratacdo das folhas (LIU et al., 2003; PIMENTEL, 2004). A reducao
da condutancia estomdtica mesmo em tecidos com alto potencial da 4dgua seria um
indicativo de que as plantas sentem a falta de dgua através de sinais provenientes das
raizes, os quais também regulariam o surgimento de folhas, a expansao foliar e outros
processos do desenvolvimento vegetal (DAVIES & ZHANG, 1991).

Dentre as moléculas sinalizadoras, pode-se citar tanto o acido abscisico (ABA)
produzido nas raizes como o ABA remobilizado na parte aérea das plantas
(HEILMEIER et al., 2007; LIU et al., 2003; OUTLAW JR, 2003; PARRY, 1993;
POPOVA et al, 2000). Aumento na producdo de ABA ocorre em raizes em
desidratagdo quando o solo adjacente apresenta potencial da dgua inferior a —0,2 a —0,3
MPa (DAVIES & ZHANG, 1991). O aumento da concentracdo de ABA na seiva do
xilema tem sido observado mesmo sem alteracdo do estado hidrico da parte aérea em
condi¢do de déficit hidrico, havendo uma boa correlagdao entre a limitacdo da abertura
estomatica e o aumento da concentragdo de ABA (DAVIES & ZHANG, 1991).

Outro ponto importante ¢ o balango hormonal na parte aérea das plantas,
havendo também citocininas e auxinas que ajudam a reduzir o efeito do déficit hidrico e
melhoram a recuperagdo durante a reidratacdo (DAVIES & ZHANG, 1991; KRAMER
& BOYER, 1995; YORDANOV et al., 2003). Em relagdo ao ABA, um estudo recente
demonstrou que essa molécula esta relacionada tanto com a inibigdo da abertura como

com a inducdo do fechamento dos estomatos. Sabe-se que o efeito do ABA nos



estdmatos ¢ mediado por uma fosfolipase, via producdo de um &cido fosfatidico. Caso
esse acido ligue-se a uma fosfatase havera fechamento estomatico, se 0 mesmo acido
interagir com uma proteina G havera inibi¢do da abertura estomatica (MISHRA et al.,
2006). Além de regular o mecanismo estomatico, a longa exposi¢ao dos tecidos foliares
ao ABA tem o potencial de tornar as plantas mais resistentes a fotoinibicdo, permitir
maior assimilagao de CO, e induzir maior atividade do ciclo de xantofilas (JIA & LU,
2003). Outros solutos que chegam a parte aérea das plantas pelo fluxo xilematico
também regulam a abertura estomatica, tais como Ca™ H' e K" (OUTLAW JR, 2003).
Variagdbes no pH da seiva do xilema afetam a re-distribuigdio de ABA
compartimentalizado na parte aérea das plantas, causando alteragdes na condutancia
estomatica (DAVIES & ZHANG, 1991).

Alguns estudos tém apontado a funcdo reguladora da sacarose na abertura
estomatica, sendo detectado fechamento estomatico quando ha aumento do conteudo de
sacarose derivada do mesofilo foliar no apoplasto das células-guarda dos estdmatos (LU
et al., 1997). Esse acimulo de sacarose em plantas que apresentam reducdo da forga de
dreno, como paralisacdo do crescimento, reduziria a abertura estomatica e aumentaria a
eficiéncia do uso da agua (LU et al., 1997). Tal aspecto pode ser relevante em plantas
submetidas a condigdes adversas que apresentam aumento do contetido de agucares
soluveis nos tecidos foliares, sobretudo de sacarose.

Além da sinaliza¢do quimica induzindo o fechamento estomatico no inicio do
déficit hidrico, ha os sinais hidraulicos decorrentes de mudangas na pressao hidrostatica
nos vasos do xilema (DAVIES & ZHANG, 1991; LIU et al., 2003). No entanto, as
interagdes entre os dois tipos de sinalizac¢do, assim como o tempo de resposta, sdo ainda
pouco conhecidas (COMSTOCK, 2002). Importante salientar que independente do tipo
de sinalizacdo, as espécies mais tolerantes a seca apresentam um controle estomatico
fino que permite a fixacdo de CO, durante o estresse ou a rapida abertura dos estdmatos
quando ha aumento da disponibilidade hidrica devido a reidratagdo (YORDANOV et
al., 2003).

Considerando as alteragdes nas reagdes bioquimicas da fotossintese devido a
seca, sabe-se que a alcalinizagdo do estroma causa menor ativagao de enzimas do ciclo
de Calvin (frutose bisfosfatase, seduheptulose bisfosfatase e a fosforibuloquinase),
sendo também observada reducdo da RuBP carboxilase e da fosfoenolpiruvato
carboxilase (KAISER, 1987). Essas alteracdes estdo relacionadas com a menor

producao de ATP (CORNIC et al., 1992), o que reduz a sintese e/ou a regeneragdo de



RuBP e ¢ o principal fator causando reducdo da fotossintese em plantas sob déficit
hidrico (LAWLOR, 2002). A inibicao da sintese de ATP seria resultante do aumento da
concentragio de Mg™*, que determinaria inativagio ou mesmo perda do fator de
acoplamento (LAWLOR, 2002). Essas alteracdes segundo alguns autores ocorreriam
apenas em condicao de estresse hidrico severo, sendo a fotossintese regulada em grande
parte pelo mecanismo estomatico (CORNIC et al., 1992; LAWLOR, 2002).

Em plantas de milho com potencial da 4gua na folha ao redor de —2,0 MPa,
PRAKASH & RAO (1996) detectaram inibi¢do da fotossintese devido a restri¢ao
estomatica e redugdo da atividade da anidrase carbdnica, da fosfoenolpiruvato
carboxilase e da RuBP carboxilase. Em gramineas, houve limitagcdo bioquimica da
fotossintese quando o potencial da dgua na folha era —2,8 MPa e o conteudo relativo de
dgua ao redor de 40 % (GHANNOUM et al., 2003). De fato, BOTA et al. (2004)
reportam que a fotossintese ¢ limitada pela menor atividade da RuBP carboxilase e pelo
conteudo de RuBP apenas sob déficit hidrico severo, sendo essas respostas dependentes
da espécie estudada.

Alteragdes significativas na atividade fotoquimica e bioquimica devido a falta de
agua ocorrem apenas em tecidos foliares com condutancia estomatica maxima inferior a
0,05 ou 0,10 mol m> s'l, dependendo da espécie (FLEXAS et al., 2006). Nessa situagao,
danos devido ao estresse oxidativo ja ocorreram e assim FLEXAS et al. (2006) e
CHAVES et al. (2008) sugerem que as modificagdes fotoquimicas e bioquimicas
observadas em plantas sob seca sdo respostas indiretas ao dano oxidativo. Esses autores
reafirmam a importancia da limitagdo difusiva da fotossintese durante o déficit hidrico,
sendo conseqiiéncia de decréscimos na condutincia do mesofilo ao CO,.

As modifica¢des bioquimicas e fisioldgicas causadas pela seca ocorrem em
paralelo a rapida redugdo na expressdo de genes relacionados a fotossintese (CHAVES
et al., 2008). Esse ultimo aspecto estd envolvido tanto com a percep¢do como com a
resposta das plantas e ocorre mesmo em condic¢des de déficit hidrico moderado.

Em plantas submetidas a deficiéncia hidrica, h4 alteragdes no contetido de
carboidratos foliares, sendo essas mudancas relacionadas a ativagdo de respostas para
enfrentar essa condi¢ao ambiental adversa (PIMENTEL, 2004). A redugdo do conteudo
de amido devido a menor fotossintese e a respiragdo de manutengdo (KRAMER &
BOYER, 1995) ocasionard aumento no contetido de agticares soluveis, aminoacidos e
acidos organicos em condi¢ao de seca (HANSON & HITZ, 1982; LEE et al., 2008;
PIMENTEL, 1999; ROSSIELLO et al., 1981a; ROY-MACAULEY et al., 1992).



FARRAR (1996) sugere que a variagao no contetido de carboidratos foliares ¢
um eficiente tipo de sinalizacdo que regula a sintese ou o uso de fotoassimilados nas
plantas. Evidentemente, a reducdo ou mesmo a paralisagdo do crescimento € o
decréscimo da sintese de sacarose em decorréncia do déficit hidrico também afetam os
niveis de carboidratos foliares (VASSEY & SHARKEY, 1989).

CORNIC et al. (1992) relatam o declinio da atividade da sacarose fosfato sintase
em condicdo de déficit hidrico, o que determinaria menor sintese de sacarose e poderia
causar aumento na sintese de amido. Essas alteragdes causariam redugao da fotossintese
devido a limitagdo de fosfato inorganico. No entanto, observa-se aumento no conteudo
de sacarose e consumo de amido em plantas sob seca. Essas respostas seriam
decorrentes mais da menor demanda por sacarose pelos drenos do que pelo aumento da
sintese.

De fato, LEE et al. (2008) reportam que o aumento do contetido de carboidratos
soluveis ¢ causado pela hidrolise do amido previamente armazenado e ndo pela sintese
de acucares simples. Estudo recente constatou aumento na atividade da sacarose fosfato
sintase em plantas submetidas ao déficit hidrico (FRESNEAU et al., 2007), o que
também justificaria o aumento do conteudo de sacarose em condi¢do de seca.

O acumulo de ions inorganicos como o K e o CI’, assim como as moléculas
acumuladas devido a alteragdes no metabolismo de carboidratos, tem papel relevante no
ajustamento osmoético (MORGAN, 1984). Os solutos acumulados durante o déficit
hidrico agem na manutencdo do balango da 4gua na célula, na protecdo de enzimas e de
membranas, sdo fontes de nitrogé€nio e carbono apods a reidratagdo, compreendendo
tanto os ions inorganicos como os acidos organicos (malato e aspartato), carboidratos
soluveis (sacarose, frutose, glicose, frutano e trealose) e aminoacidos livres e proteinas
(ASHRAF & FOOLAD, 2007, HANSON & HITZ, 1982; HOEKSTRA et al., 2001;
LAWLOR, 2002; MCCREE et al., 1984; WAHID, 2007; YORDANOV et al., 2003).

Os solutos mais relevantes sdo os aglcares soliveis, aminoacidos e K"
(TURNER & JONES, 1980). Boa correlagdo entre o acimulo de prolina (aminoacido
livre) e a tolerancia a seca de plantas tem sido observada (ARRAZATE et al., 2005;
HSIAO, 1973), no entanto, héd resultados divergentes na literatura (AKRAM et al.,
2007; ROSSIELLO et al., 1981b). O aumento no conteudo de prolina pode ocorrer pelo
aumento na sintese e/ou redu¢do da oxidacdo e/ou menor incorpora¢cdo em proteinas

e/ou aumento da proteolise (LAWLOR, 2002; PIMENTEL, 2004).



O actimulo de solutos compativeis, que ndo interferem na estrutura e na fungao
celular, ocorre em resposta a desidratacdo e tem como finalidade a regulacdo osmdtica e
a manutenc¢do da hidratacdo celular (HOEKSTRA et al., 2001). Ao diminuir o potencial
osmotico do tecido, hd uma tendéncia de maior retencdo de agua. Varios solutos
compativeis causam redugdo no potencial osmotico celular quando em alta
concentragdo, podendo levar ao ajustamento osmotico (YORDANOV et al., 2003). A
glicina-betaina e a prolina sdo importantes exemplos de metabdlitos que t€ém conteudo
aumentado e estdo relacionados ao ajustamento osmatico em condi¢do de déficit hidrico
(ARRAZATE et al., 2005; ASHRAF & FOOLAD, 2007; KISHOR et al., 2005).

O ajustamento osmotico € tido como um mecanismo ativo de concentragdo de
solutos no citoplasma celular, capaz de reduzir o potencial osmotico e
conseqiientemente o potencial total da agua em tecidos vegetais e assim manter o
abastecimento de agua (MEDRANO & FLEXAS, 2003). O aumento do gradiente de
potencial entre as folhas e o solo torna menos dificil o movimento da dgua entre essas
regides do continuo solo-planta-atmosfera em condicdo de déficit hidrico. O
ajustamento osmoético também ¢ importante para manter o volume celular, evitando a
plasmolise e os danos em membranas (MEDRANO & FLEXAS, 2003) e impedindo
danos na atividade bioquimica da fotossintese (CORNIC et al., 1992).

O menor crescimento de plantas submetidas a seca tem sido creditado
primariamente a perda de turgescéncia celular, todavia, NEUMANN (1995) argumenta
que as alteragdes do crescimento de plantas estressadas sdo ocasionadas pelo
ajustamento da parede celular (capacidade de extensdo do tecido) em raizes, caules e
folhas. O enrijecimento da parede celular aumentaria a capacidade das células em
manter a turgescéncia, mas também levaria a inibi¢do do crescimento celular e assim
determinaria menor area foliar e redu¢do da transpiracdo em condi¢do de seca
(NEUMANN, 1995).

Plantas adaptadas a seca apresentam mecanismos de tolerdncia a baixa
disponibilidade de dgua, cuja finalidade essencial ¢ manter o metabolismo vegetal em
niveis adequados e permitir o desenvolvimento das plantas. Os mecanismos de
tolerancia podem ser considerados em duas categorias segundo o estado de hidratacao
dos tecidos (KRAMER, 1980; PIMENTEL, 2004; TURNER, 1986).

Em plantas com alto conteudo de agua, observa-se fechamento estomatico,
enrolamento foliar, mudanga no angulo da folha, aumento da condutividade hidraulica

das raizes, maior enraizamento, manuten¢ao da area foliar fotossinteticamente ativa,
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perfilhamento, remobilizagdo de reservas do caule e dos ramos, xeromorfismo, aumento
da dissipacdo térmica da fluorescéncia da clorofila e metabolismo fotossintético do tipo
CAM (4cido das crassulaceas). Em condicdo de baixo conteudo de dgua, ha reducdo da
area foliar, acimulo de carboidratos nas raizes, ajustamento osmotico, alteragdo do
modulo de elasticidade da parede celular, acimulo de agucares soluveis € aminoacidos
nas folhas para manutengdo estrutural das macromoléculas e a tolerincia
protoplasmdtica mantendo a integridade membranar (KRAMER, 1980; PIMENTEL,
2004; PIMENTEL et al., 2000; TURNER, 1986).

