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Resiliéncia a seca em cana-de-acucar

RESUMO

Em experimentos anteriores, foi constatado maior crescimento de propagulos de plantas que
passaram por seca, uma evidéncia de memoria a estresse. Sendo este mecanismo de tolerancia
a seca comprovado, o desempenho das plantas no campo poderia ser melhorado pela escolha
do material de propagacdo ou mesmo por novas técnicas de producdo de mudas. Assim, 0s
objetivos desse estudo foram (i) testar a hipotese de que propagulos obtidos de plantas
cultivadas com deficiéncia hidrica sdo mais resistentes a seca e apresentam maior crescimento
do que propagulos obtidos de plantas crescidas sem restri¢do hidrica e (ii) avaliar a resiliéncia
a seca da cana-de-acucar, considerando-se as trocas gasosas foliares. Foram obtidas mudas pré-
brotadas (propégulos) de cana-de-agtcar IACSP95-5000 de dois lotes: um lote submetido a trés
ciclos de deficit hidrico pela suspensao de rega; e outro crescido com irrigacdo frequente. Na
fase de maximo crescimento, os propagulos foram submetidos a um ou dois ciclos de déficit
hidrico enquanto os propagulos referéncia permaneceram bem irrigados. Medidas de trocas
gasosas, teor de clorofila, potencial da &gua nas folhas, teor relativo de agua na folha, producéo
de biomassa e area foliar foram realizadas. De acordo com as analises realizadas e independente
do material de origem, os propagulos submetidos a dois ciclos de deficiéncia hidrica ndo foram
menos afetados quando comparado aos que passaram por apenas um ciclo de déficit hidrico.
Além disso, os propagulos originarios de plantas que passaram por deficiéncia hidrica tiveram
performance similar aos originados de plantas crescidas sem restricdo hidrica quando se
consideram as trocas gasosas e as demais varidveis estudadas, evidenciando a auséncia de
memoria a estresse. Quanto a resiliéncia a seca, a taxa de desidratacdo, a taxa de recuperacao,
0s impactos instantaneo e integrado e a perturbagéo das trocas gasosas provocados pela seca
também foram similares entre os tratamentos. O tempo de recuperacdo das trocas gasosas foi
variavel entre os tratamentos, sendo de oito dias nos propagulos obtidos de plantas sem restricdo
hidrica e submetidos a um ciclo de seca e superior a dez dias em nos propagulos originarios de
plantas estressadas e submetidos a dois ciclos de seca. Com base nos resultados deste estudo,
ndo foram encontradas evidéncias de memdria a seca em propagulos de cana-de-agUcar € a
resiliéncia a seca ndo foi melhorada pela exposicao prévia a seca ou influenciada pelo material
de origem.

Palavras-chave: Saccharum spp., Estresse hidrico, Fotossintese, Memoria, Resiliéncia.



Drought resilience in sugarcane

ABSTRACT

In previous experiments, propagules obtained from plants that experienced drought presented
higher growth under water deficit, an evidence of stress memory. If this drought tolerance
mechanism is proven, the field performance of plants could be improved by choosing the
propagation material or even by new production techniques under nursery. Thus, the aims of
this study were (i) to test the hypothesis that propagules obtained from plants cultivated with
water deficit are more resistant to drought and show higher growth than propagules obtained
from plants grown without water restriction and (ii) to evaluate the drought resilience in
sugarcane, considering leaf gas exchange. Sugarcane IACSP95-5000 propagules were obtained
from two lots: one lot was subjected to three drought cycles by water withholding; and another
lot was grown with frequent irrigation. At the stage of maximum vegetative growth, the
propagules were submitted to one or two cycles of water deficit while the reference propagules
remained well irrigated. Measurements of leaf gas exchange, leaf chlorophyll content, leaf
water potential, leaf relative water content, biomass production and leaf area were performed.
According to our data and regardless the material origin, propagules submitted to one or two
drought cycles were impacted similarly. Propagules obtained from plants that experienced
water deficiency had a performance similar to those from plants grown irrigated frequently,
suggesting absence of stress memory. Regarding the drought resilience, the rate of dehydration,
the rate of recovery, the instantaneous and integrated impacts and the disturbance of leaf CO-
assimilation caused by drought were also similar between treatments. The recovery time of leaf
CO. assimilation varied among treatments: eight days in propagules obtained from plants
maintained irrigated and subjected to one drought cycle; and more than ten days for propagules
from stressed plants and subjected to two drought cycles. Based on the results of this study, no
evidence of drought memory was found in sugarcane propagules and drought resilience was
not improved by prior exposure to drought or influenced by material origin.

Keywords: Saccharum spp., Memory, Photosynthesis, Resilience, Water stress.



1 INTRODUCAO

A cultura da cana-de-aglcar € de grande importancia mundial, por produzir agucar,
etanol e energia (SOMERVILLE et al., 2010). O Brasil expandiu bastante sua producéo de
acucar e etanol nos altimos anos, contando com investimentos privados nacionais e estrangeiros
(MORAES, 2011). Este crescimento na producdo da cana-de-aclcar vem a atender a atual
demanda pela producéo de energia de forma sustentavel (SILVA, 2010). Em 2017, o Brasil
apresentou mais de 170 mil estabelecimentos produtores de cana-de-, com produgédo de
aproximadamente 640 milhdes de toneladas de cana e gerando recursos da ordem de 50 bilhdes
de reais (SIDRA-IBGE, 2017).

Para o continuo aumento da producdo é necessario entender as causas da reducdo da
produtividade nas culturas, como 0s estresses abioticos e bidticos que causam limitagdes no
desenvolvimento de plantas. O estresse abiotico € causado por fatores edafoclimaticos, como
falta de 4gua, temperaturas extremas e auséncia de nutrientes. Neste trabalho foi estudado o
estresse em plantas causado pelo déficit hidrico, uma das principais causas de perdas agricolas
e econdmicas em propriedades agricolas que ndo fazem o uso da irrigagdo. As respostas das
plantas a escassez de agua sdo complexas, envolvendo aclimatacdo e efeitos deletérios
(CHAVES et al., 2002). Os vegetais desenvolvem mecanismos de protecéo e estratégias para a
sobrevivéncia sob déficit hidrico, como alteracbes morfolégicas, fisiologicas, metabolicas e
genéticas.

