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15 °C, sem rega (baixa temperatura radicular + déficit hidrico). Valor
MEdio (N=3) £ deSVIO PAUIE0........cccerererierieieire e

Eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/C;) nos genotipos de cana-de-
acucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP
— A e C) eno final da recuperacao (120 DAP -BeD)as8:00h (AeB)e
as 13:00 h (C e D). 25 H+ representa os tratamentos com temperatura
radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura radicular de
25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15 °C,
com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de
15 °C, sem rega (baixa temperatura radicular + déficit hidrico). Valor
MEdio (N=3) £ deSVIO PAAIA0..........cceieerieeie it

Eficiéncia intrinseca no uso da agua (EUA)) nos gendtipos de cana-de-
acucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP
— A e C) e no final da recuperagdo (120 DAP -BeD)as8:00h (AeB)e
as 13:00 h (C e D). 25 H+ representa os tratamentos com temperatura
radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura radicular de
25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15 °C,
com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de
15 °C, sem rega (baixa temperatura radicular + déficit hidrico). Valor
MEdio (N=3) + deSVIO PAAIE0........ccereererierieeeeee e

Teores (clorofiLOG) de clorofila a (A e B), de clorofila b (C e D) e razédo
a:b (E e F) nos genodtipos de cana-de-aglcar IACSP 94-2094 e IACSP
97-7065 no dia de maximo estresse (116 DAP) e no final da recuperacéo
(120 DAP), nos tratamentos com temperatura radicular de 25 °C (A, C e
E) e de 15 °C (B, D e F). 94-2094 H+ e 97-7065 H+ representam 0s
tratamentos com rega dos genotipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065,
respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem rega.
Valor médio (n=4) = desVio PAdra0.........cccceriririeriieiiee e,

Eficiéncia potencial do fotossistema Il no escuro (F\/Fy) nos genotipos
de cana-de-agucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse
(116 DAP — A e C) e no final da recuperacdo (120 DAP — B e D) as 7:00
h (AeB)eas12:00 h (C e D). 25 H+ representa os tratamentos com
temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura
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Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura
radicular de 15 °C, com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-,
temperatura radicular de 15 °C, sem rega (baixa temperatura radicular +
déficit hidrico). Valor médio (n=3) + desvio padréo..........ccccccevvrvververnenne.

Eficiéncia potencial do fotossistema Il em tecidos iluminados (Fy /Fn”)
nos gendtipos de cana-de-agcucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no
maximo estresse (116 DAP — A e C) e no final da recuperagéo (120 DAP
—BeD)as 7:00 h (AeB)eas12:00 h (C e D). 25 H+ representa 0s
tratamentos com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25
H-, temperatura radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+,
temperatura radicular de 15 °C, com rega (baixa temperatura radicular);
15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega (baixa temperatura
radicular + déficit hidrico). Valor médio (n=3) + desvio padréo.................

Transporte aparente de elétrons (ETR) nos gendtipos de cana-de-agucar
IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP — A e
C) e no final da recuperacdo (120 DAP —B e D) as 7:00 h (A e B) e as
12:00 h (C e D). 25 H+ representa os tratamentos com temperatura
radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura radicular de
25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15 °C,
com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de
15 °C, sem rega (baixa temperatura radicular+ déficit hidrico). Valor
MEdio (N=4) £ deSVIO PAAIE0..........ccevierieeiecie e

Conteudo de agUcares sollveis (A e B - AST), sacarose (C e D - Sac),
amido (E e F - AMI) e carboidratos totais ndo estruturais (G e H - CTNE)
nas raizes dos genotipos de cana-de-agucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-
7065 no méaximo estresse (116 DAP) e no final da recuperacdo (120
DAP), nos tratamentos com temperatura radicular de 25 °C (A, C, Ee G)
e de 15 °C (B, D, F e H). 94-2094 H+ e 97-7065 H+ representam 0s
tratamentos com rega dos gendétipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065,
respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem
rega.Valor médio (n=4) £ desvio padréo.........ccccooererererienenniene e

Conteldo de acucares soltveis (A e B - AST), sacarose (C e D - SAC),
amido (E e F - AMI) e carboidratos totais ndo estruturais (G e H - CTNE)
nas folhas dos genotipos de cana-de-agucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-
7065 no méximo estresse (116 DAP) e no final da recuperagdo (120
DAP), nos tratamentos com temperatura radicular de 25 °C (A, C, E e G)
e de 15 °C (B, D, F e H). Avaliac¢des realizadas na folha +3 coletadas as
12:30 h. 94-2094 H+ e 97-7065 H+ representam o0s tratamentos com rega
dos genotipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065, respectivamente; 94-
2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem rega. Valor médio (n=4) *
AESVIO PAATAD. ....veeeeeeeee sttt

Atividade de dismutases de superdxidos (SOD) nos gendtipos de cana-
de-agucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116
DAP) e no final da recuperacéo (120 DAP), nos tratamentos de 25 °C (A)
e de 15 °C (B). 94-2094 H+ e 97-7065 H+ representam os tratamentos
com rega dos genétipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065,
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Figura 31 -

Figura 32 -

Figura 33 -

respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem rega.
Valor médio (n=4) £ desvio Padrd0..........ccccevereiierrieerieeieseese e

Atividade das peroxidases de ascorbato (APX) nos gendtipos de cana-de-
acucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP)
e no final da recuperacdo (120 DAP), nos tratamentos com temperatura
radicular de 25 °C (A) e de 15 °C (B). 94-2094 H+ e 97-7065 H+
representam os tratamentos com rega dos genotipos IACSP 94-2094 e
IACSP 97-7065, respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, o0s
tratamentos sem rega. Valor médio (n=4) + desvio padrao.............cccceve..

Atividade de catalases (CAT) nos gendtipos de cana-de-agucar IACSP
94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP) e no final da
recuperacdo (120 DAP), nos tratamentos com temperatura radicular de
25 °C (A) e de 15 °C (B). 94-2094 H+ e 97-7065 H+ representam o0s
tratamentos com rega dos genotipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065,
respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem rega.
Valor médio (n=4) £ desVio Padrao..........ccccceeveiieiiieiieie e

Peroxidacdo de lipideos (TBARS) nos genotipos de cana-de-agUcar
IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP) e no
final da recuperacdo (120 DAP), nos tratamentos com temperatura
radicular de 25 °C (A) e de 15 °C (B). 94-2094 H+ e 97-7065 H+
representam os tratamentos com rega dos genétipos IACSP 94-2094 e
IACSP 97-7065, respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, o0s
tratamentos sem rega. Valor medio (n=4) + desvio padrao............c.c.ceueuv..

72

73

XV



Respostas fisioldgicas de dois gendtipos de cana-de-acucar submetidos a deficiéncia
hidrica e a baixa temperatura no sistema radicular

RESUMO

Os estresses abioticos de frio e de seca s@o caracteristicas tipicas do inverno do Estado
de Sédo Paulo. Estas condi¢des podem ocorrer separada ou simultaneamente, sendo comuns no
ciclo da cana-de-acucar. O objetivo desta pesquisa foi testar as hipteses de que a resisténcia de alguns
genotipos de cana-de-aglcar as condicOes de estresse de baixa temperatura radicular e de déficit
hidrico deve-se a manutencdo do status hidrico da planta e a uma rapida recuperacdo do
crescimento ap0s 0s estresses. Também ocorre porque 0S genotipos resistentes apresentam
menor restricdo da assimilacdo de carbono e maior ativagdo dos sistemas de defesa
antioxidantes. Para tanto foram usados 0s gendtipos brasileiros de cana-de-agucar IACSP 94-
2094, tolerante, e IACSP 97-7065, suscetivel a seca, em fase inicial de crescimento. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e o tratamento controle foi feito com o
sistema radicular sob 25 °C e irrigacdo adequada (25 H+). No tratamento de déficit hidrico, o
sistema radicular foi mantido a 25 °C com suspensao da rega (25 H-), enquanto no tratamento
de baixa temperatura, o sistema radicular foi mantido a 15 °C (15 H+). Os dois estresses
foram combinados pela imposicdo do tratamento de baixa temperatura radicular e de déficit
hidrico (15 H-). Medidas de trocas gasosas, de atividade fotoquimica, do conteido de
clorofilas, do potencial da agua na folha, do conteudo de carboidratos, do contetdo foliar de
aminoéacidos livres e de prolina, da atividade das enzimas do estresse oxidativo e biométricas
foram realizadas. Em 25 H-, ambos 0s genotipos apresentaram um rapido fechamento
estomatico. Porém, IACSP 94-2094 teve uma recuperacdo mais rapida ap0s a reidratacdo e
manteve a massa seca foliar, ndo vista em IACSP 97-7065. Ambos os gendtipos foram
prejudicados na atividade fotoquimica e de trocas gasosas. O aumento da atividade das
enzimas do estresse oxidativo s6 ocorreu em IACSP 94-2094. Em 15 H+, IACSP 94-2094 foi
menos afetado devido a manutencdo do crescimento, mas a atividade fotoquimica e de trocas
gasosas ndo foi afetada em nenhum genétipo. Uma possivel inibicdo da translocacdo de
acucares via floema ocorreu em IACSP 94-2094. Ndo houve ativagdo dos sistemas de defesa
antioxidante para nenhum dos genétipos. O tratamento de 15 H- ndo afetou a massa seca
foliar de IACSP 94-2094. Ja para IACSP 97-7065, tanto em 25 H- quanto em 15 H-, houve
uma inibi¢do semelhante da MS. O tratamento de 15 H- causou danos mais Severos ao aparato
fotossintético de IACSP 94-2094 que quando sob estresse apenas de seca. Para IACSP 97-

7065, os danos causados foram tdo severos quanto sob déficit hidrico. Este tratamento
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acarretou na maior ativacao dos sistemas de defesa antioxidantes para IACSP 94-2094 e no
maior aumento de TBARS, néo visto em IACSP 97-7065. Conclui-se que IACSP 94-2094
apresenta uma melhor aclimatagdo ao déficit hidrico isoladamente e que a baixa temperatura
radicular € menos severa que a seca para ambos os genotipos. Quando sob estresses
simultaneos, IACSP 94-2094 ¢ tdo afetado quanto IACSP 97-7065. Além disso, as respostas
das plantas aos diferentes estresses e as interagdes entre esses fatores sdo complexas e variam

entre 0s genotipos.

Palavras-chave: Estresses abioticos, frio, Saccharum ssp., seca.
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Physiological responses of two sugarcane genotypes submitted to water deficit and
low temperature at the root system

ABSTRACT

The abiotics stress of chill and drought are typical characteristics of the winter in the state of
Séo Paulo. These conditions can occur isolated or simultaneously and are common during the
sugarcane cycle. The aim of this research was to test the hypothesis that the resistance of
some sugarcane genotypes to the stress conditions of low root temperature and water deficit
must be due to the maintenance of the plant water status and a rapid growth recover after the
stresses. It also occurs because the resistant genotypes exhibit minor restriction of carbon
assimilation and major activation of the antioxidants defense systems. For this purpose it were
used the Brazilian’s sugarcane genotypes IACSP 94-2094, tolerant, and IACSP 97-7065,
susceptible to drought, in initial growth phase. The experiment was carried out under
greenhouse and the control treatment was conducted with the plant’s root at 25 °C and
adequate irrigation (25 H+). In the drought treatment, the plants root system was maintained
at 25 °C, but with suspension of watering (25 H-), while the low temperature treatment, the
root system was maintained at 15 °C with irrigation (15 H+). Finally, the two stresses were
combined by imposing the root chilling treatment together with water deficit (15 H-).
Measurements of leaf gas exchange, photochemical activity, chlorophyll content, leaf water
potential, leaf and roots carbohydrate, leaf free amino acids and proline contents, stress
oxidative enzymatic activities, and biometrics were performed. Under 25 H-, the two
genotypes presented fast stomatal closure. However, after rehydration; IACSP 94-2094
presented a faster recovering and maintained the foliar dry matter, which was not observed in
IACSP 97-7065. Both genotypes were affected in the photochemical activity and gas
exchange. The increase in the stress oxidative enzymes activities occurred only in IACSP 94-
2094. Under 15 H+, IACSP 94-2094 was less affected than IACSP 97-7065 because of the
maintenance of plant growth, but the photochemical activity and gas exchange did not show
any changes in both genotypes. A possible inhibition of the sucrose translocation by the
phloem occurred in IACP 94-2094. There was no activation of the antioxidants defense
systems for any genotypes. The 15 H- treatment did not affect the foliar dry weight for IACSP
94-2094. Nevertheless, for IACSP 97-7065, both at 25 H- and in 15 H-, there was similar
inhibition of dry matter. 15 H- caused damage to the photosynthetic apparatus of IACP 94-
2094 more severe than just drought stress. For IACSP 97-7065, the damages were as severe

as in drought stress. This treatment resulted in the highest activation of the antioxidants
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defense systems for IACSP 94-2094 and in the highest raise in TBARS, not seen in IACSP 97-
7065. Thus, it is concluded that IACSP 94-2094 presents a best acclimation of isolated
drought events and also that the root chilling is less severe than the drought for the two
genotypes. However, under simultaneously stresses, IACSP 94-2094 is as susceptible as
IACSP 97-7065. Besides, it was verified that the plant’s responses to different stresses and the

interaction between these factors are complex and vary between genotypes.

Key Words: Abiotic stress, chill, Saccharum ssp., drought.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agUcar € uma cultura de grande importancia econdémica, por ser matéria-
prima para a producao do agucar. Devido as questdes mundiais sobre a demanda e precos do
petrdleo, as pesquisas sobre fontes de energia renovaveis crescem. Neste contexto, a cana-de-
acucar € uma interessante fonte de bioenergia por produzir alta concentracdo de sacarose,
importante matéria-prima para a industria do etanol.

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-aclcar, com uma producdo de
569.062 mil toneladas. A regido centro-sul destaca-se com 89% dessa producéo, seguida pela
regido norte-nordeste, com 11% do total (UNICA, 2009). O Estado de Sdo Paulo é o mais
importante produtor brasileiro de cana-de-aglUcar e de etanol a partir da cana (ORTOLAN,
2006). O Estado de Sdo Paula apresenta uma grande diversidade climatica em sua extensao
(ROLIM et al., 2007), sendo que as areas produtoras de cana-de-acUcar estdo localizadas em
zonas com temperatura média anual entre 20 e 24 °C, com minima de 17 °C nos meses mais
frios e deficiéncia hidrica anual entre 10 e 140 mm, consideradas condic¢des favoraveis para
esta cultura (BRUNINI, 2010). Porém, a expansdo da cana-de-agucar no Estado de Sdo Paulo
é indispensavel e as areas para possivel expansdo apresentam restricdo hidrica de moderada a
alta (BRUNINI, 2007). Além disso, muitas das regiGes apresentam deficiéncia hidrica sazonal
elevada coincidente com a época de temperaturas mais baixas, 0 que caracteriza o inverno
seco deste Estado brasileiro (ROLIM, et al., 2007).

A consciéncia do impacto causado pelo uso da agua para irrigacdo esta cada vez mais
presente na sociedade e com isso é necessario conhecer a resposta das diferentes culturas ao
déficit hidrico (INMAN-BAMBER, 2004). Além disso, 0 aumento crescente da populacdo
mundial faz com que as areas exploradas para a producdo agricola crescam de forma
acelerada. Este avanco se dad em areas marginais e com sérios problemas de deficiéncia
hidrica, de pragas e doencas, de deficiéncia de nutrientes, entre outras condigdes restritivas. O
aumento da producdo das culturas nas ultimas décadas nao foi, em grande parte, consequéncia
do aumento da produtividade e sim da maior area explorada. Desta forma, torna-se necessaria
a selecdo de gendtipos adaptados & baixa disponibilidade de agua e nutrientes para o
desenvolvimento em areas com condigdes menos adequadas (PIMENTEL, 2004).

Uma das primeiras consequéncias fisiologicas para as plantas submetidas a seca ¢ a

diminuicdo da taxa fotossintética devido ao fechamento estomatico, fazendo com que a



assimilacdo de dioxido de carbono (CO,) seja reduzida (CHAVES, 1991; PIMENTEL, 2004).
Além disso, a agua costuma ser o principal fator limitante do crescimento da cana-de-agUcar
nos tropicos e subtrdpicos (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005)

Na cana-de-agUcar, a taxa fotossintética tem uma forte relagdo com o acimulo de
sacarose no colmo das plantas, ja& que grande parte do carbono fixado na fotossintese é
armazenada neste 6rgdo (MOORE & MARETZKI, 1996). O déficit hidrico se manifesta na
cana-de-agucar com a diminuicdo do alongamento foliar, seguido de senescéncia, reduzindo o
numero de folhas verdes (NFV) por colmo (INMAN-BAMBER, 2004). Este processo pode
levar a reducdo da interceptacdo da radiacdo solar e, consequentemente, da fotossintese
(SMIT & SINGELS, 2006).

As plantas tém uma “percep¢ao” da seca do solo ao redor das raizes e assim, além de
ocorrer um menor fluxo de &4gua para a parte aérea, mensageiros produzidos pelo sistema
radicular comunicam a parte aérea sobre o déficit de dgua “percebido” pelas raizes. A
desidratacdo excessiva da parte aérea é reduzida muitas vezes pelo fechamento parcial dos
estdbmatos, sob condi¢cbes limitantes de agua (DAVIES & ZHANG, 1991; PIMENTEL,
2004). As raizes tém um papel fundamental no controle da condutancia estomatica (gs) em
plantas de cana-de-acucar, em condicGes de seca (SALIENDRA & MEINZER, 1989).
Mesmo quando o potencial hidrico das folhas (%,,) esta alto, plantas em solos secos mostram
baixo gs. O fechamento estomatico estd relacionado com o aumento no contetdo foliar de
acido abscisico (ABA), sintetizado nas raizes (DAVIES et al.,, 1986), e com o ABA
remobilizado na parte aérea (HEILMEIER et al., 2007). Outros reguladores vegetais estdo
relacionados com a comunicacdo raiz-parte aérea, como auxinas e citocininas, causando
reversdo do fechamento estomatico, ocasionado pelo ABA (VYSOTSKAYA et al., 2001).

Segundo SALIENDRA & MEINZER (1989), o declinio na condutancia hidraulica das
raizes em solos secos se manifesta como um grande aumento no gradiente de pressao
hidrostéatica entre o solo e o xilema radicular. Como o sistema radicular funciona como um
sensor primario na deficiéncia hidrica, o dessecamento do solo ocasiona mudangas como
aumento da sintese de ABA e diminuicdo da sintese de citocininas, além de distdrbios no
metabolismo de nitrogénio. Todos esses produtos sdo exportados para a parte aérea, via
xilema, onde promoverdo mudancas no metabolismo, mesmo sem ter havido variacdo no
conteddo de agua das folhas (DAVIES et al., 1990). As sinalizacOes efetuadas pela raiz ndo
apenas influenciam as respostas estomaticas e consequentemente o ganho de carbono, mas
também a formacdo de folhas, expansdo foliar e outros processos de desenvolvimento
(DAVIES & ZHANG, 1991).



A cana-de-agUcar é uma cultura que tem a maior taxa de crescimento entre 25 °C e 35
°C sendo que 15 °C é uma temperatura que ocorre em regifes de plantagcdes de cana-de-
acucar e causa inibicdo de seu crescimento (EBRAHIM et al.,, 1998b). Eventos de
temperaturas abaixo da ideal para o crescimento da cana-de-agucar sdo comuns durante seu
ciclo, na estacdo de inverno. Semelhante aos sinais ocorridos durante o estresse hidrico, a
baixa temperatura radicular também provoca reducdo da gs (WAN et al., 1999) e
provavelmente sinalizadores raizes-parte aérea similares operam em plantas submetidas a seca
e a baixa temperatura (WAN et al., 2004). Alem disso, a baixa temperatura pode causar um
retardo do movimento da seiva do floema, 0 que acarreta em um acumulo de agUcares
soluveis, em especial a sacarose, diminuindo a taxa fotossintética (HARTT, 1965; KRAPP &
STITT, 1995). A inibicdo da fixacdo de carbono pode ser seguida de fotoinibicdo (HURRY &
HUNER, 1992).

O Instituto Agronémico langou cultivares produtivos de cana-de-agucar, porém pouco
se sabe sobre as causas da alta producdo de certas variedades. Os gendtipos apresentam
diferentes padrGes de desenvolvimento e de arquiteturas do sistema radicular, além das
respostas fisioldgicas sob estresse hidrico nas raizes e na parte aérea variarem muito. Alguns
gendtipos de cana-de-aclcar mostram uma rapida recuperacdo apds eventos de seca
(LANDELL et al., 2005). Trabalhos realizados com cana-de-actcar em condicdo de déficit
hidrico mostram que o genoétipo tolerante (i.e. IACSP 94-2094) apresenta mecanismos
fisioldgicos capazes de manter o crescimento da planta em condicgdo restritiva, enquanto o
gendtipo sensivel (i.e. IACSP 96-2042) é altamente produtivo sob condi¢es ndo limitantes,
mas severamente afetado pelo estresse hidrico (MACHADO et al., 2009).

A hipétese desta pesquisa foi de que genotipos de cana-de-aguUcar resistentes e
suscetiveis as condi¢bes de estresse como temperatura radicular abaixo da ideal e déficit
hidrico apresentam mecanismos distintos em respostas aos estresses. Além disso:

-a resisténcia deve-se a manutencdo do status hidrico da planta e a uma rapida
recuperacdo do crescimento apds os eventos de seca e de baixas temperaturas;

-a manutenc¢do do status hidrico da planta deve-se ao fechamento estomatico precoce
nestas condicdes de estresse;

-0s genotipos tolerantes a seca apresentam menor restricdo da assimilacdo de carbono
durante o desenvolvimento inicial em condic¢des de baixa temperatura e de deficit hidrico;

-a maior resisténcia de IACSP 94-2094 deve-se a maior ativacdo dos sistemas de

defesa antioxidantes;



-as respostas das plantas a baixa temperatura e ao déficit hidrico, quando ocorrem
isoladamente, sdo semelhantes. Quando aplicados simultaneamente, esses estresses sdo mais
severos para as plantas.