Dentre as razdes fisiologicas que determinam as diferencas entre genotipos
tolerantes e sensiveis a seca, pode-se destacar a (i) manuteng¢dao do estado hidrico dos
tecidos em plantas tolerantes, relacionada ao rdpido decréscimo da abertura estomatica e
limitacdo da transpiracdo, e a (ii) eficiente remocdo dos efeitos negativos da seca

durante a reidratacdo (GRZESIAK et al., 2006).

2.2 Déficit hidrico, crescimento e fisiologia de plantas de cana-de-acucar

O consumo de agua no cultivo da cana-de-actcar ¢ influenciado pelo ciclo
fenologico da planta, condi¢gdes ambientais e pelas proprias caracteristicas das
variedades (SCARDUA & ROSENFELD, 1987). Em geral, plantas de cana-de-agticar
necessitam de um total pluviométrico anual de 1100 a 1600 mm, com maior abundancia
desse recurso durante o crescimento vegetativo quanto comparado a fase de maturagao
(ALFONSI et al., 1987; BRUNINI, 2008). As plantas necessitam de maiores volumes
de dgua durante a fase de rapido crescimento, atingindo consumo de dgua superior a 5
mm d’'. Essa necessidade ¢ menor na fase inicial do crescimento e no estadio de
maturacao do colmo (SCARDUA & ROSENFELD, 1987). Portanto, os danos causados
pela ocorréncia da deficiéncia hidrica na produtividade da cana-de-agiicar variam de
acordo com a fase fenologica em que a planta se encontra.

O estadio fenoldgico mais suscetivel a ocorréncia da deficiéncia hidrica é o
periodo de rapido desenvolvimento para a cana-planta e o periodo de crescimento inicial
para a cana-soca (ROSENFELD & LEME, 1984). Em recente revisdo sobre o tema,
INMAN-BAMBER & SMITH (2005) relatam que a suscetibilidade da cana-de-agticar a
deficiéncia hidrica é maior quando as plantas estdo na fase de alongamento dos colmos
(indice de area foliar maior que 2), causando sérios prejuizos na produgao de fitomassa

e no rendimento de sacarose (NABLE et al.,, 1998; SILVA & COSTA, 2004;
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ROBERTSON et al., 1999). No entanto, RAMESH (2000) ¢ RAMESH &
MAHADEVASWAMY (2000) relatam a alta demanda hidrica durante a fase de
formagdo da cana-de-acucar (entre 60 e 150 dias apds o plantio), que compreende o
periodo de perfilhamento e de rapido crescimento.

A ocorréncia de deficiéncia hidrica no solo ou substrato afeta o metabolismo
vegetal, reduzindo acentuadamente o crescimento e o desenvolvimento da cana-de-
acticar. Menor expansdo foliar ¢ uma conseqiiéncia da baixa disponibilidade hidrica
(INMAN-BAMBER & SMITH, 2005), sendo relacionada a reducdo da divisdo e do
alongamento celular. Esses, por sua vez, sdo conseqiiéncias de modificacdes em
processos bioldgicos de natureza hidraulica (turgescéncia) e/ou bioquimica (BARLOW,
1986; COSGROVE, 2000; DAVIES & ZHANG, 1991; SMITH et al., 2005).

Quando ha deficiéncia hidrica, as plantas tendem a reduzir a perda de agua para
a atmosfera pelo fechamento estomatico e esse fato aliado a menor absor¢do de agua
pelo sistema radicular promove redugdo do potencial da 4gua na planta (). Em valores
de win ao redor de -1,3 MPa, o alongamento celular é praticamente nulo (INMAN-
BAMBER & DE JAGER, 1986). Ainda, o alongamento das folhas ¢ mais afetado pela
falta de agua quando comparado ao alongamento do colmo (INMAN-BAMBER, 2004;
INMAN-BAMBER et al., 2008). A deficiéncia hidrica também causa acentuada
senescéncia foliar e restricdo no surgimento de novas folhas, sendo o grau dessas
alteracdes decorrentes da intensidade do déficit hidrico e dependente dos gendtipos
estudados (SMIT & SINGELS, 2006).

Além da restricdo da transpiracdo pelo fechamento parcial dos estomatos, as
plantas de cana-de-agiicar em condi¢des de baixa disponibilidade hidrica apresentam
reducdo da area foliar exposta. Visando diminuir a influéncia da carga térmica
(proporcionada pela energia solar) e reduzir a transpiragao, ha enrolamento das folhas
quando as mesmas apresentam i, ao redor de -1,0 MPa (INMAN-BAMBER &
SMITH, 2005). Essa resposta morfologica a deficiéncia hidrica faz parte de um
conjunto de estratégias para reducdo do consumo de dgua pelas plantas em condi¢des de
déficit hidrico, podendo ainda ser citadas a redugdo no surgimento de folhas e a menor
area individual das folhas (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005; INMAN-BAMBER et
al., 2008; SMIT & SINGELS, 2006). De acordo com INMAN-BAMBER (2004), o
nimero de folhas verdes pode ser um indicador apropriado de estresse hidrico em cana-

de-acgucar.
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Mesmo utilizando-se de tais estratégias morfoldgicas para evitar os efeitos
negativos da deficiéncia hidrica, as plantas de cana-de-acgtcar apresentam decréscimos
significativos na producdo de fitomassa. Reducdo de 35% na fitomassa de cana-de-
acucar foi verificada devido a imposi¢cdo da restricdo hidrica em um periodo de alta
demanda evaporativa ¢ em plantas jovens (INMAN-BAMBER, 2004). O acumulo de
fitomassa em plantas de cana-de-acticar ¢ reduzido quando a deficiéncia hidrica no solo
supera 120 mm (INMAN-BAMBER, 2004).

Todavia, decréscimos na produgdo de fitomassa também sdo reflexos de
alteracdes fisiologicas impostas pela baixa disponibilidade hidrica, como a redugdo da
atividade fotossintética (SINGELS et al., 2005). Em relagdo aos aspectos fisiologicos e
morfoldgicos de plantas em deficiéncia hidrica, verifica-se que a atividade fotossintética
¢ mais estavel do que o crescimento em expansdo no inicio da restri¢cdo hidrica, sendo
essa situacdo motivada pela maior sensibilidade do alongamento celular quando
comparado as respostas estomaticas (HSIAO, 1973; INMAN-BAMBER & SMITH,
2005).

A deficiéncia hidrica no solo afeta as trocas gasosas foliares de cana-de-agtcar
através de decréscimos na transpiracao e na fotossintese. Ambos os processos sio
regulados pela condutancia estomatica (JONES, 1998; VU et al., 2006), que decresce
em plantas submetidas a baixa disponibilidade hidrica. Essa resposta adaptativa visa a
manutencdo da hidratacdo da planta, evitando em primeira instancia alteragdes
significativas no metabolismo vegetal (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005;
SALIENDRA et al., 1996).

Dentre as hipoteses de sinalizacdo entre o sistema radicular e a parte aérea,
pode-se dizer que o fechamento estomdtico devido a restricio de 4gua no solo ou
substrato ocorre em fungdo de sinais quimicos e/ou hidraulicos (DAVIES & ZHANG,
1991; MEINZER et al., 1991; SMITH et al., 2005). Esses sinais sao produzidos quando
ha decréscimos na absor¢do de 4gua pelas raizes e/ou a desidratacdo das mesmas,
evidenciando o controle da transpiracdo pelas raizes em plantas de cana-de-actcar
(DAVIES & ZHANG, 1991; MEINZER et al., 1991; SALIENDRA & MEINZER,
1989).

A coordenagdo entre as condutancias das raizes ¢ dos estdmatos resulta em uma
regulacdo homeostatica do potencial da dgua na folha, sugerindo o comportamento
isohidrico da cana-de-agucar (SMITH et al., 2005; TARDIEU & SIMONNEAU, 1998).

Em condig¢des de deficiéncia hidrica, o potencial da agua na folha em cana-de-actcar
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apresenta rapido decréscimo, mas posteriormente permanece praticamente constante a
medida que a desidratagdo do solo aumenta (SALIENDRA & MEINZER, 1989).
Entretanto, essa coordenacdo entre o sistema radicular e a parte aérea visando a
manuten¢do da hidratagdo das plantas assim como as propriedades hidraulicas ¢ a
eficiéncia de absor¢do de dgua das raizes sdo caracteristicas varietais de tolerancia a
seca em cana-de-agiicar (SMITH et al., 2005), i.e., ndo estdo presentes em todos os
genotipos.

Ao restringir a transpira¢do, o fechamento parcial dos estomatos também reduz a
disponibilidade de substrato (CO,) para a atividade fotossintética, sendo essa limitagao
denominada difusiva. Contudo, a transpiracdo ¢ mais afetada do que a fotossintese
devido ao conjunto de resisténcias associadas ao transporte de vapor d’agua e CO; no
mesofilo foliar (ANGELOCCI, 2002). Como conseqiiéncia, as plantas de cana-de-
acucar apresentam maior eficiéncia do uso da dgua (EUA = fotossintese/transpiracao)
durante a imposi¢ao da restrigao hidrica (MACHADO et al., dados nao publicados).
Nesse contexto, variedades com alta EUA devem ser priorizadas para o cultivo em
regides com ocorréncia freqiiente de deficiéncia hidrica. Entretanto, alta EUA nao
necessariamente implica em maior ganho de fitomassa em plantas submetidas a
condigdes estressantes, devendo esse indice ser avaliado em conjunto com a fotossintese
e/ou crescimento e/ou produtividade dos cultivos (LISSON et al., 2005).

O réapido fechamento estomatico em condicdo de déficit hidrico ¢ uma
caracteristica desejavel e varidvel em genotipos de cana-de-agticar, sendo causado pela
eficiente sinalizacdo entre as raizes e as folhas (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005;
NAIDU & BHAGYALAKSHMI, 1967; SALIENDRA & MEINZER, 1989). Genotipos
mais tolerantes a seca apresentam fechamento estomatico em valores de potencial da
agua maiores quando comparados aos genotipos sensiveis (SMITH et al., 2005). Os
sinais quimicos originados nas raizes de cana-de-aglcar, assim como a capacidade de
explorar o solo em busca de dgua, evidenciam o papel regulatério das mesmas no
desenvolvimento e no crescimento dessa espécie (GERALD et al., 1985; SMITH et al.,
2005), apresentando funcdo essencial na manutengdo do balango hidrico e energético
das plantas.

O enrolamento foliar, o rapido fechamento estomatico e o ajustamento osmotico
sdo exemplos de mecanismos morfo-fisioldgicos de tolerancia a seca, que dependem da
variedade de cana-de-acgticar considerada (SMIT & SINGELS, 2006). O enrolamento

foliar ¢ uma estratégia para reducao da area foliar exposta, apresentando consideravel
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variacdo entre os genoétipos de cana-de-acicar (RUTHERFORD, 1989). Quanto ao
ajustamento osmotico, observa-se divergéncia quanto a importancia desse mecanismo
fisiologico em plantas de cana-de-acicar. INMAN-BAMBER & SMITH (2005)
sugerem que ha pouca variagdo em termos de capacidade de osmoregulagdo entre os
genotipos de cana-de-agucar. SALIENDRA & MEINZER (1991) relatam que o
ajustamento osmotico auxilia na manutengdo do volume de agua no simplasto, mas nao
evita a redu¢do do crescimento da parte aérea e da abertura estomdtica em cana-de-
agucar.

Além da limitagdo difusiva imposta pela deficiéncia hidrica, a fotossintese pode
ainda ser reduzida por limitagdes metabolicas, i.e., por reducao na atividade de enzimas
do metabolismo de carbono (YORDANOV et al., 2003). Em  menor que -0,9 MPa,
que representa um déficit hidrico moderado, decréscimos na fotossintese resultam da
limitacdo estomatica (DU et al., 1998). A limitacio metabdlica inicia-se quando os
tecidos foliares atingem i menor que -1,2 MPa, apresentando redugdo da atividade
enzimatica (piruvato ortofosfato diquinase) e dos niveis de piruvato (INMAN-
BAMBER & SMITH, 2005). A sintese de sacarose ¢ afetada apenas em iy inferior a
-0,9 MPa (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005). Dentre outras fungdes, a sacarose tem
envolvimento na expressao de genes, no controle da divisao e diferenciacao celular, no
transporte e armazenamento de proteinas e na regulagdo da fotossintese (KOCH, 1996;
LUNN & MACRAE, 2003).

Durante periodos de estresse, as plantas de cana-de-acucar sintetizam solutos
que tém fungdo osmoprotetora nas células, estabilizando as fungdes e estruturas das
mesmas (ERRABII et al., 2006) e mantendo a absor¢do de 4gua e o turgor das células
(MOLINARI et al., 2007). WAHID (2007) verificou redu¢ao do potencial da dgua na
folha de cana-de-agucar com aumento paralelo no conteudo de prolina, de glicina-
betaina e de agucares soliveis. Genotipos de cana-de-aglicar mais tolerantes a seca
apresentaram maior acimulo de prolina nas folhas (GERALD et al., 1985; INMAN-
BAMBER et al., 2005; RAO & ASOKAN, 1978), estando esse aminoacido envolvido
no ajustamento osmdtico. ZHANG et al. (2006) relataram que o acimulo de trealose,
um dissacarideo de glicose (agtcar nao-redutor), esta associado & maior tolerancia ao
déficit hidrico em plantas de cana-de-agucar, protegendo a estabilidade das estruturas

celulares.
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Embora plantas de cana-de-acticar tenham apresentado acimulo de solutos
durante dessecamento lento do solo, essa resposta fisioldgica ndo ocasionou diminui¢do
do potencial osmético celular uma vez que houve aumento da elasticidade da parede e
assim incremento no volume do simplasto na turgescéncia plena (SALIENDRA &
MEINZER, 1991). Os resultados obtidos por SALIENDRA & MEINZER (1991) nao
permitiram concluir sobre a possivel variacdo genotipica em relacdo ao ajustamento
osmotico e da elasticidade da parede celular.

Segundo KOEHLER et al. (1982), o ajustamento osmotico em cana-de-agucar
tende a acontecer apenas ap6s detectada redugdo na taxa de expansdo dos colmos, sendo
uma decorréncia do acimulo de potassio, agucares redutores, aminodcidos e acidos
organicos. Embora a prolina seja associada ao ajustamento osmoético, MOLINARI et al.
(2007) observaram que esse aminoacido em plantas de cana-de-aclicar submetidas a
seca estd envolvido com o sistema de defesa antioxidante e ndo com o ajustamento
osmotico, o qual nao foi detectado durante o periodo de déficit hidrico.