Situacdes de estresse passadas pelas plantas podem levar a memdria, detectada na
auséncia do agente estressor (WALTER et al., 2013; GAGLIANO et al., 2014). A memoria de
um evento estressante poderia ser uma estratégia alternativa para a sobrevivéncia da planta, que
ainda é pouco estudada e estaria associada a modificacdes epigenéticas que levariam a uma
resposta mais rapida e potente frente a uma nova situacdo limitante (BRUCE et al., 2007). Ja a
resiliéncia a seca seria a capacidade da planta em retornar ao seu estado original, apds passar
por eventos estressantes.

Neste contexto, os objetivos deste estudo foram (i) testar a hipdtese de que propagulos
de cana-de-agucar obtidos de plantas cultivadas com deficiéncia hidrica sdo mais tolerantes a
seca e apresentam maior crescimento do que os propagulos obtidos de plantas crescidas sem
restricao hidrica e (ii) avaliar a resiliéncia a seca das plantas, considerando-se as trocas gasosas

foliares.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Respostas fisioldgicas a seca

As primeiras respostas ao estresse hidrico ajudam na sobrevivéncia imediata, enquanto
a aclimatacdo da planta é decorrente de alteracBes metabdlicas e estruturais mediadas por
mudangas na expressao génica (BOHNERT e SHEVELEVA, 1998). Uma das respostas iniciais
a baixa disponibilidade de agua é o fechamento estomatico, uma estratégia para evitar a perda
de &gua pela transpiracéo foliar (CHAVES, 1991) e que diminui a taxa fotossintética da planta
pela limitacdo na difusdo do CO; até os sitios de carboxilacdo (CHAVES e OLIVEIRA, 2004).
Em plantas C4, o mecanismo tipico de concentracdo de CO, aumenta a disponibilidade de CO-
proximo a enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) nas células da
bainha vascular e, com isso, as limitacdes estomaticas sao minimizadas. Porém, mesmo com
este mecanismo, a planta terd uma baixa producdo de biomassa e produtividade se passar por
frequentes restri¢des hidricas ao longo de seu ciclo (MARCOS et al., 2018a).

Com o declinio no teor relativo de agua foliar, a taxa de assimilacdo de CO e a
condutancia estomatica diminuem rapidamente. A limitacdo estomatica inicial pode ser
detectada por um declinio paralelo na abertura estomatica e nas taxas de assimilacdo de COa.
Apos, segue-se uma fase de limitacdo mista estomatica e ndo estomatica e, finalmente, uma
fase predominantemente ndo estomatica, cujos principais fatores incluem atividade reduzida de
enzimas fotossintéticas, inibicdo da assimilacdo de nitrato, inducdo de senescéncia precoce e
alteracdes na anatomia e ultraestrutura das folhas (GHANNOUM, 2009). Na cultura da cana-
de-acucar, o estresse hidrico moderado ocorre quando o potencial de 4gua na folha (W) € inferior
a -0,9 MPa, causando diminuicdo da fotossintese devido a menor condutancia estomatica. Ja o
estresse severo ocorre em potencial inferior a -1,2 MPa e causa uma acentuada diminuicdo na
atividade das enzimas fotossintéticas (INMAN-BAMBER e SMITH, 2005), com 50% e 55%
de redugdo das atividades da Rubisco e fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) em ¥ proximo
de -1,6 MPa, respectivamente (DU et al., 1996; GHANNOUM, 2009).

Na cultura da cana-de-agucar foi observado que um gendtipo tolerante a seca apresenta
maior atividade de enzimas antioxidantes na reidratagdo, quando comparado a um genotipo
sensivel (SALES et al., 2013; 2015). Além disso, plantas de cana-de-agucar apresentaram maior
concentracdo de H20- na raiz ap0s serem submetidas a ciclos de desidratacéo e reidratagéo,

sendo esse achado associado ao maior crescimento radicular (MARCOS et al., 2018a). O



controle das EROs ¢é realizado pelo metabolismo antioxidante que consiste em compostos
enzimaticos e ndo enzimaticos que previnem o dano oxidativo no interior das células
(BOARETTO et al., 2014; MITTLER, 2002). Dentre as enzimas antioxidantes que participam
dos sistemas de defesa das plantas destacam-se a catalase (CAT), a superoxido dismutase
(SOD), a ascorbato peroxidase (APX) e a glutationa redutase (GR), e dentre os metabolitos que
podem ser importantes nos sistemas de defesa ndo-enziméaticos destacam-se o ascorbato e a
glutationa (MITTLER, 2002; DEL RIO, 2015). Neste sentido, aumentos nas atividades de SOD
e APX foram associados a rapida recuperacéo das trocas gasosas em plantas de cana-de-acucar
apos a reidratacdo (SALES et al., 2013). Dentre as alteracbes morfoldgicas em plantas sob
déficit hidrico, hd a diminuicdo da area foliar e da razdo parte aérea/raiz, levando a diminuigéo
da transpiracdo (INMAN-BAMBER e SMITH, 2005). No entanto, a taxa de expansao foliar
em plantas de cana-de-acUcar é recuperada rapidamente com a reidratacdo, podendo até superar
em crescimento as plantas que ndo passaram pela seca (INMAN-BAMBER e SMITH, 2005;
MACHADO et al., 2009).

Acdes como usar variedades mais adaptadas as condicGes de cultivo, plantar em época
recomendada e de menor risco climatico, plantar com umidade adequada no solo e adotar
praticas que favorecam o armazenamento de dgua no solo, como controle de ervas daninhas e
aumento da matéria organica, sdo algumas das estratégias e técnicas para minimizar os efeitos
do déficit hidrico (EMBRAPA, 2007). Uma estratégia alternativa ainda pouco estudada é a
memoria do estresse em plantas, que pode ser gerada por estimulos ambientais, como o déficit
hidrico (TREWAVAS, 2003).