O objetivo deste projeto foi estudar as diferencas fisioldgicas de dois genotipos
brasileiros de cana-de-acUcar considerados tolerante (IACSP 94-2094) ou suscetivel (IACSP
97-7065) a seca, em resposta a temperatura no sistema radicular abaixo da ideal e a
deficiéncia hidrica em fase inicial de crescimento, para testar as hipoteses levantadas neste
trabalho.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos da cultura de cana-de-agucar

A cana-de-aclcar € uma graminea de origem asiatica que possui 0 metabolismo
fotossintético do tipo C4 do carbono, podendo alcancar uma taxa fotossintética proxima a 63
umol CO, m?s™ e produzir 40 g de fitomassa por m™, no qual a maior parte do carbono é
acumulada como sacarose nos vacuolos centrais das células parenquimaticas do entrend, no
colmo (MOORE & MARETZKI, 1996). E uma das poucas espécies que armazenam
carboidrato preferencialmente como sacarose e ndo como amido (TAIZ & ZEIGER, 2004).
Como o aumento da temperatura acentua a fotorrespiracdo em relacdo a fotossintese, as
vantagens de plantas C4 sdo mais evidentes nos trépicos (LONG et al., 2006), onde a cultura
da cana-de-agUcar é bastante presente. Isso se deve ao fato da fotorrespiracdo ser suprimida
devida a concentracdo de CO, nas células da bainha vascular, o sitio de a¢&o da ribulose 1,5
bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) (TAIZ & ZEIGER, 2004).

O conteudo de sacarose do colmo da cana-de-acUcar € o principal produto de interesse
desta cultura. Seu armazenamento depende do estadio de desenvolvimento, das condi¢des de
crescimento das plantas, além de fatores genotipicos (INMAN-BAMBER et al., 2008). Os
cultivares modernos de cana-de-agUcar sdo hibridos interespecificos que sob condicGes
adequadas acumulam mais de 20% da sua massa de matéria fresca na forma de sacarose no
colmo. Em contrapartida, as espécies selvagens armazenam menos de 2% (ZHU et al., 1997;
MOORE, 2005). Certamente essa grande diferenca ndo pode ser explicada somente como
variagfes na taxa fotossintética das diversas variedades desta espécie. O alto acimulo de

sacarose em cultivares de cana-de-agUcar pode ser alcangado pelo aumento da conversdo da



energia solar em carboidratos, além da particio dos fotoassimilados para 0s colmos
(SINGELS et al., 2005; MOORE, 2005).

O fluxo do floema, através das folhas como fonte e as células parenquimaticas do
colmo como principais drenos, também interferem no acimulo de sacarose (MOORE, 2005;
NOBREGA & DORNELAS, 2006). O tecido dreno, por sua vez, serve como regulador da
producdo de acucar e afeta a taxa fotossintética. Acucares soluveis, principalmente sacarose e
hexoses, sdo considerados sinalizadores metaboélicos de controle de relagdes fonte-dreno e de
efeitos de integracdo ambiental com o metabolismo da planta (PAUL & PELLNY, 2003).
Estas sinalizacGes sdo resultados da interacdo entre o gendtipo da planta, o estadio de
desenvolvimento e a condi¢do ambiental em que ela vive naquele momento (MOORE, 2005).

A cana-de-aclcar é uma planta muito presente nas regibes tropicais e subtropicais,
sendo que a disponibilidade de agua é o fator abidtico que mais limita sua produtividade
nesses locais (INMAN-BAMBER & SMIT, 2005). Além disso, estudos com plantas com
metabolismo de carbono do tipo C; mostram que estas espécies vegetais costumam ser
sensiveis a baixa temperatura, sendo que a temperatura Otima para seu desenvolvimento
normalmente é mais alta que de plantas do tipo C3 (DU et al., 1999). Os estudos das respostas
das plantas a baixa temperatura e a seca na maior parte dos trabalhos realizados sdo feitos de
forma separadas. Porém, esses estresses abidticos costumam ocorrer simultaneamente em
varias situacbes (RIEKERT VAN HEERDEN & KRUGER, 2002), como no inverno do

Estado de Séo Paulo.

2.2 A resposta das plantas ao déficit hidrico

A tolerancia das plantas a diferentes tipos de estresses refere-se a sua aptidao a passar
pela condicdo desfavoravel. O termo tolerancia € usado como sindnimo de resisténcia na
literatura (TAIZ & ZEIGER, 2004), mas segundo FAGERIA et al. (2006), a resisténcia seria
a habilidade da planta permanecer viva sob condi¢cdo estressante, conseguindo perpetuar a
espécie. Este conceito se divide em dois componentes: evitamento (do inglés, avoidance), que
estd mais relacionado com aspectos morfologicos, modificados ao longo do periodo do
estresse; e tolerancia, que considera em especial as habilidades fisiologicas das plantas. A
aclimatacdo diz respeito a mudancas em todos os niveis de organizagdo da planta (anatémico,
morfolégico e celular), mas ndo incluem alteracGes genéticas, que irdo ocorrer quando houver
a adaptacdo do vegetal no ambiente restritivo, o que contribuira para sua evolugéo
(PIMENTEL, 2004).



Muitos processos sdo afetados pelo deficit hidrico, sendo a agua frequentemente um
fator limitante do crescimento e desenvolvimento das culturas (GARDNER et al., 1985). Os
efeitos da falta de agua mudam de acordo com o estadio de desenvolvimento da planta e da
velocidade que a seca € imposta (KRAMER & BOYER, 1995).

As plantas passam por diferentes estadios de desidratacdo, sendo que no primeiro nao
ha diminuigdo da transpiracéo, até que a disponibilidade hidrica do solo diminua o suficiente
para que a absorcdo de agua ndo mais supra a demanda da transpiracdo, sendo este
considerado o segundo estadio de desidratacdo. No terceiro momento, a planta so tera perda
de agua pela cuticula, ja que os estdmatos estardo fechados (SINCLAIR & LUDLOW, 1986;
PIMENTEL, 2004).

Os processos que sdo afetados logo no inicio da seca sdo diminui¢do da area e da
expansdo foliar. O fechamento estomatico pode se dar apenas nas horas mais quentes do dia,
mas com a seca mais severa, ele se torna uma das primeiras respostas de defesa contra o
déficit hidrico, mesmo antes de ocorrer diminui¢do do conteudo de &gua na folha (CHAVES,
1991; PIMENTEL, 2004). A raiz pode ter seu crescimento mantido quando o déficit hidrico é
moderado. Com um estresse mais acentuado tem-se a tendéncia de diminuicdo do
crescimento da parte aérea em relacdo a raiz, jA que a parte aérea é afetada primeiramente,
mas continua enviando fotoassimilados para o sistema radicular (PIMENTEL, 2004). A
habilidade do sistema radicular em explorar o solo e conseguir absorver agua de regifes mais
profundas é considerada um mecanismo de resisténcia a seca (FAGERIA et al., 2006).

Muitos parametros sdo utilizados para indicar o status hidrico da parte aérea das
plantas e 0 ¥, € 0 mais comum (HSIAQ, 1973). Porém, é necessario ter cuidados com esses
valores j& que algumas plantas podem exibir ¥, elevados mesmo em condi¢des de seca do
solo (DAVIES & ZHANG, 1991). Outro parametro hidraulico utilizado com frequéncia € o
conteddo relativo de agua (RWC) que expressa o conteudo de dgua em determinada época em
um tecido em relagdo ao mesmo tecido quando tdrgido. Este parametro também pode sofrer
alteracOes dependendo da idade do tecido avaliado e as espécies estudadas. Quando o estresse
ndo é severo, 0 RWC pode ser um método insensivel (HSIAO, 1973).

O déficit hidrico ndo pode ser definido simplesmente pelo status hidrico das plantas,
exceto quando ele é severo e causa problemas mais sérios como embolia no xilema ou
dréstica desidratacdo celular. No déficit hidrico lento, comum na agricultura, o status hidrico
da planta permanece inalterado por haver grande controle da perda de agua pelas plantas

principalmente pela diminui¢do na gs (TARDIEU, 1996). O declinio no gs no estresse inicial



tem efeitos protetores contra a seca por manter o status hidrico das plantas e aumentar a
eficiéncia no uso da agua (EUA) (CHAVES et al., 2008).

A limitacdo da fotossintese pelo fechamento estoméatico em eventos de seca € um
assunto que causa controveérsias (CHAVES, 1991; PIMENTEL, 2004). Alguns trabalhos
(CORNIC, 2000; CHAVES et al., 2002) indicam que a diminuicdo da atividade fotossintética
se da pelo fechamento estomético e pela consequente menor difusdo de CO, para os tecido
foliar, limitando a disponibilidade deste substrato para a Rubisco. Outros, porém, colocam
como maior causa para a limitacdo fotossintética distirbios metabolicos. Ha diminuicdo do
transporte de elétrons, da fotofosforilacdo e da sintese de adenosina trifosfato (ATP), o que
diminui a capacidade de regeneracdo da ribulose 1,5 bisfosfato (RuBP) (FLEXAS &
MEDRANO, 2002; PIMENTEL, 2004).

GALMES et al. (2007) propde que sob estresse moderado, a limitacdo bioquimica da
fotossintese pode ser descartada na maior parte das espécies e 0 que torna a fotossintese
limitada é a diminuicdo no gs e na condutancia interna do meséfilo (gi). Em alguns casos, a
fotossintese é mais controlada bioquimicamente. H& uma reducdo da atividade de vérias
enzimas do ciclo redutivo de Calvin. Este fato sugere um mecanismo de regulacdo-negativa
entre a baixa disponibilidade de CO; e o aparato fotossintético (YORDANOV et al., 2003). A
diminuicdo da atividade da Rubisco em eventos de déficit hidrico (devido & sua menor
quantidade e diminuicdo do seu estado ativo) esta relacionada com a diminui¢do em gs, mas
ndo se sabe claramente como ocorre essa regulacdo. A diminuicdo é espécie-dependente e
também tem relacdo com a velocidade com que a seca € imposta (FLEXAS et al., 2006).

A eficiéncia quantica efetiva do fotossistema Il (4F/Fy’) € uma forma de usar a
fluorescéncia para avaliar as respostas das plantas a estresses ambientais. Ela pode estimar a
eficiéncia do uso da luz pelo transporte de elétrons do fotossistema Il (PSII). A restricdo no
transporte de elétrons no PSIl aumenta o potencial eletroquimico de prétons através da
membrana do tilacdide, aumentando o coeficiente de extin¢do ndo-fotoquimico (NPQ) na
antena do PSII, que € detectado pela diminui¢cdo em AF/F);’. O aumento do NPQ resulta na
reducdo da excitacdo dos centros de reacdo do PSII e evita que os aceptores quinona do PSII
tornem-se muito reduzidos. A habilidade em manter os aceptores quinona parcialmente
oxidados pode ser considerada essencial para a resisténcia de plantas ao estresse hidrico
(BAKER & ROSENQVIST, 2004)

Em situacdo de estresse hidrico o metabolismo de carboidratos é alterado, havendo
muitas vezes a conversdo de outros aclcares para sacarose (LEE et al., 2008). Os teores de

acucares soluveis, em especial a sacarose, aumentam ou permanecem constantes em



condicdes de estresse. Como a sacarose € a principal forma de transporte de fotossintatos, a
concentracdo deste carboidrato nas folhas é determinada por vérios fatores incluindo taxas
fotossintéticas, a particdo de carboidratos entre a sintese de amido e de sacarose, a taxa de
hidrolise de sacarose e a taxa de exportacdo deste aclucar (HUBER & HUBER, 1996). O
acumulo de sacarose pode estar envolvido com a resisténcia a desidratacdo (NIEDZWIEDZ-
SIEGIEN et al., 2004). LEE et al. (2008) discutem que o acimulo de carboidratos solUveis
que ocorre durante o déficit hidrico da-se mais em funcéo da hidrélise de amido armazenado
previamente, do que pela nova sintese durante o estresse. Enquanto ha diminuicdo da
atividade de algumas enzimas durante o estresse hidrico, como a nitrato redutase, ha aumento
da atividade de enzimas hidroliticas como a amilase (GARDNER et al., 1985).

O déficit hidrico causa danos ao crescimento das plantas em muitos aspectos sendo
que a seca do solo exerce efeitos regulatérios ao desenvolvimento das plantas, como a
reducdo da divisdo e do crescimento celular, indicando a sensibilidade da raiz em reagir a
disponibilidade de agua no solo. As sinalizacGes efetuadas pela raiz, portanto, ndo apenas
influenciam o movimento estomatico e consequentemente o ganho de carbono, mas também
regulam a formacdo de folhas, expansdo foliar e outros processos de desenvolvimento
(DAVIES & ZHANG, 1991). A comunicacdo raiz-parte aérea 0COrre por pProcessos
hidraulicos, como a pressdo hidrostatica do xilema e o status hidrico da raiz e sinais néo-
hidraulicos, sendo feita pela composic¢éo quimica da seiva do xilema (DAVIES et al., 1990).

Os sinalizadores raiz-parte area atuam no fechamento estomatico, sendo que este
processo esta relacionado tanto com um aumento no contetdo foliar de ABA sintetizado nas
raizes (DAVIES et al., 1986), como o ABA remobilizado na parte aérea das plantas
(HEILMEIER et al., 2007). O aumento do pH do xilema, dado pela razéo entre cétions e
anions (THOMPSON et al., 1997), causa a liberacdo do ABA do simplasto para o apoplasto
das folhas, de forma que influencia 0 movimento estoméatico (HARTUNG et al., 1988). O
apoplasto alcalino favorece a forma dissociada do ABA (ABA-) que néo atravessa facilmente
as membranas. Consequentemente, mais ABA entra em contato com as células guarda (TAIZ
& ZEIGER, 2004). A alteracdo do pH é considerado um sinal na deficiéncia hidrica, como
um mecanismo dependente de ABA (NETTING, 1992). A producdo do ABA aumenta em
plantas sob déficit hidrico, quando comparada com plantas bem irrigadas (sinal positivo)
(HARTUNG et al., 1988; WILKINSON & DAVIES, 2002). Alem disso, algumas evidéncias
mostram que a seca do solo faz com que diminua a degradacéo e o armazenamento do ABA
na raiz (PIMENTEL, 2004). A maior sintese de ABA nas raizes impede a sintese de etileno

neste 6rgdo. Como o aumento de etileno inibe o crescimento radicular (SARQUIS et al.,



1991), o acumulo de ABA impede a inibicdo do crescimento radicular induzido pelo etileno
(SHARP & LeNOBLE, 2002). O aumento da razao raiz/parte aérea aumenta a respiracdo das
plantas, havendo uma menor eficiéncia no uso da dgua (EUA) (PIMENTEL, 2004).

Outras substancias sdo relacionadas com a comunicacao raiz-parte aerea, cComo as
auxinas e as citocininas, causando reversao do fechamento estomatico ocasionado pelo ABA
(VYSOTSKAY et al., 2001). O estresse hidrico reduz a producéo e o transporte de citocinina
(sinal negativo), sendo essa resposta mais evidente em folhas velhas (DAVIES & ZHANG,
1991).

Algumas substancias sdo acumuladas nas plantas sob déficit hidrico resultando na
reducdo do potencial osmético, fazendo com que o turgor celular seja mantido, evitando a
perda de &gua para o meio. A manutencdo do turgor celular € essencial para manter o
crescimento das plantas A glicina-betaina, os agucares solUveis e alguns sais sdo exemplos
desses compostos. Muitos aminoacidos também sdo acumulados durante periodos de estresse,
mas 0 aumento na quantidade de prolina é considerado um mecanismo especifico de protecéo
para os eventos de seca, sendo o principal componente osmético organico em muitas plantas.
(HANDA et al., 1986; DELAUNEY & VERMA, 1993; HARE & CRESS, 1997).

O aumento da prolina se dad em maior parte pela sua maior sintese, a partir do
glutamato (DELAUNEY & VERMA, 1993), mas a diminuicdo de sua oxidacdo também
ocorre no periodo de estresse (STEWART et al., 1977). H& um indicio de que a proporcao de
prolina em relacdo ao total de aminoacidos, mais que apenas o aumento da concentracdo de
prolina, influencia a resisténcia a seca. Esta capacidade de acumular prolina depende da
espécie da planta e do seu estadio de crescimento (KAVI KISHOR et al., 1995; YAMADA et
al 2005). A prolina apresenta efeitos protetores nas plantas a partir de sua sintese e de sua
degradac&o. Durante a sintese, torna-se possivel manter a razio NADP*/NADPH mais estavel,
sendo uma forma de auxiliar na restauracdo do aceptor final da cadeia transportadora de
elétrons. Desta forma, a sintese de prolina pode prover protecdo contra a fotoinibicdo sob
condicBes adversas, ja que no estresse, em muitos casos, ha inibicdo da fotofosforilacdo. Esta
¢ uma forma de regulacdo do potencial redox nas células (HARE & CRESS, 1997). O
acumulo de prolina também é uma forma de armazenamento de nitrogénio no periodo de
estresse (GARDNER et al., 1985).

Em uma seca moderada, ha uma reducdo da sintese de proteinas. Porém, na seca mais
severa, comecga a ocorrer protedlise ocasionando o aumento de amino&cidos livres nos
tecidos. O aumento de protedlise € uma das fontes de elevacdo nos niveis de prolina
(PIMENTEL, 1999). ROY-MECAULEY et al. (1992) encontrou forte relacdo entre a



variedades de feijdo sensiveis a seca e a maior proteo6lise, principalmente de proteinas das
folhas e dos cloroplastos, em relagéo aos cultivares resistentes.

O déficit hidrico induz ao estresse oxidativo, ja que a atividade fotossintética € inibida
por ndo haver um balancgo entre a quantidade de luz absorvida e a menor utilizacéo da energia
de excitacdo gerada (FOYER & NOCTOR, 2000) devido a limitacbes estomaticas e ndo
estomaticas. As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formadas nas células vegetais sob
condigdes normais de desenvolvimento. Porém, sob estresses variados, a homeostase celular é
alterada e a producdo de ERO aumenta (MITTLER, 2002). Estas moléculas eram
consideradas produtos toxicos decorrentes do metabolismo aerébico. Mas, atualmente, elas
também sdo consideradas sinalizadoras nas plantas, (DAT et al., 2000; MITTLER, 2002),
atuando como moléculas reguladoras. Quando em excesso ou quando os sistemas de defesa
antioxidante ndo estdo trabalhando de forma eficiente, elas podem causar danos as células
(GIL & TETEJA, 2010).

O estresse hidrico associado a dias ensolarados induz ao fechamento parcial dos
estdbmatos e a quantidade de CO, fixada ¢ menor, diminuindo o consumo de NADPH
produzido pelas reacfes luminosas nas reacdes de carboxilacdo (PIMENTEL, 2004). Com
isso, a cadeia transportadora de elétrons entre os fotossistemas se torna reduzida em excesso.
O PSII torna-se muito excitado e é inativado (fotoinibicdo dindmica). As clorofilas atingem o
estado triplet (3ChI*) e com isso ha formacdo de oxigénio singleto (*O,*) pela reacdo da
3Chl*com o oxigénio molecular. O *0,* pode causar efeitos deletérios nas células, sendo que
biologicamente é a ERO mais tdxica para as células (SCANDALIOS, 2005). No PSII também
ha formacao de radicais hidroxil (OH"), superoxidos (O,") e peroxido de hidrogénio (H,0,).

Os carotenodides tém um papel importante na protecdo das plantas ao excesso de
energia, ja que eles podem dissipar esse excesso de energia como calor. A dissipacdo térmica
também é possivel pelo quenching ndo-fotoquimico (fluorescéncia da clorofila), pelo
processo de interconversdo entre a violaxantina, a anteraxantina e a zeaxantina no ciclo das
xantofilas, com consumo de NADPH. Se este efeito protetor dos carotendides ndo bastar,
podem ocorrer danos a proteina D; do centro de reacdo do PSIl. Se o dano superar a
quantidade de D; produzida, ocorre a fotoinibicao cronica (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Quando a ferredoxina, ultimo aceptor de elétrons do PSI, que reduzird o NADP+ a
NADPH (TAIZ & ZEIGER, 2004) est4 muito reduzida, o PSI pode transferir elétrons para o
oxigénio, formando O," por um processo conhecido como reagdo de Mehler (HELDT, 2005).
Este dreno alternativo de elétrons é um mecanismo fotoprotetor por dissipar o excesso de

energia e impedir que o PSI seja danificado. Como esses compostos gerados nas células a
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partir da reducdo do oxigénio e a geracdo das ERO, as plantas precisam de mecanismos
eficazes para evitar o acumulo dessas substancias altamente reativas nos diferentes
compartimentos vegetais (APEL & HIRT, 2004).

A mitocondria também é fonte de ERO nas células vegetais sob estresse. A formacao
de O," ocorre principalmente nos sitios da NADPH desidrogenases e no radical ubiquinona, a
partir da auto-oxidagdo dos componentes reduzidos da cadeia transportadora de elétrons, nos
complexos | e 111 (DAT et al., 2000). Nos animais, esse local é o maior sitio de producdo de
ERO. Porém, nos vegetais sua importancia € menor por haver uma oxidase alternativa (AOX).
Os elétrons sdo transferidos do ubiquinol (que é a forma reduzida da ubiquinona) para o
oxigénio, e o produto final dessa reacdo é a agua. Desta forma, quatro elétrons sao
transferidos para o oxigénio (TAIZ & ZEIGER, 2004). A reduc¢do da formacao de ERO se da
por evitar a reducdo de O, a O;" (MITTLER, 2002).

Os peroxissomos provavelmente sdo os principais geradores de H,O, em dias muito
quentes nas plantas com metabolismo do carbono do tipo Cs. A catalase (CAT) é a enzima
responsavel por evitar o acimulo de H,O, nos peroxissomos, mas também héa atividade de
peroxidase de ascorbato (APX) e outros componentes do ciclo ascorbato-glutationa
(TOLBERT et al., 1969).

Todas as ERO podem reagir com moléculas bioldgicas como DNA, lipideos e
proteinas; 0 O, ndo é altamente difusivo, mas é muito reativo e pode causar peroxidacdo de
lipideos, causando danos as membranas. O H,O, podem se difundir a partir de seu local de
producdo e seu principal efeito na célula vegetal é oxidar grupos tiol (SH) (DAT et al., 2000).
Na presenca de ions metalicos, como ferro, o H,O, pode reagir com o0 O, formando OH’, que
é extremamente reativo e tem alta afinidade com moléculas biol6gicas (BOWLER et al.,
1992; SCANDALIOS, 2005).

Algumas substancias ndo-enzimaticos de protecdo celular contra as ERO sdo: acido
ascorbico (AsA), glutationa (GSH), tocoferol, flavondides, alcaldides e carotendides
(MITTLER, 2002; APEL & HIRT, 2004). O AsA e o GSH podem eliminar OH" e O;"
diretamente (NOCTOR & FOYER, 1998).