De acordo com SMIT & SINGELS (2006), genotipos de cana-de-aglicar mais
tolerantes a seca apresentam menor senescéncia foliar e mantém maior abertura
estomatica e potencial da 4gua na folha que os gendtipos suscetiveis em condi¢do de
déficit hidrico. A resposta estomdtica deve ser considerada com cautela, pois alguns
estudos demonstraram que os gendtipos mais tolerantes apresentam rapida redugdo da
abertura estomatica devido a seca (INMAN-BAMBER et al., 2005; SALIENDRA &
MEINZER, 1989; SMITH et al., 2005). Segundo NAIDU & BHAGYALAKSHMI
(1967), o gendtipo tolerante apresenta rapida resposta estomatica tanto em condicdo de
seca (fechamento) como na reidratagdo (abertura) das plantas de cana-de-agucar.

Um estudo recente revelou que gendtipos mais produtivos em condi¢do de baixa
disponibilidade hidrica apresentavam maior atividade fotoquimica (dada pela eficiéncia
quantica potencial do fotossistema II) e maior contetido de clorofila se comparados aos
gendtipos suscetiveis. Os autores sugeriram que tais indices fisiologicos poderiam ser
utilizados como critérios para selecdo de genotipos de cana-de-aglicar tolerantes a seca
(SILVA et al., 2007). De fato, GERALD et al. (1985) ressaltam a importancia de
considerar véarias caracteristicas da planta para a avaliagdo da tolerancia a seca em
gendtipos de cana-de-agucar, sendo essa orientagdo baseada no fato de que tal tolerncia
¢ resultado de interagdes entre aspectos bioquimicos, fisioldgicos, morfoldgicos e

anatomicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Dois cultivares e um clone de cana-de-agticar (Saccharum spp.) foram utilizados
nesse estudo, sendo o cultivar IACSP 94-2094 ¢ o clone IACSP 96-2042 considerados
tolerantes a deficiéncia hidrica (LANDELL, comunicagio pessoal'; LANDELL et al.
2005). O outro cultivar estudado foi o SP 87-365, considerado suscetivel a deficiéncia
hidrica (LANDELL, comunicagdo pessoal'). As plantas foram obtidas a partir da
brotacdo de gemas. O processo de obtencdo das plantas foi padronizado para que as
mesmas tivessem origem e porte semelhantes. Apds 42 dias do plantio das gemas
(DAP), as plantas foram transplantadas para tanques de alvenaria (0,6 m’), sendo
mantidas com o colmo principal e trés perfilhos. Cada tanque continha os trés genotipos

estudados (Figura 1a), de tal forma que os mesmos competissem pelo recurso dgua.

3.2 Conducéo das plantas e imposicdo do déficit hidrico

As plantas de cana-de-agucar tolerantes e suscetiveis ao déficit hidrico foram
cultivadas em condigdo de casa-de-vegetacao (Figura 1b), onde a temperatura do ar e do
solo e a radiacao fotossinteticamente ativa (Q) foram monitoradas. Durante o periodo
experimental, a temperatura média do ar foi de 19,7°C (maxima de 40,7°C e minima de
4,1°C), a do solo com rega (controle) de 22,3°C (maxima de 34,3°C e minima de
12,6°C) e a do solo sem rega (déficit hidrico) de 23,6°C (maxima de 33,5°C e minima
de 7,8°C). O valor maximo de Q foi de 1963 umol m™s™'. A umidade do solo (6, %) foi
monitorada pelo método gravimétrico, sendo as coletas do solo feitas as 6:00 h na
profundidade de 20 cm com a utilizag@o de trado.

Como substrato, utilizou-se solo previamente analisado e corrigido quanto ao
aspecto nutricional, seguindo as recomendagdes de VAN RAIJ et al. (1996). As plantas
foram submetidas a dois tratamentos: controle (mantendo o solo proximo a capacidade
de campo) e déficit hidrico. O tratamento de déficit hidrico foi induzido pela suspensao

da rega durante a fase inicial de desenvolvimento, sendo iniciada aos 73 DAP. O

" Dr. Marcos Guimardes de Andrade Landell, diretor do Programa Cana IAC (Procana), Centro Avangado
de Pesquisa Tecnologica do Agronegécio Cana, Instituto Agrondmico (IAC), Ribeirdo Preto/SP, Brasil.
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periodo de suspensao da rega foi determinado pelas trocas gasosas, terminando quando

a primeira planta apresentou valores de assimilagdo de CO; nulos.

Figura 1 — Vista geral da area experimental: (a) detalhe de um tanque contendo os trés
genotipos de cana-de-agucar aos 80 DAP; (b) vista geral da casa-de-vegetacdo. R.S.
Machado (08/04/2008)

3.3 Avaliac0es fisioldgicas

3.3.1 Trocas gasosas

As trocas gasosas foram avaliadas com um analisador de gases por
infravermelho modelo Li-6400 (Licor, EUA). As varidveis estudadas foram:
assimilagdo de CO, (Pn, pumol m? s transpiracdo (E, mmol m? s7); condutincia
estomatica (gs, mol m™ s™); e concentragdo intercelular de CO, (C;, pmol mol™). A
diferenca de pressdo de vapor entre a folha e o ar (DPVy, kPa) e a temperatura foliar
(Tr, °C) também foram monitoradas com o Li-6400. No dia de méximo déficit hidrico, a
eficiéncia instantanea de carboxilagdo (Pn/CI) foi calculada, assim como a eficiéncia
intrinseca do uso da agua (EUA; = Pn/Qs). A reducao acumulada em Py (RAPy) e em E
(RAE) foi calculada a partir da diferenga entre o total de Py ¢ E em cada tratamento.
Essa diferenca ¢ indicada nas Figuras 3 e 4 pela area hachurada.

A concentragio de CO, do ar durante as medidas foi de 390+13 pmol mol’,
enquanto a intensidade luminosa foi controlada artificialmente pelo Li-6400 e mantida
constante, i.e., Q = 2000 umol m? s™. As avaliacdes foram realizadas considerando a
variagdo natural da umidade relativa e da temperatura do ar ao longo do dia, i.e., ndo
foram controladas. As trocas gasosas foram avaliadas em intervalos variados de um a

dois dias antes, durante e apds a imposicdo do déficit hidrico, entre 9:00 e 10:00 h
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(manha) e entre 14:00 e 15:00 h (tarde). As medidas foram realizadas na primeira folha

totalmente expandida e com ligula aparente (folha +1), no ter¢o médio do limbo foliar.

3.3.2 Atividade fotoquimica e contetudo de clorofila

Medidas da emissdo de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas com um
fluordmetro modelo PAM-2000 (Heinz Walz GmbH, Alemanha). A fluorescéncia
minima (Fo) e maxima (Fy;) foram monitoradas em tecidos foliares adaptados ao escuro
(30 min). A fluorescéncia em estado de equilibrio dinamico (Fs) e maxima (Fy,’) foram
avaliadas em tecidos adaptados a luz. Os valores de Fy e Fy’ foram determinados pelo
método do pulso de saturagdo (A < 710 nm, Q ~ 12000 pmol m™s™, 0,8 s) (BOLHAR-
NORDENKAMPF & OQUIST, 1993). A fluorescéncia minima apds a excitacio do
fotossistema I (Fo’) com luz vermelha distante também foi avaliada (A = 735 nm, Q <
15 W m'z, 3,0 s). A partir dos valores de Fo, Fum, Fs e Fy’, foram calculadas a
fluorescéncia variavel no escuro (Fyv=Fu-Fo) e no claro (AF=F\,’-Fs), sendo possivel a
obtengdo de algumas variaveis fotoquimicas: eficiéncia quantica potencial (Fy/Fy) e
efetiva (4AF/Fy’) do fotossistema II (FSII); coeficiente de extingdo nao fotoquimica da
fluorescéncia [NPQ=(Fym-Fn’)/Fum’]; € o transporte aparente de elétrons [ETR = Q x
AFIFy x 0,4 x 0,85] (EDWARDS & BAKER, 1993; MCCORMICK et al., 2008a;
ROHACEK, 2002).

As medidas de fluorescéncia foram realizadas no dia de maximo déficit hidrico e
em condi¢do natural no periodo da manhi (Q = 176 umol m™ s™', VPD, = 0,93+0,15
kPa e Ty = 21,4+1,0 °C) ¢ tarde (Q = 435 pmol m™ s, DPV, = 1,30+0,32 kPa ¢ Ty =
24,5+1,7 °C). A atividade fotoquimica foi avaliada nos mesmos horarios e tecidos
utilizados para as avaliacdes de trocas gasosas.

O contetdo foliar de clorofila (Spad) foi avaliado com um medidor portatil de
clorofila modelo Spad-502 (Konica Minolta, Japao), sendo realizadas essas avaliagdes

em folhas e posicdes semelhantes as medidas na atividade fotoquimica.

3.3.3 Potencial da agua na folha

O potencial da 4gua na folha (p) foi medido pelo método higrométrico
(BOYER, 1995), utilizando-se um microvoltimetro modelo HR-33T (Wescor, EUA).

Discos foliares (didmetro de 0,6 cm) foram dispostos em camaras modelo C-52
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(Wescor, EUA), imediatamente apos a excisdo. A coleta das amostras foi realizada na
antemanha (6:00 h) do dia de maximo déficit hidrico, sendo as medidas realizadas apos

a estabilizacdo da umidade do ar no interior da cAmara.

3.3.4 Conteudos de carboidratos nédo estruturais e de prolina nas folhas

Amostras de folhas foram coletadas ap6s as medidas de trocas gasosas realizadas
a tarde, no dia de maximo déficit hidrico. As amostras foram dispostas em gelo seco e
depois foram secas em estufa (60 °C) de circulacdo for¢ada até a obtencdo de massa
constante. A seguir, as amostras foram maceradas em moinho de pedra e armazenadas
em frascos de vidro hermeticamente fechados até as analises laboratoriais.

Nas determinagdes do conteudo foliar de carboidratos (mg g') foram
considerados os agucares soluveis totais (AST), sacarose (Sac) e amido (AMI). O
conteudo de carboidrato total nao estrutural (CTNE) foi determinado indiretamente,
sendo CTNE=AST+AMI. As fracoes de AST e Sac foram determinadas em amostras de
75 mg e AMI em amostras de 10 mg de massa seca (MS).

A extragdo e a purificagdo dos acucares soltveis para determinagdo de AST e Sac
foram realizadas empregando-se uma solu¢dao de metanol:cloroformio:agua (MCW
12:5:3, v/v) segundo BIELESK & TURNER (1966). Adicionou-se 3 mL de MCW a
amostra, mantendo a soluc¢do refrigerada (5 °C) por trés dias. Apos esse periodo,
procedeu-se a purificacdo das amostras com o uso de cloroféormio (1,8 mL) e em
seguida a separagdo das fases com a adicdo de agua destilada (1,2 mL). Apds a
purificacdo e a separagdo das fases, coletou-se o sobrenadante e procedeu-se a
concentragdo das amostras em banho-maria (50 °C). A solucdo resultante foi
armazenada em tubos de Eppendorf e mantida em freezer (-20 °C) até o momento da
quantificagdo.

A quantificagdo de AST foi realizada pelo método do fenol-sulfurico (DUBOIS
et al., 1956). Agua destilada (495 pL) foi adicionada a aliquotas (5 pL) da solugio
purificada, sendo em seguida adicionados 500 uL de fenol 5 % e 2 mL de &cido
sulfurico p.a.. Apds a adigcdo dos reagentes, os tubos de ensaio foram homogeneizados e
resfriados para posterior quantificagdo da absorbancia a 490 nm. Os valores de
absorbancia foram convertidos em quantidade de agucar com o auxilio de reta-padrao,

obtida com solugdes contendo 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg de glicose. A quantificagdo de
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Sac foi realizada com o método descrito por VAN HANDEL (1968) e DUBOIS et al.
(1956). Em tubos de ensaio contendo 5 uL de amostra e 495 pl. de agua destilada,
adicionou-se 500 pL de hidroxido de potassio 30 %. Apds, os tubos foram vedados e
levados ao banho-maria (100 °C, 10 min). Ao fim da incubacao, 500 uL de fenol 5 % e
2 mL de acido sulftrico p.a. foram adicionados & amostra. As amostras foram entao
homogeneizadas e resfriadas para a determinagdo da absorbancia a 490 nm. Os valores
de absorbancia foram convertidos em quantidade de aclcar com o auxilio de reta-
padrao, obtida com solugdes contendo 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pug de sacarose.

A determinacdo de AMI foi realizada segundo o método descrito por AMARAL
et al. (2007). Pesou-se 10 mg de amostra, os quais foram colocados em tubos de
Eppendorf. A extracdo consistia na adi¢ao de 500 puL de etanol 80 % (v/v) & amostra e
posterior incubagdo em banho-maria (80 °C, 20 min). Apds, o sobrenadante era
descartado e o procedimento repetido por mais trés vezes. No fim desse processo,
realizou-se a centrifugacdo da amostra (9000 rpm, 10 min), sendo o material precipitado
seco a temperatura ambiente. Apds a secagem, foram adicionados a amostra 500 pL
(120 U mL™") de o-amilase (EC 3.2.1.1) termoestavel de Bacillus licheniformis
(MEGAZYME, Irlanda) diluida em tampao MOPS 10 mM (pH 6,5). As amostras foram
entdo incubadas em banho-maria (75 °C, 30 min). Repetiu-se esse procedimento mais
uma vez, totalizando 120 unidades de enzima por amostra. Em seguida, adicionou-se a
amostra 500 pL (30 U mL™) de amiloglucosidade (EC 3.2.1.3) de Aspergillus niger
(MEGAZYME, Irlanda) em tampao acetato de s6dio 100 mM (pH 4,5). As amostras
foram novamente incubadas em banho-maria (50 °C, 30 min). Esse procedimento foi
repetido mais uma vez totalizando 30 unidades de enzima por amostra. Apos, 100 puL de
acido perclorico (0,8 M) foram adicionados a solu¢do da amostra para cessar a reagao e
precipitar proteinas.