2.2 Memodria do estresse e resiliéncia a seca

As plantas crescem em diferentes situacdes ambientais, podendo ser expostas a
multiplos estresses ao longo do ciclo. Com isso, 0s vegetais devem crescer e se desenvolver,
ajustando sua fisiologia as mudancas do ambiente para otimizar o crescimento e a reproducao
(FLETA-SORIANO e MUNNE-BOSCH, 2016). As respostas fisioldgicas das plantas ao
estresse hidrico podem ser benéficas ndo apenas durante o0 evento estressante, mas também caso
haja uma futura exposicdo da planta ao estressor (WALTER et al., 2011). Estas condigdes
estressantes passadas pelas plantas podem gerar a memoria do estresse (CRISP et al., 2016).

A memodria pode ser definida como a capacidade de (i) armazenar um conjunto de
informacdes e de (ii) reutilizar essas informagdes ap6s um periodo de tempo (THELLIER et

al., 1982). No caso das plantas, as situacdes de estresses passadas alteram o padréo de expressao



de genes. Dependendo da frequéncia e duracdo destes eventos, os efeitos na transcricdo dos
genes sd0 memorizados temporariamente ou transmitidos para as células filhas e, em alguns
casos, até mesmo para os descendentes — a heranga epigenética transgeracional. Esse efeito de
memoria, que deve ser encontrado mesmo na auséncia do estressor, ocorre através de
mecanismos moleculares em nivel de cromatina e do DNA, mas ndo implicam em mudancas
na sequéncia do DNA (IGLESIAS e CERDAN, 2016). A memoria pode ter influéncia na
resposta das plantas a um proximo estresse, envolvendo a percep¢do, a sinalizacdo e a reacao
das plantas. Todavia, o fato da planta ter uma memdria do estresse ndo significa
necessariamente uma melhora de performance a um futuro evento estressante, pois as acdes de
armazenamento e defesa mais potencializadas requerem um gasto energético que muitas vezes
pode ser dispendioso a planta (trade-off).

Plantas de café quando expostas a multiplos ciclos de seca desenvolvem aclimatacédo
diferencial que potencializa seus mecanismos de defesa (MENEZES-SILVA et al., 2017). Em
experimentos com aveia perene (Arrhenatherum elatius), houve aumento da biomassa e a
manutencdo da fotossintese liquida quando as plantas foram expostas a ciclos recorrentes de
déficit hidrico, ocasionado por uma resposta mais rapida e protetora frente a seca (WALTER et
al., 2011). Da mesma forma, plantas de Urtica dioica submetidas a deficiéncia hidrica
combinada a nutricional em sua fase juvenil apresentaram aumento da tolerancia ao estresse
hidrico na fase reprodutiva (ONATE et al., 2011). Plantas de cana-de-aclcar que passaram por
dois ciclos de seca apresentaram assimilacdo de CO> similar e menor condutancia estomatica
em comparacdo as plantas de referéncia (que ndo passaram por seca) quando em déficit hidrico,
com aumento na eficiéncia do uso da dgua (MARCOS et al., 2018a).

Independente da condi¢do hidrica, o crescimento da cana-de-agucar é melhorado em
propagulos obtidos de plantas que enfrentaram déficit hidrico, uma evidéncia de memdria
passada para os propagulos (MARCOS et al., 2018b). Aparentemente, 0os meristemas da cana-
de-acucar sdo capazes de armazenar informacdes adquiridas a partir de perturbacbes prévias
induzidas pelo déficit hidrico. Os propagulos também mostraram melhor eficiéncia de uso da
agua e recuperacdo mais rapida da fotossintese apds a reidratacdo. Como consequéncia, 0S
propdgulos obtidos de plantas estressadas apresentaram maior producdo de biomassa,
independentemente das condi¢des da agua (MARCOS et al., 2018b).

Tubeérculos de batata semente provindos de plantas cultivadas sob deficit hidrico geram
plantas com maior rendimento e as variedades apresentaram resposta diferencial a seca,
evidéncia de que a memoria & seca em batata é dependente do genétipo (RAMIREZ et al.,

2015). Em cevada, plantas cuja geracdo materna passou por deficiéncia hidrica tiveram reducao



na razéo entre a massa da parte aérea e a raiz, com aumento do crescimento de raizes finas e
reducdo do nimero de raizes grossas sob seca, quando comparadas com plantas cuja geracéo
materna ndo passou déficit hidrico (NOSALEWICZ et al., 2016). No caso da cultura do trigo,
a geracdo materna que passou por seca gerou uma progénie com melhor tolerancia ao estresse
salino do que a progénie de culturas bem regadas (TABASSUM et al., 2017). Progénie de
plantas de trigo submetidas a seca apresentaram melhor crescimento, maior acimulo de
osmolitos e menor peroxidacdo de lipidios do que a progénie de plantas bem irrigadas
(TABASSUM et al., 2018).

Resiliéncia é um conceito importante em ecologia que descreve a capacidade de um
ecossistema de manter seu estado e se recuperar de disturbios. A resiliéncia pode ser avaliada
levando-se em consideracao a perturbagdo causada pelo estressor e 0 tempo necessario para a
recuperacdo. Para quantificar a resiliéncia, alguns conceitos importantes sdo utilizados, como:
a) impacto — alteracdo do estado ou funcdes causada por um distarbio; b) perturbacéo — reducéo
cumulativa no estado ou fungéo do ecossistema integrado ao longo do tempo de recuperacéo;
c) recuperacdo — pode ser definida como a capacidade de um ecossistema retornar ao estado
ndo perturbado e funcionar apds uma perturbacdo; d) taxa de recuperacdo — taxa na qual um
estado ou funcdo do ecossistema se recupera do impacto; e €) tempo de recuperacgéo é o tempo
desde o final de uma perturbacdo até a recuperacdao completa de um estado ou funcéo do
ecossistema (INGRISCH e BAHN, 2018).

