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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AF- &rea foliar

APX- Ascorbato Peroxidase

ASC- ascorbato

CAT- Catalase

Car- carotenoides

Cytbg/f - Compexo de citocromo

Chl a- clorofila a

Chl b- clorofila b

Chl total- clorofila total

cm- centrimetro

DH- NADH desidrogenase

DPVfoha-ar - déficit de pressao de vapor
-D- sem deficiéncia

+D- com deficiéncia

DAT- dias ap6s o inicio dos tratamentos
EROs- espécies reativas de oxigénio
EDTA - Acido Tetracético Etilenodiamidina

er -pressdo de vapor na cadmara subestomatica da folha

€ar - pressao de vapor no ar atmosférico
Fd - ferredoxina
FN - ferredoxina NADP redutase

F./Fm- eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema 11

g- Grama

gs- condutancia estomatica
kPa- quilo pascal

GPOX- guaiacol peroxidase
GR- glutationa redutase

H,0- 4gua

H,0,- peroxido de hidrogénio
HO?*- radical hidroxilo

indice SPAD- estimativa do contetdo de clorofila via leitura SPAD
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MDHA- monodeidroascorbato
Mf- massa fresca

mg- Micrograma

mL- Mililitro

mM- Milimolar

Mpa- Megapascal

Mt- massa tdrgida

Ms- massa seca

nM- nanomolar

NADP- nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NBT- Cloreto de Azul de Nitroblutetrazolio
O, - oxigénio molecular

'0,- oxigénio singleto

O,*"- radical superéxido

POD- Peroxidase

+PQ- Paraquat

PSII- Fotossistema Il

PSI- Fotossistema |

PVP- Polivinilpirrolidona

pH- potencial hidrogenibnico

RAF- Radiacéo fotossinteticamente ativa
SOD- Superdxido Dismutase

T, - temperatura do ar

Te- temperatura foliar

TRA- teor relativo de agua

TFK- tampao fosfato de potassio

UR,- umidade relativa da camara porométrica
WYw- potencial hidrico foliar

Hg- Micrograma

uL- Microlitro

UM- Micromolar

pmol- micromoles
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1 RESUMO

A cana-de-agUcar € uma cultura de grande importancia econémica no
mundo. No Brasil, sua expansdo tem sido impulsionada para novas areas agricolas nado
tradicionais que apresentam deficiéncia hidrica. Estudos que visam a selecdo de cultivares que
apresentem tolerancia aos estresses ambientais se constituem numa alternativa viavel para
aumentar a produtividade nessas regides. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi estudar
de maneira comparativa as respostas fisioldgicas e bioquimicas em cana-de-agucar cultivada
sob deficiéncia hidrica bem como analisar os efeitos fisiolégicos do herbicida Paraquat,
visando constituir uma alternativa para caracterizar cultivares tolerantes em programas de
melhoramento genético da cana-de-agucar. Para isso, experimentos foram conduzidos em
vasos em casa de vegetacdo e no laboratério da Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento da
APTA em Jau (SP). Foram utilizadas quatro cultivares de cana-de-aglcar RB92579, SP81-
3250, SP83-2847 e IAC91-5155 em cada experimento. Para o estudo de deficiéncia hidrica, a
primeira avaliacdo foi realizada nas plantas sem estresse ap6s 85 dias do plantio, em seguida
foram implementados dois tratamentos, sem deficiéncia (-D) e com deficiéncia (+D) por
suspensdo da rega por 15 dias e posterior reidratagdo por 12 dias. Para os estudos com
herbicida Paraquat (PQ) um segundo experimento foi instalado dividido em duas partes. Na
primeira, foi pulverizado Paraquat, na dose de 150 uM, 24 horas antes das avaliacBes em
plantas conduzidas simultaneamente ao experimento de deficiéncia hidrica. Na segunda parte,
segmentos foliares das cultivares foram cortados em discos e imersos em solugéo de Paraquat
em placas de Petri e analisados quanto a degradacdo de clorofila. Todos os experimentos
foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4x2
(quatro cultivares x dois regimes hidricos, sem e com deficiéncia hidrica) ou 4x3 (quatro
cultivares x trés regimes de estresse, sem e com deficiéncia hidrica e com PQ), em quarto
repeticdes. Nos experimentos em vasos foram feitas avaliacGes de analise de crescimento,
fisiolégicas e bioquimicas. Nas cultivares SP83-2847 e IAC91-5155 foram observadas
menores reducBes nas taxas de altura do colmo, nimero de folhas verdes, area foliar, teor
relativo de agua (TRA), déficit de pressdo de vapor (ppvfoiha-ar), temperatura foliar (TF),
condutancia estomatica (gs), eficiéncia fotoquimica méxima do fotossistema Il (F./Fy), indice
SPAD e pigmentos fotossintéticos quando submetidas a deficiéncia hidrica. As mesmas
cultivares quando tratadas com paraquat tiveram respostas semelhantes a deficiéncia hidrica
para gs, F./Fn, indice SPAD e teor de clorofila. J& as cultivares RB92579 e SP81-3250

apresentaram susceptibilidade para a maioria das variaveis em ambos os estresses. A cultivar



SP81-3250 foi a mais sensivel do grupo ndo apresentando recuperacdo durante a reidratacdo
.Sob deficiéncia hidrica também pode-se observar aumento de taxa de prolina em todas
cultivares. O aumento de carboidrato também foi verificado, com excec¢do da cultivar SP81-
3250 que apresentou reducdo sob estresse. O paraquat teve efeito fitotoxico, induzindo a
degradacdo de prolina, carboidratos e proteinas nas cultivares. A deficiéncia hidrica e o
estresse induzido por paraquat também promoveram o aumento na atividade das enzimas
SOD e APX em todas as cultivares. A CAT foi a enzima mais afetada, com resposta
dependente da cultivar. Péde-se evidenciar maiores danos fisioldgicos e bioquimicos do
estresse oxidativo nas cultivares RB92579 e SP81-3250. Devido aos menores danos causados
pela seca e estresse induzido por paraquat na fisiologia e bioquimica das cultivares SP83-2847
e IAC91-5155, estas tém maior potencial de tolerancia ao estresse oxidativo. Este estudo
sugere que o Paraquat tem potencial para ser utilizado como ferramenta de selecdo de
cultivares tolerantes a deficiéncia hidrica, porém novos estudos deverdo ser realizados para
confirmar esse papel, principalmente no sentido de melhor definicdo da concentragdo e

metodologias a serem empregadas.