Os mecanismos enzimaticos de defesa antioxidante incluem dismutase de superdxidos
(SOD), CAT e APX (como citado acima). A resposta de defesa antioxidante é altamente
dependente da severidade do estresse, da espécie vegetal e do estadio de desenvolvimento em
que o estresse ocorreu. O estresse hidrico pode alterar o balanco oxidativo das células. A
aclimatagdo de uma planta ao estresse é relacionada muitas vezes a manutencdo de baixos

niveis de ERO, através do sistema de defesa antioxidante (DAT et al., 2000).
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A SOD é a primeira linha de defesa das plantas as ERO. Ela catalisa a dismutagéo de
O," em H,0, (BOWLER et al., 1992; ALSCHER et al., 2002). Dependendo do co-fator que
esta enzima utiliza ela pode ser classificada em Fe SOD, Mn SOD e Cu-Zn SOD. Cada uma
dessas diferentes SODs esta localizada em diferentes compartimentos celulares, sendo
cloroplastos; mitocondrias e peroxissomos; cloroplastos, citosol e espacos extracelulares,
respectivamente (ALSCHER et al., 2002).

O H,0, gerado pela SOD ¢ eliminado pela CAT e pela APX (APEL & HIRT, 2004). A
CAT atua nos peroxissomos e € virtualmente ausente nos cloroplastos (DIONISIO-SESE &
TOBITA, 1998; MITTLER, 2002). Como as plantas com metabolismo do tipo C; tém
atividades de fotorrespiracdo negligencidveis, a atividade da CAT nessas espécies é baixa
(TOLBERT et al., 1969). A atividade desta enzima aumenta linearmente com a quantidade de
H.0, nas células (SCANDALIQOS, 2005).

A APX requer ascorbato e H;O,, no chamado ciclo da ascorbato-glutationa
(DAVLETOVA et al., 2005). Desta forma, o ascorbato é oxidado a monodeidroascorbato
(MDA). O MDA é espontaneamente reconvertido a ascorbato pelo PSI via ferredoxina
reduzida. Também pode ser reduzido a ascorbato de forma dependente de NADPH pela acédo
da MDA-redutase, no cloroplasto e no citosol. A GPX utiliza GSH diretamente, formando
glutationa oxidada (GSSG), com a utilizacdo de NADPH (HELDT, 2005). A regeneragéo de
GSH a partir de GSSG se da por agdo da glutationa redutase (GR) (APEL & HIRT, 2004).

Os diferentes sistemas de defesa antioxidante das células s&o redundantes. Plantas com
atividade de APX suprimidas induzem a producdo de SOD, CAT e GR. Ja quando a atividade
de CAT ¢ interrompida, APX, GPX e AOX mitocondrial sdo induzidas (RIZHSKY et al.,
2002; MITTLER, 2002).

A peroxidacdo lipidica costuma ser utilizada como indicativo de estresse oxidativo e
por aumentar em diferentes tecidos vegetais durante o estresse hidrico (DAT et al., 2000).
DHINDSA & MATOWE (1981) sugerem uma boa correlacdo entre a capacidade das plantas
em ativar suas defesas antioxidantes para o controle da peroxidacao de lipideos e a resisténcia

a seca.

2.2.1 O déficit hidrico e a cana-de-agucar

Na cana-de-acUcar a seca afeta primeiramente o alongamento e a divisdo celular,
diminuindo, consequentemente, o alongamento das folhas (INMAN-BAMBER & DE
JAGER, 1986; INMAN-BAMBER, 2004). Além disso, o alongamento do colmo também é

12



afetado e em muitos cultivares de forma mais intensa que o alongamento das folhas (INMAN-
BAMBER 2004). Alguns gendtipos de cana-de-acucar enrolam as folhas em condic¢Ges de
deficiéncia hidrica diminuindo sua area exposta. Esse processo varia muito entre os cultivares
e é muitas vezes considerado um indicativo de tolerancia a seca, mas alguns estudiosos
interpretam esse processo como suscetibilidade a seca (INMAN-BAMBER & SMIT, 2005).
O namero de folhas verdes é um bom indicativo de estresse nas plantas de cana-de-agucar sob
condicGes de déficit hidrico, ja que a consequente senescéncia das folhas combinada com seu
menor surgimento colaboram para a diminuicdo do numero de folhas verdes (INMAN-
BAMBER, 2004).

As raizes tém um papel fundamental no controle do gs em plantas de cana-de-acucar,
em condigdes de seca (DAVIES et al., 1986; DAVIES & ZHANG, 1991). Segundo
SALIENDRA & MEINZER (1989), o declinio na condutancia hidraulica da raiz em solos
secos se manifesta como um grande aumento no gradiente de pressdo hidrostatica entre o solo
e o xilema radicular. Este fato sugere que o controle do gs em cana-de-agUcar crescidas em
solo seco é efetuado primariamente na raiz que nas folhas. Esse fato poderia colaborar para
manutencdo praticamente constante do status hidrico das folhas por uma grande faixa de
disponibilidade hidrica do solo.

Em relacdo ao acumulo de prolina sugere-se que ele ocorra em cultivares com maior
resisténcia & seca (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005), jA que ela contribui para o
ajustamento osmdtico, desintoxicacdo de ERO e protecdo da integridade de membranas
(MOLINARI et al.; 2007). ERRABII et al. (2006) em trabalhos com cana-de-acucar, nao
encontraram efeitos da prolina envolvida com a maior resisténcia a seca, ja que o cultivar
menos resistente teve maior acimulo de tal aminoécido. JA GUIMARAES et al. (2008)
relataram um aumento de prolina no cultivar estudado mais resistente a seca, em contraste

COM 0 menos resistente.
2.3 Aresposta das plantas a baixa temperatura

Eventos de baixas temperaturas sdo comuns durante o ciclo da cana-de-aglcar, na
estacdo de inverno. Semelhante aos sinais ocorridos durante o estresse hidrico, a baixa
temperatura radicular também provoca reducdo do gs (WAN et al., 1999), da absorcdo de
agua e de seu transporte, prejudicando, consequentemente, a absorcdo de nutrientes
(MARKHART, 1986). Além disso, ha diminuicdo do crescimento radicular e da fotossintese

(WAN et al., 2004). O metabolismo de carboidratos é um dos primeiros eventos a ser afetado,
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principalmente no que se refere a atividade da sacarose fosfato sintase e a inibicdo da
mobiliza¢do noturna do amido foliar, além de ocorrer a inibicdo da atividade da Rubisco.
Também h& um aumento da dissipacdo de energia por calor nos complexos antena do
tilacoide (ALLEN & ORT, 2001).

A comunicacdo raiz-parte aérea tem um papel importante em situacdes de frio.
Provavelmente, sinalizadores raizes-parte aérea similares operam em plantas submetidas a
seca e ao frio (WAN et al., 2004). Em trabalho com Populus tremuloides desenvolvidas sob
baixa temperatura, WAN et al. (2004) detectaram o fechamento estomatico, além do aumento
do pH da seiva do xilema anteriores a alteracdo na concentragdo de ABA. O aumento desse
horménio aparentou ndo ser o primeiro sinal para acarretar o fechamento estomatico sob
baixa temperatura. Sinais hidraulicos também parecem ndo terem importancia nessa acéo, ja
que ndo houve mudancas na pressdo do xilema.

HARTT (1965), em estudos com cana-de-aclcar com baixa temperatura do ar e da
terra, separadamente, notou efeitos mais drasticos nas plantas submetidas a baixa temperatura
do solo. Houve diminuicdo do crescimento da parte aérea e menor translocacdo de
fotoassimilados, de forma mais severa nesse caso. O acumulo de fotossintatos na raiz se deu
pela sua baixa atividade metabdlica e baixo crescimento.

Trabalhos com plantas enxertadas indicam que, quando as raizes de plantas tolerantes
a baixas temperaturas sdo inseridas em plantas suscetiveis a este estresse, ha maior
assimilacdo de CO, sob luz que plantas ndo-enxertadas (ZHOU et al.,, 2007). Mas as
alteracdes ndo podem ser atribuidas ao aumento de ABA ja que as diferencas em gs e ¥, ndo
foram os primeiros fatores responsaveis pela reducdo em Aco,. Essa alteragdo em Aco, pode
estar fortemente relacionada a limitacdes ndo estomaticas, como alterac6es na carboxilagdo da
RUBP pela Rubisco (V¢ max) € reducdo no transporte maximo de elétrons para a regeneracéao de
RUBP (Jmax). Essa diminuicdo em V¢ max pode ser causada pela diminuigdo ou inativagdo da
Rubisco, enquanto a diminui¢do em Jnax pode ser pela diminuigéo de outras enzimas do Ciclo
de Calvin, como FBPase (Frutose 1,6 bisfosfatase) e SBPase (Sedoheptulose 1,7
bisfosfatase).

A baixa temperatura promoveu uma menor sensibilidade de estdmatos de C. communis
ao ABA em trabalho realizado por WILKINSON et al. (2001). Porém, a sensibilidade ao ion
Ca®* aumentou bastante. Outros trabalhos indicam que o frio causa abertura dos canais de
Ca®* da membrana, aumentando sua absorcdo (KNIGHT et al., 1991).

O frio causa diminuigdo no envio de citocinina da raiz para a parte aérea. Como este

regulador vegetal pode aumentar os niveis de mRNA das subunidades de Rubisco e,
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consequentemente, a atividade da Rubisco e da FBPase, além de ser responsavel pela
formacdo de cloroplastos e de clorofila, a diminuicdo da sintese de citocinina em plantas
expostas ao frio pode ser um fator responsédvel pela diminuicdo de V.max € contetdo e
atividade de Rubisco nas plantas (ZHOU et al., 2007).

A baixa temperatura pode provocar o acumulo de aclcares solluveis em muitas
plantas, em especial a sacarose (GUY et al., 1992). A relacdo entre esse acumulo e a
resisténcia das plantas ao estresse é proposto por alguns trabalhos (DU et al., 1999; DU &
NOSE, 2002). Como os balangos entre a taxa fotossintética e 0 acumulo de sacarose séo
responsaveis pelo contetido de sacarose na fonte e no dreno, alteragcdes nesses dois pontos de
controle podem causar mudangas nas concentracfes de sacarose nos 6rgdos das plantas.
Alguns autores sugerem que o frio afete primeiramente a fotossintese. Em plantas com
metabolismo do carbono do tipo C, a alta temperatura frequentemente favorece a
fotossintese. [Essas caracteristicas provavelmente trazem desvantagens sob baixas
temperaturas (BERRY & BJORKMAN, 1980). Alguns autores, porém, sugerem que na cana-
de-agUcar o transporte de solutos é mais afetado pelo frio que a taxa fotossintética (HARTT,
1965; EBRAHIM et al., 1998 a). O retardo do movimento da seiva do floema causa o
congestionamento de substancias na parte aérea, que pode diminuir a atividade metabdlica. O
aumento de sacarose, por exemplo, provoca diminuicdo na taxa fotossintética (HARTT,
1965).

A diferenca no acimulo de sacarose entre cultivares rs ou ndo ao frio pode estar
relacionada a manutencdo da taxa fotossintética nos tolerantes e a inibicdo do transporte via
floema, mantendo, portanto, os fotoassimilados nas folhas. Ja os cultivares suscetiveis ao frio
acumulam menor quantidade de carboidratos por terem a fotossintese e o transporte de
carboidratos inibidos (DU et al., 1999; DU & NOSE, 2002).

O crescimento de plantas de cana-de-acUcar, assim como a sintese de sacarose nas
folhas e sua translocacdo tém dependéncia com a temperatura (HARTT, 1965). Estudos
indicam que a baixa temperatura provoca diminui¢cdo no comprimento das raizes de cana-de-
acucar, menor numero e tamanho dos entrends, menor massa da matéria seca das folhas,
porém as folhas mantém-se verdes (EBRAHIM et al., 1998 a). A area foliar € severamente
afetada sob baixas temperaturas (INMAN-BAMBER, 1994; EBRAHIM et al., 1998 a) assim
como a translocacédo via floema é inibida (HARTT, 1965). No entanto, como a translocacao
para a parte aérea é mais afetada que para a raiz, isso poderia explicar o0 menor surgimento de

folhas e menor nimero e quantidade de entrends nas plantas (EBRAHIM et al., 1998 a).
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EBHRAHIM et al. (1998 b) em estudos com cana-de-agucar crescendo sob
temperaturas abaixo da ideal para cana-de-acucar (15 °C), encontrou efeitos negativos na
fotossintese das plantas, com diminuicéo da quantidade de clorofila por unidade foliar, menor
eficiéncia na transferéncia da energia da luz para os centros de reacdo (alto valor da
fluorescéncia minima, Fg), menor taxa de reducdo do aceptor primario de elétrons (alto valor
da fluorescéncia em estado de equilibrio dindmico, Fs e baixo quenching fotoquimico, qP),
uma menor taxa de transporte de elétrons e um menor ApH (baixo quenching n&o-
fotoquimico, NPQ). Com isso, concluiram que houve um distirbio nas membranas dos
tilacoides, sendo esta uma possivel razdo pela menor fluidez das membranas sob baixa
temperatura. A baixa temperatura causa impacto em muitos pontos da fotossintese, incluindo,
portanto, alteracBes no transporte de elétrons na membrana do tilacdide, ciclo de reducdo do
carbono e controle estomatico para o suprimento de CO,, juntamente com peroxidacédo
lipidica e distarbios no balanc¢o hidrico (ALLEN & ORT, 2001).

A formacdo de ERO decorrente de baixas temperaturas se d& em maior parte nos
cloroplastos, devido a menor disponibilidade de CO, para as reacGes fotossintéticas (DAT et
al., 2000).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condicdes de cultivo

O experimento foi realizado no Centro Experimental Central (CEC) do IAC (latitude:
22°54’S; longitude: 47°05°W; altitude: 674 m), com dois gendtipos de Saccharum ssp., sendo
eles o IACSP 94-2094 (MACHADO et al., 2009) e o IACSP 97-7065. A variedade IACSP
94-2094 ja foi caracterizada em ensaios na regido Centro-Sul do Brasil. Ela se destaca pela
adaptacdo a ambientes restritivos (LANDELL et al., 2005), como o de déficit hidrico. Em
relacdo ao clone IACSP 97-7065, ainda ndo foram feitas caracterizacbes morfo-fisiologicas
deste gendtipo, mas as analises conjuntas da série 2006 do programa Procana do IAC indicam
que sob diferentes condicbes de clima, ele apresenta resultados instaveis, sugerindo uma
suscetibilidade a ambientes restritivos. Além disso, sob deéficit hidrico, hd “isoporizagdo” do

colmo (XAVIER, comunicacio pessoal’). Neste estudo, portanto, os genétipos escolhidos se

'Dr. Mauro Alexandre Xavier, Pesquisador Cientifico na area de Melhoramento Genético, Centro avangado de
Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdcio Cana, Instituto Agronémico (IAC), Ribeirdo Preto/SP, Brasil.
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caracterizam pela tolerancia (IACSP 94-2094) e suscetibilidade (IACSP 97-7065) ao déficit
hidrico. Ndo ha estudos sobre a interacdo destes genotipos e as condicOes abioticas de baixa
temperatura e de déficit hidrico, simultaneamente.

As mudas foram geradas em substrato, pela brotacdo de minitoletes dos colmos,
contendo uma gema, em 30 de outubro de 2009 (dia zero), no Centro Avancado de Pesquisa
Tecnoldgica do Agronegécio de Cana, IAC, Ribeirdo Preto/SP, Brasil. Com 28 dias ap06s o
plantio (DAP), as mudas foram levadas para a casa de vegetacdo do Centro Experimental
Central do Instituto Agronémico de Campinas. Aos 53 DAP, as mudas foram transferidas
para sacos com capacidade para 5 L, contendo terra previamente analisada pelo Centro de
Pesquisa e Desenvolvimento de Solos e Recursos Ambientais do IAC (Anexo 1). Foi mantido
apenas o colmo principal por vaso, com a remoc¢do manual dos perfilhos. Os nutrientes do
solo foram corrigidos segundo GARCIA (comunicacdo pessoal?) (Anexo II). Além da
correcdo dos nutrientes da terra, foi realizada adubacdo foliar quinzenal, com uréia 1% e
fosfato-monoaménio (MAP) 5%, a partir dos 53 DAP até o inicio dos tratamentos de estresses
(105 DAP). As plantas permaneceram sem o0s tratamentos de estresse até apresentarem maior
guantidade de folhas, (atingindo 81 DAP). Ent&o, os sacos com as plantas foram distribuidos
em caixas de isopor.

Foram colocadas trés ou quatro mudas de cada variedade em cada caixa contendo agua
para que a temperatura radicular fosse mantida em torno dos 25 °C. Cada planta foi colocada
dentro de outro saco plastico, para ndo haver entrada de dgua nas raizes. Havia 108 mudas,
sendo 54 de cada gendtipo, em 14 caixas, distribuidas homogeneamente na casa de vegetacdo
(Figura 1).

2 Dr. Jalio Garcia, Pesquisador Cientifico na area de Fitotecnia e Fertilidade do Solo, Centro Avangado de
Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdcio Cana, Instituto Agronémico (IAC), Ribeirdo Preto/SP, Brasil.
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Figura 1 - Esquema da distribui¢do das mudas na casa de vegetacdo no Centro Experimental
Central do Instituto Agrondmico de Campinas, no periodo experimental de aclimatacdo
dentro das caixas de isopor (81 DAP a 101 DAP).

Cada caixa foi tampada com isopor, como mostra a figura 2, para a manutencdo da
temperatura radicular em torno dos 25 °C. Quando houve aumento da temperatura, cubos de

gelo foram colocados na agua.
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Figura 2 - Vista geral do experimento. Detalhe das plantas dentro de sacos plasticos para
evitar a entrada de agua nas raizes (A); vista geral da distribuicdo das caixas tampadas nas
bancadas da casa de vegetacdo no Centro Experimental Central do Instituto Agrondmico de
Campinas (B).
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O periodo em que as mudas foram colocadas na caixa de isopor até a data de
imposicdo dos tratamentos de déficit hidrico e baixa temperatura radicular foi denominado
aclimatagdo (81 a 101 DAP). Seis plantas de cada gendtipo foram avaliadas biométrica e
fisiologicamente, além de coletadas para posteriores andlises laboratoriais, aos 101 DAP

(avaliacdes do final da aclimatacdo ou inicio do experimento).

3.2 Tratamentos de baixa temperatura radicular e de déficit hidrico

Ap0s o periodo de aclimatacdo, iniciou-se a fase denominada estresse, com um total
de 96 plantas com 105 DAP. A temperatura da agua no interior de sete caixas foi mantida a 15
°C e nas outras a 25 °C, com a adicdo de cubos de gelo na agua. Desta forma, um total de 24
plantas de cada gendtipo de cana-de-acUcar foi submetido a um estresse de baixa temperatura
radicular enquanto que as outras 24 repeti¢des ficaram numa condicgéo controle, de 25 °C.
Para cada temperatura imposta, doze plantas tiveram a irrigacdo parcialmente suspensa
e as outras doze foram irrigadas a 80% da capacidade de campo. As condi¢des impostas para
cada tratamentos e 0 numero de repeti¢des foram, portanto:
e 12 plantas controle- IACSP 94-2094, 25 °C de temperatura radicular e rega
adequada (25 H+);

e 12 plantas - IACSP 94-2094, 25 °C de temperatura radicular e suspensdo
parcial da rega (25 H-);

e 12 plantas - IACSP 94-2094, 15 °C de temperatura radicular e rega adequada
(15 H+);

e 12 plantas - IACSP 94-2094, 15 °C de temperatura radicular e suspensao
parcial da rega (15 H-);

e 12 plantas controle- IACSP 97-7065, 25 °C de temperatura radicular e rega
adequada (25 H+);

e 12 plantas - IACSP 97-7065, 25 °C de temperatura radicular e suspensédo
parcial da rega (25 H-);

e 12 plantas - IACSP 97-7065, 15 °C de temperatura radicular e rega adequada
(15 H+);

e 12 plantas - IACSP 97-7065, 15 °C de temperatura radicular e suspensdo
parcial da rega (15 H-).
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O esquema de distribuicdo nas plantas de cana-de-acglcar neste periodo pode ser visto

na figura 3.
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@ ACSP 94-2094, irrigadas (25 H+) @ 'ACSP 94-2094, irrigadas (15 H+)
@ |ACSP 97-7065, irrigadas (25 H+) Q 'ACSP 97-7065, irrigadas (15 H+)
@ ACSP 94-2094, nao irrigadas (25 H-) ® |ACSP 94-2094, nao irrigadas (15 H-)
® @ IACSP 97-7065, ndo irrigadas (15 H-)

IACSP 97-7065, n&o irrigadas (25 H-)

Figura 3 - Esquema da distribui¢do das mudas na casa de vegetacdo do Centro Experimental
Central do Instituto Agronémico de Campinas, no periodo experimental do estresse dentro
das caixas de isopor (105 DAP a 116 DAP).

O monitoramento da temperatura da terra e do ar da casa de vegetacao foi feito através
de trés termbmetros de maxima e minima. O controle da irrigacédo foi feito pela pesagem dos
vasos, sendo que a perda de agua das plantas sem estresse de baixa temperatura radicular era
maior que as sob estresse de baixa temperatura. Para que o déficit hidrico fosse equivalente
em ambos os tratamentos de temperatura, a &gua nos tratamentos a 25 °C foi reposta usando-
se como parametro a massa dos vasos a 15 °C.

Os estresses hidricos e de baixa temperatura radicular foram suspensos aos 116 DAP,
quando a transpiragdo das plantas sob estresse hidrico atingiu, em média, 10% da transpiracdo
das plantas controle. A partir dos valores obtidos pela pesagem dos vasos até esse momento,
foi calculada a fracdo de &gua disponivel no solo (FTSW), segundo LIU et al. (2003), pela

seguinte equagéo:
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FTSI WTa — WTf
TTSW
sendo WTa a massa dos vasos em determinada época de avaliacdo; WTf a massa dos vasos no
maximo estresse e TTSW o total de agua transpiravel do solo, calculado pela diferenca entre a
massa dos vasos a 100% da capacidade de campo e WTT.

Ao final do periodo de estresse (116 DAP, dia do maximo estresse), seis plantas de
cada tratamento foram analisadas fisiologicamente e coletadas para posteriores analises
laboratoriais. As plantas restantes foram reidratadas no mesmo dia e colocadas a 25 °C de
temperatura radicular, condi¢do similar a da aclimatacdo, e esta fase foi denominada

recuperacao (Figura 4).