Ainda ndo esta claro se a memoria a seca pode levar a maior resiliéncia frente a eventos
estressantes repetitivos e se os efeitos positivos induzidos pela memdria sdo suficientes para
garantir a boa performance das plantas. WALTER et al. (2013) realcaram a necessidade de
elucidacdo dos mecanismos e as consequéncias da memoria do estresse em plantas. De fato, a
compreensdo de como a memoria e a resiliéncia ao déficit hidrico estdo associadas é
fundamental para a compreensdo da dindmica fisiol6gica em sistemas agricolas, em especial
quando se considera plantas semi-perenes ou perenes. Neste estudo, a memaria do estresse e a
resiliéncia de plantas foram estudadas em conjunto e de forma pioneira. Assim, a ideia central
foi analisar se a memdria reduz o impacto do estresse hidrico e a recuperacdo das plantas

submetidas a eventos estressantes.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169534718300296#!

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estratégia experimental

Foram obtidas mudas pré-brotadas de cana-de-agucar (Saccharum spp.) IACSP95-5000
e plantadas em potes de 100 L contendo Latossolo vermelho-amarelo (DOS SANTOS et al.,
2013), em 11 de julho de 2018. O solo foi adubado com ureia (33,4 g/vaso, equivalente a 300
kg N ha'?), superfosfato (83,4 g/vaso, equivalente a 300 kg P.Os ha*) e cloreto de potassio (21,4
g/vaso, equivalente a 260 kg K.O ha?), segundo DIAS e ROSSETTO (2006). Durante o
experimento, outras trés adubacdes foram realizadas com a mesma quantidade de ureia,
superfosfato e cloreto de potassio utilizados na primeira adubacdo, conforme MARCOS et al.
(2018b). As plantas foram crescidas em casa de vegetacdo, onde a temperatura do ar, a umidade
relativa do ar e a radiacgdo fotossinteticamente ativa (PPFD) foram monitoradas.

Quando as plantas estavam com seis meses de idade, em 13 de janeiro de 2019, um lote
de plantas continuou sob irrigacdo (H) e outro lote foi submetido a trés ciclos de deficiéncia
hidrica (S). Cada ciclo de déficit hidrico foi de aproximadamente oito dias e, ap6s, as plantas
permaneceram irrigadas por 14 dias. Apo6s os trés ciclos de déficit hidrico, foram realizadas as
analises de biometria. Em 15 de marco de 2019, novas plantas (propagulos) foram entdo
produzidas através da propagacdo vegetativa daquelas que experimentaram (S) ou ndo (H)
ciclos de déficit hidrico. Os propagulos foram crescidos em bandejas contendo vermiculita
expandida. Quinze dias apds o plantio, os propagulos foram transferidos para vasos maiores (10
L), com o mesmo substrato/adubacéo das plantas de origem, e crescidas em condi¢do de casa
de vegetacdo.

Em 24 de maio de 2019, as plantas foram submetidas a dois ciclos de suspensdo da rega
por nove dias, com posterior reidratacdo. O intervalo entre os ciclos de déficit hidrico foi de 30
dias e os estresses ocorreram durante a fase de perfilhamento. Assim, o estudo foi composto de
seis tratamentos: propéagulos de plantas crescidas sem restricdo hidrica e mantidos sob boas
condic@es hidricas (H/H); propagulos de plantas crescidas sem restricdo hidrica e submetidos a
um ciclo de desidratacdo (H/S1); propéagulos de plantas crescidas sem restricdo hidrica e
submetidos a dois ciclos de desidratacdo (H/S2); propagulos de plantas crescidas com restrigdo
hidrica e crescidos sob boas condi¢des hidricas (S/H); propagulos de plantas crescidas com
restricdo hidrica e submetidos & um ciclo de desidratacdo (S/S1); propagulos de plantas

crescidas com restricdo hidrica e submetidos a dois ciclos de desidratagdo (S/S2).



Seria esperado que a memdria melhorasse a performance sob déficit hidrico e que os
propagulos H/S2 e S/S2 fossem menos afetados do que os propagulos H/S1 e S/S1,
respectivamente. Se a memoria fosse passada para os propagulos, seria esperado que 0s
propagulos S/S2 tivessem melhor performance que os propagulos H/S2. Os propagulos H/H e
S/H foram referéncias para se estabelecer o impacto do déficit hidrico nas trocas gasosas e no

crescimento das plantas.

3.2 Avaliac0Oes

3.2.1 Trocas gasosas

As trocas gasosas foliares foram medidas a cada dois dias durante a suspenséo de rega
e reidratacdo dos propagulos ao longo do periodo experimental, com um analisador de gases
por infravermelho (LI1-6400, LICOR, Lincoln NE, EUA). As medidas da assimilacdo de CO;
(A) e da condutancia estomatica (gs) foram realizadas entre 10h00 e 13h00 sob PPFD de
2000 pumol m2 st, concentracido de CO, no ar de 400 pmol mol? e variagdo natural da

temperatura e umidade relativa do ar.

3.2.2 Resiliéncia

A resiliéncia da assimilacdo de CO> frente ao déficit hidrico foi estimada, tendo como
referéncia as plantas bem hidratadas. A medicdo a cada dois dias das trocas gasosas permitiu a
confeccdo de um gréafico com as alteragdes relativas das trocas gasosas nas plantas sob déficit
hidrico no eixo-y e o tempo decorrido no eixo-X. A taxa de recuperacéo, a taxa de desidratacdo,
0 impacto instantaneo e integrado e a perturbacdo foram quantificados conforme descrito na
Figura 1. Na estimativa do impacto integrado na fotossintese, considerou-se um fotoperiodo de
12 horas. Ja o tempo de recuperacdo foi avaliado pela comparacao entre os valores das plantas
referéncia e os das plantas que passaram por seca. Quando o valor nas plantas tratadas foi
semelhante ou superior aos das referéncias, o tempo de recuperacdo foi estabelecido. A

estimativa da resiliéncia das plantas foi realizada conforme INGRISCH e BAHN (2018).