Em tubos de Eppendorf contendo aliquotas de 10 pL da solugdo obtida e 40 uL
de 4gua destilada, adicionou-se 750 uL do reagente Glicose PAP Liquiform (Labtest
Diagnostica S.A., Brasil). A solucdo resultante foi incubada em banho-maria (37 °C, 15
min). O conteudo de glicose foi determinado em leitor de microplacas modelo EL307C
(Bio-Tek Instruments, EUA), em comprimento de onda de 490 nm. Os valores de
absorbancia foram convertidos em quantidade de actcar com o auxilio de reta-padrao,

obtida com solucdes contendo 5, 10, 15, 25 e 30 pg de glicose.
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A extracdo e purificacdao das amostras para a determinacao de prolina seguiram o
mesmo procedimento empregado para AST e Sac. A quantificagdo desse aminoacido
seguiu 0 método descrito por RENA & MASCIOTTI (1976). Aliquotas de 100 puL da
solucao purificada foram homogeneizadas com 100 pL de glicina 0,13 M, completando-
se o volume da solu¢do para 3 mL com agua destilada. Apds, 2 mL de &cido acético p.a.
foram adicionados e a solu¢do homogeneizada novamente. Dois mililitros de solugdo de
ninhidrina [600 mg de ninhidrina em 15 mL de acido acético p.a. ¢ 10 mL de acido
fosforico (6 M)] foram adicionados, sendo a solu¢do homogeneizada e incubada em
banho-maria (100 °C, 35 min). Ao término da incubagdo, os tubos de ensaio foram
dispostos em banho de gelo, sendo adicionados 4 mL de tolueno p.a. Os tubos de ensaio
foram agitados vigorosamente e a absorbancia da solu¢do determinada a 515 nm. Os
valores de absorbancia foram convertidos em quantidade de prolina com o auxilio de
reta-padrdo, obtida com solugdes contendo 0,2, 0,5, 1,0, 1,5 ¢ 2,0 ug de prolina. O

contetido de prolina foi expresso em pmol (g MS)™.

3.4 AvaliacBes biométricas e de solidos soluveis

Antes (69 DAP) e apds (124 DAP) o periodo de déficit hidrico, avaliou-se a
altura das plantas (do solo até o apice da folha mais alta), o nimero de folhas verdes e
secas (com mais de 50 % de area foliar seca e/ou senescente). A altura das plantas foi
determinada com trena comum. Aos 318 DAP, a massa seca do colmo (MSC) e o
conteudo de solidos soluveis (SS) no caldo foram determinados. Refratometro portatil
digital modelo PAL-1 (Téquio, Japdo) foi utilizado para determinar SS em amostra de
caldo coletadas na posicdo mediana do colmo. A massa seca do colmo (MSC) foi
determinada em balanga apds secagem em estufa (60 °C), considerando o colmo

principal e os trés perfilhos de cada planta.

3.5 Delineamento estatistico e analise dos dados
As causas de variagao foram o material vegetal (IACSP 94-2094, IACSP 96-

2042 e SP 87-365) e a condigdo hidrica (controle e déficit hidrico). O delineamento

experimental foi inteiramente ao acaso, sendo os dados submetidos a analise de
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variancia (ANAVA). Quando detectada diferenca significativa, as médias (n = 3 ou 4)

foram comparadas utilizando-se o teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

4 RESULTADOS

4.1 Umidade do solo e potencial da 4gua na folha

O periodo de déficit hidrico durou 42 dias, sendo iniciado aos 73 DAP e
encerrado aos 115 DAP. A suspensdo da rega reduziu significativamente a umidade do
solo, chegando ao redor de 16 % no méaximo déficit hidrico (Figura 2). O tratamento
controle manteve-se com a umidade do solo em torno da capacidade de campo (30,7 £
1,2 %), variando entre 27 ¢ 31 % (Figura 2). No fim da tarde do dia de maximo déficit
hidrico (115 DAP), realizou-se a reidratagao do solo e assim a umidade do mesmo foi

elevada para aproximadamente 26 % (Figura 2).
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Figura 2 — Varia¢do da umidade do solo a 20 cm de profundidade nos tratamentos
controle (C) e com déficit hidrico (DH). Cada simbolo representa o valor médio (n=3) +
desvio padrao. A seta indica o momento de reidratacao do solo (115 DAP).

O potencial da agua na folha () durante o maximo de déficit hidrico decresceu
nos trés gendtipos estudados, sendo o menor valor de y observado no cultivar SP 87-
365 (Tabela 1). O cultivar IACSP 94-2094 ndo apresentou alteragdo significativa
(p>0,05) de w no maximo déficit hidrico, ao passo que os genotipos SP 87-365 e
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IACSP 96-2042 exibiram reducdo significativa (p<0,05) de y sob déficit hidrico
(Tabela 1).

Tabela 1 — Potencial da agua na folha* (MPa) em trés genétipos de cana-de-agucar
mantidos sob boa disponibilidade hidrica (controle) ou submetidos ao déficit hidrico
pela suspensdo da rega.

Genotipos™*
Tratamentos
TIACSP 94-2094 SP 87-365 IACSP 96-2042
Controle -0,77+£0,17™  -0,85+0,24a -0,73+ 0,05 a
Déficit hidrico -0,68 £0,13 -1,85+£091b -1,73+£0,95b

*Medidas realizadas na antemanhd do dia de maximo déficit hidrico (115 DAP). Valor
médio (n=3) + desvio padrdo. **Letras distintas na coluna indicam diferenga estatistica
entre os tratamentos (p<0,05). ™ indica diferenga ndo significativa (p>0,05) entre os
tratamentos.

4.2 Trocas gasosas

O déficit hidrico afetou as trocas gasosas dos genoétipos estudados (Figuras 3 e
4), causando redugdo da condutancia estomatica (gs), da assimilagao de CO, (Pn) ¢ da
transpiragdo (E). A primeira varidvel a ser afetada pelo déficit hidrico foi gs, com
decréscimos no periodo matutino a partir de 100 DAP (Figura 3a-c). Nessa ocasido €
era inferior a 20 % (Figura 2).

As maiores diferencas entre os tratamentos foram observadas no dia de maximo
déficit hidrico (115 DAP), sendo o clone IACSP 96-2042 o mais afetado pelo déficit
hidrico (Figura 3c,f). Durante a manha do dia de maximo déficit hidrico, os gendtipos
IACSP 94-2094, SP 87-365 e IACSP 96-2042 sofreram uma reducdao em Py de 36 %,
39 % e 48 %, respectivamente. Nesse mesmo periodo do dia, as redugdes de gs devido
ao déficit hidrico foram de 60 % em IACSP 94-2094, 56 % em SP 87-365 € 58 % em
IACSP 96-2042, enquanto E nas plantas estressadas foi reduzido em 55 %, 49 % e 51
%, respectivamente (Figura 3).

O efeito do déficit hidrico foi mais evidente nas avaliagdes realizadas durante o
periodo vespertino (Figura 4). Novamente, o genotipo IACSP 96-2042 foi o mais
afetado pelo déficit hidrico, apresentando grande redugdo em gs, Py ¢ E (Figura 4c,f)i).
No periodo vespertino do dia de maximo déficit hidrico, os gendtipos IACSP 94-2094,
SP 87-365 ¢ TACSP 96-2042 exibiram reducdes em Py de 46 %, 65 % ¢ 69 %,
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respectivamente. O déficit hidrico causou redugdes em gs de 58 % em IACSP 94-2094,
62 % em SP 87-365 e 72 % IACSP 96-2042, sendo E reduzido em 56 %, 59 % e 64 %,
respectivamente (Figura 4).

A concentragdo intercelular de CO, (Cy) ndo apresentou diferengas devido aos
tratamentos e entre os gendtipos (p>0,05). Entretanto, o déficit hidrico tendeu a reduzir
Ci durante o méaximo déficit hidrico (dados ndo apresentados).

Embora os cultivares IACSP 94-2094 e SP 87-365 tenham apresentado resposta
semelhante das trocas gasosas ao déficit hidrico (Figuras 3 e 4), nota-se que o primeiro
exibiu fechamento antecipado dos estomatos no periodo da tarde quando comparado aos

demais materiais estudados (Tabela 2).

Tabela 2 — Condutancia estomatica* (mol m™ s™) em trés genétipos de cana-de-aglicar
mantidos sob boa disponibilidade hidrica (controle) ou submetidos ao déficit hidrico
pela suspensdo da rega.

Genotipos™**
Tratamentos
TACSP 94-2094 SP 87-365 TACSP 96-2042
Controle 0,14+0,02 a 0,14+0,03™ 0,12+0,03™
Déficit hidrico 0,08+0,03b 0,13+0,03 0,11 +0,01

*Valores referem-se as avaliacdes de 104 DAP, sendo a média (n=4) + desvio padrdo. **Letras
distintas na coluna indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05). ™ indica
diferenca ndo significativa (p>0,05) entre os tratamentos.

Apo6s a reidratacdo das plantas, a recuperagdo de gs, Pn e E foi afetada pelo
genotipo estudado. Em geral, o clone IACSP 96-2042 apresentou recuperacdo mais
lenta das trocas gasosas, independente do periodo considerado (Figuras 3 e 4). Mesmo
em condi¢do mais amena (periodo matutino), IACSP 96-2042 ndo apresentou completa
recuperagdo de gs e Py apos a reidratacdo (Figura 3c,f). Importante considerar que
houve rapida recuperacdo de y apds a reidratagdo, ndo havendo diferencas entre os

genotipos (dados nao apresentados).
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Figura 3 — Variagdo temporal da condutancia estomatica (gs), assimilagao de CO; (Pn)
e transpira¢do (E) nos genoétipos de cana-de-agiicar IACSP 94-2094 (a,d,g), SP 87-365
(b,e,h) e TACSP 96-2042 (c,f,1) em condi¢do de boa disponibilidade hidrica (C, @) ou
sob déficit hidrico pela suspensdo da rega (DH, o). Medidas realizadas entre 9:00 e
10:00 h, sendo cada simbolo o valor médio (n=4) + desvio padrdo. A area hachurada
indica a diferenga entre os dois tratamentos ao longo do periodo experimental. A seta
indica 0 momento de reidratagdo do solo (115 DAP).
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Figura 4. Variacao temporal da condutancia estomatica (gs), assimilagdo de CO, (Pn) e
transpiracao (E) nos genotipos de cana-de-agucar IACSP 94-2094 (a,d,g), SP 87-365
(b,e,h) e IACSP 96-2042 (c.f,i) em condi¢cdo de boa disponibilidade hidrica (C, @) ou
sob déficit hidrico pela suspensdo da rega (DH, o). Medidas realizadas entre 14:00 e
15:00 h, sendo cada simbolo o valor médio (n=4) + desvio padrdo. A 4rea hachurada
indica a diferenga entre os dois tratamentos ao longo do periodo experimental. A seta
indica 0 momento de reidrata¢dao do solo (115 DAP).
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A eficiéncia instantanea de carboxilagdo (Pn/Ci) ndo foi afetada pelo déficit
hidrico no periodo da manha (p>0,05). No periodo da tarde, o cultivar [ACSP 94-2094
manteve os valores Pn/C; no tratamento com déficit hidrico, enquanto os outros
genotipos apresentaram redugdo (p<0,05) de Pn/Cy (Tabela 3). A eficiéncia intrinseca
do uso da agua (EUA|) aumentou no cultivar IACSP 94-2094 no periodo da manha do

dia de maximo déficit hidrico (Tabela 3).

Tabela 3 - Eficiéncia instantinea de carboxilagio* [Pn/C; (umol m™ s Pa™')] e
eficiéncia intrinseca do uso da agua* [EUA; (nmol mol™)] em trés gendtipos de cana-de-
acucar, mantidos sob boa disponibilidade hidrica (C) ou submetidos ao déficit hidrico
pela suspensdo da rega (DH).

kk
Genotipos* Periodo Pn/Cr
C DH
TACSP 94-2004  Manha 0,74 % 0,35 0,86 + 0,53
Tarde 0,86 +0,30 ™ 0,65 + 0,32
SP 87-365 Manha 0,91+ 0,45 0,68 + 0,30
Tarde 1,45+0,51 a 0,48 +0,38 b
TACSP 962042 ~ Manha 1,08 +0,28 0,94 + 0,79
Tarde 1,22+0,16a 0,50 + 0,41 b
EUA**
C DH
TACSP 94-2004  Manha 9l1+153a  147,5+29,7b
Tarde 107,3+232"™ 141,9+ 37,9
SP 87-365 Manha 929£30,1"™  126,94233
Tarde 129,3 £ 19,2 117,5+374
TACSP 96-2042 ~ Manha 103,9 22,2 128,1 = 58,5
Tarde 96,1 £23,7"™ 106,8 £ 61,3

*Medidas realizadas no dia de maximo déficit hidrico (115 DAP). Valores médios
(n=4) + desvio padrao. **Letras distintas na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos (p<0,05). ™ indica diferenca ndo significativa (p>0,05) entre os
tratamentos.

A tendéncia de decréscimo das trocas gasosas ao longo do experimento nas
medidas realizadas durante a manha (Figura 3) ocorreu devido a redu¢do da temperatura
do ar, pois o estudo foi conduzido entre as estagdes de outono e inverno. O mesmo nao
ocorreu nas medidas efetuadas durante a tarde (Figura 4), quando a temperatura foliar
(Tr) e a diferenca de pressdao de vapor entre a folha e o ar (DPV) eram mais elevadas

(Figura 5).
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As grandes variagdes observadas nas trocas gasosas ao longo do periodo
experimental (Figuras 3 e 4) tanto no periodo da manhda como da tarde ocorreram
devido as variacdes de Tr e DPVp (Figura 5), uma vez que Q foi controlado
artificialmente ¢ mantido constante (2000 pmol m™ s™). Como nio houve diferencas
significativas (p>0,05) em Tr e DPV_ entre os gendtipos avaliados e entre os
tratamentos controle e déficit hidrico, optou-se por apresentar a média de todas as

medidas efetuadas (Figura 5).
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Figura 5 — Variagdo temporal da temperatura foliar (Tr, em a) ¢ da diferenga de pressdo
de vapor entre a folha e o ar (DPVy, em b) durante a manha (o, 9:00 as 10:00 h) ¢ a
tarde (e, 14:00 as 15:00 h), nos momentos de medicao das trocas gasosas. Cada simbolo
representa o valor médio (n=24) + desvio padrdo. A seta indica o momento de
reidratacao do solo (115 DAP).