RECUPERACAO

Bancadas
.......... Sistema radicular a 25°C (todas as plantas irrigadas)

@ IACSP 94-2094, irrigadas (25 H+) @ |ACSP 94-2094, irrigadas (15 H+)
@ IACSP 97-7065, irrigadas (25 H+) QO [IACSP 97-7065, irrigadas (15 H+)
@ ACSP 94-2094, ndo irrigadas (25 H-) @® ACSP 94-2094, n&o irrigadas (15 H-)
@ IACSP 97-7065, ndo irrigadas (25 H-) @ IACSP 97-7065, n&o irrigadas (15 H-)

Figura 4 - Esquema da distribui¢do das mudas na casa de vegetacdo do Centro Experimental
Central do Instituto Agrondmico de Campinas, no periodo experimental da recuperacao
dentro das caixas de isopor (117 DAP a 120 DAP).

Na recuperacao, as plantas foram mantidas novamente a 80% da capacidade de campo
e quatro dias apdés o inicio dessa fase foram feitas avaliagfes fisiologicas (120 DAP,
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avaliacdes do final da recuperacdo). As mudas restantes foram coletadas para posteriores
analises laboratoriais.

A figura 5 resume a duracdo de cada periodo experimental e o dia das avaliagoes.

Crescimento Aclimatacao Transigao Estresse Recuperagao

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

DAP

81 101 105 108 116 120
1 Inicio | ‘Maximo: {Avaliagao:
finalda |

: stresseiT _ Estresse | final da
| O ¢do.  aclimata- IACSP94-209£?t2a5n:li?t2%sﬁ-,15H+,15H- recupera-
i__caixas Caixas €A0 | IACSP 97-7065: 25H+, 25H-, 15H+, 15H- | Ca0.
..25°C. | Tratamentos:
Tratamentos: IACSP 94-2094 (25H+)
IACSP 94-2094 (25H+) IACSP 97-7065 (25H+)

IACSP 97-7065 (25H+)

Figura 5 — Representacdo esquematica dos tratamentos impostos em cada periodo
experimental. DAP significa dias ap6s o plantio; 25 H+ representa os tratamentos com
temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura radicular de 25 °C,
sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15 °C, com rega (baixa
temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega (baixa temperatura
radicular + déficit hidrico).

3.3 Delineamento estatistico e andlise dos dados

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com parcelas subdivididas no
tempo (maximo estresse e final da recuperacao), em esquema fatorial triplo (Tabela 1), sendo
as causas de variacdo: dois geno6tipos de cana-de-acucar (IACSP 94-2094 e o IACSP 97-
7065), duas condicBes hidricas (com rega a 80% da capacidade de campo e com suspensao
parcial da rega) e duas temperaturas radiculares (25 °C e 15 °C). Os resultados foram
submetidos a anélise de variancia e quando as médias apresentaram diferenca significativa,
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as analises do nimero de
folhas verdes foi feita a transformagéo dos dados (Vx+1).

As avaliagdes da aclimatacdo foram analisadas apenas através das medias e desvios, ja

que neste periodo experimental o Unico fator de variagdo eram 0s genotipos.
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Tabela 1 - Delineamento experimental com trés fatores de variagdo (gendtipos, temperaturas
radiculares e condicdes hidricas), subdividido no tempo (estresse e recuperacao).

Delineamento Experimental

Periodos Temperaturas Condigdes hidricas
Genotipos experimentais  radiculares

H+ (CONTROLE)

25°C e
Estresse
15°C Ht
IACSP 94- H-
2094 25 °C E+ (CONTROLE)
Recuperacéo "
15°C e
95 °C :+ (CONTROLE)
Estresse
15 °C H+
IACSP 97- H-
7065 95 °C E+ (CONTROLE)
Recuperacéo ar
15°C o

H+ = com rega; H- = sem rega

3.4 Medidas Biométricas

A altura das plantas foi realizada com uma trena, do solo até a folha mais alta, sem
estica-la. A partir dos dados de altura, foi calculado o crescimento em altura em relacdo a
aclimatacdo, para o dia de maximo estresse e para o final da recuperacéo, a partir da seguinte

férmula;

alturaestresse (116 DAP)ou recuperagio (120 DAP) — altura aclimatagdo (101 DAP) % 100

% altura =
alturaaclimatagﬁo (101 DAP)

Também foi contabilizado o numero de folhas verdes (NFV) e secas (NFS),
considerando secas as folhas com mais de 50% de area foliar senescente.

As massas da materia seca (MS) das folhas e das raizes foram avaliadas no final de
cada periodo do experimento (101, 116 e 120 DAP) e obtidas pela secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar, a 55 °C, até massa constante, e posterior pesagem de cinco
repeticdes de cada tratamento. Foi calculada também a area foliar, pela MS de discos foliares
de 1 cm de diametro, relacionando com a massa da matéria seca do total de folhas.
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3.5 Trocas gasosas

As analises das trocas gasosas foram feitas com um analisador de gases por
infravermelho modelo Li-6400F (Licor, EUA). As medidas foram realizadas entre as 8:00 e as
9:00 h e entre as 13:00 e 14:00 h, no final dos trés periodos experimentais (101, 116 e 120
DAP). Ao longo dos periodos experimentais do estresse e da recuperacdo, as plantas foram
avaliadas nos mesmos horarios, de dois em dois dias. O Li-6400F registrou a diferenca de
pressdo de vapor entre a folha e o ar (DPV_, kPa) e a temperatura foliar (T, °C). As medidas
foram realizadas com concentracdo de CO, constante (380 umol mol™) e sob radiacéo
fotossinteticamente ativa (Q, umol m™ s™) semelhante a do ambiente, no momento de cada
ciclo de analise. As medidas foram registradas quando o coeficiente de variacdo total foi
inferior a 0,5%. Foram obtidos dados de condutancia estomética (gs, mol m?s™), assimilagdo
de CO, (Acoz, pmol m2s™), transpiracdo (E, mmol m?s™) e concentracdo intercelular de CO,
(C;, umol mol™). Pela razéo entre os valores de Aco; e de C, foi calculada a eficiéncia
instantanea de carboxilagdo (A/C,, umol m? s Pa™). As avaliaces foram realizadas sob a
variacdo natural da umidade relativa e da temperatura do ar ao longo do dia. As medidas
foram realizadas no terco médio da folha +1 (primeira folha totalmente expandida e com a

ligula aparente).

3.6 Atividade fotoquimica

As medidas da emissdo de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas com um
fluordmetro modulado (6400-40 LCF) integrado ao Li-6400F, entre as 7:00 e as 8:00 h da
manha e entre as 12:00 e as 13:00 h , nos mesmos dias de avaliagfes das trocas gasosas. O
terco médio da folha +1 foi previamente adaptado ao escuro por 30 minutos, para a
determinacdo da fluorescéncia minima (Fo). Em seguida, um pulso de luz saturante foi
aplicado para a determinacdo da fluorescéncia méaxima (Fy). A fluorescéncia variavel (Fy) no
escuro foi assim calculada: Fy=Fy-Fo, sendo possivel a obtencdo da eficiéncia quéntica
potencial do PSII em tecidos adaptados ao escuro, Fv/Fy (VAN KOOTEN & SNEL, 1990). A
fluorescéncia variavel em tecidos iluminados (Fv’) e maxima (Fy’) foram avaliadas em
tecidos adaptados a luz, além da fluorescéncia minima apos a excitacdo do fotossistema |
(PSI) com luz vermelha distante (Fo’). A partir dos valores de Fy’ e Fy’ foi calculada a
eficiéncia quantica potencial do PSII em tecidos iluminados (Fy /Fm’). Também foi calculado
0 transporte aparente de elétrons [ETR = Q x AF/Fy’ x 0,4 x 0,85] (EDWARDS & BAKER,
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1993; ROHACEK, 2002), onde considerou-se distribuico de elétrons entre o PSI e o PSII de
0,4 e a absorcdo de luz 0,85 (SCHREIBER et al., 1998).

3.7 Conteudo de clorofilas

Os conteudos foliares de clorofilas a e b foram avaliados com um medidor eletrénico
de teor de clorofilas (ClorofiLOG CFL 1030, Faker) , nos mesmos dias e folhas avaliadas nas

trocas gasosas.

3.8 Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico (¥,) nas folhas de cana-de-agUcar foi determinado as 5:40 h e as
12:00 h, no final da aclimatacéo (101 DAP), no dia de méaximo estresse (116 DAP) e no final
da recuperacdo (120 DAP), com o auxilio de uma camara de pressdo tipo Scholander. As
folhas utilizadas para as avaliacbes de ¥, foram armazenada em freezer (-20 °C) para

posteriores analises laboratoriais.

3.9 Extracao de compostos por MCW

As folhas foram coletadas apds as medidas de ¥, realizadas a tarde, nas avaliaces do
final da aclimatacdo, do dia de maximo estresse e do final da recuperacdo. As raizes utilizadas
foram as mesmas usadas para avaliacdo da MS. As diferentes partes das plantas foram
armazenadas em freezer e posteriormente secas em estufa de circulacdo forcada de ar, a 55
°C, até obtencdo de MS constante. As amostras de raizes foram moidas em um micro moinho
tipo Willye (Tecnal, TE 648) e as de folhas em um moinho de pedra, sendo armazenadas em
frascos hermeticamente fechados até o0 momento das analises de laboratorio.

Para a extracdo e a purificacdo de diferentes compostos, aproximadamente 75 mg de
tecido vegetal seco e moido foram embebidos em 3 mL de solucdo de
metanol:cloroférmio:agua (MCW) na propor¢do 12:5:3 (v/v/v) segundo BIELESK &
TURNER (1966). A solucdo foi mantida em geladeira a 5 °C por trés dias. Entdo, foi
acrescentado agua e cloroférmio, na propor¢éo de 1:1,5 (v/v) e os frascos foram agitados e
mantidos em geladeira por mais 24 horas. Ap6s a separacdo das fases, coletou-se o
sobrenadante (fracdo aquosa-metanolica) e foi feita a concentragdo das amostras em banho-
maria a 50 °C. A solucdo foi quantificada em provetas (mL) e armazenada em tubos de
Eppendorf a -20 °C.
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3.10 Conteldo de carboidratos ndo estruturais

As anélises de carboidratos incluiram agucares solUveis totais (AST), sacarose (SAC) e
amido (AMI). Pela soma de AST + AMI determinou-se o conteddo de carboidrato total nédo
estrutural (CTNE), de forma indireta.

A determinacdo de AST foi feita pelo método do fenol-sulfarico (DUBOIS et al.,
1956). Para a quantificacao nas folhas e nas raizes, um volume de 10 uL do extrato de MCW
foi pipetado em tubos de ensaio. Apés essa etapa, o volume das amostras foi completado com
agua mili-Q para 500 uL. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de fenol 5% e 2 mL de acido
sulfarico p.a. Os tubos foram agitados até a total homogeneidade da solugdo e apos o
resfriamento, a absorbancia foi medida no comprimento de onda de 490 nm. Como reta-
padrdo para conversdo em quantidade de agucar, utilizou-se uma solucgéo de glicose (Glu) nas
concentracgdes de 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 100 pg.

A SAC foi determinada segundo VAN HANDEL (1968) e DUBOIS et al. (1956). Foi
utilizado um volume de 10 upL para folhas e 25 ulL para raizes e os volumes foram
completados para 500 uL, com agua mili-Q. Acrescentou-se 0,5 mL de hidroxido de potassio
a 30% nos tubos que foram vedados e incubados em banho-maria a 100 °C por 10 minutos.
Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de fenol a 5% e 2 mL de &cido sulfurico p.a. As amostras
foram homogeneizadas, resfriadas e a absorbancia medida no comprimento de onda de 490
nm. Como reta-padrdo foram usadas solugbes contendo 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 100 ug de
sacarose (Suc).

Os contelidos de AST e SAC foram expressos em mg Glu (g MS)™ e mg Suc (g MS)™,
respectivamente.

O contetdo de amido (AMI) foi determinado nas folhas e nas raizes, segundo
AMARAL et al. (2007). Foram pesados em Eppendorfs, em média, 10 mg de amostras secas
e moidas. A primeira etapa da extracdo foi feita com a adicdo de 0,5 mL de etanol 80% (v/v) e
incubacdo em banho-maria a 80 °C por 20 minutos. Apds este periodo, o sobrenadante foi
retirado e 0 mesmo processo repetido por mais trés vezes. Na Ultima vez, as amostras foram
centrifugadas e deixadas para secar em temperatura ambiente.

A proxima etapa da extracdo, apds a secagem do material, consistiu na adicdo de 0,5
mL (120 UA mL™?) de a-amilase termoestavel do Bacillus licheniformis (MEGAZYME,
Irlanda) diluida em tampdo MOPS 10 mM, pH 6,5 e na incubagdo em banho-maria a 75 °C

por 30 minutos. Este passo foi repetido mais uma vez, totalizando 120 unidades da atividade
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da enzima (UA) por amostra. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL (30 UA mL™) de
amiloglucosidade de Aspergillus niger (MEGAZYME, Irlanda) em tampé&o acetato de sodio
100 mM, pH 4,5. As amostras foram incubadas em banho-maria a 50 °C por 30 minutos. Esse
procedimento foi repetido mais uma vez totalizando 30 UA por amostra. Na Gltima etapa,
adicionou-se 0,1 mL de acido percldrico 0,8 M para cessar a reacdo e precipitar as proteinas.
As amostras foram congeladas em freezer (-20 °C) para posterior quantificacao.

A quantificacdo foi feita em Eppendorfs, utilizando-se de 30 a 50 uL da solugédo acima
descrita. Adicionou-se agua mili-Q para completar para o volume de 50 pL e em seguida 0,75
mL de Glicose PAP Liquiform (Labtest Diagnostica S.A., Brasil). A solucédo foi incubada em
banho-maria a 37 °C por 15 minutos e o contetdo de Glu foi determinado em leitor de
microplacas modelo EL307C (Bio-Tek Instruments, EUA), em comprimento de onda de 490
nm. A reta-padrao foi calculada a partir de solucdo de Glu nas concentracdes de 5, 10, 15, 25

e 30 ug. O contetido de amido foi expresso em mg Glu (g MS)™.

3.11 Conteudo foliar de aminoacidos solUveis totais

Os aminoacidos foram determinados segundo COCKING & YEMM (1954). Para a
reta-padrdo foi utilizada leucina nas concentracdes de 20, 40, 60, 80 e 100 nmoles. Foram
utilizados 50 pL de solucdo e 950 uL de agua mili-Q. Entdo, adicionou-se 0,5 mL de tampao
citrato 0,2 M (acido citrico 0,2 M e citrato de sodio 0,2 M, misturados na proporg¢do de 20,5
mL do primeiro para 29,5 mL do segundo; adicionando-se & solugdo de citrato de sodio até a
obtencdo do pH 5), 0,2 mL de ninhidrina em metilglicol (2,5 g de ninhidrina em 50 mL de
etilenoglicol monometiléter a 99%) e 1 mL de solucdo de KCN (2 mL de KCN 0,01 M em 98
mL de metilglicol). Os tubos foram agitados, vedados e incubados em banho-maria a 100 °C
por 20 minutos. Depois, foram resfriados em temperatura ambiente e adicionou-se 1 mL de
etanol a 60%. Os tubos foram agitados novamente e a absorbancia da solucdo determinada no
comprimento de onda de 570 nm. O conteldo de aminoacidos solUveis totais foi expresso em

nmol (mg MS)™.
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3.12 Conteudo foliar de prolina

A quantificacdo do aminodcido prolina foi feita segundo o método descrito por RENA
& MASCIOTTI (1976). Adicionou-se 0,1 mL de glicina 0,1 M a aliquotas de 300 pL da
solucdo obtida pelo MCW, completando-se 0 volume da solucao para 3 mL com agua mili-Q.
Adicionaram-se entdo, 2 mL de acido acético p.a. e 2 mL de solucdo de ninhidrina (600 mg de
ninhidrina em 15 mL de acido acético p.a. e 10 mL de &cido fosforico 6 M). Os tubos foram
agitados e incubados em banho-maria a 100 °C por 35 minutos. Depois, foram colocados em
banho de gelo, sendo adicionados 4 mL de tolueno p.a. Agitou-se vigorosamente e a
absorbancia do sobrenadante (tolueno) foi determinada no comprimento de onda de 515 nm.
A reta-padrdo foi obtida com uma solucdo de prolina nas concentrages de 0, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0

e 4,0 pg. O contetido de prolina foi expresso em nmol (mg MS)™.

3.13 Avaliacao dos sistemas de defesa antioxidante

A folha +1 das plantas de cana-de-acucar foram coletadas no final das analises de
trocas gasosas nas avaliacdes do final da aclimatacdo, do dia de maximo estresse e do final da
recuperacdo e foram armazenadas em gelo seco até o dia posterior, quando foram

armazenadas em ultra freezer (-80 °C) até 0 momento das analises.

3.13.1 Extracdo enzimatica

O material vegetal armazenado no ultra freezer foi macerado em almofariz de
porcelana, na presenca de nitrogénio liquido, até a obtencdo de 500 mg de um po6 fino e
uniforme. Entdo 1,5 mL de tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 contendo 1 nM de
acido L-ascorbico, 10 mM de EDTA foi adicionado e o material foi macerado novamente.
Este conteddo foi centrifugado a 4 °C (13000 x g, 20 minutos) e o sobrenadante, que contém a
fracdo de proteinas solUveis totais, coletado, filtrado e armazenado em ultra freezer em
microtubos de 2 mL. Esta extracdo foi adaptada do protocolo de PEIXOTO et al.(1999).
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3.13.2 Atividade total de dismutases de superoxidos (SOD; EC: 1.15.1.1)

A atividade de SOD foi determinada segundo metodologia de PEIXOTO et al. (1999)
adaptada de DEL LONGO et al. (1993) e de GIANNOPOLITIS & RIES (1977). Este método
é baseado na inibi¢do da reducdo de p-nitro blue tetrazolium (NBT) pelo extrato enzimatico,
sendo que uma UA de SOD ¢é considerada como a quantidade de enzima necessaria para
ocorrer 50% de inibicao da reducdo do NBT contida no extrato enzimatico.

Os extratos preparados anteriormente foram descongelados em banho de gelo (4 °C) e
foram diluidos no proprio tampéo da extracdo, se necessario. Em tubos de ensaio protegidos
da luz, contendo tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8) + 0,1 mM de EDTA + 13 mM
de L-metionina + 75 uM de NBT, foram adicionados 100 uL desses extratos. Em seguida,
iniciou-se a reacdo pela adicdo de 2 pL de riboflavina e a transferéncia dos tubos de ensaio
para uma camara iluminada com lampada fluorescente de 30 W, por 6 minutos. As
absorbancias das amostras foram determinadas em seguida, no comprimento de onda de 560
nm. Para o branco, foram utilizados os conteudos dos tubos sem as aliquotas dos extratos,
expostos e ndo expostos a luz. O célculo da atividade da SOD foi realizado segundo
BEAUCHAMP & FRIDOVICH (1971), pela quantidade de extrato que inibiu 50% da
reducdo de NBT, sendo expressa em UA (g MS min)™.

3.13.3 Atividade das peroxidases de ascorbato (APX; EC: 1.11.1.1)

Este método é baseado no fato de que a presenca de APX no extrato bruto diminui a
concentracdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) do meio, pela reducdo do acido ascérbico. A
determinacdo da atividade de APX foi feita segundo NAKANO & ASADA (1981),
modificado por KOSHIBA (1993). 100 uL dos extratos diluidos quando necessario foram
adicionados a tubos de ensaio e depois foram adicionados 2,7 mL de tampédo fosfato de
potassio 50 mM (pH 6,0) contendo 0,8 mM de &cido L-ascorbico p.a. Apols tais
procedimentos, iniciou-se 0 experimento com a adi¢cdo de H,O, ao meio de reacdo. No
posterior intervalo de 0 a 300 segundos apds a adi¢do de H,O,, foram realizadas leituras em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 290 nm, a cada 30 segundos, observando-se 0
decréscimo da leitura. Como branco foram utilizados tubos com e sem amostra, na auséncia e
na presenca de H,O, Para o célculo da atividade de APX foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar do ascorbato a 290 nm (exg0ASA = 2.8 mM™ cm™). Os resultados foram

expressos em pMol AsA (g MS min)™.
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3.13.4 Atividade de catalases (CAT; EC: 1.11.1.6)

A atividade de CAT foi determinada segundo HAVIR & MCHALE (1987). 100 pL do
extrato enzimatico foram adicionados a 2,9 mL de uma solugdo contendo H,0O, 12,5 mM +
tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0). Foi feita a leitura da diminuicdo da absorbancia
em espectrofotdbmetro em 240 nm, a 30 °C. O célculo da atividade de CAT foi realizado a
partir do coeficiente de extingdo molar para estas condigdes a partir da curva de concentracdo

de 55,5 mM™ cm™ (e240 H205). Os resultados foram expressos em pMol H,0, (g MS™ min)™.

3.13.5 Peroxidacdo de lipideos (TBARS)

O metodo utilizado foi de HEATH & PACKER (1968), adaptado por PEIXOTO et al.
(1999). A TBARS foi medida pela quantidade de malonilaldeido (MDA) do extrato das folhas,
a partir de sua reacdo especifica com o acido tiobarbiturico (TBA), reacdo que gera um
croméforo avermelhado. 500 mg do material vegetal armazenado no ultra freezer foram
macerados em almofariz de porcelana, na presenca de nitrogénio liquido, para a obtencao de
um pé fino e uniforme. Adicionou-se entdo 1,5 mL da solucdo de TCA a 1% (p/v) e essa
mistura foi transferida para microtubos de 2 mL. Os tubos foram centrifugados (10000 x g, 15
minutos) e o precipitado foi descartado. Desta solucdo, 500 uL foram transferidos para tubos
de ensaio e entdo foram adicionados 2 mL de TBA 0,5% (p/v) dissolvido em TCA 20% (p/v).
Os tubos foram vedados, incubados em banho-maria a 95 °C por 1 hora e depois resfriados
em banho de gelo. As amostras foram novamente centrifugadas (2000 x g, 10 minutos) e o
sobrenadante foi lido a 25 °C nos comprimentos de onda de 532 e 660 nm, sendo o ultimo
referente a reacdo ndo especifica. A leitura a 660 nm foi subtraida da leitura a 532 nm para a
obtencdo da leitura especifica. O calculo da quantidade do complexo MDA-TBA foi feito
através do coeficiente de extincdo molar de 155 mM™ cm™ (HEATH & PACKER, 1968). Os
resultados foram expressos em nmol (g MS)™ (MAIA, 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas gerais dos gendétipos de cana-de-agucar

As analises realizadas nas plantas de cana-de-acucar no final da aclimatagdo séo
apresentadas na tabela 2. Pode-se notar que em relacdo as medidas biométricas, as plantas da
variedade IACSP 94-2094 apresentaram maior altura, MS das folhas e area foliar, enquanto as
plantas do clone IACSP 97-7065 apresentaram uma maior MS radicular. Em relacdo a
atividade fotoquimica e as trocas gasosas, 0s gendtipos avaliados tiveram valores semelhantes

na aclimatacéo.