A Variaveis Descricéo
(A) Taxa de desidratacdo (umol m2 stdia?)  (y3-y1)/(t2-t1)
Taxa de recuperagdo (umol m2s?tdiat)  (y3-yl)/(t3-12)
Impacto instantaneo (umol m2s?) (y3-y1), em t2
Impacto integrado (mol m) area total hachurada/2
Perturbagdo (mol m) area da perturbagéo/2
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Figura 1. Variaveis de resiliéncia a seca analisadas e respectivas descrices (A) e representacao
grafica (B). As taxas de desidratacdo e recuperacdo sao representadas pela inclinacdo (slope)
entre t1 e t2 e entre t2 e t3, respectivamente.

3.2.3 Teor de clorofila

Os teores de clorofila total (a+b) foram avaliados indiretamente com um medidor
eletronico de clorofilas (ClorofiLOG CFL 1030, Falker, Porto Alegre RS, Brasil), no dia de

maximo déficit hidrico. As folhas avaliadas foram as mesmas avaliadas nas trocas gasosas.

3.2.4 Potencial da agua na folha e teor relativo de agua na folha e no solo

O potencial da agua na folha no pre-amanhecer (Wwr) foi avaliado no dia de maximo

déficit hidrico com uma camara de pressdo modelo 3005 (Soil Moisture Equipment Corp., Santa



Barbara CA, EUA). O teor relativo de 4gua na folha e no solo (TRA) foram também avaliados
no dia de maximo déficit hidrico e o calculo realizado usando o massa fresca (MF), targida
(MT) e seca (MS) de discos foliares para TRA foliar e de volumes conhecidos de solo para o
calculo do TRA solo (WEATHERLEY, 1950): TRA foliar =100x[(MF-MS)/(MT-MS)]; TRA
solo = 100x[(MF-MS)/(MT-MS)]. Os discos foliares foram coletados nas folhas +1 — primeira

folha com ligula visivel.

3.2.5 Biometria

A altura, a area foliar, 0 nimero de folhas verdes e secas, a massa seca de folha verde e
seca, assim como o comprimento e o didametro dos entrends foram avaliados nas plantas que
originaram os propagulos. As massas secas de colmo, folha e raiz foram avaliadas nos
propagulos duas semanas apés a brotagdo. Ao final do experimento, foram avaliadas também a
altura, &rea foliar, nimero de folhas verdes e secas, massa seca de folha verde, seca, raiz e
colmo dos propagulos. A éarea foliar total foi analisada com um planimetro digital LI-3000
(LICOR, Lincoln NE, EUA) e as matérias secas da parte aérea e da raiz foram avaliadas apés a

secagem das amostras em estufa de ar forcado a 65 °C até massa constante.

3.3. Analise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as causas de variacdo
foram condicdo hidrica, material de origem e o tempo de exposi¢cdo ao déficit hidrico. Foi
utilizada a anélise fatorial, com dois niveis em relacdo a origem do material (propagulos de
plantas que ndo passaram por seca; e de plantas que passaram por restri¢do hidrica) e trés niveis
em relagdo aos ciclos de seca (hidratadas, um ciclo de seca e dois ciclos de seca). Os valores
médios foram comparados pelo teste de Tukey (p<0,05), quando detectada significancia

estatistica. O delineamento experimental foi em blocos casualizados.

4 RESULTADOS

4.1 Imposicao do déficit hidrico no material de origem

As plantas das quais os propagulos foram obtidos passaram por trés ciclos de seca de 8,

9 e 7 dias com posterior reidratacdo de 13, 15 e 7 dias, respectivamente. Houve reducao



significativa da altura, area foliar, nimero de folhas verdes, massa seca de folha verde,
comprimento e didmetro de entrends, enquanto o nimero e a massa de folhas secas foram
aumentados sob déficit hidrico (Tabela 1 e Figura 2). Durante o periodo experimental, a
temperatura media do ar foi de 25+6 °C, umidade relativa média do ar de 79£13% e PPFD

maximo de aproximadamente 900 umol m2s™,

Tabela 1. Biometria das plantas que originaram os propagulos ao final dos trés ciclos de seca.
As medidas foram realizadas sete dias ap6s o ultimo ciclo de seca. Como referéncia, as
plantas permaneceram hidratadas. Letras distintas indicam diferencas estatisticas entre os
tratamentos (Tukey, p<0,05).

Variaveis Referéncia Déficit hidrico
Altura (m) 24+0,2a 20x+0,1b
Area foliar (m2) 1,4+0,3a 0,7+0,1b
Numero de folhas verdes (unidades) 24 +5a 16+3b

Massa seca - folha verde (g) 137+30a 62+ 23D
Numero de folhas secas (unidades) 46+£11b 74+15a
Massa seca - folha seca () 172 £38Db 234 £ 37 a
Comprimento dos entrends (cm) 84x10a 7,2x04D
Diametro dos entrenos (mm) 31,2+05a 26,1+15b
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Figura 2. Aspecto visual das plantas de origem ao final de cada ciclo de deficiéncia hidrica. A
esquerda de cada imagem estdo representadas as plantas hidratadas e a direita as plantas que
passaram pela restricdo hidrica. Vasos com aproximadamente 0,5 m de altura.
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Ap0s as avaliacdes, pequenos segmentos dos colmos com gemas foram plantados em
substrato de vermiculita para a producéo dos propagulos. Foi priorizada a retirada de gemas da
parte média do colmo. Duas semanas ap6s o plantio, foram analisadas as massas de colmo,
folha e raiz dos propagulos (Tabela 2). Os propagulos de plantas que ndo passaram por
deficiéncia hidrica tiveram maior biomassa comparados aos propagulos oriundos de plantas que
passaram por ciclos de déficit hidrico (Figura 3).

Tabela 2. Massa seca de material de propagacéo, folha, raiz e caule dos propagulos de cana-
de-agUcar obtidas de plantas mantidas irrigadas (referéncia) ou submetidas ao déficit hidrico.
Letras distintas indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (Tukey, p<0,01).