O efeito do déficit hidrico também pode ser avaliado considerando-se a redugao
no ganho de CO; e na perda de vapor d’agua ao longo do periodo experimental,
indicada pela area hachurada nas Figuras 3 e 4. A redug@o em Py de IACSP 94-2094 foi
similar no periodo matutino e vespertino (p>0,05), variando entre 15 e 20 % (Figura
6a). Ja os genotipos SP 87-365 e IACSP 96-2042 apresentaram maior redu¢dao em Py no
periodo da tarde, com o ultimo material apresentando decréscimo superior a 35 %
(Figura 6a). Embora ndo tenham sido observadas diferengas significativas entre manha e
tarde, a reducao integrada em E devido ao déficit hidrico foi maior em IACSP 96-2042

ao longo do experimento, chegando a mais de 30 % no periodo da tarde (Figura 6b).
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Figura 6 — Redu¢do acumulada na assimilagcdo de CO, (RAPy, em a) e na transpiragdo
(RAE, em b) ao longo do periodo experimental em genotipos de cana-de-actcar
submetidos a suspensdo da rega (déficit hidrico) por 42 dias. Cada histograma
representa o valor médio (n=4) + desvio padrao.

4.3 Atividade fotoquimica e contetido de clorofila

No periodo matutino, a eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (Fy/Fy)
nao foi afetada (p>0,05) pelo déficit hidrico nos genotipos IACSP 94-2094 e SP 87-365,
considerando as avaliagdes realizadas no dia de maximo déficit hidrico (Figura 7a). J4 o
clone IAC 96-2042 apresentou reducgdo (p<0,05) de 10 % em Fy/Fy no maximo déficit
hidrico (Figura 7a). No periodo da tarde (Figura 7b), houve redugdo em Fy/Fy devido
ao déficit hidrico (p<0,05) apenas nos genotipos SP 87-365 ¢ IACSP 96-2042, com
maior decréscimo nesse ultimo (-17,5 %). Novamente, o cultivar IACSP 94-2094 nao
apresentou reducdo (p>0,05) em Fy/Fy em condigdo de maximo déficit hidrico (Figura
7b).

A eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (AF/Fy;”) e o transporte aparente
de elétrons (ETR) foram afetados pelo déficit hidrico (p<0,05) apenas no genotipo
TIACSP 96-2042, com redugdes de 22 % nas avaliagdes da manha em ambas as varidveis
(Figura 8a,c). O mesmo ocorreu no periodo da tarde, no entanto, com maior inibi¢ado (-
42 %) de AF/Fy’ devido ao déficit hidrico no clone IACSP 96-2042 (Figura 8b). Como
resultado de AF/Fy;’, ETR foi reduzido apenas no clone IACSP 96-2042 em condigao de
déficit hidrico, tanto na manha como durante a tarde (Figura 8c,d). O coeficiente de
extingdo nao-fotoquimica da fluorescéncia (NPQ) ndo apresentou variagdes
significativas entre genétipos e condicdo hidrica, com exceg¢do de IACSP 96-2042 que

teve maior NPQ em condi¢ao de déficit hidrico nas avaliagdes vespertinas (Figura 8e,f).
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Figura 7 — Eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (Fy/Fy) em trés genotipos
de cana-de-actcar em condigdo de boa disponibilidade hidrica (C) ou sob déficit hidrico
pela suspensdo da rega (DH). Medidas realizadas no dia de maximo déficit hidrico (115
DAP), entre 9:00 e 10:00 h (a) e entre 14:00 e 15:00 h (b). Cada histograma representa o
valor médio (n=4) + desvio padrao.

O déficit hidrico reduziu significativamente o contetido de clorofila na folha +1,
mesmo tecido utilizado nas medidas de trocas gasosas e da atividade fotoquimica, nos
trés genotipos estudados (Tabela 3). Em geral, as redu¢des no contetido de clorofila
variaram entre 11,5 % (IACSP 94-2094) e 12,8 % (SP 87-365). Em condi¢des de boa
disponibilidade hidrica, o cultivar SP 87-365 apresentou menor (p<0,05) contetido de
clorofila quando comparado aos outros genoétipos (Tabela 4). O mesmo ndo foi
observado nas plantas submetidas ao déficit hidrico, com os gendtipos apresentando
valores similares de clorofila (p>0,05).

Importante considerar que o contetido de clorofila antes da imposi¢cao do déficit
hidrico era semelhante entre as plantas que permaneceram sob boa disponibilidade
hidrica e aquelas submetidas ao déficit hidrico. Esses conteudos variavam entre 48,1 e
48,7 Spad em TACSP 94-2094, entre 44,2 ¢ 44,4 Spad em SP 87-365 e entre 43,3 e 45,7
Spad em IACSP 96-2042 (dados nao apresentados).
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Figura 8 — Eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (4AF/Fy,’, em a,b), transporte
aparente de elétrons (ETR, em c,d) e coeficiente de extingdo ndo fotoquimica da
fluorescéncia (NPQ, em e,f) em trés gendtipos de cana-de-acticar em condi¢do de boa
disponibilidade hidrica (C) ou sob déficit hidrico pela suspensdo da rega (DH). Medidas
realizadas no dia de maximo déficit hidrico (115 DAP), entre 9:00 ¢ 10:00 h (a,c,e) e
entre 14:00 e 15:00 h (b,d,f). Cada histograma representa o valor médio (n=4) + desvio
padrao.

32



Tabela 4 — Contetido de clorofila* (Spad) na folha +1 em trés gendtipos de cana-de-
acucar em condi¢do de boa disponibilidade hidrica (controle) ou submetidos ao déficit
hidrico pela suspensdo da rega.

Genotipos™*
Tratamentos
TACSP 94-2094 SP 87-365 TACSP 96-2042
Controle 48,55 +2,38 a 4508 +045a 4733 +1,57a
Déficit hidrico 42,98 +2.60b 39,33 +2,77b 41,45+4,17b

*Valor médio (n=4) + desvio padréo. Avaliagoes realizadas ap6s o periodo de déficit hidrico
(124 DAP); **Letras distintas na coluna indicam diferenca estatistica entre os tratamentos
(p<0,05).

4.4 Carboidratos foliares

O déficit hidrico causou aumento (p<0,05) no contetdo de AST apenas nos
gendtipos TACSP 94-2094 e TACSP 96-2042, quando consideradas as avaliagdes
efetuadas no dia de maximo déficit hidrico (Figura 9a). Contudo, o conteido de AST
nao apresentou diferenga significativa (p>0,05) quando comparadas apenas as plantas
submetidas ao déficit hidrico dos trés genotipos estudados.

Em relagdo ao conteudo de Sac, o genotipo IACSP 94-2094 nao foi afetado pelo
déficit hidrico, enquanto SP 87-365 apresentou redugdo (p<0,05) de Sac e o IACSP 96-
2042 exibiu o dobro de Sac (p<0,05) nas plantas submetidas ao déficit hidrico (Figura
9b). Comparando os gendtipos, observou-se diferenca significativa apenas em condi¢do
de boa disponibilidade hidrica (controle), com o cultivar SP 87-365 apresentando
maiores valores de Sac, seguido pelo cultivar IACSP 94-2094 e pelo clone IACSP 96-
2042 (p<0,05).

A diferenca entre AST e Sac representa o conteido de aclcares redutores, tais
como as hexoses (glicose e frutose). A partir dos dados de AST e Sac, podemos inferir
que o déficit hidrico promoveu aumento consideravel no conteudo foliar de hexoses em
IACSP 94-2094 (8,9 vezes) e em SP 87-365 (3,9 vezes) no dia de maximo de déficit
hidrico. O clone TACSP 96-2042 apresentou a menor variacdo no conteudo foliar de
hexoses, com as plantas estressadas exibindo um aumento de 1,9 vez.

O conteudo de AMI ndo foi afetado pelo déficit hidrico (p>0,05) e os gendtipos
apresentaram valores similares (p>0,05) no maximo déficit hidrico (Figura 9c). No
entanto, a suspensdo da rega aumentou (p<0,05) o conteudo de CTNE nos genotipos
IACSP 94-2094 e IACSP 96-2042 (Figura 9d). O maior aumento de CTNE foi

observado no cultivar TACSP 94-2094, com as plantas em condi¢do de déficit hidrico
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apresentando aumento de quase duas vezes. Em condi¢des de disponibilidade hidrica, o
cultivar SP 87-365 tinha maior conteido de CTNE quando comparado aos demais,

todavia, sem apresentar acréscimos nessa fracao devido ao déficit hidrico (Figura 9d).
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Figura 9 — Contetdo de agucares soluveis (AST, em a), sacarose (Sac, em b), amido
(AMI, em c) e carboidratos totais ndo estruturais (CTNE, em d) em gendtipos de cana-
de-acucar em condicao de boa disponibilidade hidrica (C) ou sob déficit hidrico pela
suspensdo da rega (DH). Avaliagdes realizadas no dia de méaximo déficit hidrico, sendo
as folhas +1 coletadas as 14:00 h. Cada histograma representa o valor médio (n=3) =+
desvio padrao.

4.5 Conteudo foliar de prolina

O déficit hidrico causou aumento (p<0,05) no contetido de prolina apenas nos
genotipos SP 87-365 e IACSP 96-2042 durante o déficit hidrico maximo (Tabela 5). O
maior incremento de prolina foi observado no clone IACSP 96-2042, sendo ao redor de

4,2 vezes maior em plantas sob déficit hidrico.
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Tabela 5 — Conteudo de prolina* [umol (g MS)'] na folha +1 em trés gendtipos de
cana-de-agucar em condi¢do de boa disponibilidade hidrica (controle) ou submetidos ao
déficit hidrico pela suspensao da rega.

Genotipos**
Tratamentos
TACSP 94-2094 SP 87-365 TACSP 96-2042
Controle 0,97 +£0,27"™ 0,65+0,26b 0,87+0,19b
Déficit hidrico 1,34 £ 0,09 1,61 £0,23 a 3,65+£0,41 a

* Amostragem realizada as 15:00 h, no dia de maximo déficit hidrico (115 DAP). **Valor
médio (n=3) + desvio padrdo. Letras distintas na coluna indicam diferenga estatistica entre
os tratamentos (p<0,05). ™ indica diferenga ndo significativa (p>0,05) entre os tratamentos.

Em condic¢des de boa disponibilidade hidrica, ndo houve diferenga significativa
(p>0,05) entre os gendtipos quanto ao conteudo de prolina (Tabela 5). No entanto, o
clone IACSP 96-2042 apresentou o maior conteido desse aminodcido no maximo
déficit hidrico (p<0,05), sendo entre 2,3 e 2,7 vezes maior se comparado aos genotipos

IACSP 94-2094 e SP 87-365, respectivamente.

4.6 Biometria

Antes da imposicao do déficit hidrico (69 DAP), as plantas de ambos os
tratamentos tinham aproximadamente a mesma altura (H), nimero de folhas verdes
(NFV) e de folhas secas (NFS), independente do gendtipo considerado (Figura 10). O
clone IACSP 96-2042 apresentou maior H quando comparado ao cultivar IACSP 94-
2094 (Figura 10a-c), ao passo que todos os genotipos tinham NFV entre 5,6 € 6,2 e NFS
inferior a 1,0 antes da restri¢do hidrica (Figura 10d-1).

O crescimento em H das plantas aos 124 DAP foi limitado (p<0,05) pelo déficit
hidrico nos genotipos SP 87-365 e IACSP 96-2042 (Figura 10b,c). Esse efeito negativo
da falta de 4gua nao foi observado em IACSP 94-2094, com as plantas bem hidratadas e
submetidas ao déficit hidrico apresentando altura similar (p>0,05), entre 110 e 130 cm
(Figura 10a). A maior redu¢do em H foi detectada no clone IACSP 96-2042, sendo ao
redor de 30 % (Figura 10c). Importante notar que esse genoétipo foi o que apresentou

maior crescimento em altura em condi¢do de boa disponibilidade hidrica.
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Figura 10 — Altura (H, a-c), nimero de folhas verdes (NFV, d-f) e secas (NFS, g-i) nos
genotipos de cana-de-acucar IACSP 94-2094 (a,d,g), SP 87-365 (b,e,h) e IACSP 96-
2042 (c,f,1) em condigdo de boa disponibilidade hidrica (C) ou sob déficit hidrico pela
suspensdo da rega (DH). Avaliagdes realizadas antes (69 DAP) e apoés (124 DAP) a
imposi¢ao do déficit hidrico. Cada histograma representa o valor médio (n=4) + desvio
padrao.

A ocorréncia de déficit hidrico também causou reducdo (p<0,05) em NFV e
aumento (p<0,05) em NFS nos trés genotipos estudados (Figura 10d-i). O cultivar
IACSP 94-2094 apresentou a maior reducdo em NFV devido ao déficit hidrico, sendo no
entanto, o material com maior NFV no tratamento controle (Figura 10d). A menor
redu¢do em NFV foi observada em SP 87-365, com as plantas submetidas ao déficit
hidrico apresentando cerca de trés folhas verdes a menos (Figura 10e). As diferencas
entre os gendtipos quando considerado NFS ndo foram significativas (p>0,05), com as
plantas submetidas ao déficit hidrico tendo ao redor de oito folhas secas (Figura 10g-i).
Novamente, a menor diferenga entre os tratamentos foi observada no cultivar SP 87-

365.
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Massa seca de colmo (MSC, em a) e so6lidos soluveis no caldo (SS, em b) aos 318 DAP
de trés gendtipos de cana-de-acgticar submetidos a boa disponibilidade hidrica (C) ou ao
déficit hidrico (DH) pela suspensdo da rega. Cada histograma representa o valor médio
(n=4) + desvio padrao.

5 DISCUSSAO

5.1 Interacges entre o potencial da agua na folha, os carboidratos solGveis e a

prolina

A suspensdo da rega causou decréscimo na umidade do solo ao longo do periodo
experimental (Figura 2), com isso houve redu¢do do potencial da dgua na folha () nos
gendtipos SP 87-365 e IACSP 96-2042 (Tabela 1). Esses genotipos apresentavam i
variando entre —1,73 e —1,85 MPa mesmo antes do amanhecer. Logo, a suspensdo da
rega impos um déficit hidrico severo em SP 87-365 e IACSP 96-2042, pois plantas de
cana-de-agucar com y inferior a —1,3 MPa ao medio-dia ja apresentam paralisagdo do
alongamento celular INMAN-BAMBER & DE JAGER, 1986). O cultivar IACSP 94-
2094 nao apresentou redugdo de w (p>0,05), o que € uma caracteristica de tolerancia a
seca uma vez que nao houve comprometimento do crescimento (Figura 10a), do
acumulo de massa seca do colmo e do conteudo de sélidos soltveis no caldo (Figura
11). Todavia, esse gendtipo ndo apresentou variagdo no conteido de prolina sob
condicdo de seca (Tabela 5), o que estaria em desacordo com o relatado na literatura em
plantas tolerantes a falta de dgua.