Palavras chave: Saccharum spp., seca, atributos fisiologicos, dano oxidativo, enzimas
antioxidantes, metil violageno.
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2 SUMMARY

Sugarcane is one of the most economically important crops used in the
production of sugar and of bioethanol. In Brazil, this plant has been introduced to non-
traditional agricultural areas, with adverse agro-climatic conditions where water deficit is
highlighted. Studies aimed at selecting drought-tolerant cultivars are a viable alternative to
increase the productivity of these regions. The main goal of this research includes to study
comparatively the physiological and biochemical responses in sugarcane under drought stress
and recovering as well as analyzing the physiological effects induced by the herbicide
paraquat, aiming to establish a scoring system for selecting sugarcane drought tolerant
cultivars in breeding programs. The experiments were carried out in a greenhouse located in
the Unit of Research and Development of APTA, Jau, SP., where the cultivars RB92579,
SP81-3250, SP83-2847 and IAC91-5155 were grown in pots and used for each set of
experiments. For the study of water stress, the first assessment was done in plants without
stress after 85 days of planting, and after that two treatments were implemented, i.e. without
water deficit (-D) and with water deficit (+D) by withholding in the water supply for 15 days
and rewatering for 12 days after the stress period. For the study of paraquat (PQ), another set
of experiments were carried out simultaneously to the water stress experiments. Two different
experimental methods were used for spraying the PQ solution (150 uM). In the first one, the
PQ solution was sprayed onto leaves of the sugarcane plants and the assessments took place
24 hours after spraying. In the second experiment, leaf disks were floated in PQ solutions for
24 hours for analyzing chlorophyll degradation. All experimental designs were completely
randomized in 4x2 factorial scheme (four sugarcane cultivars x two water regimes, without
and with water deficit) or 4x3 (four sugarcane cultivars x without or with water deficit and
with PQ), with four replications. In the pot experiments assessment of growth analysis,
physiological and biochemical were done. The cultivars SP83-2847 and 1AC91-5155 showed
higher values for stalk height, green leaf number, leaf area, relative water content (RWC),

vapor pressure deficit between the leaf and the air, VPD(eaf-ain, leaf temperature (LT),



stomatal conductance (gs), maximum quantum efficiency of photosystem Il (F./Fn), SPAD
index and photosynthetic pigments under drought stress. The same cultivars treated with PQ
showed similar performance to the drought stress for gs, F./Fn, SPAD index, chlorophyll
content. However, cultivars RB92579 and SP81-3250 showed higher susceptibility to these
variables in both stresses. The cultivar SP81-3250 was the most drought sensitive of the group
and showed no recovery during the rewatering period. It was observed increase of proline rate
in all cultivars under drought stress. The increase of carbohydrate was also verified, with
except the cultivar SP81-3250 that decreased under stress. Paraquat exercised phytotoxic
effects by inducing the degradation of proline, carbohydrates and proteins in the cultivars.
Antioxidant enzyme activities SOD and APX were promoted by both drought and herbicide-
induced stresses in all cultivars, while the CAT was the most affected enzyme and the
response was cultivar-dependent. We could also characterize major occurrence of oxidative
stress in cultivars RB92579 and SP81-3250. Furthermore, the minor damages caused by both
drought and paraquat-induced stress in the physiological and biochemical traits of the
cultivars SP83-2847 and IAC91-5155, show their better performance for both stresses,
reflecting in the greater ability to tolerate oxidative stress. These findings suggest that the
paraquat has potential to be used as tool for rapid selection of drought-tolerant cultivars.
However, new studies should be done to confirm this function, principally in order to better

determine about concentration and methodologies to be applied.

Key words: Saccharum spp., drought, physiological attributes, antioxidative response,

antioxidant enzyme, methyl violagen.



3 INTRODUCAO

Entre os estresses ambientais, a deficiéncia hidrica constitue um dos
grandes problemas da atualidade, que afeta boa parte das areas de cultivo de cana-de-agUcar
em todo mundo, sendo o principal fator de limitacdo da produtividade dessa cultura,
provocando prejuizos socioecondmicos na producdo de alimento em todo mundo. No entanto
0 aumento dos efeitos da seca é esperado com as alteracGes climaticas e a crescente escassez
de agua. Assim, estudos que visam a selecdo de cultivares tolerantes a seca se constituem
numa alternativa viavel para aumentar a produtividade, além de uma necessidade para o
futuro na agricultura sustentavel.

A cana-de-acucar ganha destaque por ser uma cultura de grande
importancia econémica mundial devido a sua utilizacdo na indudstria de alimentos, e também
como fonte valiosa na producdo de biocombustivel renovavel. Esta cultura é adaptada a
diversas condicOes de clima e solo, exigindo precipitaces entre 1500 a 2500 mm por ciclo
vegetativo, e considera-se de 25°C a 33°C a faixa de temperatura base para o seu bom
desempenho (SILVA et al., 2010). A cultura é cultivada em mais de 90 paises em todo o
mundo, que abrange regides tropicais e subtropicais, onde as maiores areas de producédo estdo
no Brasil e na india (AMALRAJ et al., 2010).

No Brasil, as regides produtoras de cana-de-agucar estdo concentradas
no Centro-Sul e Norte-Nordeste, porém nos ultimos anos as fronteiras agricolas dessa cultura
vém sendo ampliadas nas regifes no oeste de S&o Paulo, e em &reas de cerrado de Goiés,
Triangulo Mineiro e Mato Grosso do Sul, regides predominantemente ocupadas por pastagens
e caracterizadas por um inverno seco, com periodos de deficiéncia hidrica bastante

pronunciada em comparacdo as regifes tradicionalmente produtoras (NOBREGA;



DORNELAS, 2006; CONAB, 2012). Em contrapartida a viabilidade da cultura canavieira
nestas areas ainda é baixa por apresentarem pouca disponibilidade de cultivares comercial
adaptadas a deficiéncia hidrica. Dessa forma, a compreensdo dos mecanismos toleréncia a
seca nas cultivares de cana-de-agUcar permitird direcionar 0s cruzamentos em programas de
melhoramento, visando a obtencdo de progénies com mais tolerancia a deficiéncia hidrica
para serem cultivadas nessas regides de expans&o.

De modo geral, a toleréncia da cana-de-agUcar a deficiéncia hidrica
envolve uma série de adaptacBes morfofisioldgicas, bioquimicas e moléculares que as
conduzem a economizar dgua para uso em periodos posteriores, levando assim as plantas a
tentarem atingir a maior estabilidade da produtividade. Dentre essas adaptacdes pode-se
destacar o menor crescimento da planta, a reducdo da area foliar, controle estomatico da
transpiracdo, manutencao da capacidade fotossintética (MACHADO et al., 2009), e do status
hidrico da planta por meio de ajustes osméticos e acimulo de solutos organico (QUEIROZ et
al., 2011), além do aumento da atividade de enzimas antioxidantes (CIA et al., 2012). Essas
respostas tém sido amplamente estudadas como caracteristicas de selecdo de cultivares mais
eficientes no uso de agua.