Tabela 2 - Caracteristicas biométricas, fotoquimicas e assimilacdo de CO, de mudas dos
genotipos de cana de agucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065, no final da aclimatagdo (101
DAP), antes da imposicdo dos tratamentos de estresse.

Gendtipos
Variaveis*
IACSP 94-2094 IACSP 97-7065
Altura (cm) 1395+15 132,8+0,6
Numero de folhas verdes (un.) 5+1 51
Massa da matéria seca das folhas (g) 14,02 + 0,12 11,90+ 1,20
Area foliar (cmz) 751,43 + 75,70 711,25 + 76,64
Massa da matéria seca das raizes (g) 4,25+ 0,57 5,44 +0,11
) ) Chla 33,1+0,3 339+0,3
Teor de clorofila (ClorofiLOG)
Chlb 9,8+£0,2 9,1+£0,3
Assimilagio CO, (umol m? s™h)** 21,45+ 2,48 22,25+ 1,32
Eficiéncia quantica potencial do 0.790 + 0,007 0.784 + 0,001

fotossistema 11**

*Medidas realizadas aos 101 DAP. **Medidas realizadas entre as 12:00 e as 13:00 h. Valores médios (n=4) +
desvio padréo.
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4.2 Umidade e temperaturas da terra e do ar

O periodo de estresse teve uma duracdo de onze dias. A FTSW e as temperaturas da

terra e do ar na casa de vegetacdo, durante a imposi¢édo do estresse sao mostrados nas figuras

6 e 7, respectivamente.

As plantas irrigadas, tanto nos tratamentos de 15 °C radicular quanto nos tratamentos a

25°C radicular mantiveram a FTSW ao redor de 0,80, enquanto para as plantas ndo irrigadas a

agua disponivel foi decrescente, chegando ao minimo em 114 DAP.

0,0+

—=&— jrrigadas
—0O— sem irrigacao

SAVe:

¥
\@
AN
N

101 104 107 110 113 116 119

Tempo (Dias apés o plantio)

Figura 6 - Fracdo de agua disponivel no solo (FTSW) durante o periodo experimental de
estresse (105 a 116 DAP) e apds a reidratacdo (118 DAP), nas plantas irrigadas e sem
irrigacdo. Cada ponto representa o valor médio (n=4) * desvio padréo.

A temperatura do ar na casa de vegetacdo durante todo o periodo experimental foi

entre 41,9 e 19,3 °C (Figura 7 A e B). Ja a temperatura da terra nos tratamentos a 25 °C foi

entre 28,4 e 21,9 °C e entre 19,2 e 12,7 °C nos tratamentos a 15 °C (Figura 7 B).
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Figura 7 - Variacdo da temperatura do ar na casa de vegetacdo e da terra durante todo o
experimento (A) e durante o periodo de estresse (B). Cada ponto representa o valor médio
(n=3) + desvio padrdo.

4.3 Duracao do periodo experimental de estresse

Conforme descrito no item 3.2, a suspensdo dos tratamentos do estresse ocorreu
quando as plantas atingiram, em média, 10% da transpiracdo (E) das plantas controle, que se
deu aos 116 DAP. O menor E foi do tratamento de 15 H- do gen6tipo IACSP 94-2094, com
valor de 8,3% em relacdo ao tratamento controle deste cultivar. A tabela 4, do item 4.6, traz
os valores do E nos diferentes tratamentos impostos, nas avaliagbes do dia de méaximo
estresse (116 DAP) e do final da recuperacdo (120 DAP). O valor utilizado como pardmetro
para a suspensao do estresse esta em destaque. A figura 8 mostra o aspecto das plantas nesta

data, com a maior parte das folhas secas nos tratamentos nao irrigados.
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Figura 8 - Vista geral do experimento no dia de méaximo estresse (116 DAP), ap6s onze dias
do inicio deste periodo experimental.

4.4 Potencial hidrico foliar, contetdo de amino&cidos livres totais e de prolina

Os valores de y, ndo foram significativamente diferentes nas plantas controle (25 H+)
entre 0s genotipos estudados em nenhum horério de avaliagdo, nem entre 0 maximo estresse

(116 DAP) e o final da recuperagéo (120 DAP) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Potencial da 4gua na folha (4, MPa) nos gendtipos de cana-de-agucar IACSP 94-
2094 e IACSP 97-7065 nas avaliacdes do dia de maximo estresse (116 DAP) e do final da
recuperacdo (120 DAP), na antemanha (5:40 h) e a tarde (12:00 h).

Genotipos

IACSP IACSP IACSP IACSP

Tratamentos* 94-2094 97-7065 94-2094 97-7065
Antemanha Tarde

Estresse**
25 H+ -0,33+0,03A,a -0,28+0,06 A,a  -0,90+0,05A,a -0,88+0,10 A, a
25 H- -1,05+0,20B,b  -0,47+0,10 A, b -2,00+0,20 B,b  -1,00£0,09 A, b
15 H+ -0,30+0,00 A,a -0,30+0,00A,a  -1,10+0,20A,a -0,88+0,20 A, a
15 H- -1,484¢0,23B,c  -0,82+0,34 A,c  -2,08+0,32B,b  -1,72+0,38,A C
Recuperacdo**
25 H+ -0,27+0,08 N° -0,30+0,00 " -1,07+0,19A,b  -0,73+0,18 A, b
25 H- -0,25+0,04 NS -0,30+0,10™° -0,68+0,04 B,a  -0,45+0,07 A, a
15 H+ -0,25+0,04 N -0,20+0,04 NS -0,7740,14 A, a  -0,98+0,18 A, b
15 H- -0,29+0,06 N -0,30+0,08 NS -0,98+0,04B,a  -0,50+0,10 A, a

*Medidas realizadas na folha +2, aos 116 DAP (méximo estresse) e aos 120 DAP (final da recuperacdo).
Valor médio (n=3) + desvio padrdo. 25 H+ representa os tratamentos com temperatura radicular de 25 °C,
com rega (controle); 25 H-, temperatura radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura
radicular de 15 °C, com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega
(baixa temperatura radicular + déficit hidrico).

**NS indica diferenca ndo significativa entre os genotipos e entre os tratamentos no mesmo genotipo.
Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os gendtipos (na linha), no mesmo
horério de avaliacdo e letras minusculas, as diferengas entre os tratamentos no mesmo genétipo (na coluna)
(Tukey, p<0,05).

No dia do méaximo estresse, 0 tratamento de baixa temperatura radicular (15 H+) ndo
provocou mudancas no s, em relacdo as plantas controle em nenhum horario de avaliagdo e
nem entre os genotipos. A inducdo de um estresse de seca em plantas submetidas ao frio
radicular pode ocorrer por diminuir a condutividade hidraulica da raiz e consequentemente, a
absorcdo de agua do solo (MARKHART, 1984; ALLEN & ORT, 2001), resposta ndo vista
neste estudo (Tabela 3), como também ndo observada em outras espécies vegetais submetidas
ao frio (ALLEN et al., 2000; WAN et al., 2004). IACSP 94-2094 teve uma diminui¢do em g
(Figura 20 C, seta) o que pode indicar uma resposta mais eficiente & condicdo de baixa
temperatura, ja que o suprimento de agua pela raiz pode se tornar restrito (WILKINSON et al.,
2001).

Na avaliagdo do maximo estresse da antemanhd, nos tratamentos de seca, a diminui¢ao
da temperatura radicular de 25 °C para 15 °C provocou uma diminuicdo mais acentuada

(p<0,05) nos valores de w4, em ambos 0s gendtipos estudados quando comparada com o
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controle (Tabela 3). A tarde as respostas foram semelhantes as ocorridas no 4, da antemanha.
Apesar do maior decréscimo no w4 do clone IACSP 97-7065 no tratamento de 15 H- em
relacdo ao de 25 H- (de -0,47 para -0,82 MPa), a variedade IACSP 94-2094 apresentou wiy
mais negativo que IACSP 97-7065 em ambos os tratamentos de seca, independente da
temperatura radicular e do horario de avaliacéo (p<0,05). Esses resultados indicam que houve
um efeito negativo neste pardmetro hidraulico no estresse simultaneo de baixa temperatura
radicular + seca para o clone, menos evidente em IACSP 94-2094. Mas nenhum dos
genotipos apresentou manutencdo do s no tratamento de 15 H-. Segundo INMAN-
BAMBER & SMITH (2005), é esperada a manutencdo do w, em genotipos tolerantes a
condigdes adversas, pois 0s processos relacionados com a pressdo de turgor, como 0
alongamento celular, podem ser mantidos, permitindo a manutencdo do crescimento das
plantas.

MACHADO et al. (2009) em trabalho realizado com o gendétipo de cana-de-agUcar
IACSP 94-2094, ndo observaram diminuicdo no 4, em sua fase fenoldgica de crescimento
inicial, quando sob déficit hidrico, Algumas consideracfes podem ser feitas, ja que no
experimento de MACHADO et al. (2009) as plantas foram submetidas a um estresse
crescente por 42 dias, pois estavam em tanques de 0,6 m>. Nos experimentos realizados em
vasos, 0 4y Critico para as plantas é atingido rapidamente e com isso alguns mecanismos de
aclimatacao ao déficit hidrico ndo sdo expressos (PIMENTEL, 2004).

No periodo de recuperacgdo, tanto na antemanhd quanto a tarde, todos os tratamentos
tiveram recuperagéo no valor do , (Tabela 3).

A quantidade de prolina no méaximo estresse foi superior para IACSP 94-2094 em
todos os tratamentos em relacdo ao clone IACSP 97-7065. O clone IACSP 97-7065
apresentou pequeno aumento (p<0,05) no contetdo foliar de prolina no tratamento de 25 H-
em relacdo ao tratamento de 25 H+ (Figura 9 C), enquanto para a variedade IACSP 94-2094,
os tratamentos de 15 H+ e de 15 H-, apresentaram aumento (p<0,05) em relagcdo ao
tratamento de 25 H+ (controle) (Figura 9 C e D).
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Figura 9 - Contetdo foliar de aminodacidos livres totais (A e B) e de prolina (C e D) nos
genotipos de cana-de-agucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no dia de maximo estresse
(116 DAP) e no final da recuperacdo (120 DAP), nos tratamentos com temperatura radicular
de 25 °C (A e C) e de 15 °C (B e D). 94-2094 H+ e 97-7065 H+ representam os tratamentos
com rega dos gendtipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065, respectivamente; 94-2094 H- e
97-7065 H-, os tratamentos sem rega. Valor médio (n=3) + desvio padréo.

A pressao de turgor pode ser mantida pelo acimulo de substancias no vacuolo celular,
devido a alteragdes no ambiente (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005), sendo a prolina o
principal soluto organico relacionado a este evento (DELAUNEY & VERMA, 1993). Sugere-
se que o acumulo desta substancia tenha relacdo com a maior tolerancia de cultivares de cana-
de-acucar a seca (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005; MOLINARI et al.; 2007).

MACHADO (2009) ndo observou aumento no contetdo foliar de prolina em IACSP
94-2094 sob déficit hidrico, mas, nos genotipos suscetiveis observou esse acumulo,
relacionado ao aumento da defesa antioxidante nesses genotipos. Os resultados, portanto,
corroboram o obtido no presente estudo, onde a variedade IACSP 94-2094 ndo apresentou
acumulo de prolina quando submetida apenas ao deficit hidrico (25 H-), sem a baixa

temperatura radicular simultanea (Figura 9 C e D).
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O maior acumulo de prolina que se deu em 15 H- no gendtipo IACSP 94-2094
provavelmente ndo foi responséavel pela manutencdo de um ¥, semelhante ao tratamento de
25 H-, nesta variedade (Tabela 3). Também néo deve ter sido responsével pela manutencgdo de
um 4, maior no tratamento de 25 H- para IACSP 97-7065, j& que estes acimulos foram
muito pequenos (Figura 9 C e D), sendo insuficiente para ter um efeito osmoprotetor (HARE
& CRESS, 1997) e ndo devem ter contribuido para o ajustamento osmotico (ALVES &
SETTER, 2004). Souza et al. (2004) sugere que o pequeno acimulo de prolina pode ser visto
como um indicativo de alteragdes metabdlicas devido ao estresse e ndo como uma resposta
adaptativa com efeitos protetores para a planta. Este aumento pode indicar alguma injuria as
plantas.

O acumulo de prolina ja foi visto em plantas sob variados estresses, incluindo o frio
(NAIDU et al., 1991). Em experimentos com soja sob estresse de frio, seca e frio + seca,
RIEKERT VAN HEERDEN & KRUGER (2002) ndo observaram o aumento de prolina nas
folhas das plantas submetidas apenas ao frio, mesmo com alteragcBes no y4, semelhantes as
ocorridas nas plantas sob estresse de seca, que haviam causado o acimulo de prolina. Mas,
neste estudo, enquanto IACSP 94-2094 apresentou um acumulo de prolina no tratamento de
15 H+ e no de 15 H-, IACSP 97-7065 s6 exibiu um pequeno aumento no tratamento de seca
(25 H-, Figura 9 C). IACSP 94-2094 pareceu apresentar uma resposta mais rapida a baixa
temperatura (15 H+), enquanto para IACSP 97-7065 o frio retardou a resposta das plantas ao
estresse. Ou ainda, 0 ndo acumulo de prolina pode estar relacionado ao o0 acimulo de outros
osmolitos na condicdo de frio, j& que mecanismos alternativos podem ocorrer anteriormente
ao acimulo de prolina em plantas sob estresse de frio (RIEKERT VAN HEERDEN &
KRUGER, 2002).

A variedade IACSP 94-2094 apresentou maior quantidade foliar de aminoacidos livres
totais no maximo estresse (116 DAP) em todos os tratamentos, em relacdo ao outro gendtipo.
Dentro dos tratamentos no mesmo genétipo, o IACSP 94-2094 teve um aumento (p<0,05) de
aminoéacidos livres apenas em 15 H-, em relacdo a 25 H+ (Figura 9 B). O clone IACSP 97-
7065 ndo teve diferencas (p<0,05) nos valores entre nenhum dos tratamentos (Figura 9 A e
B). A relacdo entre a maior protedlise e a suscetibilidade a seca ja foi observada (ROY-
MECAULEY et al., 1992), principalmente de proteinas das folhas e dos cloroplastos. Neste
estudo, 0 genotipo tolerante a seca aparentou ter tido um aumento de protedlise no tratamento
de seca em conjunto com a baixa temperatura (15 H-), indicando que houve uma amplificagéo

do efeito da seca nesta variedade quando com a baixa temperatura radicular.
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Na recuperacdo, os valores de aminoacidos continuaram maiores (p<0,05) no
tratamento 15 H- em IACSP 94-2094, mas nos outros tratamentos ambos os genotipos
tiveram valores semelhantes as plantas controle (Figura 9 A e B). A quantidade de prolina na
recuperacdo para IACSP 94-2094 se manteve igual ao estresse no tratamento 15 H- mas no
tratamento 15 H+ houve uma acentuada diminuicdo, sendo semelhante ao controle (Figura 9
C e D). Sugere-se entdo, que o tratamento de baixa temperatura radicular + seca pode ter
causado danos maiores a IACSP 94-2094 que em IACSP 97-7065 nos aspectos acima
estudados, por esse aumento na protedlise e a ndo recuperacdo apds a reidratagdo e o retorno a

temperatura ideal.

45 Medidas biométricas

Nos dias de avaliagcbes do maximo estresse, a altura de IACSP 94-2094 foi superior a
IACSP 97-7065 (Figura 10 A e C) nos tratamentos controle (25 H+) (p<0,05). Mas ao
observar esses valores como uma porcentagem de crescimento em altura em relacdo a
aclimatacdo (Figura 10 E), as plantas da variedade IACSP 94-2094 cresceram 9,7% no
maximo estresse, em relacdo a aclimatacdo e de IACSP 97-7065, 9,4%, sendo um crescimento
semelhante. O NFV também foi semelhante entre ambos os genétipos (Figura 11 A), mas a
MS (Figura 11 C) e a area foliar (Figura 11 E) foram superiores (p<0,05) para IACSP 97-7065

no tratamento de 25 H+.
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Figura 10 - Altura dos genotipos de cana-de-acUcar IACSP 94-2094 (A, B), IACSP 97-7065
(C, D) e altura relativa a aclimatagcdo para ambos os genotipos (E, F) no dia de maximo
estresse (116 DAP — A, C e E) e no final da recuperacdo (120 DAP — B, D e F). 25 H+
representa os tratamentos com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-,
temperatura radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15
°C, com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega
(baixa temperatura radicular + déficit hidrico). Valor médio (n=5) + desvio padrdo. Letras
maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre os periodos experimentais para o
mesmo gendtipo e letras minusculas, as diferengas entre os tratamentos no mesmo genotipo

em cada periodo experimental (Tukey, p<0,05).
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No tratamento de 25 H-, a altura dos gendtipos no maximo estresse foi semelhante
(Figura 10 A e C), mas, em relacdo & altura relativa a aclimatagdo (Figura 10 E), a variedade
IACSP 94-2094 cresceu 2,9%, enquanto o clone IACSP 97-7065, 10,5%. Na recuperagéo, 0
crescimento em altura também foi inferior para IACSP 94-2094 (Figura 10 F).

Embora MACHADO et al. (2009) ndo tenham observado reducéo de crescimento para
0 gendtipo de cana-de-agUcar tolerante a seca quando submetido a déficit hidrico, enquanto o
genotipo sensivel apresentou diminuicdo do crescimento, CHAVES et al. (2008) sugerem que
a aclimatacdo as condicdes de seca incluem inibicdo do crescimento. Além disso, INMAN-
BAMBER & DE JAGER (1986) sugerem que plantas de cana-de-agUcar tém inibicdo do
alongamento celular com valores de ¥, inferiores a —1,3 MPa. Neste estudo, o IACSP 94-
2094 apresentou um ¥, de -2,00 MPa ao meio-dia, em contraste com valores de ¥, de -1,00
MPa para IACSP 97-7065 (Tabela 3), sendo uma das possiveis causas do menor crescimento
em altura de IACSP 94-2094 no tratamento de 25 H-.

Na avaliagdo do méaximo estresse para o tratamento de 15 H+, IACSP 94-2094
apresentou uma altura superior a IACSP 97-7065 (Figura 10 A e C), sendo essa diferenca
ainda mais discrepante na recuperacdo (Figura 10 B e D). Nota-se que a resposta foi oposta a
vista no tratamento de 25 H-. A variedade IACSP 94-2094 teve um crescimento de 16,5%,
enquanto o IACSP 97-7065 cresceu apenas 4,3% da aclimatacdo para o estresse (Figura 10
E). Do maximo estresse para o final da recuperacdo IACSP 94-2094 teve um ganho em altura
superior (Figura 10 F). A maior altura para IACSP 94-2094 neste tratamento pode ter sido
resultado do aumento na MS das folhas (Figura 11 C), o que contribuiu para uma maior Acoz
global e, consequentemente maior ganho de carboidratos.

No tratamento de 15 H-, as alturas finais dos gendtipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-
7065 no maximo estresse foram semelhantes (Figura 10 A e C) e ambos também tiveram um
crescimento semelhante em relacdo a aclimatacdo (Figura 10 E). Do estresse para a
recuperacdo, a variedade IACSP 94-2094 ndo apresentou crescimento, enquanto o outro
genotipo cresceu 8,7% (Figura 10 F), refletindo na altura dos gendtipos no final da
recuperacdo, ja que em IACSP 94-2094 este tratamento junto com o tratamento de déficit
hidrico (25 H-) acarretaram na menor altura final (Figura 10 B).

Nota-se que enquanto o tratamento de déficit hidrico (25 H-) causou uma redugéo no
crescimento de IACSP 94-2094 e o tratamento de 15 H+ promoveu seu crescimento, no
tratamento de baixa temperatura radicular + seca (15 H-) houve um efeito negativo para este
genotipo, com a inibicdo de seu crescimento em altura. J& IACSP 97-7065 ndo sofreu

alteracdes em relagdo as plantas controle no tratamento de déficit hidrico (25 H-), mas nos
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tratamentos de baixa temperatura radicular, tanto 15 H+ quanto 15 H-, houve uma inibigéo
semelhante, indicando que ndo houve uma interagcdo negativa entre esses dois estresses
abidticos para o clone neste pardmetro biométrico.

Embora o NFV de ambos os gendtipos tenha sido semelhante entre todos os
tratamentos no periodo de estresse (Figura 11 A), na recuperacdo o tratamento de 25 H- foi o
que causou maior diminui¢do no NFV (Figura 11 B), sendo essa maior (p<0,05) para IACSP
97-7065. A principal causa da diminuigdo no NFV neste tratamento foi o0 aumento no NFS.
Nos outros tratamentos, incluindo o 15 H- (baixa temperatura radicular + déficit hidrico), ndo
houve alteracdes significativas no NFS (dados ndo apresentados). Este menor NFV € uma
forma de diminuir a perda de agua pela transpiracdo (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005;
INMAN-BAMBER et al., 2008), sendo, portanto, um mecanismo de evitamento da seca
apresentado por ambos 0s genotipos estudados.