De fato, genotipos de cana-de-acucar tolerantes a seca t€ém apresentado maior

acimulo de prolina nas folhas (GERALD et al., 1985; INMAN-BAMBER et al., 2005;
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RAO & ASOKAN, 1978; WADIH, 2007). O aumento no contetdo de prolina em
tecidos vegetais pode ocorrer pelo aumento da sintese ou pela redugdo da degradacdo
desse aminodcido (KISHOR et al., 2005). ROSSIELLO et al. (1981a) também
observaram que os gendtipos mais sensiveis ao déficit hidrico apresentaram maior
acumulo de prolina. Embora haja controvérsia quanto aos efeitos da prolina no
ajustamento osmotico (AKRAM et al., 2007; INMAN-BAMBER & SMITH, 2005;
ROSSIELLO et al., 1981a), sabe-se que esse aminoacido tem papel na manutengdo da
integridade de enzimas e membranas em condicdo de estresse (ASHRAF & FOOLAD,
2007).

HANSON & HITZ (1982) e PIMENTEL (2004) reportam que as alteracdes no
conteudo de prolina podem ser decorrentes do efeito da seca em processos especificos
do metabolismo desse aminodcido. Por sua vez, espera-se que o metabolismo vegetal
seja diferencialmente afetado, dependendo das condigdes estressantes ¢ do bindmio
exposicao & intensidade. Logo, as respostas das plantas em termos de conteudo de
prolina nesse estudo indicam que o uso desse indice como caracteristica de tolerancia a
seca em cana-de-acicar deve ser considerado com cautela quando a imposi¢do do
déficit hidrico ocorre na fase de crescimento inicial.

Uma provavel causa das diferentes respostas de plantas de cana-de-agucar ao
déficit hidrico encontradas na literatura pode ser tanto o tempo de exposi¢do como a
intensidade do déficit hidrico. PIMENTEL (2004) comenta que a imposi¢do lenta do
déficit é importante para a ativagdo dos mecanismos de tolerancia permitindo melhor
diferenciagdo dos genoétipos estudados. No presente estudo, o periodo de déficit hidrico
durou 42 dias, tempo suficiente para que as plantas pudessem ativar mecanismos que
aumentassem o seu desempenho sob condicao hidrica limitante.

Embora a prolina seja normalmente associada ao ajustamento osmotico sob
déficit hidrico, MOLINARI et al. (2007) observaram que esse aminoacido em plantas de
cana-de-agucar esta envolvido com o sistema de defesa antioxidante em condi¢dao de
restricdo hidrica. Ainda, esses mesmos autores nao identificaram ajustamento osmoético
devido ao aumento de prolina no gendtipo estudado. Logo, pode-se sugerir que o
aumento nos niveis de prolina em SP 87-365 ¢ IACSP 96-2042 estd relacionado ao
aumento na atividade do sistema antioxidante. Considerando a relagdo entre o conteudo
de prolina e o estresse oxidativo, pode-se também sugerir que o déficit hidrico

ocasionou maior disturbio no metabolismo celular do clone IACSP 96-2042.
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Deve-se ainda considerar que aminoacidos, como a prolina, sdo fontes de
carbono e nitrogénio que podem ser metabolizadas durante a reidratacdo das plantas,
auxiliando na rapida recuperacdo do metabolismo vegetal apds um evento estressante
como o déficit hidrico (LAWLOR, 2002). Essa poderia ser uma fun¢do da prolina
acumulada nos dois gendtipos que apresentaram maior suscetibilidade ao déficit hidrico,
o SP 87-365 ¢ o IACSP 96-2042.

Em relacdo aos agucares, notou-se aumentou no conteudo de carboidrato foliar
nas plantas em condic¢do de deficiéncia hidrica (Figura 9). Segundo PIMENTEL (2004),
essas mudangas estdo relacionadas a ativagdo de respostas para enfrentar essa condi¢ao
ambiental adversa. O aumento em AST nos materiais IAC e o aumento de Sac nos
gendtipos SP 87-365 e IACSP 96-2042 nao foram correlacionados com a degradagao de
amido, ja que nao houve redugao no conteudo desse carboidrato no tratamento sem rega
(Figura 9a-c).

O cultivar TACSP 94-2094 exibiu aumento no conteido de AST sob déficit
hidrico (Figura 9a), embora nao tenha apresentado alteracdo significativa no conteudo
de prolina (Tabela 5). J& o clone IACSP 96-2042 apresentou aumento significativo no
conteudo de AST e de prolina (Tabela 5, Figura 9a). Sabe-se que o aumento do conteudo
de moléculas osmorreguladoras, principalmente K', carboidratos soluveis e
aminoacidos livres, estd relacionado com a reducdo do potencial osmotico celular
(HANSON & HITZ, 1982; MORGAN, 1984; PIMENTEL, 2004; TURNER & JONES,
1980), determinando redugdo do potencial total da d4gua na célula. No entanto, voltamos
a salientar que o cultivar IACSP 94-2094 ndo apresentou reducdo significativa de y sob
déficit hidrico (Tabela 1).

O maior acumulo de carboidratos soluveis (sacarose, frutose, glicose, frutanos e
trealose) nas folhas durante o déficit hidrico ¢ considerado como uma resposta da planta
para manter a hidratacdo da parte aérea e também proteger enzimas e o sistema de
membranas através da estabilizagdo de proteinas e lipidios (ASHRAF & FOOLAD,
2007; HANSON & HITZ, 1982; HOEKSTRA et al., 2001; LAWLOR, 2002; MCCREE
et al., 1984; WAHID, 2007; YORDANOV et al., 2003). Apesar do aumento de AST e
Sac no cultivar IACSP 96-2042, pode-se argumentar que essa estratégia foi ineficiente
para a manutencao do balango da 4agua nos tecidos foliares ¢ do metabolismo celular,
uma vez que se notou reducgdo significativa no crescimento desse gendtipo (Figuras

9a,b, 10c e 11a).
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No cultivar IACSP 94-2094, ha evidéncia do acimulo significativo de alguns
acucares soluveis, que ndo Sac, em condicdo de déficit hidrico (Figura 9a,b). Essa
conclusdo ¢ valida uma vez que os niveis de Sac permaneceram estaveis em folhas de
IACSP 94-2094 em condigdo de restricdo hidrica. Em oposi¢do ao ocorrido em SP 87-
365 ¢ TACSP 96-2042, o acumulo desses agucares soltiveis em IACSP 94-2094 ¢
percebido como uma estratégia eficiente para a manutencdo do balanco hidrico nas
folhas e do crescimento das plantas (Tabela 1, Figuras 9a,b, 10a e 11a).

Uma vez que KRAMER & BOYER (1995) citam que o estadio de
desenvolvimento da planta afetado pela seca ¢ um ponto chave para a produtividade
agricola, torna-se importante considerar que na fase de crescimento inicial ha auséncia
de colmos com parénquima de armazenamento bem desenvolvido e a prioridade da
planta em termos energéticos € o crescimento vegetativo. Logo, espera-se que as
alteracdes na dindmica de carboidratos e as fungdes/finalidades dos mesmos sejam
distintas quando comparadas a fase de crescimento inicial com outra fase fenologica da
cana-de-agucar em que haja acimulo de Sac nos colmos.

Sabe-se que o ajustamento osmdtico ¢ um mecanismo ativo de concentragdo de
solutos no citoplasma celular, capaz de aumentar o efeito do componente osmético do
potencial total da dgua e permitir a manutencdo dos tecidos foliares hidratados
(MEDRANO & FLEXAS, 2003). Logo, a redu¢do de y e o aumento de AST em [ACSP
96-2042 poderiam ser originados tanto da desidratagdo dos tecidos (aumento passivo da
concentragdo de solutos na célula) como do ajustamento osmoético. Independente das
causas, os efeitos do déficit hidrico e das variagdes em y e AST tiveram conseqiiéncias
negativas quando avaliado o crescimento de IACSP 96-2042, o gendtipo mais sensivel
ao déficit hidrico (Figuras 10c e 11a). De acordo com INMAN-BAMBER & SMITH
(2005), o ajustamento osmotico em cana-de-agucar tende a ocorrer apenas depois de
acentuada reducdo na taxa de alongamento do colmo, portanto, posteriormente a
inibi¢do do crescimento foliar.

Embora redugdes no crescimento sejam normalmente ocasionadas por perda de
turgescéncia em condicdo de déficit hidrico (DAVIES & ZHANG, 1991; PARRY,
1993; PIMENTEL, 2004), NEUMANN (1995) relata que o menor crescimento das
plantas em condi¢des limitantes estd relacionado a mudancas na capacidade de extensdo
dos tecidos, ou seja, aumento na resisténcia da parede celular a expansdo. Dessa forma,

a turgescéncia em tecidos sob déficit hidrico poderia ser mantida pelo enrijecimento da
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parede celular, porém, o crescimento seria inibido pela alta resisténcia a deformacao
(NEUMANN, 1995).

A elasticidade da parede celular e conseqiientemente o crescimento celular
dependem da proporcdo entre moléculas de hemicelulose tensas (fortemente unidas) e
relaxadas (fracamente unidas), que varia com a acdo de enzimas especificas, como a
xiloglucano endotransglicosilase (XET). Diferencas na atuacdo dessas enzimas
permitiriam explicar alteragdes no crescimento vegetal, sendo observado aumento de
moléculas tensas nos tecidos da parte aérea e em baixo ¥ (MEDRANO & FLEXAS,
2003). Aumento na suberiza¢do da parede celular ¢ um processo que ocorre na escala de
dias em condig¢do de déficit hidrico, podendo afetar a resisténcia hidraulica da célula e
assim ter influéncia no ajustamento da parede celular (MASEDA & FERNANDEZ,
2006).

Seguindo o raciocinio de NEUMANN (1995), poderiamos explicar a
manutencdo do crescimento e de i no cultivar IACSP 94-2094 com o concomitante
aumento de AST em condicdo de déficit hidrico (Tabela 1, Figuras 10a e 1la). A
principio, o acimulo de agucares soluveis causaria redu¢do do componente osmotico de
w em plantas submetidas a restri¢do hidrica. Ainda, o enrijecimento da parede celular,
também chamado de ajustamento da parede celular, manteria a turgescéncia e
aumentaria o componente pressao de  nas células sob déficit hidrico. Como resultado
liquido das mudangas nos componentes osmotico e pressdo, o potencial total () da
agua permaneceria similar entre as plantas mantidas sob boa disponibilidade hidrica e
déficit hidrico, como verificado no cultivar TACSP 94-2094 (Tabela 1, Figura 10a).
Assim, o moderado enrijecimento da parede celular permitiria a manutencdo de
elevado, sem contudo alterar o crescimento das plantas sob déficit hidrico.

SALIENDRA & MEINZER (1991) observaram variagdes no ajustamento
osmotico e da elasticidade da parede celular em plantas de cana-de-agticar sob déficit
hidrico, de tal forma que o volume do simplasto foi mantido praticamente constante
durante o secamento do solo. No entanto, os autores nao concluiram sobre uma possivel
variagdo genotipica em relagdo ao ajustamento eldstico e osmoético em cana-de-agucar,
dada a grande variagdo de respostas observadas no estudo. INMAN-BAMBER &
SMITH (2005) também citam que a osmoregulagdo nao varia significativamente entre

cultivares de cana-de-acgucar.
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Todavia, o ajustamento da parede celular poderia ser uma importante
caracteristica de tolerancia a seca do cultivar [ACSP 94-2094, sendo também importante
o actimulo de osmolitos em condi¢do de déficit hidrico. Essa hipotese necessita ser
testada. PIMENTEL (1999, 2004) comenta que o ajustamento da parede celular, antes
mesmo do ajustamento osmético, poderia ser responsavel pela manutencao de w e do
conteudo relativo de agua (CRA) elevados em condig¢do de déficit hidrico, sendo esse
mecanismo fisiologico observado em genotipos de milho mais adaptados a seca
(MIRANDA et al., 1984). NEUMANN (1995) comenta que a sele¢do, melhoramento ou
mesmo a engenharia genética de plantas baseadas nas respostas da parede celular a seca

poderiam ser Uteis no aumento da resisténcia das plantas ao déficit hidrico.

5.2 Efeito do déficit hidrico na fotossintese: trocas gasosas e atividade fotoquimica

O déficit hidrico reduziu a condutancia estomatica (gs) nos trés genotipos
estudados (p<0,05), com efeito mais intenso no periodo da tarde (Figuras 3 e 4). Essa
resposta ¢ esperada em plantas submetidas a deficiéncia hidrica, sendo considerada uma
das primeiras estratégias para impedir a desidratacdo excessiva das folhas (CORNIC et
al., 1992; INMAN-BAMBER & SMITH, 2005; SALIENDRA et al., 1996;
YORDANOV et al., 2003). De fato, a primeira variavel fisiologica a ser afetada pelo
déficit hidrico foi gs (Figuras 3 e 4).

No entanto, os gendtipos foram diferencialmente afetados pela seca quando
considerado gs, sendo em geral o cultivar IACSP 94-2094 o menos afetado e o clone
IACSP 96-2042 o mais influenciado negativamente pelo déficit hidrico. No periodo da
tarde do dia de maximo déficit hidrico, o cultivar IACSP 94-2094 apresentou redugao
em s ao redor de 58 %, ao passo que o clone IACSP 96-2042 exibiu redugdo em torno
de 72 %.