Por ser uma planta do tipo C4, a cana-de-agucar possui alta eficiéncia
fotossintética a ponto luminoso elevado, no entanto essa eficiéncia é reduzida durante a
deficiéncia hidrica pelo o fechamento estomatico e causa desequilibrio entre as fases
fotoquimicas e reducdo do carbono, ocorrendo a diminuicdo da fotossintese e da
produtividade consequentemente (LAWLOR; TEZARA, 2009). Outra consequéncia da
limitagdo para a fotossintese durante a deficiéncia hidrica é a exposi¢do da planta ao excesso
de energia, que, se ndo for dissipada de forma segura, pode causar uma sobre-excitagdo dos
centros de reacdo dos Fotossistema Il e | elevando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nos cloroplastos (CARVALHO et al., 2008). Para proteger-se dos efeitos
prejudiciais das EROs produzidos durante o estresse oxitativo, as plantas desenvolveram um
complexo mecanismo de defesa antioxidativo constituido por enzimas e metabdlitos
antioxidantes. Destacam-se entre as enzimas antioxidantes Superoxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Ascorbato Peroxidase (APX) bastante sensiveis as condigcdes de estresse
abiotico servindo como sinalizadores do estresse (SHARMA et al., 2012).

Efeitos de fitotoxicos nos cloroplastos também podem ser provocados
pelo estresse induuzido pelo herbicida Paraquat (PQ), o qual em contato com a planta age
aceitando elétrons do aceptor primario do Fotossistema I. A interceptacdo de elétrons no

fotossistema | paralisa a reducéo da ferredoxina, assim interferindo na reducio do NADP" a



NADPH no estroma o qual seria ultilizado no ciclo de Calvin para reduzir CO, (EKMEKCI;
TERZIOGLU, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2009). Como consequéncia, também hé a formacéo de
EROs, as quais causam estresse oxidativo, 0 que provoca danos em membranas, proteinas e
degradacéo da clorofila (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2011).

O paraquat, além de ser usado amplamente como herbicida
dessecante, tem sido uma ferramenta muito Util na pesquisa de biologia basica de plantas na
simulacdo de estresse oxidativo, e vem sendo relatado com sucesso em milho (SHAHRTASH
et al., 2011), trigo (SEDIGHEH et al., 2011), arroz (ZHENFEI et al., 2007), além de espécies
horticolas tais como pepino (LIN et al., 2011). Esses trabalhos avaliaram danos oxidativos
como a perda da atividade fotossintética e fotoinibicdo, a quebra de proteina, reducdo de
pigmentos fotossintéticos e clorose associados a atividades de as enzimas antioxidantes. O
que vem permetindo uma melhor compreenséo de diversos mecanismos de protecdo contra o
estresse oxidativo, como também esta sendo proposto nesse estudo. Em adigdo, alguns
estudos comparativos entre os efeitos causados pela deficiéncia e o estresse artificial induzido
por paraquat sobre a fisiologia das plantas ja foram relatados em ervillha (ITURBE-
ORMAETXE et al., 1998), trigo (ALTINKUT et al., 2001) e café (PINHEIRO et al., 2004).

Até 0 momento estudos independentes de efeitos do estresse oxidativo
induzido por paraquat em cana-de-agUcar ja foram realizados, porém estudos comparativos
entre estresse induzidos por deficiéncia hidrica e paraquat que envolvam respostas
fisioldgicas, incluindo a atividade de enzimas antioxidante, ainda ndo foram constados em
cana-de-acgucar, o que torna esse trabalho de grande relevancia.

Neste sentido, 0 objetivo deste trabalho foi estudar as semelhangas das
respostas fisioldgicas e bioguimicas da cana-de-agucar cultivada sob deficiéncia hidrica e
apos aplicacdo do herbicida Paraquat. O estabelecimento dessa interacdo em cana-de-agucar
pode ser de grande valor, visando obter uma melhor compreensdo dos mecanismos
fisiolégicos associados aos agentes antioxidantes que ajudem na protecdo contra o estresse
oxidativo e que possam ser utilizados na indicacdo de plantas mais tolerantes a esses estresses

abioticos.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 A importancia do uso de atributos fisiologicos e bioquimicos na selecdo de

cultivares tolerantes a seca

O conhecimento mais detalhado do desenvolvimento da cultura, em
funcdo das alteragcbes da relagédo fonte-dreno, torna-se um importante instrumento para
contribuir na busca de explicacdo para o baixo potencial produtivo da cultura sob deficiéncia
hidrica. Além disso, o entendimento de mecanismos fisiologicos pode fornecer informacdes
avancadas sobre algumas estratégias para serem usadas em programas de melhoramento
genético para selecdo de cultivares tolerantes a seca (AMUDHA; BALASUBRAMANI, 2011,
SILVA et al., 2012).

As plantas diferem largamente quanto a habilidade de tolerar a
deficiéncia hidrica. Nas sensiveis, 0s processos fisioldgicos sdo adversamente afetados devido
a reducdo na hidratacdo dos tecidos; nas mais tolerantes, suas propriedades fisiologicas as
capacitam para manter um alto grau de hidratacdo dos tecidos mesmo sob limitado suprimento
hidrico (BARTELS; SUNKAR, 2005; SOREN et al., 2010). Essas respostas podem ser
complexas, e dependem da cultivar e do estadio de desenvolvimento da planta, além da
duracéo e da severidade do estresse.

Em cana-de-acucar, dentre os estadios fenoldgicos, as fases de
perfilhamento juntamente com a de grande crescimento, também conhecidas como fase de
formacdo, tém sido identificadas como um periodo critico por demanda de 4gua (RAMESH,;
MAHADEVASWANY, 2000; SILVA et al., 2010). Portanto, € neste periodo onde os danos

causados pela deficiéncia hidrica sdo mais prejudiciais a producéo. De acorodo a LARCHER



(2004), durante a fase principal de crescimento, fase vegetativa, as plantas estdo no pico de
suas atividades metabolicas. E durante essa fase que se manifestam as caracteristicas da
plasticidade fenotipica e, sobretudo, as adaptacGes modificativas em relacdo as condigdes do
habitat.

De uma forma geral a adaptacédo e a aclimatagéo ao estresse ambiental
resultam em eventos integrados, gracas a mudangas morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e
moleculares que permitem a planta a tolerar ambientes estressantes (TAIZ; ZEIGER, 2009;
SOREN et al., 2010). Dentre esses eventos destaca-se a limitacdo da perda de agua pela
planta, que inclui a regulacdo mediada pelo acido abscisico e o fechamento dos estbmatos. Na
fase inicial do estresse por falta de agua os estdmatos se fecham em resposta tanto ao declinio
do turgor das células da folha, a queda no potencial da agua nas folhas ou a baixa umidade do
ar, o que resulta na reducéo da fotossintese (YORDANOV et al., 2003; LAWLOR; TEZARA,
2009).