Variaveis Referéncia Déficit hidrico
Massa seca do material de propagacdo (g) 8,4+190a 35+0,70b
Massa seca de folha (g) 0,6+0,10a 0,2+0,02b
Massa seca de raiz (g) 0,2+0,10a 0,1+0,01b
Massa seca de caule (Q) 0,5+0,10a 0,2+0,03b

Figura 3. Aspecto visual dos propagulos oriundos de plantas que ndo passaram por restri¢ao

hidrica (esquerda) e de plantas que passaram por seca (direita) coletadas apds duas semanas do
plantio.

4.2 Imposicao do déficit hidrico nos propagulos

Na fase de perfilhamento, quando os propagulos tinham ao redor de trés meses, foi
iniciado o primeiro ciclo de déficit hidrico dos tratamentos H/S2 e S/S2, com duragéo de nove
dias e posterior reidratacdo de cinco dias. As demais plantas permaneceram sob irrigacdo. Apos

37 dias do primeiro ciclo de seca e reidratacéo, as plantas H/S2 e S/S2 foram submetidas ao
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segundo deficit hidrico e as plantas H/S1 e S/S1 ao primeiro ciclo de seca, ambos com 13 dias
de restricdo de agua e 11 dias de recuperacdo. As referéncias foram as plantas H/H e S/H, que
permaneceram sob irrigacdo. Neste periodo, a temperatura média do ar foi de
2048 °C, a umidade relativa média foi de 75+17% e 0 PPFD méaximo de 900 pmol m?s™,
Tanto os propagulos originados de plantas que permaneceram sob irrigacdo quanto de
plantas que passaram por déficit hidrico apresentaram diminuicéo na assimilacdo de CO2 e na
condutancia estomatica quando comparadas as respectivas referéncias (Figura 4). Os
propéagulos H/S1 e H/S2, assim como os S/S1 e S/S2 apresentaram a mesma dindmica temporal
e valores similares de assimilagdo de CO> e condutancia estomatica. Os propagulos H/S2 e S/S2
tiveram um desempenho semelhante tanto no periodo de desidratacdo, quanto no periodo de

recuperacao (Figura 4).
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Figura 4. Assimilacdo de CO> (A) e condutancia estomaética (gs) dos propagulos de cana-de-
acucar mantidos hidratados (H/H e S/H) e que estdo enfrentando o primeiro (H/S1 e S/S1) ou
segundo (H/S2 e S/S2) ciclo de seca. Os propagulos foram obtidos de plantas que
permaneceram hidratadas (H/H, H/S1 e H/S2) ou que passaram por ciclos de seca (S/H, S/S1 e
S/S2). Cada simbolo representa o valor médio (n=4) + DP.
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Ao final do periodo de seca, o teor relativo de agua no solo reduziu de 60+13% para
17+5% e, em geral, houve reducdo no teor de clorofila e do estado de hidratacdo das plantas
sob deficit hidrico (Figura 5). No entanto, os teores de clorofila, o teor relativo de agua na folha
e o potencial da &gua na folha no dia de méximo déficit hidrico foram similares entre as plantas
dos tratamentos H/S1, H/S2, S/S1 e S/S2 (Figura 5).
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Figura 5. Clorofila total (A), teor relativo de agua na folha (B) e potencial da agua na folha (C)
dos propagulos de cana-de-agucar mantidos hidratados (H/H e S/H) e que estdo enfrentando o
primeiro (H/S1 e S/S1) ou segundo (H/S2 e S/S2) ciclo de seca. Os propagulos foram obtidos
de plantas que permaneceram hidratadas (H/H, H/S1 e H/S2) ou que passaram por ciclos de
seca (S/H, S/S1 e S/S2). As medidas foram realizadas no dia de maximo déficit hidrico (13 dias
de suspensdo de rega). Cada histograma representa o valor médio (n=4) + DP. Letras maiUsculas
significam diferencas estatisticas entre 0 material de origem das plantas e letras minusculas
significam diferencas estatisticas entre os ciclos de seca (Tukey, p<0,05).

Depois de trés semanas de reidratacdo (fase de recuperacdo), as anélises de biometria
foram realizadas. Os propéagulos H/S2 e S/S2 tiveram resultados semelhantes em todas as
analises, exceto para massa seca de folha verde e de raiz, em que houve diferenca entre o ciclo
de seca, de acordo com o material de origem e ciclos de seca. A area foliar, o niamero de folhas
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verdes e secas, a massa de folhas secas, de colmo e total foram semelhantes entre os tratamentos.
Em altura, os propagulos S/H foram menores que os dos demais tratamentos tanto entre material
de origem, quanto entre ciclos de seca. Além disso, os propagulos H/H e S/S1 apresentaram
menor média de massa seca de folha verde do as plantas dos demais tratamentos com relacao
ao material de origem, e para esta mesma analise os tratamentos S/S1 e S/S2 apresentaram
menor média em entre os ciclos de seca. Ja para a massa seca de raiz, as plantas do tratamento
S/H diferiu dos demais com relagdo ao material de origem e as plantas do tratamento H/S2

diferiu com relacéo aos ciclos de seca.
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Tabela 3. Altura, area foliar, nmero de folhas verdes e secas, massa seca de folha verde, folha seca, de raiz e de colmo, assim como a massa
seca total dos propagulos de cana-de-actcar mantidos hidratados (H) e que enfrentaram um (S1) ou dois (S2) ciclos de seca. Os propagulos foram
obtidos de plantas que permaneceram hidratadas (H) ou que passaram por ciclos de seca (S). As medidas foram realizadas depois de 3 semanas
de reidratacdo. Letras maiusculas significam diferencas estatisticas entre o material de origem das plantas e letras mindsculas significam
diferengas estatisticas entre os ciclos de seca (Tukey, p<0,05). Cada valor representa o valor médio (n=4) £ DP.