Além do cultivar IACSP 94-2094 permanecer com os estdmatos menos fechados
durante o maximo déficit hidrico (Figura 3a), o mesmo apresentou fechamento
antecipado dos estdmatos quando comparado aos outros genotipos em situagdo de
déficit hidrico (Tabela 2). Evidentemente, esses dois aspectos (manutengdo da abertura
estomatica e sensibilidade ao déficit hidrico) devem estar envolvidos com a maior
tolerancia desse cultivar ao déficit hidrico, ou seja, com a manutencdo do crescimento e

do contetido de s6lidos soluveis no caldo (Figuras 10ae 11).
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O rapido fechamento estomdtico em cana-de-aciicar em condicdo de déficit
hidrico ¢ uma caracteristica desejavel e estd relacionada com a eficiente sinaliza¢do
entre as raizes ¢ as folhas (INMAN-BAMBER et al., 2005; NAIDU &
BHAGYALAKSHMI, 1967; SALIENDRA & MEINZER, 1989; SMIT & SINGELS,
2006). No presente estudo, o gendtipo [ACSP 94-2094 apresentou fechamento
estomatico antecipado e manteve i e o crescimento inicial inalterado devido ao déficit
hidrico quando comparado aos outros gendtipos (Tabelas 1 e 2, Figura 10a). Esses
resultados estdo de acordo com SMITH et al. (2005), os quais reportam que genotipos
tolerantes ao déficit hidrico apresentam redu¢do de gs mesmo em valores elevados de y
quando comparados aos genotipos sensiveis.

A reducdo da abertura estomatica em condi¢do de déficit hidrico pode ser
causada pela alteracdo na turgescéncia das células-guarda dos estdmatos (PIMENTEL,
2004). No entanto, essa justificativa poderia ser aplicada apenas aos gendtipos IACSP
96-2042 e SP 87-365 uma vez que a reducdo de gs em IACSP 94-2094 ocorreu mesmo
em alto w em condicdo de déficit hidrico (Tabela 1, Figuras 3 e 4). A resposta
estomatica mais rapida ao déficit hidrico ndo implicou em maior reducdo de gs em
IACSP 94-2094, que foi menos afetado pela seca no maximo déficit (Figura 4a).

A menor redugdo na abertura estomatica (58 % em IACSP 94-2094 vs. 72 % em
IACSP 96-2042) teve relagdo com a manutencdo do crescimento (Figuras 10a e 11a).
Esses resultados corroboram o relato de SMIT & SINGELS (2006), no qual gendtipos
mais tolerantes a seca mantém maior abertura estomatica e potencial da dgua na folha
que os gendtipos suscetiveis quando submetidos ao déficit hidrico.

O fechamento estomatico ocorre também devido a sinalizagdo do sistema
radicular em condicdo de baixa disponibilidade hidrica no solo, podendo acontecer
mesmo antes de alteracdes significativas na hidratagdo foliar (LIU et al.,, 2003;
PIMENTEL, 2004). Esse tipo de sinalizagdo quimica tem sido observado em plantas e
esta normalmente associado com o aumento no conteudo Ca+2, H', K, variacdo do pH
da seiva e também com o aumento da concentragdo de ABA na folha, podendo esse ser
proveniente das raizes ou remobilizado na parte aérea (DAVIES & ZHANG, 1991;
HEILMEIER et al., 2007; LIU et al., 2003; MEINZER et al., 1991; OUTLAW JR,
2003; PARRY, 1993; POPOVA et al., 2000; SMITH et al., 2005).

Em plantas de cana-de-agucar, a sinalizacdo quimica e hidraulica tem sido

relatada como causa do fechamento estomatico em condi¢do de déficit hidrico,
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ocorrendo quando ha menor absor¢ao de dgua ou mesmo pela desidratagdo parcial do
sistema radicular (DAVIES & ZHANG, 1991; MEINZER et al., 1991; SALIENDRA &
MEINZER, 1989).

Portanto, pode-se inferir que a variagdo de gs no genotipo IACSP 94-2094 foi
regulada por aspectos quimicos (sinalizagdo quimica) uma vez que a parte aérea nao
apresentou variacdo de y (sinalizagdo hidraulica). De acordo, DAVIES & ZHANG
(1991) reportaram boa correlagdo entre ABA e fechamento estomatico mesmo sem
variagdes significativas no balanco hidrico da parte aérea em condicdo de déficit
hidrico. Essa resposta antecipada ao déficit hidrico também foi relatada por CORNIC et
al. (1992), LIU et al. (2003), PIMENTEL (2004) e YORDANOV et al. (2003).

Mesmo em situagdes em que i ndo foi afetado, houve boa correlagdo entre o
aumento de ABA ¢ o fechamento estomatico em plantas de cana-de-agucar (SMITH et
al.,, 1999). Esses relatos coincidem com o observado no cultivar IACSP 94-2094
(Tabela 1, Figuras 3 e 4), reafirmando a importancia do sistema radicular como fonte de
sinais quimicos na prevencao de potenciais danos causados pelo déficit hidrico.

Outro tipo de sinalizagdo quimica refere-se ao aumento do conteudo de Sac nos
tecidos vegetais, em especial nas células-guarda dos estomatos (LU et al., 1997). Assim
o maior fechamento estomatico detectado no clone IAC 96-2042 poderia ser uma
conseqiiéncia do aumento significativo de Sac em condicdo de déficit hidrico (Figuras
4c e 9b). Essa redugdo da abertura estomatica causaria aumento na eficiéncia do uso da
agua (LU et al., 1997), todavia, aumento de EUA; ocorreu apenas em IACSP 94-2094
(Tabela 3). Esse resultado indica que o aumento da eficiéncia do uso da 4dgua ¢ um
mecanismo complexo, cujos determinantes sdo variados e estdo envolvidos com o
metabolismo fotossintético e o processo de transpiracao.

A sinaliza¢do envolvida com a maior sensibilidade do cultivar IACSP 94-2094 a
reducdo da disponibilidade de 4gua no solo representa um aspecto da coordenagdo entre
o sistema radicular e a parte aérea visando a manuten¢do da hidratacdo das plantas, o
que ¢ uma caracteristica variavel em gendtipos de cana-de-agucar (SMIT & SINGELS,
2006; SMITH et al., 2005).

A redugdo da abertura estomatica causou decréscimo significativo em E nos trés
genotipos estudados em condicdo de déficit hidrico (Figuras 3, 4 e 6). Logo, pode-se
considerar que a reducdo do uso da agua pelo decréscimo de E foi uma estratégia bem
sucedida nos trés genoétipos. Todavia, tal estratégia ndo conseguiu evitar a reducao no

actmulo de fitomassa do genotipo IACSP 96-2042 (Figura 11a).
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Os decréscimos de Qs induzidos pelo déficit hidrico também afetaram Py,
resultado esperado e amplamente relatado em espécies cultivadas (CHAVES et al.,,
2002; 2008; CORNIC et al., 1992; MACHADO, 1987; PIMENTEL, 2004; RAE et al.,
2005; SINGELS et al., 2005). A principio, os efeitos da menor gs na fotossintese seriam
decorrentes da reducao na concentracdo de CO, no mesofilo foliar, sendo denominada
de limitacao estomatica (CHAVES et al., 2002; DU et al., 1998; FARQUHAR &
SHARKEY, 1982; LAWLOR & CORNIC, 2002; YORDANOV et al., 2003).

Com o agravamento do déficit hidrico, as reagdes bioquimicas da fotossintese
poderiam ser afetadas, havendo limitagdes de origem estomatica e ndo estomatica em
condi¢do de maximo estresse (CORNIC et al. 1992). Redugdes significativas em Px/Cy,
medida indireta da eficiéncia de carboxila¢do, foram observadas nos gendtipos IACSP
96-2042 ¢ SP 87-365 em condicao de déficit hidrico (Tabela 3).

Em condicdo de seca, ocorre a alcalinizagdo do estroma e conseqiiente
inativacdo de algumas enzimas fotossintéticas, dentre elas a RuBP carboxilase ¢ a
fosfoenolpiruvato carboxilase (KAISER, 1987), estando essas alteracdes relacionadas a
menor produ¢do de ATP (CORNIC et al., 1992). LAWLOR (2002) comenta que a
menor sintese e/ou regeneracdo de RuBP devido a menor produg¢do de ATP sdo os
principais fatores relacionados a reducao fotossintese em plantas submetidas a déficit
hidrico. Todavia, essas alteracdes ocorrem apenas em condicdo de estresse severo,
sendo a fotossintese regulada primariamente pelas limitagdes de origem difusiva
(BOTA et al., 2004; CORNIC et al., 1992; LAWLOR, 2002).

No maximo déficit hidrico, as plantas dos gendtipos SP 87-365 ¢ IACSP 96-
2042 apresentaram y medido na antemanha inferior a —1,7 MPa em condi¢do déficit
hidrico (Tabela 1) e, provavelmente, ocorreram reducdes nessa variavel com o passar do
dia. Em milheiro com y ao redor de —2,0 MPa, houve limitagdo bioquimica da
fotossintese pela reducdo da atividade da anidrase carbdnica, da fosfoenolpiruvato
carboxilase e da RuBP carboxilase (PRAKASH & RAO, 1996).

INMAN-BAMBER & SMITH (2005) relatam que a limitagdo metabolica da
fotossintese inicia-se quando os tecidos foliares de cana-de-acucar atingem y inferior a
-1,2 MPa. Em estudo conduzido com quatro espécies de gramineas, GHANNOUM et al.
(2003) concluiram que o estresse hidrico reduziu a fotossintese das plantas devido a
limitagdes de origem bioquimica. Esse efeito foi constatado em plantas com y de —2.8

MPa e contetdo relativo de agua de 40 %.
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Considerando os aspectos tratados até o momento, houve redu¢ao de Py devido
a limitagdes de origem estomatica e metabolica em IACSP 96-2042 e SP 87-365 e
apenas estomatica em [ACSP 94-2094 quando submetidos a condicdo de déficit hidrico
(Tabelas 1 e 3, Figuras 3 e 4). A suscetibilidade de Py ao déficit hidrico foi maior em
IACSP 96-2042 ¢ menor em IACSP 94-2094 (Figura 6). O material com Py menos
afetada, i.e., IACSP 94-2094 (Figura 6a), apresentou manutencdo do crescimento
vegetativo em condi¢do limitante (Figuras 10a e 11a).

Como todos os gendtipos apresentaram valores de (s inferiores a
0,05 mol m™” s no maximo déficit hidrico, pode-se sugerir que a ocorréncia de dano
bioquimico na fotossintese de TACSP 96-2042 tem relacdo com o estresse oxidativo
induzido pela seca (CHAVES et al. 2008; FLEXAS et al., 2006), causando também
danos fotoquimicos as plantas (Tabela 3, Figuras 7 e 8).

Considerando o ABA como um mensageiro primario para a indugdo do
fechamento estomatico e ainda que o cultivar IACSP 94-2094 apresentou reducao da
abertura estomadtica dois dias antes do que os demais genotipos, pode-se admitir que as
folhas desse genotipo permaneceram mais tempo expostas ao ABA. Sabe-se que esse
hormonio vegetal permite maior assimilagcdo de CO; e induz maior atividade do ciclo de
xantofilas em longo prazo (JIA & LU, 2003). Logo, esse aspecto poderia estar
envolvido com a menor sensibilidade de Py em [AC 94-2094 ao déficit hidrico (Figuras
3,4¢0).

Além de ser menos afetado pelo déficit hidrico, o cultivar IACSP 94-2094
também apresentou rapida e completa recuperacao das trocas gasosas apos a reidratacao
do solo (Figuras 3 e 4). Bom desempenho durante a recuperagcdo também foi observado
em SP 87-365 (Figuras 3 e 4). Esta recuperagdo pode ter auxiliado os genotipos IACSP
94-2094 ¢ SP 87-365 a manterem a producdo de fitomassa (Figura 11a). Contudo, o
fraco desempenho dos genotipos IACSP 96-2042 e SP 87-365 durante o déficit hidrico
esteve correlacionado com redugdes no conteudo de sdlidos soluveis no caldo (Figura
11b).

O clone TACSP 96-2042 apresentou lenta e incompleta recuperagdo de gs e Px
mesmo uma semana apos a reidratagao do solo (Figuras 3 e 4). FLEXAS et al. (2006)
comentam que tanto a velocidade como a extensdo da recuperacdo sdo afetadas pelo
estresse oxidativo gerado por déficit hidrico severo, sendo observada rapida recuperagao

em plantas com alta atividade do sistema antioxidante e alto contetido de antioxidantes.
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De fato, o estresse oxidativo no clone IACSP 96-2042 também ¢ sugerido pelos
resultados de prolina, como comentado anteriormente.

De acordo com GRZESIAK et al. (2006), a eficiente remogao dos efeitos
negativos do déficit hidrico pelas plantas é uma caracteristica de gendtipos resistentes a
esse tipo de estresse. Ainda, aspectos relacionados a expressdo de genes que levam a
nova sintese de proteinas da fotossintese (ex. RuBP carboxilase/oxigenase ativase)
podem interferir na recuperacdo das plantas apds o déficit hidrico (CHAVES et al.,,
2008).

Outro aspecto importante na recuperacao das plantas seria o balango hormonal,
uma vez que citocininas e auxinas reduzem o efeito do déficit hidrico e melhoram o
desempenho das plantas durante a reidratacdo (DAVIES & ZHANG, 1991; KRAMER
& BOYER, 1995; YORDANOV et al., 2003). Em relagdo a citocinina, DAVIES &
ZHANG (1991) sugerem que a redugdo da sintese desse hormonio vegetal pode estar
associada a menor de gs em plantas de cana-de-agucar sob déficit hidrico.

Importante salientar que independente do tipo de sinalizagdo, as espécies mais
tolerantes a seca apresentam um controle estomatico fino que permite a fixagao de CO,
durante o déficit hidrico e/ou a rapida abertura dos estdomatos quando ha aumento da
disponibilidade hidrica devido a reidratagdo (YORDANOV et al., 2003). Essas sao
caracteristicas encontradas no cultivar IACSP 94-2094 (Figuras 3 ¢ 4).

Em relag¢do ao aspecto fotoquimico da fotossintese, a maior reducdo de Fy/Fy
em IACSP 96-2042 (Figura 7) confirma a sua maior sensibilidade ao déficit hidrico.
Essa afirmativa é refor¢ada pela reducdo de AF/Fy’ e ETR e aumento de NPQ
observado apenas no clone TACSP 96-2042 (Figura 8). Os decréscimos de Fvy/Fy,
AF/Fy e ETR em IACSP 96-2042 poderiam ser motivados pela reducao no conteudo
de clorofila (AKRAM et al., 2007), reduzido significativamente pelo déficit hidrico em
todos os genotipos estudados (Tabela 4). No entanto, os cultivares IACSP 94-2094 e SP
87-365 apresentaram alto Fv/Fy, AF/Fy € ETR mesmo com a redu¢do do contetido de
clorofila em condi¢do de déficit hidrico. Portanto, pode-se considerar que as variagdes
observadas no contetido de clorofila foram insuficientes para causar decréscimos
significativos na eficiéncia fotoquimica dos genotipos estudados (Figuras 7 e 8).