Neste sentindo, estudos sobre deficiéncia hidrica tém apresentado
alguns indicativos de culturas mais tolerantes ao estresse, tais como menores decréscimos da
condutancia estomatica e da taxa fotossintética, e relacionadas a maior produtividade em
diferentes culturas, como cana-de-acucar (MACHADO et al., 2009; SILVA; COSTA, 2009),
milho (WANG et al., 2008) e soja (GILBERT et al., 2011), propondo assim que em plantas
tolerantes o movimento dos estdmatos pode ser regulado, de forma que o seu fechamento
parcial em determinado nivel de deficiéncia hidrica do solo pode levar a um aumento da
eficiéncia do uso da agua.

Quando a planta é exposta a condigdo de seca, outros componentes do
processo fotossintético também sdo afetados, tais como, inibicdo da biossintese de clorofilas
ocorrendo a diminuicao da eficiéncia de absorcdo da energia luminosa (SILVA et al., 2007a).
Essas respostas podem ser interpretacdo dos sinais da fluorescéncia que refletem a intensidade
da fotoinibicio (MAXWELL; JOHNSON, 2000; BAKER; ROSENQVIST, 2004). A
fotoinibicdo pode ser avaliada pela reducdo na méaxima eficiéncia quéantica do fotossistema Il
(Fu/Fn), essa razdo reflete a maxima eficiéncia com que a luz absorvida pelo complexo antena
do fotossistema Il é convertida em energia quimica (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Trata-
se de um método rapido ndo destrutivo de triagem de gendtipos de cana-de-agucar quanto a
tolerancia a seca (SILVA et al., 2007a; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2013), e também
tem mostrado boa referéncia para diagnosticar a integridade do sistema fotossintético em
outras culturas sob condicBes de estresse, tais como milho (EFEOGLU et al., 2009) e trigo
(ALMESELMANI et al., 2012) dentre outras.
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Outros atributos fisiologicos também podem ajudar no entendimento
fisiolégico do processo em condi¢des de seca em diferentes culturas. Em estudos sobre teor
relativo de 4gua da folha (EFEOGLU et al. 2009; SILVA et al., 2011; ALMESELMANT et
al.,, 2012; GHOLAMI et al., 2012), potencial hidrico foliar (ENDRES et al., 2010;
GHOLAMI et al., 2012; SILVA et al., 2012), estimando o teor de clorofila presente na folha
(indice SPAD) (SILVA et al., 2007a; ALMESELMANI et al., 2012; SILVA et al., 2013),
pigmentos fotossintéticos (JANGPROMMA et al., 2010a; FARHAD et al., 2011; GHOLAMI
et al., 2012), observa-se maior eficiéncia dessas variaveis fisiologicas em cultivares tolerantes
quando submetidas a deficiéncia hidrica, sendo assim propostas como critério de selecdo para
triagem de cultivares que apresentam maior eficiéncia no uso da agua.

A adaptacdo bioguimica comum na planta durante a seca € a regulacao
osmotica, que é o resultado de determinados metabolitos recém sintetizado. Estes sao
moléculas que apresentam o comportamento altamente hidrofilico solGvel, capaz de produzir
uma superficie de solvatacdo, que capturam as moléculas de &gua para posterior
disponibilizacdo durante a limitacdo de agua (BARTELS; SUNKAR, 2005). O acumulo de
metabolitos ou solutos organicos, também chamados de substancias osmoticamente ativas ou
osmoprotetores, pode ser importante na resisténcia da planta aos ambientes estressantes.
Dentre as alteragBes metabdlicas sob deficiéncia hidrica destacam-se os estudos de diferentes
culturas para o acumulo de solutos organicos como a glicina betaina, prolina, aminoacidos
soliveis e acucares sollveis (BARTELS; SUNKAR, 2005; FARHAD et al., 2011). Tais
solutos podem acumular-se em grandes quantidades em condi¢des de baixo potencial hidrico,
protegendo as células contra desidratacdo e contribuindo para o ajustamento osmoético (TAIZ;
ZEIGER, 2009; ZHOU; YU, 2010).

Dentre esses solutos, a prolina é o mais estudado. Este metabolito atua
como mediador do ajustamento osmoético, na integridade e protecdo da membrana plasmatica,
como fonte de carbono e nitrogénio (HEMAPRABHA et al., 2013), e como agente
antioxidante, removendo espécies reativas de oxigénio durante o estresse oxidiativo, como
verificado em diferentes estudos (MOLINARI et al.,, 2007; CARLIN; SANTQOS, 2009;
QUEIROZ et al., 2011; CIA et al., 2012) em que o0s autores sugerem que cultivares de cana-
de-acucar com maiores teores de prolina apresentam maior tolerancia a seca. Maiores teores
de prolina também foram verificados em outras plantas consideradas tolerantes a deficiéncia
hidrica, dentre elas trigo (MARALIAN et al., 2010) e batata (FARHAD et al., 2011).

Assim, para fins de produgdo agricola, abordagens fisiol6gicas e

bioquimicas tém uma grande importancia na busca de compreender respostas sobre
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mecanismo de tolerancia a desidratacdo quando o potencial hidrico da planta € extremamente

baixo, 0 que vem a contribuir para a selecao de novos cultivares.

4.2 Acles dos sistemas antioxidantes enziméaticos em resposta ao estresse
oxidativo induzido pela deficiéncia hidrica em cana-de-agUcar e outras culturas

agricolas

A deficiéncia hidrica, juntamente com fatores adicionais como
excesso de temperatura e alta irradiancia, provoca reducdo na fotossintese, levando a
diminuicdo no uso da radiagdo incidente, acarretando acimulo de poder redutor (NADPH) e
reducio no pool do aceptor final da cadeia de transporte de elétrons (NADP™). Esse excesso
de poder redutor pode levar a superreducdo da cadeia de transporte de elétrons. Nesse
processo pode haver escape de elétrons, que por sua vez reagem com 0 oxigénio molecular
(O,), formando assim, as chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs) (CARVALHO,
2008; CAVATTE et al., 2012).

As EROs sao produzidas normalmente em varias vias metabolicas das
plantas dentre elas nos cloroplastos, nas mitocondrias, nos peroxissomas, em particular na
fotossintese e na respiracdo, em quantidades muito baixas (APEL; HIRT, 2004). No entanto,
quando as plantas estdo sujeitas a um ou mais fatores de estresse, ocorrem alteracdes das vias
metabolicas, que podem levar a um aumento dramatico da producdo destas EROs,
denominado de estresse oxidativo em plantas (ASADA, 2006; GILL; TUTEJA, 2010). O
papel da producdo de EROs durante a deficiéncia hidrica parece que tém um duplo efeito sob
condicdes de estresses que dependem da sua quantidade total celular. Se mantido em niveis
relativamente baixos, é provavel que funcione como componentes de uma via de sinalizacéo
de estresse, desencadeando defesa ao estresse ou respostas de aclimatacdo (CARVALHO,
2008).