Tratamentos
Variavei Material de origem mantido irrigado (H) Material de origem submetido a seca (S)
ariaveis - . — . . ——
Irrigado Um ciclo de Dois ciclos Irrigado Um ciclo de Dois ciclos
(H) seca (S1) de seca (S2) (H) seca (S1) de seca (S2)
Altura (cm) 49,3+2,6 Aa 52,3+56Aa 46,3+19Aa 35,7 +2,9Bb 46 £59Aa 48,3+209 Aa
Area foliar (cm?) 1086,7 + 276,4 Aa 950,3 + 338,3 Aa 716 +£252,5 Aa 1024,8 +229,3 Aa 514,8 + 83,3 Aa 557,9+ 91,0 Aa
Numero de folhas verdes (unidades) 43+0,5Aa 48+20Aa 48+0,8 Aa 48+0,4 Aa 2,8+0,8 Aa 2,8+0,4 Aa
Numero de folhas secas (unidades) 53+0,8Aa 53+0,8 Aa 48+0,8 Aa 4,3+0,4 Aa 6,3+1,5Aa 53+1,1Aa
Massa seca folha verde (g) 10,5+ 2,2 Ba 11,3+3,5Aa 9,8+2,1Aa 148+ 1,8 Aa 6,1+10Bb 57 £12Ab
Massa seca folha seca (g) 15,7+ 2,9 Aa 183+0,4Aa 10,8+0,7 Aa 82+0,7Aa 165+48Aa 10,5+0,3 Aa
Massa seca de raiz (g) 120,1+224 Aa 689+257Aab 414+129Ab 392+299Ba 442+82Aa 56,0+99Aa
Massa seca de colmo (g) 485+ 1,6 Aa 18,9+45Aa 28,9+10,2 Aa 339+124Aa 212+55Aa 189+0,6 Aa
Massa seca total (g) 197,7+ 28,8 Aa 164,2+89,2 Aa 123,0+ 75,7 Aa 90,6 +37,8Aa 908+224Aa 959+6,6Aa
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4.3 Resiliéncia

A resiliéncia foi quantificada levando-se em consideracdo a assimilacdo de CO. durante
e apos o déficit hidrico. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, a taxa de
desidratagédo, a taxa de recuperagdo, o impacto, o impacto integrado e a perturbacdo néo
diferiram devido ao numero de vezes em que as plantas enfrentaram seca ou devido ao material
de origem. O tempo de recuperacgdo foi varidvel entre os tratamentos, sendo que propagulos
H/S1 levaram oito dias para a recuperacéo da assimilacdo de CO, enquanto os propagulos H/S2
e S/S1 obtiveram tempo de recuperacdo semelhante de dez dias, e os propéagulos S/S2 tiveram
um tempo de recuperacdo médio superior a dez dias. Logo, propagulos provindos de plantas
hidratadas e que passaram por um ciclo de seca foram o0s gque se recuperaram de forma mais

rapida.

Tabela 4. Variaveis de resiliéncia a seca dos propagulos de cana-de-acicar mantidos hidratados
(H) e que enfrentaram um (S1) ou dois (S2) ciclos de seca. Os propagulos foram obtidos de
plantas que permaneceram hidratadas (H) ou que passaram por ciclos de seca (S). Cada valor
representa o valor médio (n=4) £ DP. N&o houve diferencas significativas entre os tratamentos.

Material de origem Material de origem
mantido irrigado (H) submetido a seca (S)
Variaveis Umciclo Doisciclos Umciclo Dois ciclos
de seca de seca de seca de seca
(S1) (S2) (S1) (S2)

Taxa de desidratagdo (umol m2stdia?) 1,1+05 1,705 13+07 12+04
Taxa de recuperacdo (umol m?stdia) 12+02 13+03 14+04 14+05

Impacto (umol m2s?) 20,1+1,1 205+0,6 20,9+0,6 205%*0,3
Impacto integrado (mol m-) 85+x46 75x0,7 101+18 9711
Perturbacio (mol m2) 44+21 52+08 59+04 56+04
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5. DISCUSSAO

Apos a inducdo de ciclos de seca nas plantas de origem dos propagulos, houve
diminuicao na biomassa, como era esperado e também reportado por MARCOS et al. (2018a).
Porém, esta diminuicdo drastica na biomassa gerou propagulos com menor biomassa,
comparada aquelas provindas de plantas que cresceram com maior disponibilidade hidrica
(Tabela 2 e Figura 3). Isso se deve ao fato que as plantas que passaram por déficit hidrico podem
ter utilizado parte da reserva do colmo para a sobrevivéncia e com isso podem ter
disponibilizado menos nutrientes para a brotacdo das gemas e crescimento inicial dos
propégulos.

Apesar da diferenca inicial no desenvolvimento dos propéagulos (Tabela 2 e Figura 3), a
biomassa produzida no final do segundo ciclo de déficit hidrico foi semelhante entre os
tratamentos (Tabela 3), demonstrando que os propagulos que apresentaram uma biomassa
menor nos primeiros 15 dias de plantio, de alguma forma se recuperaram.

A hipétese inicial de que propéagulos provindos de plantas que passaram por déficit
hidrico teriam melhor desempenho e resiliéncia a seca quando comparados aos originados de
plantas hidratados nao foi corroborada. De fato, propagulos de plantas que passaram por seca
tiveram desempenho semelhante aos propagulos de plantas que cresceram hidratadas tanto no
periodo de déficit hidrico, quanto na recuperagéo (Tabelas 4).

Resultados diferentes foram encontrados em estudos realizados também com plantas de
cana-de-acUcar, porém com variedade e condi¢fes experimentais distintas das deste estudo. O
crescimento foi melhorado quando os propagulos foram obtidos de plantas que enfrentaram
déficit hidrico, apresentando melhor eficiéncia fotossintética do uso da dgua e recuperagéo mais
rapida da fotossintese ap6s a reidratacdo, levando a maior producdo de biomassa,
independentemente da condicao hidrica (MARCOS et al., 2018b).