A érea foliar no tratamento de 25 H- no maximo estresse foi semelhante para ambos os
gendtipos (Figura 11 E) e a MS foliar foi menor para IACSP 97-7065. Em relagdo as plantas
controle, houve uma reducdo nesses dois parametros biométricos para IACSP 97-7065 nao
vista em IACSP 94-2094 (Figura 11 C e E). Durante o déficit hidrico, a senescéncia foliar é
um processo que ocorre como uma resposta anterior a diminuicdo do surgimento de folhas e
estas respostas sdo genotipo-dependentes (SMIT & SINGELS, 2006). No presente trabalho,
IACSP 94-2094 teve um maior NFV no tratamento de 25 H- em relacdo a IACSP 97-7065
(Figura 11 B), sendo que como houve a manutencdo da MS e da area foliar em relacédo as
plantas controle no maximo estresse (Figura 11 C e E), sugere-se que a diminuicdo no NFV
neste gendtipo tenha ocorrido principalmente pela senescéncia foliar e ndo pela inibicdo do
surgimento de folhas. J& IACSP 97-7065 teve um aumento de NFS, isto é, de senescéncia
foliar e uma inibicdo do sugimento de folhas, ja perceptivel no dia de maximo estresse. Mas
ambos 0s genotipos ndo apresentaram ganho de MS (Figura 11C e D) e de area foliar (Figura
11 E e F) do méaximo estresse para o final da recuperacao.

Em relacdo & MS foliar no tratamento de 15 H+, IACSP 94-2094 exibiu valor superior
as plantas controle (p<0,05) no méaximo estresse (Figura 11 C) e a sua area foliar ndo foi
afetada (Figura 11 E). Do estresse para a recuperacédo, estes dois pard@metros biométricos ndo
tiveram um aumento significativo (p<0,05), mas foram semelhantes as plantas controle
(Figura 11 D e F). J4 IACSP 97-7065 teve uma reducéo acentuada na MS foliar em relagéo as
plantas controle (Figura 11 C) e sua area foliar foi inferior as plantas controle (p<0,05) no
maximo estresse (Figura 11 E). Do estresse para a recuperacdo, o clone também néo teve

ganho de MS nem de area foliar (Figura1l D e F).
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No tratamento de 15 H- o NFV de ambos os gendtipos foi semelhante as plantas
controle no méaximo estresse (Figura 11 A), mas no final da recuperacdo houve uma
diminuicdo neste parametro biométrico (Figura 11 B) para os dois gendtipos. Interessante que
ndo houve um aumento (p<0,05) no NFS neste tratamento (dados ndo apresentados), diferente
do tratamento de 25 H-. A MS foliar teve a maior diminuicdo entre todos os tratamentos em
IACSP 97-7065, no méaximo estresse, enquanto IACSP 94-2094 se manteve semelhante ao
controle (Figura 11 C). Quando ocorrem baixas temperaturas num periodo de déficit hidrico, a
taxa de surgimento de folhas torna-se a principal causa do menor NFV (INMAN-BAMBER,
2004). Como o NFS foi insignificante neste tratamento, pode-se supor que o menor NFV e a
menor MS foliar se deu pela inibicdo do surgimento de folhas e ndo pela maior taxa de
senescéncia, corroborando os dados obtidos pelo autor. Além disso, a translocacdo dos
fotoassimilados via floema € inibida sob baixas temperaturas (HARTT, 1965), mas, como a
translocacdo de seiva via xilema para a parte aérea é mais afetada (EBRAHIM et al., 1998 a),
isso poderia explicar o menor surgimento de folhas.

No final da recuperacédo, para IACSP 94-2094, o tratamento de 25 H- foi o Unico que
apresentou uma MS foliar menor que em 25 H+, enquanto que no tratamento de 15 H- os
valores de MS foram semelhantes as plantas controle (Figura 11 C e D), exibindo um ganho
de MS de folhas muito grande de um periodo experimental para o outro. IACSP 97-7065 teve
as MS foliares afetadas em ambos os tratamentos de seca de forma semelhante, independente
da temperatura radicular, e ndo apresentou ganho de MS foliar do periodo experimental de
estresse para o de recupera¢do em nenhum desses tratamentos.

A MS radicular no maximo estresse foi semelhante entre ambos 0s genotipos no
tratamento de 25 H- e também semelhante aos seus controles (Figura 12 A e C). Mas, IACSP
94-2094 apresentou ganho de MS do méaximo estresse para o final da recuperagdo, tendo
valores semelhantes as plantas controle na recuperacdo, enquanto IACSP 97-7065 ndo exibiu
ganho de MS de um periodo experimental para o outro e apresentou MS radicular inferior as
plantas controle no final da recuperacédo (Figura 12 B e D).
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Figura 12 - Massa da matéria seca das raizes dos genotipos de cana-de-agUcar IACSP 94-
2094 (A e B) e IACSP 97-7065 7065 (C e D) no dia de maximo estresse (116 DAP —-AeC)e
no final da recuperacéo (120 DAP — B e D). 25 H+ representa os tratamentos com temperatura
radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura radicular de 25 °C, sem rega
(déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15 °C, com rega (baixa temperatura
radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega (baixa temperatura radicular +
déficit hidrico). Valor médio (n=4) + desvio padrdo. Letras mailsculas diferentes indicam
diferencas significativas entre os periodos experimentais e letras minusculas, as diferencas
entre os tratamentos no mesmo genotipo (Tukey, p<0,05).

O crescimento do sistema radicular pode ser mantido sob déficit hidrico moderado,
pois a fotossintese costuma ser menos afetada que o crescimento da parte aérea, podendo
haver a manutencdo do envio de fotoassimilados para as raizes (PIMENTEL, 2004). Em
ambos os gendtipos houve um aumento de SAC, AST e CTNE nas raizes, e uma pequena
diminuicdo de AMI nesse 6rgdo (Figura 28). Enquanto para IACSP 94-2094 ndo houve
alteracdes dos teores desses carboidratos nas folhas, apenas de AMI, para IACSP 97-7065
houve uma diminuicdo em todos os carboidratos foliares (Figura 29 A, C, E e G).
MAGALHAES FILHO et al. (2008) em trabalho com laranjeiras submetidas a condigdes de
seca, observaram que os fotoassimilados foram direcionados preferencialmente para as raizes,
mantendo o crescimento desse 6rgao na condicdo de estresse. Sugere-se, portanto, que devido

a inibicdo de Aco ja no terceiro dia do periodo de estresse para IACSP 97-7065 (Figura 18 A
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e B, setas), em conjunto com a diminui¢do da MS, respostas nao vistas em IACSP 94-2094,
houve uma menor sintese de carboidratos para IACSP 97-7065, que acarretou na diminuicao
nos carboidratos foliares para este gendtipo (Figura 29). Além disso, os carboidratos foliares
provavelmente foram direcionados para o sistema radicular e houve a remobilizacdo de
reservas, causando o aumento de carboidratos sollveis nas raizes (Figura 28). IACSP 94-2094
apresentou uma melhor resposta a condi¢do de déficit hidrico, mantendo o crescimento em
massa deste 6rgao.

As raizes de IACSP 94-2094 no maximo estresse apresentaram valor superior de MS
no tratamento de 15 H+ (Figura 12 A e C), mas na recuperacao, esse valor se inverteu (Figura
12 B e D) e IACSP 97-7065 teve um ganho maior (p<0,05). Alguns autores sugerem que na
cana-de-acucar o transporte de solutos € mais afetado pelo frio que a taxa fotossintética
(HARTT, 1965; EBRAHIM et al., 1998 a). No presente trabalho, apenas a baixa temperatura
radicular ndo afetou a Aco2 em nenhum dos gendtipos avaliados (Figura 18 C e D), mas o
transporte de solutos parece ter sido afetado devido aos tratamentos de baixa temperatura
radicular (tanto 15 H+ quanto 15 H-) para IACSP 94-2094, mas ndo para IACSP 97-7065
(Figura 28 e 29). Para IACSP 94-2094 houve um aumento de SAC e de AMI nas folhas
(Figura 29 D e F) e uma diminuicdo de AMI nas raizes (Figura 28 F), sendo que o tratamento
de 15 H+ foi o0 Gnico que ndo causou aumento de SAC nas raizes (Figura 28 D). J& IACSP 97-
7065 apresentou apenas aumento de AMI nas folhas e ndo houve alteragdo em SAC (Figura 29
D e F) e nas raizes ndo houve altera¢cbes em nenhum desses carboidratos (Figura 28 D e F). A
inibicdo do crescimento radicular para IACSP 94-2094 no tratamento de 15 H+ pode ter sido
devido a inibicdo do transporte de fotoassimilados para as raizes, o que acarretou na quebra de
AMI neste 6rgdo. O aumento de SAC e AMI nas folhas foi devido & manutencgdo da atividade
fotossintética por esta variedade mesmo sob o estresse de baixa temperatura radicular. Além
disso, este genoOtipo teve um crescimento em altura superior as plantas controle e também um
ganho de MS foliar, corroborando a possivel inibicdo do transporte de fotoassimilados para as
raizes, que foi utilizada para o crescimento da parte aérea. Para IACSP 97-7065, parece nao
ter havido a inibicdo do transporte de fotoassimilados, o que acarretou na manutencdo do
crescimento radicular e da parte aérea, mesmo que em pequena quantidade.

IACSP 94-2094 aparenta ser menos afetado pela baixa temperatura radicular de
pequena duragéo, quando comparado ao IACSP 97-7065 pela manutencéo do crescimento das
plantas. Mas, a inibicdo da translocacdo de acucares via floema neste gendtipo,

provavelmente menos severa em IACSP 97-7065, pode acarretar em problemas maiores para
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IACSP 94-2094 em periodos longos sob baixas temperaturas, ja que o0 crescimento radicular

pode ser seriamente afetado.

4.6 Trocas gasosas e atividade fotoquimica

Aco. foi semelhante entre os geno6tipos estudados no tratamento controle, em todas as
datas de avaliagéo (Figura 13 A). Comparativamente, 0 mesmo padréo de resposta ocorreu em
gs (Figura 13 B).
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Figura 13 - Variacdo temporal da assimilacdo de CO, (Acoz - A) e da condutancia estomatica
(gs — B) nos gendtipos de cana-de-agucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no tratamento
controle (25 H+), durante os trés periodos experimentais (final da aclimatacdo — 101 DAP; 3°
dia de estresse — 108 DAP; maximo estresse - 116 DAP; final da recuperacdo — 120 DAP).
Medidas realizadas as 13:00 h. Valor médio (n=3) £ desvio padréo.

A diminuicdo nas medidas de trocas gasosas nas plantas controle, observada entre os
periodos experimentais (Figura 13) pode ser explicada pela diferenca em DPV,, em T; (Figura
14) e em Q (Figura 15), ja que houve uma queda de temperatura do ar (Figura 7) e o tempo
ficou nublado nas avaliagbes do méaximo estresse e do final da recuperacdo. A T¢ ndo foi
controlada experimentalmente e a Q foi imposta de forma semelhante a encontrada no

ambiente no momento da avaliagé&o.
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Figura 14 - Variagédo temporal da diferenca de pressdo de vapor entre a folha e o ar (DPV| -
A) e da temperatura foliar (T - B) as 9:00 h e as 14:00 h, durante os trés periodos
experimentais (final da aclimatacdo — 101 DAP; 3° dia de estresse — 108 DAP; maximo
estresse - 116 DAP; e final da recuperacdo — 120 DAP). Valor médio (n=12) + desvio padréo.
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Figura 15 - Variagdo da radiacdo fotossinteticamente ativa (Q) ao longo do dia no final da
aclimatacdo (101 DAP), no dia do méaximo estresse (116 DAP) e no final da recuperacéo (120
DAP). Valor médio (n=12) + desvio padrao.

A eficiéncia quantica potencial do PSII no escuro (Fv/Fu) e em tecidos iluminados
(Fv’/Fm”) nos genotipos estudados também foram semelhantes (p<0,05) nos tratamentos
controle nas avaliagcbes das 7:00 h da manhd, nos diferentes dias de avaliacdo dos trés

periodos experimentais (Figura 16).
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Figura 16 - Variagdo temporal da eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il no escuro
(Fv/iFm - A) e em tecidos iluminados (Fy /Fu’ — B) nos genotipos de cana-de-acucar IACSP
94-2094 e IACSP 97-7065 no tratamento controle (25 H+), durante os trés periodos
experimentais (final da aclimatacdo — 101 DAP; 3° dia de estresse — 108 DAP; méaximo
estresse - 116 DAP; final da recuperacdo — 120 DAP). Medidas realizadas as 7:00 h. Valor
médio (n=3) + desvio padrao.

Nas avaliacOes realizadas entre as 8:00 e as 9:00 h ndo houve diferenca entre 0s
gendtipos avaliados em nenhum dia de avaliacdo na Acoz (3° dia de estresse, maximo estresse
e final da recuperacao) no tratamento de 25 H-. Ambos 0s genotipos tiveram uma diminuicédo

estatisticamente igual em relagéo a 25 H+ aos 116 DAP (Figura 17 A e B).
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Figura 17 - Variacdo temporal da assimilacdo de CO, (Acoz) nos gendtipos de cana-de-agtcar
IACSP 94-2094 (A, C e E) e IACSP 97-7065 (B, D e F), durante os trés periodos
experimentais (final da aclimatacdo — 101 DAP; 3° dia de estresse — 108 DAP; méaximo
estresse — 116 DAP; final da recuperacdo — 120 DAP). Medidas realizadas as 8:00 h. 25 H+
representa os tratamentos com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-,
temperatura radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15
°C, com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega
(baixa temperatura radicular + déficit hidrico). Valor médio (n=3) + desvio padréo.
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Nas avaliacdes das 13:00 h no 3° dia de estresse (108 DAP), a Acoz diminuiu em
13,9% em IACSP 94-2094 no tratamento de 25 H- (Figura 18 A, seta), e em 62,5% em
IACSP 97-7065 (Figura 18 B, seta).
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Figura 18 - Variacdo temporal da assimilacdo de CO, (Acoz) nos gendtipos de cana-de-agtcar
IACSP 94-2094 (A, C e E) e IACSP 97-7065 (B, D e F), durante os trés periodos
experimentais (final da aclimatacdo — 101 DAP; 3° dia de estresse — 108 DAP; méximo
estresse - 116 DAP; final da recuperacdo — 120 DAP). Medidas realizadas as 13:00 h. 25 H+
representa os tratamentos com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-,
temperatura radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15
°C, com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega
(baixa temperatura radicular + deficit hidrico). Valor médio (n=3) + desvio padrdo. As setas
indicam resultados significativamente diferentes (p<0,05) entre 0s gendtipos avaliados.
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Em relacdo a gs, houve 0 mesmo padréo de resposta de Aco, comparativamente, nas

avaliagdes as 8:00 (Figura 19 A e B).
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Figura 19 - Variacdo temporal da condutancia estomatica (gs) nos genétipos de cana-de-
acucar IACSP 94-2094 (A, C e E) e IACSP 97-7065 (B, D e F), durante os trés periodos
experimentais (final da aclimatacdo — 101 DAP; 3° dia de estresse — 108 DAP; méximo
estresse — 116 DAP; final da recuperagdo — 120 DAP). Medidas realizadas as 8:00 h. 25 H+
representa os tratamentos com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-,
temperatura radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15
°C, com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega
(baixa temperatura radicular + déficit hidrico). Valor médio (n=3) + desvio padréo.
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Na avaliacdo das 13:00 h no 108° DAP, houve uma diminuicdo semelhante entre os
gendtipos, sendo de 35,7% para IACSP 94-2094 (Figura 20 A, seta) e de 34,5% para IACSP
97-7065 (Figura 20 B, seta).

0,18 IACSP 94-2094 - IACSP 97-7065
A = 25H+| B
0,151 l ~ o 25H- |
0.
~o12{ 5
Nw \; \; .
£ 0,09; l\é I l\I/é
o / ) g ' i
£ 0,06 J i A
o .
0,031 ” I I
0,18 : - s .
C —=—25H+ | D
0,15 l k15 He
—~ -
‘w 0,124
k= i\l l
S 0,09+ A i\\i
~» 0,06 / *
0,03+
0,18
0.15 = —&— 25 H+ F
~ s i % 15H l
201240 6%
' :\; \é .
o 0,09 l\i | / \l/
- 1 |
of 0.091 /vﬁ -l ’%
0,03
s i
0,00

100 105 110 115 120100 105 110 115 120 125
Tempo (Dias apds o plantio)

Figura 20 - Variacdo temporal da condutancia estomatica (gs) nos genétipos de cana-de-
acucar IACSP 94-2094 (A, C e E) e IACSP 97-7065 (B, D e F), durante os trés periodos
experimentais (final da aclimatacdo — 101 DAP; 3° dia de estresse — 108 DAP; méximo
estresse — 116 DAP; final da recuperacdo — 120 DAP). Medidas realizadas as 13:00 h. 25 H+
representa os tratamentos com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-,
temperatura radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15
°C, com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega
(baixa temperatura radicular + déficit hidrico). Valor médio (n=3) + desvio padréo.
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Nota-se que a Aco, para IACSP 94-2094 foi mantida mais alta por um periodo de
estresse mais longo no tratamento de 25 H-, mas no maximo estresse (116 DAP), ambos 0s
genotipos tiveram reducdo de em média 90,0% em Aco2 (Figura 18 A e B). Ressalta-se que o
diferencas no tempo de imposicao de estresse altera as respostas das plantas e provavelmente
mecanismos distintos de aclimatacdo séo ativados, ja que os efeitos da falta de &gua mudam
de acordo com o estadio de desenvolvimento da planta e da velocidade que a seca é imposta
(KRAMER & BOYER, 1995).

No final da recuperacdo (120 DAP), o geno6tipo IACSP 94-2094 teve valor de Acoz €
de gs semelhantes aos valores das plantas controle nos dois horéarios de avaliagdo (Figura 17,
18,19 e 20 A, 120 DAP) enquanto IACSP 97-7065 nédo apresentou essa recuperacao no gs da
tarde (Figura 20 B, 120 DAP). Segundo LANDELL et al. (2005), IACSP 94-2094 mostra uma
rapida recuperacdo apds eventos de seca, sendo um dos motivos para ser considerado
tolerante a tais eventos.

O tratamento de baixa temperatura radicular ndo provocou alteragdes significativas
(p<0,05) na Aco, em nenhum dos horérios de avaliagdo para nenhum dos gendtipos (Figuras
17 e 18, Ce D). O gs para IACSP 97-7065, em relacdo as plantas controle (Figura 20 D, seta),
ndo sofreu alteracdes, mas para IACSP 94-2094 houve uma diminuicdo significativa (p <0,05)
(Figura 20 C, seta).

WAN et al. (2004) em estudos com raizes de Populus tremuloides sob baixa
temperatura, detectaram reducdo de gs sem haver diminuicdo no ¥,. ZHANG et al. (2008)
também observaram reducdo em gs em espécies de Curcubitaceae sob baixa temperatura. No
presente trabalho, a baixa temperatura radicular (15 H+) ndo provocou alteragdes no %, mas
causou diminuigcdo em gs para IACSP 94-2094, corroborando o obtido por WAN et al. (1999)
de que o frio radicular ndo provoca alteracdes hidrostaticas em algumas espécies de plantas.

Diferente do observado nas plantas a 25 H-, quando em 15 H-, as plantas do clone
IACSP 97-7065 ndo tiveram diminuicdo em Aco, € de gs no terceiro dia de imposicdo de
estresse na avaliacdo das 13:00 h, enquanto IACSP 94-2094 apresentou (Figura 18 e 20 E e F,
setas).

No final da recuperacdo na medida realizada as 13:00 h, o genotipo IACSP 94-2094
teve valor de gs semelhante aos valores das plantas controle no tratamento de 25 H- (Figura 20
A, 120 DAP) mas ndo teve essa recuperacdo neste tratamento (Figura 20 E, 120 DAP),
enquanto IACSP 97-7065 n&o apresentou tal recuperagdo para nenhum tratamento de seca
(Figura 20 B e F, 120 DAP).

54



O fechamento estomatico antecipado em plantas submetidas ao déficit hidrico é
considerado a primeira linha de defesa das plantas por manter o status hidrico foliar e
melhorar a EUA. Além disso, a abertura rapida quando a condi¢do de &4gua do solo volta a ser
favoravel é esperada (YORDANOV et al., 2000). Neste estudo, a variedade IACSP 94-2094
teve respostas estomaticas esperadas para plantas resistentes ao estresse, no tratamento de 25
H-, em contrapartida com IACSP 97-7065 que ndo apresentou recuperacdo de gs apos a
reidratagdo. No tratamento de 15 H-, nenhum dos gendétipos exibiu recuperacdo apds a
reidratacdo (Figuras 17 a 20, F).

Em relacdo a E no maximo estresse as 8:00 h, enquanto IACSP 94-2094 diminuiu em
37,8% no tratamento de 25 H-, IACSP 97-7065 diminuiu em 62,2% (p<0,05) (Tabela 4). Na
medida realizada as 14:00 h nota-se que IACSP 94-2094 teve uma queda mais acentuada em

E em relacdo ao outro gendtipo (p<0,05).

Tabela 4 - Transpiragdo (E, mmol m™ s™) nos genétipos de cana-de-aglicar IACSP 94-2094 e
IACSP 97-7065 no dia de maximo estresse (116 DAP) e no final da recuperacéo (120 DAP),
as 8:00 h e as 14:00 h.

Gendtipos
IACSP 94-2094 IACSP 97-7065

Tratamentos* Tempo (h)

8:00 14:00 8:00 14:00
Estresse
25 H+ 1,56 £0,72 4,46 +0,79 1,93 +0,66 3,02+£0,38
25 H- 0,97 £0,13 0,77£0,17 0,73+0,10 1,64 + 0,68
15 H+ 1,46 + 0,29 3,04 +0,43 1,35+0,26 3,08+£1,20
15 H- 0,43 £ 0,06 0,37 £ 0,08 0,60 + 0,04 0,86 £ 0,86
Recuperacéo
25 H+ 0,87 £0,48 2,52 +£1,07 1,43+0,14 2,22 £ 0,60
25 H- 0,73+0,17 2,30+ 0,30 0,83+0,16 2,44 +£0,11
15 H+ 0,88+ 0,34 2,03+0,39 1,28 + 0,06 2,83+0,49
15 H- 0,63 +0,29 1,90 £ 0,35 1,35+0,16 2,18 +0,45

*Medidas realizadas aos 116 DAP (dia do méaximo estresse) e 120 DAP (dia do final da
recuperacdo). Valor médio (n=3) + desvio padrdo. 25 H+ representa os tratamentos com temperatura
radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura radicular de 25 °C, sem rega (déficit
hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15 °C, com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-,
temperatura radicular de 15 °C, sem rega (baixa temperatura radicular + déficit hidrico).