No entanto, ao chegar a certo nivel de fitotoxicidade as EROs tornar-
se extremamente prejudicial, situacdo na qual o organismo é incapaz de metabolizar
efetivamente o excesso de EROs, e estas irdo provocar uma imediata peroxidacao lipidica,
oxidacdo de proteinas, inibicdo enzimaticas e danos ao DNA e RNA (APEL; HIRT, 2004;
GILL;TUTEJA, 2010). Estes danos conduzem a disfuncdo celular, lesdes necrdticas ou ainda
morte celular (FOYER; NOCTOR, 2009; SHARMA et al., 2012). Como consequéncia, 0S
danos oxidativos traduzem-se nas folhas pelo aparecimento de areas cloroticas que, em muitos

casos, evoluem para necrose e abscisdo foliar (CAVATTE et al., 2012). A conversdo do
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oxigénio molecular em espécies reativas de oxigénio resulta na reducdo parcial de oxigénio
atmosferico (O,) por metabolismo aerdbio. Sdo subprodutos que resultam da inverséo do spin
de um elétron do O, para formar oxigénio singleto (*O,) ou da transferéncia de um, dois ou
trés elétrons do O, para formar, respectivamente, o radical superéxido (0,*), perdxido de
hidrogénio (H,O;) ou o radical hidroxilo (HO®) (MITTLER, 2002; APEL; HIRT, 2004;
POSPISIL et al., 2009).

Para mitigar os danos oxidativos causados pelas EROs, as plantas
possuem um complexo sistema antioxidativo de defesa, envolvendo antioxidantes de baixa
massa, composto por moléculas hidrofilicas como o &cido ascobico e a glutatina reduzida, ou
lipofilicas como o a-tocoferol e os caratenodides, e por enzimas antioxidantes tais como
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa
peroxidase (GPX), peroxidase ndo especificas (POX), redutase da glutationa (GR),
monodesidroascorbato redutase (MDHA) e desidroascorbato redutase (DHAR) (ASADA,
2000; ASADA, 2006; GILL; TUTEJA, 2010). Além disso, as enzimas do sistema
antioxidante sdo bastante sensiveis as condicdes de estresse ambientais servindo como
sinalizadores do estresse, como também podem indicar que a planta esta mais estressada.
Assim, o papel das enzimas antioxidantes em situagBes de estresse € o de controlar a
acumulacdo de EROs e assim limitar os danos oxidativos (MITTLER, 2002; SHARMA et al.,
2012).

A enzima superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) € considerada a
primeira barreira enzimatica contra o estresse oxidativo (APEL; HIRT, 2004), é uma
metaloprotema multimérica, Unica enzima, das plantas, capaz de eliminar o poder toxico
causado pelo radical O,*", formando-se H,O, que é posteriormente eliminado pela CAT ou
através da APX (CARVALHO, 2008; SHARMA et al., 2012). A SOD encontra-se presente
em todos os compartimentos celulares, sejam mitocondrias, cloroplastos, glioxissomas,
peroxissomas, apoplasto e citosol, sendo produzido em todos locais onde a cadeia
transportadora de elétrons encontra-se presente (APEL; HIRT, 2004; GILL; TUTEJA, 2010).

O segundo sistema de prevenc¢do é muito mais simples, sendo formado
pela enzima catalase (CAT, EC 1.11.1.6) que atua na dismutacdo do perdxido de hidrogénio
(H,0,) em oxigénio e 4gua. E uma enzima tetramérica que contém um grupo heme
(MITTLER, 2002). Em plantas, a CAT € encontrada nos peroxissomos, glioxissomos, citosol
e mitocondrias, porém a sua localizacdo é quase restringida aos peroxissomas onde funciona
essencialmente para remover o H,O, formado durante a fotorespiragdo, o que limita dessa

forma a sua capacidade para manter os teores de H,O, baixos o suficiente para prevenir danos
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noutros compartimentos celulares, como nos cloroplastos (GARA, 2004; ASADA 2006;
CARVALHO, 2008).

A ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) s&o membros de classe |
da super-familia de heme-peroxidases, cujo grupo prostético € a protoporfirina e sdo reguladas
por sinal redox de H,O,. A APX apresenta alta especificidade por ascorbato como substrato
redutor e catalisa a reducao de H,O, onde ocorre a oxidagéo de ascorbato, reagdo que resulta
em monodeidroascorbato (MDHA) e H,O (ASADA, 1999; GARA, 2004; SHARMA et al.,
2012). A regeneracdo do ascorbato é mediada no ciclo Halliwell-Asada. As APXs sdo
encontradas em plantas superiores, cloréfitas e algas vermelhas. Apresentam-se localizadas no
citosol, em membranas dos peroxissomos e em cloroplastos (estroma e membranas dos
tilacoides) (ASADA, 1999; GILL; TUTEJA, 2010).

Elementos antioxidantes ndo-enziméaticos como ascorbato (ASC) e a
glutationa (GSH) séo cruciais na defesa contra estresse oxidativo, exercendo papel de tampdes
antioxidantes (MITTLER, 2002). Esses mantidos no seu estado reduzido por um conjunto de
enzimas dependentes de ATP e NADPH, participam do processo de detoxicacdo de H,O,
catalisado pela enzima ascorbato peroxidase (APX), essas rea¢cdes em conjunto, formam uma
das vias antioxidantes mais importantes presentes na plantas, o ciclo do ascorbato-glutationa
conhecido também por ciclo Halliwell-Asada (MITTLER, 2002; GARA, 2004; ASADA,
2006).

Em adicdo, diferentemente da maioria dos organismos, as plantas tém
maltiplos genes que sdo codificados de acordo com a enzima chave originando diferente
isoformas. [Essas sdo especificamente orientadas para cloroplastos, mitocéndrias,
peroxissomos, bem como para o citosol e apoplasto, as quais participam também dos
mecanismos de defesas contra as EROs e desempenham papeis fisioldgicos distintos nas
organelas (APE; HIRT, 2004; GILL; TUTEJA, 2010).
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Figura 1. Esquema do sistema antioxidante enzimatico em defesa contra espécies reativas de
oxigénio no cloroplasto. Os complexos fotossintéticos e fluxo de elétrons sdo indicados em
cor roxa. Sistema adaptado de GARA (2004) modificado apds ASADA (1999; 2000). Fd
(ferredoxina), FN (ferredoxina NADP redutase), DH (NADH desidrogenase), Cytbg/f
(Compexo de citocromo), PQ (Plastoquinona), PSII (Fotossistema I1), PSI (Fotossistema 1),
NADP (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato), ASC (ascorbato), AFR (radicais livres de
ascorbato), MDHA (monodehidroascorbato), O,* (radical superéxido), H,O, (peréxido de
hidrogénio), SOD (Superdxido Dismutase), CAT (Catalase), APX (Ascorbato Peroxidase) e
POD (Peroxidase).