Nossos resultados estdo parcialmente em desacordo com o trabalho de SILVA et
al. (2007), no qual houve concordancia entre a reducdo no conteudo de clorofila e em

Fv/Fm nos genétipos de cana-de-agucar mais sensiveis a seca. No entanto, deve-se
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atentar para os efeitos da interagdo entre a seca e a alta temperatura na atividade
fotoquimica, observada no estudo conduzido por SILVA et al. (2007) e que poderia
causar reducgoes em Fy/Fy;.

O aumento de NPQ em IACSP 96-2042 poderia ser uma conseqiiéncia indireta
da alta sensibilidade de Px ao déficit hidrico. O menor consumo dos produtos da
atividade fotoquimica (ATP e NADPH) pelo baixo Py levaria ao aumento do gradiente
de potencial eletroquimico nas membranas dos tilacodides, que por sua vez causaria
aumento na extin¢ao nao fotoquimica da fluorescéncia, indicado por NPQ (HORTON et
al., 1996), ou mesmo reducao de AF/Fy (BAKER & ROSENQVIST, 2004). Esse
mecanismo regulatorio tenta manter a eficiéncia dos fotossistemas, sendo reconhecido
como uma estratégia de fotoprotecdo (CHAVES et al., 2002; CORNIC et al., 1992;
HORTON et al., 1996; YORDANOV et al., 2003) e de adaptagdo fotossintética em
curto prazo (BISWAL & BISWAL, 1999) a condicdes adversas.

A sensivel reducdo da eficiéncia fotoquimica em TACSP 96-2042 poderia ainda
ser causada pelo estresse oxidativo induzido pela falta de 4gua no solo, conforme
sugerido por CHAVES et al. (2008) e FLEXAS et al. (2006). Embora a grande maioria
dos estresses ambientais cause dano oxidativo na estrutura celular em plantas (BISWAL
& BISWAL, 1999), estudos sdo necessarios para comprovar a relagdo do déficit hidrico
com a redugdo da atividade fotoquimica nos genotipos de cana-de-agtcar avaliados.

A auséncia de alteragdes significativas em Fvy/Fy do cultivar IACSP 94-2094
mesmo em condicdo de déficit hidrico e no periodo de maior demanda atmosférica
(tarde) poderia estar relacionada a modificagdes morfologicas na folha. O enrolamento
em espiral das folhas foi um fendmeno notado nesse genotipo, mesmo em condigdes
controle. Segundo MEDRANO & FLEXAS (2003), mudangas de orientacdo do limbo
foliar podem causar menor captacdo de energia solar e assim impedir o excesso de
energia em momentos em que a utilizacdo da mesma ¢ comprometida. Esse mecanismo
manteria a atividade fotoquimica, o que poderia ser indicado pela nao reducdo de Fy/Fu
em IACSP 94-2094 em condicao de seca.

PIMENTEL (2004) relata o enrolamento das folhas como um mecanismo
fisiologico de tolerancia a seca que ocorre em plantas com alto contetido de 4gua nas
folhas. De fato, o enrolamento aumentaria a umidade do ar préximo a folha e causaria
menor fechamento estomatico, além de diminuir a interagdo entre a folha e o ar

circulante e assim reduzir a perda de dgua por transpiragdo. Essa caracteristica foi
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reportada em cana-de-agucar, porém com grande variacdo genotipica (INMAN-
BAMBER & SMITH, 2005; RUTHERFORD, 1989).

Uma vez que ETR foi afetado apenas em TACSP 96-2042 pelo déficit hidrico
(Figura 8), supde-se que a sintese de ATP foi reduzida apenas nesse gendtipo. Esse
resultado confirma a alta tolerancia do aparato fotoquimico ao déficit hidrico (CORNIC
et al., 1992; LAWLOR, 2002; YORDANOV et al., 2003). Desde que considerada a
variavel ETR como uma medida global do desempenho fotossintético em termos de
transformagdo de energia luminosa em energia quimica, as alteracdes na atividade
fotoquimica observadas em plantas sob déficit hidrico foram insuficientes para limitar
Px nos gendtipos IACSP 94-2094 e SP 87-365.

Nas plantas sob boa disponibilidade hidrica, os contetidos de AST, AMI e CTNE
estdo bem proximos dos relatados por MACHADO et al. (2008) em plantas do cultivar
RB 83-5486 no estadio inicial de desenvolvimento. Curiosamente, o decréscimo de Py
devido ao déficit hidrico ndo limitou a quantidade de carboidratos foliares nos trés
genotipos estudados no momento de méximo de déficit hidrico (Figura 9d). Ao
contrario, o déficit hidrico causou aumento em CTNE nos gendtipos IACSP 94-2094 e
IACSP 96-2042, sendo basicamente decorrente do aumento em AST (Figura 9a,d).

A diferenga bésica entre esses dois gendtipos seria que o IACSP 94-2094
acumulou carboidratos soliiveis que ndo a Sac, enquanto que o aumento de AST em
IACSP 96-2042 foi devido a incrementos no conteido de Sac em condicdo de déficit
hidrico (Figura 9). A trealose poderia ser um agucar acumulado em condicdo de déficit
hidrico por IACSP 94-2094, uma vez que esse dissacarideo foi acumulado em plantas
de cana-de-acgucar tolerantes a seca, causando estabilidade da estrutura celular (ZHANG
et al., 2006). Alguns autores verificaram acumulo de frutose-2,6-bisfosfato, triose-P,
glicose e frutose em plantas sob déficit hidrico (LAWLOR & CORNIC, 2002; TANG et
al., 2002).

Ademais, o decréscimo de Py em IACSP 94-2094 ¢ IACSP 96-2042 sob déficit
hidrico poderia ser conseqiiéncia da redu¢do da expressdo de genes relacionados a
fotossintese. Essa possibilidade baseia-se no fato do acaimulo de hexoses apresentar um
retroefeito inibitorio em Py de plantas de cana-de-agucar (MCCORMICK et al., 2008Db).

Nesse estudo, o acumulo de Sac em condicdo de déficit hidrico contraria o
relatado por INMAN-BAMBER & SMITH (2005), sugerindo que a sintese de sacarose
¢ mantida mesmo em 1 inferior a —1,8 MPa (Tabela 1, Figura 9b). Recentemente,

FRESNEAU et al. (2007) observaram aumento na atividade da sacarose fosfato sintase

49



em plantas submetidas ao déficit hidrico, o que explicaria o aumento em Sac nos
gendtipos IAC (Figura 9b). Ainda, deve-se considerar que o aumento em Sac pode ter
sido ocasionado pela menor demanda dos drenos (CORNIC et al., 1992) em IACSP 96-
2042, uma vez o crescimento desse clone foi reduzido em condi¢do de seca.

Como a pequena reserva de amido nao apresentou alteragdo devido ao déficit
hidrico, pode-se afirmar que os aumentos em AST e Sac foram promovidos pelo
aumento na sintese em [ACSP 94-2094 e IACSP 96-2042. Como comentado
anteriormente, esses agucares devem estar relacionados com mecanismos fisioldgicos
para a manutengdo do crescimento e metabolismo celular, cuja eficiéncia protetora foi
aparente apenas no cultivar IACSP 94-2094.

Uma questdo importante a ser tratada ¢ a alta Py do clone IACSP 96-2042 em
condi¢des de boa disponibilidade hidrica (Figuras 3 e 4). SALIENDRA et al. (1996)
observaram consideravel variagdo genotipica na atividade da RuBP carboxilase em
cana-de-agicar, o que poderia explicar a maior Py em IACSP 96-2042. Essa
superioridade em termos de fixa¢do de CO; em relacdo ao genotipo IACSP 94-2094 foi
confirmada pelo maior crescimento das plantas no tratamento controle (Figuras 10a,c e
11a). Esse aspecto torna-se essencial no estudo do desempenho de genotipos de cana-
de-acucar em condi¢ao de seca, pois o porte final do clone IACSP 96-2042 submetido
ao déficit hidrico foi similar ao dos cultivares IACSP 94-2094 (mais tolerante ao déficit
hidrico) e SP 87-365 em condig¢des de boa disponibilidade hidrica (Figuras 10a-c e 11a).

Nesse momento ¢ importante definir a diferenga entre os gendtipos tolerantes
(ex. IACSP 94-2094) e produtivos (ex. IACSP 96-2042) em condi¢ao de déficit hidrico.
No primeiro caso, consideram-se aqueles genotipos que apresentam mecanismos
fisiologicos capazes de manter o crescimento da planta em condigdo restritiva, enquanto
que no segundo caso, sdo considerados os genotipos que mesmo sendo severamente

afetados pelo déficit hidrico, apresentam bom crescimento e acumulo de massa seca.

5.3 Alteracdes na biometria

As variagdes no crescimento em altura das plantas aos 124 DAP e na produgao
de massa seca de colmo e conteido de sélidos soluveis no caldo aos 318 DAP nos
genotipos estudados devido ao déficit hidrico foram discutidos anteriormente, a luz das
variagOes na fotossintese e das relagdes hidricas foliares. No entanto, vale ressaltar que

o gendtipo menos afetado pela falta d’agua foi o que manteve o crescimento, i.e.,
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IACSP 94-2094. No lado oposto, o clone IACSP 96-2042 foi mais afetado pelo déficit
hidrico, apresentando maior reducdo do porte da planta (Figuras 10a-c e 11a).

A reducdo do crescimento pelo déficit hidrico ¢ devida a restricdes tanto na
divisdo como no alongamento celular em cana-de-agucar. Decréscimos na expansao das
folhas e colmo ocorrem antes da reducdo de NFV, sendo posteriormente afetado o
acumulo de fitomassa e de sacarose INMAN-BAMBER, 2004).

Os trés genotipos avaliados apresentaram reducdo significativa em NFV e
aumento de NFS devido ao déficit hidrico, sendo as maiores diferengas observadas no
cultivar TACSP 94-2094 (Figura 10d-i). SMIT & SINGELS (2006) relatam que a
senescéncia foliar ¢ mais responsiva ao déficit hidrico, ocorrendo a redugdo no
surgimento de folhas posteriormente. A ocorréncia de reducdo de NFV em plantas com
baixo conteudo de agua tem sido descrita (INMAN-BAMBER, 2004; PIMENTEL,
2004), sendo uma estratégia para reduzir a superficie transpirante e também reduzir o
gasto metabolico para a manuten¢do dos tecidos (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005;
INMAN-BAMBER et al., 2008; SMIT & SINGELS, 2006).

Embora a senescéncia foliar e a paralisagdo do surgimento de folhas sejam
respostas gendtipo-dependentes ao déficit hidrico em plantas de cana-de-agicar (SMIT
& SINGELS, 2006) e INMAN-BAMBER (2004) sugira que NFV possa ser usado como
indicador de déficit hidrico em plantas de cana-de-acucar, os resultados de NFV e NFS
ndo indicam diferencas significativas entre o genotipo tolerante (IACSP 94-2094) e o
sensivel (IACSP 96-2042) a baixa disponibilidade hidrica (Figura 10d-1).

A tolerancia a seca também se baseia na capacidade de exploracdo do solo pelo
sistema radicular das plantas (PIMENTEL, 2004), aspecto que nao foi considerado no
presente estudo. SMITH et al. (2005) comentam que a condutancia hidraulica da raiz e a
do estdmato estao correlacionadas em cana-de-aglicar e que a interacdo entre essas duas
varidveis € o que regula . As modificacdes em gs de IACSP 94-2094 antes mesmo de
alteracdes significativas em y indicam o relevante papel das raizes no desenvolvimento
da cana-de-agucar frente a mudangas ambientais (SMITH et al., 2005).

Pesquisas que envolvam as respostas morfo-fisiologicas das plantas ao déficit
hidrico devem ser priorizadas uma vez que as previsdes indicam que as mudancas
climaticas irdo aumentar a incidéncia de estresses ambientais como a seca e a salinidade
(LORETO & CENTRITTO, 2008). Tais estudos devem buscar o entendimento dos
fatores endogenos que promovem a tolerdncia a seca, sendo essencial a integracao entre

fisiologistas e melhoristas vegetais. Esses aspectos sdo importantes para a
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sustentabilidade da cultura canavieira numa nova Era cuja produgdo e a utilizagdo

eficiente da bioenergia serdo algumas das prioridades sociais e econdmicas.

6 CONCLUSOES

O gendtipo tolerante IACSP 94-2094 apresenta fechamento estomatico
antecipado em resposta ao déficit hidrico, mantendo o potencial da dgua na folha
quando esse déficit hidrico é imposto na fase inicial de desenvolvimento. O aciimulo de
carboidratos soluveis — que ndo a sacarose — também esta relacionado com o melhor
desempenho em condicdo limitante. O melhor balan¢o de 4gua na planta faz com que os
estomatos permane¢am menos fechados ao longo do déficit hidrico, permitindo com que
as plantas apresentem menor reduc¢do na assimilacdo de CO,. Essas respostas foram
responsaveis pela manutencdo do crescimento mesmo em condicoes de baixa
disponibilidade hidrica.

O clone TACSP 96-2042, também previamente considerado produtivo em
condi¢des limitantes, ndo apresenta mecanismos de tolerancia a seca na fase inicial de
desenvolvimento. As reducdes na producdo de fitomassa e na qualidade tecnoldgica
desse material em condi¢cdes de baixa disponibilidade hidrica estdo associadas a
limitacdes de origem estomdtica e ndo estomatica (fotoquimica e bioquimica) da
fotossintese. Portanto, o bom rendimento desse clone em condi¢do de campo deve estar
associado a maior atividade fotossintética quando a disponibilidade de dgua no solo nao
¢ restritiva.

Em comparacdo com os genotipos IACSP 94-2094 e IACSP 96-2042, o cultivar
SP 87-365 apresenta comportamento intermediario em condigdo de déficit hidrico sem
exibir caracteristicas fisioldgicas que evidenciem de forma clara a suscetibilidade a
condi¢des hidricas adversas. O desempenho intermedidrio em condicdo limitante
permitiu efeito negativo do déficit hidrico apenas na qualidade tecnoldgica do caldo.
Uma vez que esse material ¢ considerado suscetivel ao déficit hidrico, a provavel fase
de maior suscetibilidade deve ocorrer posteriormente ao periodo inicial de

desenvolvimento.
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