O valor em destaque indica a maior diminuicdo da E em relacdo as plantas controle, servido de
pardmetro para a suspenséo do estresse.
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No final da recuperacdo as 8:00 h, enquanto IACSP 94-2094 tinha valores 16,1%
menores que as plantas controle, IACSP 97-7065 era de 42,0% menor. J& as 14:00 h, ambos
0s gendtipos apresentaram recuperagdo dos valores de E (Tabela 4). MACHADO et al. (2009)
observaram uma diminuicdo em E em genoOtipos de cana-de-agucar tolerantes (IACSP 94-
2094) e sensiveis ao déficit hidrico havendo, portanto, uma reducdo no uso da agua. Neste
estudo IACSP 94-2094 foi 0 que apresentou maiores redugcdes em E no horéario mais quente
de andlise, mas conseguiu manter a Acop, mais elevada por um tempo maior de estresse,
mesmo com o fechamento estomatico semelhante ao outro gendtipo avaliado.

No tratamento de 15 H+ no maximo estresse, as 8:00 h IACSP 94-2094 n&o sofreu
alteracbes em relagdo a 25 H+, enquanto o outro genotipo teve uma diminuicdo de 30,1%
(Tabela 4). Na medida realizada as 14:00 h, IACSP 94-2094 apresentou uma queda de 31,8%
enquanto IACSP 97-7065 ndo apresentou variacBes em relacdo as plantas controle. Esta
resposta se deu pelo menor gs em IACSP 94-2094 (Figura 20 C, seta), fazendo com que no
horario de maior demanda evaporativa o E fosse reduzido, evitando alteracdes no status
hidrico das plantas.

No tratamento de 15 H-, as 8:00 h, ambos os gendtipo tiveram valores de E
semelhantes entre si mas muito inferiores as plantas controle (Tabela 4). As 14:00 h, IACSP
94-2094 teve uma queda mais acentuada em E em relagdo a IACSP 97-7065 (Tabela 4). Na
recuperacdo nas medidas das 8:00 h, o fato mais interessante observado é que o tratamento de
15 H- para IACSP 97-7065 apresentou um valor semelhante as plantas controle, enquanto o
IACSP 94-2094 teve um valor 27,6% menor.

Em relacdo ao C, na avaliacdo das 8:00 h no maximo estresse, ndo houve alteracdes
em nenhum gendtipo avaliado em relacdo as plantas controle para nenhum dos tratamentos
(Figura 21 A), mas houve aumento as 13:00 h no tratamentos de 25 H- e de 15 H-(Figura 21
C). Na recuperacdo, IACSP 94-2094 manteve valores de C, superiores as plantas controle na
avaliagéo das 13:00 h (Figura 21 D).
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Figura 21 — Concentracdo intercelular de CO; (C;) nos gendtipos de cana-de-acucar IACSP
94-2094 e IACSP 97-7065 no méaximo estresse (116 DAP — A e C) e no final da recuperacao
(120 DAP — B e D) as 8:00 h (A e B) e as 13:00 h (C e D). 25 H+ representa os tratamentos
com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura radicular de 25
°C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15 °C, com rega (baixa
temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega (baixa temperatura +
déficit hidrico). Valor médio (n=3) + desvio padréo.

A relacdo A/C, ndo foi diferente (p<0,05) entre os gendétipos, mas para ambos foi
significativamente menor que as plantas controle, tanto as 8:00 h (Figura 22 A), quanto as
13:00 h (Figura 22 C) nos tratamentos de 15 H- e de 25 H-, sendo mais severo para 0
tratamento de 15 H-. Na recuperacdo esses valores se mantiveram superiores para ambos 0s

genotipos nos tratamentos de seca, independente da temperatura radicular (Figura 22 D).

57



0.10 Estresse Recuperacdo
’ A [ JIACSP 94-2094 B

0.08- 7777 \ACSP 97-7065

0,06 -

0,04 4

2 -1
AIC, (umol m™s™)

0,02 4

0,35

0,28+

0,214 | 77

A\

0,14- 77

2 -1
A/C, (umol m™s™)

A\

0,07 -

| g

25H+ 25H- 15H+ 15H- 25H+ 25H- 15H+ 15H-
Tratamentos

0,00+

Figura 22 — Eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/C;) nos gendtipos de cana-de-aclcar
IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP — A e C) e no final da
recuperacdo (120 DAP — B e D) as 8:00 h (A e B) e as 13:00 h (C e D). 25 H+ representa 0s
tratamentos com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura
radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15 °C, com
rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega (baixa
temperatura radicular + déficit hidrico). Valor médio (n=3) + desvio padréo.

No tratamento de 15 H+, o C, (Figura 21 A e C) e a relagdo A/C, (Figura 22 A e C) ndo
sofreram alteracGes significativas no maximo estresse em nenhum dos genotipos.

Como visto, nos tratamentos de seca independente da temperatura radicular (25 H- e
15 H-), ambos os gend6tipos tiveram um aumento em C; e uma diminuigdo em A/C,. Isto indica
que houve uma limitacdo estomética e do mesofilo da fotossintese (RIEKERT VAN
HEERDEN & KRUGER, 2002). A diminuicdo em A/C, indica que houve distirbios
metabolicos (FARQUHAR & SHARKEY, 1982) e 0 aumento de C; é uma evidéncia de que

houve uma limitagdo n&o estomatica no processo fotossintético.
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Em relacdo a EUA,, nenhum dos genotipos apresentou alteragdes significativas no
tratamento de 25 H- em relagdo as plantas controle as 8:00 h (Figura 23 A). As 13:00 h houve
uma pequena diminuigéo para IACSP 94-2094 (Figura 23 C).
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Figura 23 — Eficiéncia intrinseca no uso da agua (EUA)) nos genoétipos de cana-de-acUcar
IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP — A e C) e no final da
recuperacdo (120 DAP — B e D) as 8:00 h (A e B) e as 13:00 h (C e D). 25 H+ representa 0s
tratamentos com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura
radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15 °C, com
rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega (baixa
temperatura radicular + déficit hidrico). Valor médio (n=3) + desvio padréo.

No tratamento de 15 H- houve uma reducdo acentuada em EUA, para IACSP 94-2094
na avaliacdo das 13:00 h (Figura 23 C), ndo vista em IACSP 97-7065.

Os teores de clorofilas a e b sofreram uma diminuicdo para IACSP 97-7065 no
maximo estresse nos tratamentos de 25 H- e de 15 H- que se mantiveram inferiores até o final
da recuperacdo (Figura 24 A e D). Para IACSP 94-2094 sé houve diminuigdo significativa do

contetdo de clorofila b no tratamento de 15 H- (Figura 24 D). Com isso, houve um aumento
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mais evidente na razdo a:b para IACSP 97-7065 em ambos os tratamentos de déficit hidrico,
25 H- e 15 H-, sendo este aumento menor para IACSP 94-2094 (Figura 24 E e F).

25°C 15 °C
50+ I 04-2094 H+ -
A [ 197-7065 H+ B

Clorofila a

Clorofila b

Razao a:b

Estresse Recuperacéo Estresse Recuperacéo

Tempo (Periodos experimentais)

Figura 24 — Teores (clorofiLOG) de clorofila a (A e B), de clorofila b (C e D) e razéo a:b (E
e F) nos gendtipos de cana-de-agucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no dia de maximo
estresse (116 DAP) e no final da recuperacdo (120 DAP), nos tratamentos com temperatura
radicular de 25 °C (A, C e E) e de 15 °C (B, D e F). 94-2094 H+ e 97-7065 H+ representam
o0s tratamentos com rega dos genotipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065, respectivamente;
94-2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem rega. Valor médio (n=4) * desvio padrao.
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A Fy/Fy no dia do maximo estresse diminuiu para IACSP 97-7065 no tratamento de
25 H-, apenas da avaliagcdo das 12:00 h, enquanto para IACSP 94-2094 ndo houve alteracdo
(Figura 25 A e C). No tratamento de 15 H+ ndo houve diferenca para nenhum genotipo, mas
em 15 H-, ambos 0s genotipos tiveram uma diminuicdo na relacdo Fv/Fy nos dois horarios de
avaliacdo (Figura 25 A e C). Na recuperacdo ndo houve nenhuma diferenca significativa
(Figura25 B e D).

1,04 Estresse ) Recuperacao
A [ 1IACSP 94-2094 B
08 IACSP 97-7065
0= 0,6
L 0,41

0,21

0,0

0,8+
0,6

0,4

F,/F,

0,21

0,0 , ]
25H+ 25H- 15H+ 15H- 25 H+

Tratamentos

Figura 25 - Eficiéncia potencial do fotossistema Il no escuro (Fv/Fy) nos genétipos de cana-
de-acucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP — A e C) e no
final da recuperacdo (120 DAP — B e D) as 7:00 h (A e B) e as 12:00 h (C e D). 25 H+
representa os tratamentos com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-,
temperatura radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15
°C, com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega
(baixa temperatura radicular + déficit hidrico). Valor médio (n=3) + desvio padrao.

A relacdo Fy /F\’ sofreu uma diminuicdo nos dois tratamentos de déficit hidrico nos
dois horarios de avaliacdo, para ambos os genotipos (Figura 26 A e C). O tratamento de baixa

temperatura radicular (15 H+) causou alteracGes para IACSP 97-7065 na avaliacdo das 12:00
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h (Figura 26 C). Na recuperacao, IACSP 97-7065 ainda manteve valores inferiores de Fy /Fy’
nos tratamentos de 25 H- e de 15 H-, enquanto para IACSP 94-2094 essa diferenca so
permaneceu em 15 H- (Figura 26 B e D).

10- Estresse ) Recuperacao

A [ ]IACSP 94-2094 B

08 777 \ACSP 97-7065

s 0,61

1R,

0,2+

0,0

0,8+

0,6+

VI / FM|

0,4

0,21

I&\\\\\\\\\\\\\\§

I

15 H-

0,0

25H- 15H+ 15H- 25H+ 25H- 15
Tratamentos

Figura 26 - Eficiéncia potencial do fotossistema Il em tecidos iluminados (Fy'/Fu’) nos
genotipos de cana-de-aclcar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116
DAP — A e C) e no final da recuperacdo (120 DAP —-Be D) as 7:00 h (Ae B) eas 12:00 h (C
e D). 25 H+ representa os tratamentos com temperatura radicular de 25 °C, com rega
(controle); 25 H-, temperatura radicular de 25 °C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+,
temperatura radicular de 15 °C, com rega (baixa temperatura radicular); 15 H-, temperatura
radicular de 15 °C, sem rega (baixa temperatura radicular + déficit hidrico). Valor médio
(n=3) + desvio padrao.

O ETR no méximo estresse apresentou reducdo devido aos tratamentos de déficit
hidrico (15 H- e 25 H-) apenas na avaliagdo das 12:00 h, para ambos 0s genétipos (Figura 27
C). O tratamento de déficit hidrico sem baixa temperatura radicular (25 H-) causou uma

diminuicdo de menor intensidade que o tratamento de baixa temperatura radicular + seca
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simultaneamente (15 H-). Na recuperacdo ndo houve diferenca genotipica entre o0s

tratamentos (Figura 27 B e D). Todos os resultados foram semelhantes ao controle.
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Figura 27 - Transporte aparente de elétrons (ETR) nos gendtipos de cana-de-actcar IACSP
94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP — A e C) e no final da recuperacao
(120 DAP —B e D) as 7:00 h (A e B) e as 12:00 h (C e D). 25 H+ representa os tratamentos
com temperatura radicular de 25 °C, com rega (controle); 25 H-, temperatura radicular de 25
°C, sem rega (déficit hidrico); 15 H+, temperatura radicular de 15 °C, com rega (baixa
temperatura radicular); 15 H-, temperatura radicular de 15 °C, sem rega (baixa temperatura
radicular + déficit hidrico). Valor médio (n=4) + desvio padrao.

Na atividade fotoquimica, IACSP 97-7065 foi mais comprometido no tratamento de
25 H-, com diminuigdo na relagdo Fy/Fy (Figura 25) e em Fy/Fv’ (Figura 26), sendo que
IACSP 94-2094 sO apresentou diminuicdo em Fy’/Fy’ (Figura 26). O ETR diminuiu para
ambos os genotipos (Figura 27) e os teores de clorofilas s6 foram afetados para IACSP 97-
7065 (Figura 24). MACHADO (2009) e encontrou maior reducdo de Fy/Fy para o genétipo
sensivel & seca, como visto neste estudo. Porém, diminuices em ETR foram observadas
apenas no genotipo sensivel a seca, enquanto no presente estudo houve essa resposta para

ambos os genotipos. SILVA et al. (2008), semelhante ao visto no presente trabalho, encontrou
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uma reducdo em Fy/Fy e nos teores de clorofilas em plantas de cana-de-acucar sensiveis a
seca, Como visto o gendtipo IACSP 97-7065, mais sensivel & seca, apresentou maior reducao
nestes pardmetros (Figura 19 H). No tratamento de 15 H- os dois genotipos tiveram uma
reducdo em Fy/Fy em ETR eemFy /Fy .

A limitacdo da fotossintese pelo fechamento estomatico (visto neste estudo pela
diminuigdo em gs nos tratamentos de seca, Figura 20) e consequente menor Acop, €m eventos
de seca € um assunto que causa controvérsias (CHAVES, 1991; PIMENTEL, 2004). Alguns
trabalhos (CORNIC, 2000; CHAVES et al., 2002) indicam que a diminui¢cdo da atividade
fotossintética se da pelo fechamento estomatico e consequentemente, menor difusdo de CO,
para os tecido foliar, limitando a disponibilidade deste substrato para a Rubisco. Outros,
porém, sugerem que a maior causa para a limitacéo fotossintética séo distdrbios metabolicos
(FLEXAS & MEDRANO, 2002; PIMENTEL, 2004). No presente estudo, houve diminuicao
em ETR nos dois tratamentos de seca independente da temperatura radicular, sugerindo uma
menor sintese de ATP. Com isso, pode-se supor que a capacidade de regeneracdo da RuBP
para ambos 0s gendétipos foi menor e portanto, a diminuicdo em Aco, se deu por limitacdes
estomaticas e ndo estomaticas da fotossintese. Portanto, em relacdo a atividade fotoquimica e
de trocas gasosas no tratamento de 25 H- e de 15 H-, nenhum dos gendtipos apresentou
mecanismos eficientes de resisténcia.

Nota-se que o tratamento de baixa temperatura radicular + déficit hidrico (15 H-)
causou maiores danos ao aparato fotossintético, devido as limitagbes estomaticas e
bioquimicas, em relacdo ao tratamento apenas de seca (25 H-). Para IACSP 97-7065, o
tratamento de 15 H- causou uma diminui¢cdo menos intensa em Acoz, pois as limitagdes
estomaéticas neste tratamento foram menos severas que no tratamento de 25 H-. No entanto, as
limitacGes bioquimicas tornaram-se primarias.

Em plantas de cana-de-acUcar com alta producdo de prolina, a avaliacdo da
fluorescéncia da clorofila indicou menores danos no aparato fotossintético quando comparado
com plantas com baixo acumulo deste aminoacido (MOLINARI et al., 2007). O gendtipo
IACSP 94-2094 teve um aumento de prolina nos tratamentos de 15 H+ e de 15 H-, sendo que
em 15 H-, mesmo tendo tido produgdo de prolina maior que o outro gendtipo, os danos ao
aparato fotossintético foram semelhantes, contrariando o visto por MOLINARI et al. (2007).
No caso de 25 H-, o gendtipo IACSP 97-7065 foi quem mais acumulou prolina e este foi
quem mais sofreu diminui¢fes na atividade fotoquimica. Por mais que estudos indiquem a

correlacdo entre 0 aumento no teor de prolina e a resisténcia a seca (HSIAO, 1973), ndo se
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tem confirmacdes sobre isso ja que muitos resultados contraditérios em cana-de-agucar séo
vistos na literatura (ERRABII et al., 2006; GUIMARAES et al., 2008).

O tratamento de baixa temperatura radicular ndo causou alteragdes nas atividades
fotoquimicas de nenhum dos genotipos avaliados, ndo havendo, portanto, alteracdes em
Fv/Fm, em Fy'/Fy” e em ETR. Segundo ALLEN et al. (2000), a baixa temperatura noturna em
mangueira causou diminuicdo em parametros de trocas gasosas nesta espéecie, sendo que a
principal limitacdo da Aco, foram estomaticas e de menor atividade da Rubisco. A
fotoinibicdo do PSII ndo ocorreu primariamente. A limitacdo estomatica da fotossintese ja foi
bastante relatada em espécies sensiveis ao frio (MARTIN et al., 1981; BAUER et al., 1985).
Nota-se no presente trabalho que no tratamento de 15 H+ as limitages estomaticas da
fotossintese foram as principais em IACSP 94-2094, ja que este exibiu diminui¢des em gs mas
ndo apresentou alteracdes em Fy/Fy’, nem em ETR. Além disso, A/C, também se manteve
semelhante ao controle neste tratamento para ambos 0s genotipos. A baixa temperatura
radicular, portanto, foi pouco prejudicial para as plantas dos gendtipos estudados em relacéo

aos parametros analisados acima.

4.7 Conteudo de carboidratos

Na avaliacdo do méaximo estresse no tratamento de 25 H-, houve aumento de SAC nas
raizes em ambos 0s gendtipos, sendo que a degradacdo de AMI neste 6rgdo foi pequena, ndo
sendo a Unica responsavel por este aumento (Figura 28 C e E). Os AST e os CTNE tiveram um
aumento nas raizes de ambos 0s genotipos, sendo este maior para IACSP 94-2094 em AST
(Figura28 A e G).

Nas folhas de IACSP 94-2094 apenas o teor de AMI diminuiu (Figura 29 E), enquanto
que para IACSP 97-7065, todos os carboidratos diminuiram (Figura 29 A, C, E e G). Os
acucares sollveis, em especial SAC, aumentam ou permanecem constantes em condigdes de
estresse. O acumulo de SAC pode estar envolvido com a resisténcia a desidratacdo
(NIEDZWIEDZ-SIEGIEN et al., 2004). Em situacdo de estresse hidrico, 0 metabolismo de
carboidratos é alterado, havendo muitas vezes a converséo de outros agucares para SAC (LEE
et al., 2008).
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Figura 28 - Contetdo de agucares soluveis (A e B - AST), sacarose (C e D - Sac), amido (E e
F - AMI) e carboidratos totais ndo estruturais (G e H - CTNE) nas raizes dos genoétipos de
cana-de-agucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP) e no final
da recuperacédo (120 DAP), nos tratamentos com temperatura radicular de 25 °C (A, C, Ee G)
e de 15 °C (B, D, F e H). 94-2094 H+ e 97-7065 H+ representam os tratamentos com rega dos
gendtipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065, respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, 0s
tratamentos sem rega.Valor médio (n=4) £ desvio padré&o.
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Figura 29 - Contetdo de acucares soltveis (A e B - AST), sacarose (C e D - SAC), amido (E e
F - AMI) e carboidratos totais ndo estruturais (G e H - CTNE) nas folhas dos genoétipos de
cana-de-agucar IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP) e no final
da recuperacédo (120 DAP), nos tratamentos com temperatura radicular de 25 °C (A, C, Ee G)
e de 15 °C (B, D, F e H). Avaliacdes realizadas na folha +3 coletadas as 12:30 h. 94-2094 H+
e 97-7065 H+ representam os tratamentos com rega dos genotipos IACSP 94-2094 e IACSP
97-7065, respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem rega. Valor medio
(n=4) £ desvio padréo.
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Diferente do observado por MACHADO (2009) em que houve um aumento de
acucares nas folhas de plantas de cana-de-agucar sob déficit hidrico, no presente trabalho esse
aumento se deu apenas nas raizes. Essa diminuicdo de acUcares nas folhas pode estar
relacionada com a baixa Acoz no tratamento de 25 H- visto nos dois genotipos avaliados
(Figuras 17 e 18). Como IACSP 94-2094 manteve a Acoz por mais tempo que IACSP 97-
7065 (Figura 18 A e B, setas), pode ter sido esse 0 motivo da manutencdo no contetdo de
carboidratos foliares em IACSP 94-2094. Além disso, como visto por MAGALHAES FILHO
et al. (2008) em laranjeiras submetidas a condicGes de seca, os fotoassimilados podem ter sido
direcionados preferencialmente para as raizes, além de ter havido a remobilizacdo de reservas
de outros drgdos para o sistema radicular, 0 que teria causado 0 aumento em todos 0s
carboidratos nas raizes, exceto o AMI (Figura 28).

O tratamento 15 H+, ou seja, apenas baixa temperatura radicular, aparentemente
causou uma inibicao no transporte de solutos via floema para as raizes em IACSP 94-2094, ja
que houve um aumento de SAC e de AMI nas folhas (Figura 29 D e F) e uma diminuicdo de
AMI nas raizes (Figura 28 F). Este tratamento foi o Unico que ndo causou aumento de SAC
nas raizes de IACSP 94-2094. Ja IACSP 97-7065 apresentou apenas aumento de AMI nas
folhas e ndo houve alteracdo em SAC (Figura 29 D e F) e nas raizes ndo houve alteracdes em
nenhum desses carboidratos (Figura 28 B, D, F e H). Com isso, sugere-se que este gendtipo
ndo apresentou inibicdo do transporte via floema, ja que o tratamento de 15 H+ se manteve
muito semelhante as plantas controle. Alguns autores sugerem que em cana-de-agucar o
transporte de solutos é mais afetado pelo frio que a taxa fotossintética (HARTT, 1965;
EBRAHIM et al., 1998 a), com consequente aumento de SAC e de AMI nas folhas
(EBRAHIM et al., 1998 a), corroborando os dados obtidos, ja que o tratamento de 15 H+ nédo
afetou a Aco, nNos genotipos avaliados (Figuras 17 e 18).

Além disso, o0 acumulo de acUcares soluveis em plantas submetidas ao frio ocorre em
especial na forma de SAC (GUY et al., 1992) e esta relacionado com a resisténcia das plantas
ao estresse (DU et al., 1999; DU & NOSE, 2002). A diferenca no acumulo de SAC entre
cultivares resisntentes ou ndo ao frio pode estar relacionada a manutencdo da taxa
fotossintética nos resistentes e a inibigdo do transporte via floema, mantendo, portanto, os
fotoassimilados nas folhas. J& os cultivares suscetiveis ao frio acumulam menor quantidade de
carboidratos por terem a fotossintese e o transporte de carboidratos inibidos (DU et al., 1999;
DU & NOSE, 2002). O IACSP 94-2094, como pode ser visto na figura 29, teve um aumento
consideravel de SAC nas folhas em comparacdo a IACSP 97-7065 o que indica que IACSP
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94-2094 é mais resistente a baixa temperatura radicular que IACSP 97-7065, segundo o
raciocinio acima.