Pesquisas sobre a importancia das enzimas antioxidantes no sistema
de defesa em cana-de-acUcar sob diferentes condicBes de estresses, tém recebido atencdo de
varios colaboradores na busca da melhor compreensédo da atuacdo dessas enzimas no sistema
de defesa contra o estresse oxidativo, dentre essas se pode relatar CIA et al. (2012), que em
estudos de cultivares tolerantes e sensiveis a deficiéncia hidrica, constataram que as atividades
das enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPOX) e glutationa redutase (GR) nas folhas
variaram de acordo com a cultivar e a intensidade do estresse, porém na cultivar tolerante
manteve altas taxas de CAT e APX e dimunicdo de peroxidacdo de lipideos ao longo do

experimento.
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JANGPROMMA et al. (2010b) verificaram que cultivares de cana-de-
acucar tolerantes a seca apresentaram sob deficiéncia hidrica elevados niveis de SOD e de
clorofilas em concordancia com um alto nivel de expressdo de genes da proteina de pl8
indicadora de tolerancia a seca. GOMATHI; RAKKIYAPAN (2011), em estudo de estresse
salino em folhas de cana-de-agucar, evidenciaram na cultivar tolerante aumento das enzimas
SOD, CAT, APX e GR, e maior estabilidade de membrana, de clorofilas e de carotenoides,
enquanto na sensivel houve reducGes das enzimas e degradacdo de membranas e pigmentos
fotossintéticos, assim os autores sugeriram que a maior estabilidade de membrana e a
concentracdo de pigmentos, estdo relacionadas com altos niveis de atividade de enzimas
antioxidantes.

Em cana-de-acgUcar sob estresse hidrico induzido por inundagdo foram
constatos aumento da atividade das enzimas SOD, APX, peroxidase (POD) e suas isoformas
em cultivares mais tolerantes, o que contribuiu para integridade da membrana celular durante
0 estresse (GOMATHI et al., 2012). SRIVASTAVA et al. (2012) estudaram 71 cultivares de
cana-de-acucar sob estresses térmicos e observaram que altas temperaturas induziram a
alteracbes na atividade de CAT e APX e suas isoenzimas, correspodendo ao nivel de
tolerancia das cultivares. Maiores taxas das enzimas foram relacionadas a menores lesdes pelo
calor. Os autores sugeriram que essas enzimas antioxidantes podem ser utilizadas para
identificar populacdes de plantulas e germoplasma de toleréncia a temperatura elevada em
cana-de-aguUcar.

CHUGH et al. (2011) encontraram que em folha de milho a
deficiéncia hidrica provocou o aumento das enzimas APX e CAT nas cultivares tolerantes,
enquanto para SOD foi verificada reducéo nas cultivares sensiveis e manteve-se inalterada nas
tolerantes e que ambas cultivares apresentaram aumento da POD durante o estresse. Essas
respostas indicaram a ativagcdo significativa dos mecanismos de defesa antioxidante
correlacionados com a tolerdncia a seca. Ainda em milho sob deficiéncia hidrica,
BENESOVA et al. (2012) constataram hipersensibilidade estomatica na cultivar sensivel,
conduzindo a inibicdo da fotossintese, efeitos que foram relacionados a reducdo de sintese de
proteinas protetoras, seguida da reducdo das enzimas como CAT e APX, enquanto na cultivar
tolerante houve aumento desses fatores em resposta a limitacdo hidrica. GE et al. (2006), em
folha e raiz de milho sob deficiéncia hidrica, demostraram aumento da atividade SOD, CAT e
POD nas fases de crescimento profase e metéfase com declinio na maturidade fisiologica.

Em trigo sob deficiéncia hidrica, SHARIFI et al. (2012) constataram

em cultivares tolerantes e sensiveis que a atividade da enzima CAT em condicdo de estresse
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permaneceu estavel ou diminuiu e ndo apresentou relacdo especifica entre a atividade dessa
enzima e resistencia a seca. No entanto, os autores observaram que a enzima POD na
condigdo de deficiéncia hidrica promoveu a estabilidade de membrana celular e aumentou o
teor de clorofila em cultivares tolerantes, apresentando relacdo com a tolerancia a essa

condicéo.

4.3 Efeitos do paraquat na atividade de enzimas antioxidates e danos no

cloroplasto

O paraquat (metil violageno) é uma bipiridina, cation forte, com alta
solubilidade em agua, € um herbicida de contato que apresenta rapida absorcdo foliar
(OLIVEIRA JUNIOR, 2011). Quando paraquat é pulverizado sobre as folhas verdes, move-se
através da cuticula para dentro das células, principalmente dentro dos cloroplastos
interferindo nos processos fotossintéticos (SEDIGHEH et al., 2011).

O paraquat age aceitando elétrons do aceptor primario do fotossistema
I na fotossintese, tornam-se mono-cations, atuando muito proximo a ferredoxina o que indica
que o doador imediato de elétrons para o paraquat seja um grupamento ferro-enxofre
(OLIVEIRA JUNIOR, 2011). A interceptacao de elétrons no fotossistema | paralisa a reducao
da ferredoxina, assim interferindo na reducdo do NADP* a NADPH no estroma o qual seria
ultilizado no ciclo de Calvin para reduzir CO, (TAIZ; ZEIGER, 2009). Quando o paraquat é
fotoreduzido no fotossistema I, e exerce seus efeitos fitotoxicos catalisando a transferéncia de
elétrons do fotossistema 11 a partir do fotossistema | e, em seguida, é novamente oxidado por
transferéncia de elétrons para O, na presenca de luz. Ao receber elétrons, o paraquat reage
com oxigénio molecular, gerando o radical superéxido (O,*), resultando na acumulacéo de
radicais O,*", nos cloroplastos, o que desecandeia o estresse oxidativo na planta (ITURBE-
ORMAETXE et al., 1998; DARKO et al., 2009; SOOD et al., 2011).

Os radicais superéxido (O,*) sdo entdo enzimaticamente alterados
para outras espécies reativas de oxigénio. A exemplo estes radicais superéxidos (O,*’) passam
por processo de dismutacdo pela enzima SOD, para formarem o peroxido de hidrogénio
(H.0,) (MITTLER, 2002; SEDIGHEH et al., 2011; SOOD et al., 2011). Este composto, na
presenca de Mg, rapidamente, também produz radicais hidroxila (OH") (OLIVEIRA JUNIOR,
2011). Esses radicais por serem instaveis rapidamentes sofrem alteragdo formando outras
espécies reativas de oxigénio (EROs). A presenca das EROs nos cloroplastos promovem a

degradacdo das membranas (peroxidacdo de lipidios), ocasionando o vazamento do conteudo
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celular e a morte do tecido, e podem afetar todas as plantas (MASCHER et al., 2005, LIN et
al., 2011). De acordo com OLIVEIRA JUNIO (2011), poucas horas ap0s a aplicacdo desses
herbicidas, na presenca de luz, verifica-se severa injuria nas folhas das plantas tratadas
(necrose do limbo foliar). Os sintomas aparecem rapido e com maior intensidade quanto
maior for a intensidade luminosa. Apos a aplicacdo pode ocorrer a morte da plantaem 1 a 2

dias.