O estresse hidrico € um fator limitante para as plantas durante o seu ciclo de vida. Os
mecanismos de aclimatacdo para aumentar a tolerancia ao estresse hidrico incluem a prevencao
de danos por espécies reativas de oxigénio (MUNNE-BOSCH e ALEGRE, 2000) e respostas
morfoldgicas, que podem ser iniciadas durante o estresse hidrico, como o aumento da razédo
entre a raiz e a parte aérea ou o desenvolvimento de raizes em camadas mais profundas do solo
(NEWMAN et al., 2006; WALTER et al., 2012). Como o experimento realizado ocorreu em
Vasos, as raizes estavam em condicdes restritivas para o crescimento, o que poderia explicar o

fato de ndo encontrarmos aumento do crescimento de raizes nas plantas que passaram por déficit
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hidrico. Além disso, outros pontos poderiam justificar a discordancia entre os resultados deste
estudo e os obtidos anteriormente pelo grupo de pesquisa, as quais sdo tratadas a seguir.

Neste estudo, as plantas de origem estavam com seis meses de idade e na fase de
maturacao e acimulo de sacarose no colmo no momento que os ciclos de déficit hidrico foram
impostos. Uma hipdtese é que as gemas/tecidos j& estariam fisiol6gica e geneticamente
desenvolvidas, sendo incapazes de acumular informacdo que levasse & memoria de seca. Se
essa hipdtese fosse confirmada, esta seria uma provavel explicacdo da performance semelhante
entre os propagulos H/S2 e S/S2.

Como pode ser visualizado na Figura 6, as plantas de origem no final do terceiro ciclo
de deficit hidrico j& estavam mostrando acamamento, devido ao engrossamento do colmo.

Figura 6. Aspecto visual das plantas de origem no final do terceiro dia de déficit hidrico.

Ap0s o periodo de seca, varias folhas que estavam sendo utilizadas para a medicdo das
trocas gasosas secaram completamente e precisaram ser substituidas, pois ndo seria possivel
realizar as medidas de trocas gasosas durante a recuperacdo. Como mostrado na Figura 7, a
planta possuia a folha +1, utilizada para as analises de trocas gasosas, totalmente seca e sem
possibilidade de recuperacéo. Para continuar as medicdes, folhas 0 (zero) ou -1 foram utilizadas
nas analises subsequentes. Logo, as analises foram realizadas possivelmente nas unicas folhas
saudaveis da planta, o que mascararia os efeitos da memoria a seca. Na Figura 7, hd um exemplo
de planta que tinha apenas uma pequena area foliar verde, o que impossibilitou a realizagdo de

medidas de trocas gasosas.
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Figura 7. Aspecto visual de plantas de cana-de-agucar no dia de maximo déficit hidrico. A
esquerda, plantas com folha +1, utilizada para medidas de trocas gasosas totalmente seca. A
direita, planta com apenas uma pequena area foliar verde.

Em experimentos anteriores (MARCOS et al., 2018a), foi observado que as plantas da
variedade IACSP94-2094 apresentaram memdria da seca passada aos propagulos, que
apresentaram uma recuperacdo mais rapida da assimilacdo de CO. e da eficiéncia de
carboxilacdo em comparacdo aos propagulos originarios de plantas que ndo passaram por déficit
hidrico. Além do presente estudo analisar a variedade IACSP95-5000, as plantas nao foram
crescidas em solucdo nutritiva e transferidas para uma camara de crescimento, com déficit
hidrico imposto por adicdo de PEG8000, como feito por MARCOS et al. (2018a). Assim, a
auséncia da memoria da seca passada aos propagulos neste experimento poderia ser explicada
pela diferenca genotipica e pelo modo da conducéo do experimento.

Para a inducdo da memoria da seca, 0s seguintes aspectos deveriam ser abordados no
futuro: (a) numero de ciclos de seca e sua influéncia na indugdo da memoria, considerando a
variacao genotipica; (b) a intensidade da restricao hidrica e seus efeitos na inducdo da memoria,
pois deficiéncia hidrica muito severa ndo permitiria um estado fisioldgico capaz de adquirir e
armazenar as informac@es necessarias para a promocgédo de uma melhor performance face a uma
nova exposicdo ao estressor; (c) o periodo de recuperacdo deve ser considerado de forma que
as plantas sejam analisadas em intervalos curtos de tempo logo ap6s a reidratacdo. Em relacao
a esse aspecto, torna-se essencial o monitoramento fino das condigdes hidricas do solo/substrato
e da planta, pois deve-se ter confianga de que as plantas irrigadas estavam de fato hidratadas e
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que a re-irrigacdo dos potes foi suficiente para reidratar as plantas; e (d) deve-se ainda
considerar a fase fenoldgica das plantas e a suscetibilidade das mesmas a indugdo da memoria
e assim a ocorréncia de eventos estressantes na fase de crescimento inicial poderia levar a
mem@aria engquanto a ocorréncia do estressor na fase de maturacéo teria menor efeito.

Diante dos pontos levantados e dos futuros estudos nesta area, a continuidade nas
pesquisas em memoria de plantas é promissora tanto do ponto de vista tedrico como prético.
Novos métodos de producdo de mudas baseados na memoria da seca podem ser testados para
aumentar a resisténcia de plantas frente a agentes abioticos e bidticos prejudiciais. Novas frentes
de pesquisas em melhoramento genético de plantas podem também ser desenvolvidas para
melhorar a defesa das plantas frente a estressores.

6 CONCLUSAO

Os propagulos originarios de plantas crescidas com irrigacdo ou submetidas a déficit
hidrico tiveram performance semelhante sob seca. A ocorréncia de um ou dois ciclos de déficit
hidrico também n&o causou resposta diferencial. Nas condi¢Ges experimentais deste estudo, ndo
foi possivel detectar a presenca de memdria da seca em cana-de-acUcar, quando consideradas
as trocas gasosas e o crescimento dos propagulos. Esta conclusdo € reforcada pela quantificacédo

da resiliéncia a seca das plantas, que foi similar entre os tratamentos.
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