No tratamento de 15 H-, IACSP 94-2094 teve um pequeno aumento em AST nas
raizes, semelhante ao tratamento apenas de baixa temperatura radicular (15 H+), em contraste
com o grande aumento de AST nas raizes quando em 25 H- (Figura 28 A e B). Os CTNE néo
sofreram alteragBes nas raizes, como também visto em 15 H+, enquanto em 25 H- estes
haviam aumentado neste érgdo (Figura 28 G e H). Os teores de SAC das raizes aumentaram
neste tratamento, como em 25 H- (Figura 28 C e D), mas nas folhas (Figura 29 C e D) houve
uma queda neste carboidrato, sendo que o tratamento de baixa temperatura isoladamente (15
H+) havia proporcionado um aumento nos teores de SAC nas folhas. AMI diminuiu de forma
acentuada nas raizes, diferente de 25 H- (Figura 28 E e F). Nas folhas, este tratamento, como
25 H-, provocou uma diminuicdo em AMI, mas apenas o tratamento de baixa temperatura (15
H+) havia causado aumento neste carboidrato (Figura 29 E e F). Estes resultados confirmam
que aparentemente houve uma inibi¢do no transporte de solutos para as raizes em |IACSP 94-
2094 quando sob estresse de baixa temperatura. Como neste tratamento 0 Acoz foi muito
reduzido, ndo ocorreu o acumulo de carboidratos nas folhas, que foi visto em 15 H+ (Figura
29). Porém, nas raizes, a grande quebra de AMI provavelmente foi a responsavel pelo
aumento de SAC neste 6rgdo (Figura 28 D e F). Nota-se que o tratamento de baixa
temperatura radicular + déficit hidrico afetou mais IACSP 94-2094 que apenas 0s tratamentos
isolados.

O clone IACSP 97-7065 no tratamento de 15 H- teve um grande aumento em AST nas
raizes, em contraste com o pequeno aumento visto quando em 25 H- (Figura 28 A e B). Nas
folhas, este tratamento nédo alterou AST nem CTNE (Figura 29 B e H), como em IACSP 94-
2094, mas provocou um aumento de CTNE nas raizes, ndo visto em IACSP 94-2094 (Figura
28 H). O teor de SAC nas raizes aumentou, como também houve em 25 H- (Figura 28 C e D)
mas diminuiu nas folhas (Figura 29 C e D). O AMI nas folhas diminuiu como havia ocorrido
em 25 H- (Figura 29 E e F), mas houve uma queda acentuada deste carboidrato nas raizes
neste tratamento (Figura 28 E e F).

A diminuicdo de SAC nas folhas pode ter ocorrido por este tratamento ter causado uma
diminuicdo acentuada na MS das folhas de IACSP 97-7065 (Figura 11 C). Mesmo sem uma
diminuicdo significativa em Aco, neste gendtipo no periodo de estresse (Figura 18 F, seta), a
menor MS das folhas pode ter sido responsavel pela menor taxa fotossintética como um todo
nas plantas de IACSP 97-7065. Outro fato pode ter sido o transporte de fotoassimilados para

as raizes, pela manutencdo da translocacdo da seiva do floema nos tratamento de baixa
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temperatura no clone, diferente de IACSP 94-2094 que aparenta ter tido uma inibicdo nesse
fluxo.

Um fato interessante que comprova essa possivel inibicdo do transporte de
carboidratos pelo floema, é que as raizes de IACSP 94-2094, do estresse para a recuperacéo,
tiveram aumento de MS nos tratamentos de 25 H- (Figura 12 A e B). Mas, nos tratamentos a
15 °C o crescimento foi pequeno, sendo que em 15 H-, este foi nulo (Figura 12 A e B).
Diferente do IACSP 94-2094, o IACSP 97-7065 apresentou um ganho de 8,8 g de MS no
tratamento de 15 H+, maior aumento de MS entre todos os tratamentos, sugerindo que este
gendtipo ndo teve o fluxo de carboidratos inibido (Figura 12 C e D). IACSP 94-2094 no
tratamento de 25 H- teve um aumento de AST e CTNE nas raizes e no tratamento de 15 H-
estes carboidratos sofreram pequenas alteracGes, além de ter havido aumento de SAC devido a
quebra de AMI (Figura 28). Para IACSP 97-7065 houve um aumento de AST nas raizes em 15
H-, diferente do visto em 25 H- e também aumento de CTNE, além da quebra de AMI e
aumento de Sac (Figura 29). Pode-se supor que este genotipo apresentou um direcionamento
de carboidratos para as raizes, o que evitou a paralisacdo do crescimento deste 6rgdo.

4.8 Avaliacdo dos sistemas de defesa antioxidante

A atividade total de SOD variou conforme 0s genotipos e os tratamentos aplicados. A
variedade IACSP 94-2094 teve maior atividade desta enzima em todos o0s tratamentos,
incluindo o controle, o que mostra que ja havia uma diferenca genotipica dependente. O
gendtipo IACSP 97-7065 por sua vez ndo apresentou variacdes significativas em SOD em

nenhum periodo experimental e em fun¢do de nenhum tratamento (Figura 30).
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Figura 30 - Atividade de dismutases de superdxidos (SOD) nos geno6tipos de cana-de-agUcar
IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP) e no final da recuperagéo
(120 DAP), nos tratamentos com temperatura radicular de 25 °C (A) e de 15 °C (B). 94-2094
H+ e 97-7065 H+ representam os tratamentos com rega dos genotipos IACSP 94-2094 e
IACSP 97-7065, respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem rega. Valor
médio (n=4) + desvio padrao.

J& para IACSP 94-2094 os tratamentos de seca na avaliagdo do maximo estresse, em
ambas as temperaturas, tiveram atividade superior de SOD. Além disso, no tratamento 15 H-
(Figura 30 B), o aumento na atividade desta enzima foi superior a0 aumento causado no
tratamento 25 H- (Figura 30 A). O tratamento de 15 H+ teve um pequeno aumento em SOD
porém ndo foi estatisticamente significativo. Na recuperacdo, os tratamentos neste gendtipo
ndo foram estatisticamente diferentes (Figura 30).

Assim como houve maior acimulo de prolina no tratamento de 15 H- e uma tendéncia
ao aumento de prolina no tratamento de 25 H- (Figura 9 C e D), o0 mesmo ocorreu na
atividade desta enzima para IACSP 94-2094. A alta atividade de SOD foi relacionada com
maior resisténcia ao frio em plantas de milho, pepino, arroz, em relacdo a plantas destas
espécies, suscetiveis ao frio (IANNELLI et al., 1999; RIEKERT VAN HEERDEN &
KRUGER, 2002; GUO et al., 2006). No caso da resisténcia a seca também foram observados
esses resultados em trigo e em arroz (LASCANO et al., 2001; GUO et al., 2006).

No méximo estresse houve um aumento significativo na atividade de APX apenas para
o tratamento 15 H- para o gendtipo IACSP 94-2094 (Figura 31 B). Em todos os outros
tratamentos as respostas foram semelhantes ao controle. No final da recuperacéo as respostas

foram semelhantes as plantas controle em todos os tratamentos (Figura 31).
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Figura 31 - Atividade das peroxidases de ascorbato (APX) nos gendétipos de cana-de-agucar
IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP) e no final da recuperagédo
(120 DAP), nos tratamentos com temperatura radicular de 25 °C (A) e de 15 °C (B). 94-2094
H+ e 97-7065 H+ representam os tratamentos com rega dos genotipos IACSP 94-2094 e
IACSP 97-7065, respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem rega. Valor
médio (n=4) + desvio padrao.

O tratamento de 15 H- em IACSP 94-2094 foi o que causou o maior acimulo de
prolina entre todos (Figura 9 C e D) e 0 que causou maior aumento na atividade de APX
(Figura 31 B). Estes resultados corroboram o obtido por MOLINARI et al. (2007) e HOQUE
et al. (2007) que o aumento de prolina se relaciona com 0 aumento da atividade de enzimas do
estresse oxidativo em plantas de cana-de-agUcar, sendo este aumento mais efetivo na protecéo
contra ERO que no ajustamento osmético (MOLINARI et al.; 2007).

As atividades das enzimas do ciclo da ascorbato-glutationa sd@o consideradas como
indicativos de resisténcia da planta as condicbes de estresse (BOWLER et al., 1992). No
presente estudo, o gendtipo IACSP 97-7065 ndo apresentou atividades superiores de enzimas
do estresse oxidativo quando submetido a diferentes estresses abioticos, enquanto IACSP 94-
2094 apresentou tal aumento. Da mesma forma, como sugerido acima, que o acumulo de
prolina tenha relacdo com a maior resisténcia de cultivares de cana-de-agUcar a seca
(INMAN-BAMBER & SMITH, 2005), pode-se notar que IACSP 94-2094 teve valores
superiores de prolina (Figura 9), indicando uma condicdo gendtipo-dependente, que pode
indicar a maior resisténcia dessa variedade aos estresses impostos.

A atividade de CAT foi diferente da vista em SOD e em APX. No dia do maximo
estresse as plantas controle de ambos os gendtipos ndo apresentaram diferencas significativas

nestes valores (Figura 32 A).
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Figura 32 - Atividade de catalases (CAT) nos gendtipos de cana-de-agtcar IACSP 94-2094 e
IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP) e no final da recuperacdo (120 DAP), nos
tratamentos com temperatura radicular de 25 °C (A) e de 15 °C (B). 94-2094 H+ e 97-7065
H+ representam os tratamentos com rega dos genotipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-7065,
respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem rega. Valor médio (n=4) +
desvio padrao.

Nos tratamentos de 15 °C, a variedade IACSP 94-2094 teve atividade superior de CAT
tanto em 15 H+ quanto em 15 H- (Figura 32 B). Dentro dos gendtipos no dia de maximo
estresse, a atividade de CAT foi bastante variada. Enquanto para IACSP 94-2094 nao houve
diferengas em CAT nem devido a temperatura nem devido a irrigacdo, para IACSP 97-7065 a
atividade foi sempre maior a 25 °C. Dentro das temperaturas, IACSP 94-2094 ndo apresentou
diferencas na atividade de CAT devido a irrigacdo. Para IACSP 97-7065 a atividade foi maior
no tratamento 15 H+ em relacdo a 15 H- e a 25 °C ndo houve diferencas devido a irrigacao.

A comparacdo da resposta ao estresse oxidativo entre plantas C3 e C4 indica que as
plantas com metabolismo de carbono do tipo C4 apresentam maior atividade de AsA e GSH
além de APX, GR e redutase de desidroascorbato (componentes do ciclo ascorbato-
glutationa), enquanto plantas do tipo C3 apresentam maior atividade de CAT. Este fato sugere
que plantas C; estdo mais envolvidas na remocdo de H,O, formadas a partir da
fotorrespiragdo (NAYYAR & GUPTA, 2006). Como as plantas com metabolismo do tipo C,4
tém atividades de fotorrespiracdo negligenciaveis, a atividade da CAT nessas espécies é baixa
(TOLBERT et al., 1969), como visto no presente trabalho.

Em relacdo ao TBARS, no maximo estresse, os tratamentos a 25 °C mantiveram-se

semelhantes nos dois gendtipos, tanto em 25 H+ quanto em 25 H-. Ja a 15 °C, o IACSP 94-
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2094 apresentou um aumento no TBARS no tratamento 15 H-, enquanto para IACSP 97-7065
nédo houve essa alteracdo (Figura 33).
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Figura 33 - Peroxidacdo de lipideos (TBARS) nos genotipos de cana-de-agucar IACSP 94-
2094 e IACSP 97-7065 no maximo estresse (116 DAP) e no final da recuperacdo (120 DAP),
nos tratamentos com temperatura radicular de 25 °C (A) e de 15 °C (B). 94-2094 H+ e 97-
7065 H+ representam os tratamentos com rega dos gendtipos IACSP 94-2094 e IACSP 97-
7065, respectivamente; 94-2094 H- e 97-7065 H-, os tratamentos sem rega. Valor médio
(n=4) + desvio padréo.

MOLINARI et al. (2007) em trabalho com plantas de cana-de-agucar observaram que
a peroxidacdo lipidica foi menor nas plantas que tiveram um alto acimulo de prolina,
suportando a hipétese de que o acimulo de prolina nesta espécie vegetal esta relacionado com
a eliminacdo de ERO. Neste trabalho ndo houve esta relagdo entre o maior acimulo de prolina
e menor peroxidacdo lipidica, indicada pelo aumento de TBARS (Figura 33). Porém, este
tratamento foi o que teve maior atividade de enzimas do estresse oxidativo.

GUO et al. (2006) em trabalho com diferentes cultivares de arroz tolerantes ou
suscetiveis ao estresse de frio e de seca, observaram que 0s cultivares que eram tolerantes,
tiveram um menor aumento no contetdo de TBARS que aqueles cultivares sensiveis.
Enquanto a atividade de SOD, de APX e de CAT diminuiram nos cultivares sensiveis a seca ou
ao frio, elas aumentaram ou se mantiveram altas nos cultivares tolerantes a esses estresses.
Neste estudo ndo houve diminuigéo das atividades das enzimas do estresse oxidativo durante
0 periodo de estresse para nenhum dos genotipos, em nenhum dos tratamentos aplicados. Em
IACSP 97-7065 n&o houve aumento da atividade de nenhuma das enzimas do estresse

oxidativo em nenhum dos tratamentos, e TBARS se manteve inalterado também. Este genétipo
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apresentou uma resposta menos negativa ao tratamento de 15 H- em relacdo a IACSP 94-2094
e uma resposta mais negativa nos tratamentos de 15 H+ e de 25 H-, mas néo teve o sistema de
defesa antioxidante ativado em nenhum dos tratamentos, indicando menor resisténcia deste
gendtipo aos estresses aplicados. Da mesma forma IACSP 94-2094 teve respostas melhores
nos tratamentos de 25 H- e de 15 H+, enquanto o tratamento de 15 H- foi 0 mais negativo
para ele e foi o que acarretou na maior ativagdo do sistema de defesa antioxidante. Estudos
indicam que diferentes respostas no sistema de defesa antioxidante enzimético séo vistas
dependendo da maneira como a seca € imposta, sua duracéo e sua severidade (HAMMED et
al., 2011), podendo ser uma das possiveis causas para as diferentes respostas vistas nos
estudos com estresses abioticos.

HAMEED et al. (2011) sugere que a tolerancia de diferentes genotipos de trigo a
condicdes de déficit hidrico pode ser atribuida principalmente a habilidade de acionar o
sistema de defesa antioxidante. Os gendtipos mais tolerantes mantém a atividade das enzimas
dos sistemas de defesa antioxidante mais altas. Desta forma, sugere-se que IACSP 94-2094
tem uma maior resisténcia as condicdes de estresse.

Como a quantidade de TBARS em todos os tratamentos foi baixa, 0 aumento visto no
tratamento de 15 H- para IACSP 94-2094 provavelmente ndo indica danos oxidativos, mas

sim um reflexo de mudancgas no metabolismo oxidativo.

4.9 Consideracdes finais

A variedade IACSP 94-2094, considerada tolerante, e o clone IACSP 97-7065,
considerado suscetivel a seca, apresentaram um fechamento estomatico rapido sob condicgdes
de déficit hidrico. Porém, enquanto IACSP 94-2094 teve uma recuperacdo rapida apés a
reidratacdo, IACSP 97-7065 teve uma recuperacdo mais lenta. Enquanto IACSP 94-2094
manteve a MS foliar em relacdo as plantas controle, indicando apenas que houve um aumento
de senescéncia foliar, IACSP 97-7065 apresentou um aumento de NFS e uma inibicdo do
surgimento de folhas. A andlise do desenvolvimento radicular indicou que IACSP 94-2094
apresentou uma melhor resposta a condicdo de déficit hidrico, mantendo o crescimento deste
orgdo. Em relacdo a atividade fotoquimica e de trocas gasosas, ambos os genotipos foram
prejudicados, sendo os efeitos do estresse mais intensos para IACSP 97-7065. A queda na

razdo A/C, indica que houve uma queda na Aco, por fatores difusivos e bioquimicos da
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fotossintese para os dois genotipos. O aumento da atividade das enzimas do estresse oxidativo
sO ocorreu em IACSP 94-2094, sendo vantajoso na condigdo de estresse.

IACSP 94-2094 aparentou ser menos afetado pela baixa temperatura radicular de
pequena duracdo pela manutencao do crescimento das plantas, ndo vista em IACSP 97-7065,
Mas, a possivel inibicdo da translocacdo de acucares via floema em IACSP 94-2094, pode
acarretar em problemas maiores para este gendtipo em periodos longos sob baixas
temperaturas, j& que o crescimento radicular pode ser seriamente afetado. Em relagdo a
atividade fotoquimica e de trocas gasosas, a baixa temperatura radicular ndo afetou nenhum
dos genotipos avaliados, tendo havido apenas uma diminuicdo em gs para IACSP 94-2094,
que pode ser vantajosa em condi¢Oes de frio, j& que a condutancia hidraulica da raiz pode ser
afetada, e com uma menor gs a necessidade de agua seria reduzida. Ndo houve ativacdo do
sistema de defesa antioxidante para nenhum dos gendtipos na condicdo apenas de frio
radicular.

O tratamento de baixa temperatura radicular + déficit hidrico ndo afetou a MS foliar de
IACSP 94-2094. J4 IACSP 97-7065, tanto em 25 H- quanto em 15 H-, houve uma inibicéo
semelhante da MS. Este tratamento causou danos ao aparato fotossintético de IACSP 94-2094
mais severos gque quando o estresse de seca foi aplicado isoladamente. Para IACSP 97-7065,
os danos causados foram tdo severos quanto os vistos no tratamento apenas de déficit hidrico.
Assim como no tratamento de 25 H-, houve uma queda na razdo A/C, para os dois gendtipos.
Este tratamento foi o0 que acarretou na maior ativacdo do sistema de defesa antioxidante para
IACSP 94-2094, e também no maior aumento de TBARS, ndo visto em IACSP 97-7065.

5 CONCLUSOES

Ambos os genoétipos sofrem queda na Aco por fatores difusivos e bioguimicos da
fotossintese durante o déficit hidrico. Porém, IACSP 94-2094, considerado tolerante ao déficit
hidrico, apresenta uma resposta mais eficiente ao evento de seca em relacdo ao clone IACSP
97-7065, j& que ha um fechamento estomatico rapido sob condigdes de déficit hidrico para
ambos 0s genotipos, mas IACSP 94-2094 apresenta uma recuperacdo mais rapida nos
processos de trocas gasosas e no crescimento. IACSP 94-2094 tem atividade das enzimas do
estresse oxidativo aumentada nesta condicdo de estresse, indicando maior resisténcia ao

déficit hidrico.

76



A baixa temperatura radicular de 15 °C é menos severa que o déficit hidrico para
ambos 0s gendtipos e as respostas das plantas sdo diferentes das vistas no estresse de seca.
IACSP 94-2094 é menos afetado pela baixa temperatura radicular de pequena duragéo, visto
gue houve manutencdo do crescimento das plantas. Além disso, 0 acimulo de sacarose por
IACSP 94-2094 ¢é um indicativo de maior resisténcia ao estresse de frio para esta variedade.
Apenas a baixa temperatura radicular de pequena duracdo ndo causa alteracfes no
metabolismo oxidativo de nenhum dos gendtipos e as trocas gasosas ndo Ssdo
significativamente afetadas.

O genotipo IACSP 94-2094 sofre danos mais severos quando submetidos aos estresses
de baixa temperatura radicular + seca simultaneamente do que quando submetido apenas ao
déficit hidrico. H& maior ativacdo dos sistemas de defesa antioxidantes e maior aumento na
guantidade de TBARS para este genoétipo, sendo um reflexo de mudancas no metabolismo
oxidativo, ndo evidente apenas sob déficit hidrico. Para IACSP 97-7065, os danos causados
pela baixa temperatura radicular + seca sdo tao severos quanto os causados apenas pelo déficit
hidrico.

Portanto:

-0s mecanismos apresentados pelos genotipos sob condicdo de estresse séo distintos;

-ndo ha manutencdo do status hidrico em plantas submetidas ao déficit hidrico de
forma répida, mesmo com um fechamento estomético precoce;

-0 frio radicular ndo causa alteragdes no status hidrico das plantas, mas causa
fechamento estomatico (exemplo de IACSP 94-2094);

-0 gendtipo tolerante a seca apresenta menor restricdo da assimilacdo de carbono em
condicGes de déficit hidrico, quando comparado ao gend6tipo suscetivel, mas sob frio radicular
+ seca esta caracteristica é perdida;

-IACSP 94-2094 tem maior ativacdo do sistema de defesa antioxidante, sendo

possivelmente uma das causas de sua resisténcia as condicdes de estresses.
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7.1 Anexol

Tabela 5 - Resultados de analise de amostra de terra realizada pelo Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Solos e Recursos Ambientais do Instituto Agrondémico de Campinas.

7

ANEXOS

Data da emissdo: 03/09/2009

Determinacoes Amostra de solo
Sigla Descricao Unidade
M.O Matéria Organica g/dm’ 33
pH Solucdo de CaCl, 5,3
P Fosforo Resina mg/dm® 8,0
K Potéssio mmol/dm® | 3,3
Ca Célcio mmol/dm?® 49,0
Mg Magnésio mmol/dm® | 14,0
H+Al Ac.Potencial mmol/dm® | 25,0
S.B. Soma Bases mmol/dm?® 66,3
C.T.C. Cap. Troca Cat. mmol/dm® | 91,3
\Y Sat. Bases % 73,0
B Boro mg/dm® 0,18
Cu Cobre mg/dm” 6,2
Fe Ferro mg/dm® 15,0
Mn Manganés mg/dm” 26,0
Zn Zinco mg/dm® 2,0

Métodos de extracdo: P — resina; B — agua quente;

Cu, Fe, Mn, Zn - DTPA.
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7.2 Anexo Il

Tabela 6 - Adubacdo da terra apds analise pelo Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Solos e Recursos Ambientais do Instituto Agrondémico de Campinas, segundo GARCIA

(comunicacéo pessoal).

Sigla Descricdo 1 m°® de solo 0,005 m® de solo (para
cadavasode5 L)
SS Superfosfato 500 g 2,500 g
simples
KCI Cloreto de | 100 g 0,500 g
potéssio
Uréia 44% 115 0,575 g
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