Figura 2. Sitio de acdo do herbicida paraquat no clorospasto (adaptacdo de BUCHANAN et
al., 2000). Simulacéo representa como o paraquat atua como falso aceptor, desviando o fluxo
de elétrons no fotossistema | para producédo de radicais de anions superéxido (O,°"), em que
os radicais superdxidos passam por processo de dismutacao pela enzima SOD, para formarem
H,0,.

Para proteger o maquinario fotossitético, contra o estresse oxidativo
induzido pelo paraquat, ocorre a atuagdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico e ndo-
enzimatico. A exemplo das enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX, peroxidases nao
especificas, dentre outras (CHAGAS et al., 2008; LIU et al., 2009; SOOD et al., 2011), as
quais atuam na reducao das EROs, amenizando os danos oxidativos na célula vegetal, como ja
discutido anteriomente.

Aumento da atividade de enzimas que desintoxicam espécies reativas
de oxigénio tem sido proposta como um mecanismo de resisténcia ao paraquat em estudos
com diferentes culturas como cana-de-acucar (CHAGAS et al., 2008), trigo (EKMEKCI,
TERZIOGLU, 2005; ROBERT et al., 2009), arroz (ZHENFEI et al., 2007), além de espécies
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horticolastais como pepino (LIU et al., 2009; LIN et al., 2011) e abdbora (YEOL YOON et
al., 2011).

Vérias evidéncias indicam também que o mecanismo de tolerancia a
determinados estresses podem estar associados ao estresse oxidativo como o ocasionado pelo
paraquat. Estudos dessa natureza usam o0 paraquat como comparativo de estresse oxidativo,
como os relatados por LIU et al. (2009) em folhas de pepino pre-tratadas com quaraquat (PQ)
e em seguida submetidas ao estresse salino. Os autores constataram que 0 paraquat contribui
para 0 aumento de atividades das enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPX, APX,
MDHAR e GR reduzindo danos na membrana durante o estresse salino.

SHAHRTASH et al. (2011), observaram em folha de milho
pulverizadas com paraquat 10 mM por 24h, com ou sem &cido salicilico que o paraquat
apresentou efeito inbitério no crescimento das plantas, reduziram os teores de clorofila,
carotendides, proteina total da folha e aumentaram a peroxidacgdo lipidica, prolina livre e
atividade da catalase. Esses efeitos foram reduzidos quando houve tratamento com paraquat e
acido salicilico, com possivel papel mediador desse Ultimo na toxicidade do paraquat.
SEDIGHEH et al. (2011) usaram paraquat para induzir a senescéncia artificialmente em folha
de trigo, na concentracdo 600 uM de PQ em 3h. O estresse oxidativo provocado pelo paraquat
induziu 0 aumento da senescéncia, a producédo de EROs e reduziu a atividade da APX, o que
resultou na acumulacdo de peroxido de hidrogénio no cloroplasto, tendo efeito também na
atividade da Rubisco com a sua desativacao e degradacao.

Em adicdo, o wuso comparativo de tolerdncia ao paraquat
correlacionada com as caracteristicas associadas a toleréncia a deficiéncia hidrica também foi
evidenciado em alguns estudos, ITURBE-ORMAETXE et al. (1998) verificaram em folha de
ervilha comportamento semelhante entre o estresse induzido por paraquat e deficiéncia
hidrica, e os autores constataram que ambos 0s estresses provocaram danos oxidativos como
reducdo da proteina sollvel, do contetdo de clorofila total e da fotossintese. ALTINKUT et
al. (2001) investigaram a correlacdo entre as caracteristicas associadas a seca e 0 estresse por
paraquat em discos foliares de trigo e cevada, na concentragdo de 100 uM PQ 24h, e
encontraram que a tolerancia a o paraquat foi correlacionada com o menor tamanho da folha e
aumento no teor relativo de agua, isto €, duas caracteristicas também observadas nas
cultivares tolerantes a deficiéncia hidrica.

PINHEIRO et al. (2004) usaram o paraquat como mediador de
estresse oxidativo em discos foliares de café, em plantas tolerantes e sensiveis a deficiéncia

hidrica, evidénciaram que a cultivar tolerante apresentou maior capacidade fotossintética sob



19

condicdes de seca e paraquat. MOLINARI et al. (2007) estudaram estresse oxidativo mediado
por paraquat em cana-de-agucar ao longo da deficiéncia hidrica, e verificaram que em plantas
transgénicas transformadas com o gene P5CS indutor da producdo de prolina, permaneceram
verdes quando tratadas com paraquat na doses de 5 UM, apresentando maiores teores de
clorofilas e prolina, sendo consideradas tolerantes, enquanto as plantas controle apresentaram
grande decréscimo nessas variaveis, evidenciando os efeitos protetores da prolina para 0s
danos causados pelo paraquat e deficiéncia hidrica.

SILVA et al. (2007b) avaliaram a degradacgéo da clorofila em discos
foliares em cana-de-acucar nas solugfes PQ (0 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM), em
diferentes periodos (0 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h). Os autores encontraram a concentragéo de
150 uM PQ em 24h como confiavel para ser usada na triagem de cultivares tolerantes ao
estresse, uma vez que desencadeou mudancas quantificaveis no conteddo de clorofila.
SILVA; CAPUTO (2009) estudaram quatro cultivares contrastantes de cana-de-agUcar quanto
a tolerancia a seca submetidos a deficiéncia hidrica e ao estresse fotooxidativo induzido por
paraguat, e constataram que as cultivares tolerantes tiveram menores porcentagens de reducédo
da clorofila em ambos os estresses. Estes estudos supracitados reforcam a ideia que o paraquat
possa simular estresse oxidativo nas plantas em um periodo de tempo menor, para uma rapida
avaliacdo de parametros fisiologicos em diferentes culturas, podendo indicar a sensibilidade e

a tolerancia ao estresse oxidativo.



20

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Conducéo do experimento e material vegetal

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacédo localizada na
Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento da Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios (APTA), Polo Centro-Oeste, Jau, SP (22° 15' Latitude Sul e 48° 33' Longitude
Oeste e Altitude 580 m). As cultivares foram escolhidas entre as mais representativas em
cultivo a regido Centro-Sul do Brasil, segundo CHAPOLA et al. (2009). Foram utilizadas
quatro cultivares de cana-de-agicar RB92579, SP83-2847, SP81-3250 e IAC91-5155, em que
a IAC91-5155 foi considerada como padréo tolerante a deficiéncia hidrica (QUEIROZ et al.,
2011).

As plantas foram obtidas por meio de brotacdo das gemas
provenientes de toletes de mesma idade. Os toletes foram cultivados em vasos de 22 litros,
preenchidos com substrato Plantmax® (produto estéril elaborado a base de vermiculita
expandida e material organico, contendo macro e micronutrientes necessarios ao
desenvolvimento inicial das mudas) misturados a 40 g de sulfato de aménia e 55 g do
fertilizante formulado nitrogénio: fosfato: potassio (NPK, 8-28-16, p/p/p) por vaso.

Em cada vaso foram plantados dois mini toletes com gemas
individuais de cada cultivar, posteriormente houve desbaste, deixando apenas uma Unica
planta. Nesta planta apenas o perfilho primario foi mantido para a avaliacdo, para eliminar
efeitos varietais de perfilhamento e ocupacdo desigual dos vasos. Durante o experimento
dentro da casa de vegetacdo, temperatura e umidade relativa do ar e radiacdo

fotossinteticamente ativa (RFA) foram medidas diariamente utilizando os aparelhos



21

termohigrometro portatil (marca Acurite, China) e medidor quantum apogee (Logan, Utah,
EUA), respectivamente. A média diaria para temperatura média do ar, ao longo do
experimento, foi de 27,4 + 5 °C, e umidade relativa de 62,8% (Figura 3A), enquanto a média
diaria da RFA foi de 900 pmol m™ s?(Figura 3B). Para o monitoramento da umidade nos
vasos, utilizou-se do medidor ECH20 (Decagon, Washington, EUA), por se tratar de um
aparelho bastante eficiente neste controle (PARSONS; BANDARANAYAKE, 2009). Para
tanto, sensores dielétricos Echo Check (Decagon, Washington, EUA) de 10 cm de

comprimento foram inseridos nos vasos, na quantidade de um por vaso.

5.2 Experimento | (Deficiéncia hidrica e Reidratacao)

Apbs 85 dias do plantio foi realizada a primeira avaliacdo antes do
estresse (zero dias), em seguida cada cultivar foi separada em dois tratamentos, sem
deficiéncia hidrica (-D) em que as plantas foram hidratadas com quantidade necessaria para
manter o teor de umidade ideal no substrato, em torno de 22% (que corresponde a 100% da
capacidade de campo) e com deficiéncia (+D) por 15 dias de suspensdo da rega, quando o teor
de umidade no substrato atingiu valores inferiores a 10% no décimo quinto dia (Figura 3C). A
reidratacdo foi imposta ap6s os 15 dias de estresse, e consistiu em reirrigar todas as plantas
por 12 dias até a recuperacgdo, sendo considerados assim trés periodos de avaliacéo: aos 0 dias
(antes do estresse), 15 dias (deficiéncia hidrica) e 27 dias (reidratagdo) ap0s o inicio dos
tratamentos (DAT), nesse periodo foram coletados dados fisiolégicos e bioquimicos. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4x2,
sendo os fatores: quatro cultivares, dois regimes hidricos (sem deficiéncia = -D, e com

deficiéncia = +D), com quatro repetigdes.
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umidade do substrato ao longo do estresse (sem deficiéncia = -D, e com deficiéncia = +D)

para todas as cultivares (C).
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5.3 Avaliaces de atributos morfoldgicos e fisiologicos

5.3.1 atributos morfologicos

Na determinacdo da altura do colmo, apenas o perfilho primario foi
mantido e seu crescimento foi monitorado nas trés datas de avaliagdo no experiemnto I, por
meio de uma fita métrica, da superficie do solo até a folha +1. Na contagem do nimero de
folhas foram consideradas as folhas com pelo menos 20% de area foliar verde. A area foliar
por planta foi determinada por meio da contagem do numero de folhas verdes (folha
totalmente expandida com o minimo de 20% de area verde, contada a partir da folha +1) e
pelas medicdes nas folhas +3, sendo obtidos o comprimento e a largura da folha na porcéo
mediana, segundo metodologia descrita por HERMANN; CAMARA (1999):

AF = Cx Lx0,75%(N + 2)

Em que C é o comprimento da folha +3, L é a largura da folha +3,
0,75 é o fator de correcdo para area foliar da cultura, e N é o nimero de folhas abertas com

pelo menos 20% de area verde.

5.3.2 Atributos fisioldgicos

A condutancia estomética (gs, mmol m? s*) foi determinada por
intermédio de um porémetro (Decagon Devices Inc., Pullman, WA, EUA). As leituras foram
realizadas na regido mediana da folha +1 na parte abaxial totalmente expandida, avaliadas ao
longo do dia das 7 as 16 h em intervalos de 3 h, medindo-se uma folha por planta. O
porébmetro permitiu, também, a medida da temperatura das folhas (T¢), temperatura do ar (Tx)
e da umidade relativa da camara porométrica (UR,,) no nivel da folhagem, sendo calculado o
déficit de presséo de vapor entre a folha e o0 ar, DPV ¢oiha-ar). O DPV (foina-ar) f0i 0btido conforme
LOBO et al. (2007), calculando-se a diferenca entre as pressdes de saturacao (es) e real (e) do
ar, utilizando-se medidas de Ty, Tar € URar. AsSim, DPV foiha-ar) = (€5 - €ar), €M KPa, onde ef =
pressdo de vapor na camara subestomatica da folha (kPa), e, = pressdo de vapor no ar

atmosférico (kPa). Portanto:
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17,5xTr (21377'55xT7qr )
1755y 0,61078 x 10\2375+Tar) x UR
dpv = 0,61078 x 10 Z75717 _ — ar

Em que: T; = temperatura da folha (°C), T, = temperatura do ar
atmosferico (°C) e URar = umidade relativa do ar atmosferico (%).

A eficiéncia fotoquimica méxima do fotossistema Il (F,/Fn) foi
determinada por meio de um fluorémetro portatil (Opti-Sciences, Inc., Hudson, NH, EUA)
apos adaptar as folhas ao escuro por 30 minutos utilizando-se clipes foliares. As leituras
foram realizadas com pulsos de luz saturantes de 1 s, para promover o fechamento dos centros
de reacdo do PSII, de acordo com o0 método descrito por MAXWELL; JOHNSON (2000). As
leituras foram realizadas na regido mediana da folha +1 totalmente expandida, também ao
longo do dia entre 7 e 16 h com intervalos de 3 h, medindo-se uma folha por planta.

A estimativa do contetido de clorofila via leitura SPAD (indice SPAD)
foi determinada usando um clorofilémetro SPAD-502 (Minolta Corp., Ramsey, NJ, EUA).
Para a média da parcela (vaso) foram consideradas trés leituras na folha +2. A leitura SPAD
corresponde ao teor de cor verde na folha, e seu valor € equivalente a quantidade de luz
transmitida pela folha em duas regides de comprimento de onda vermelho e infravermelho, a
quantidade de luz vermelha absorvida indica a quantidade de clorofila, enquanto que a
quantidade de luz absorvida ao infravermelho serve como uma referéncia interna na
compensacéo da espessura da folha (TORRES NETTO et al., 2005).

O potencial hidrico foliar (Yw) foi avaliado entre 10 e 12 h usando
uma camara de pressdo Scholander (SoilMoisture Equipment, Santa Barbara, CA, EUA). A
leitura foi determinada na extremidade (ponta) da folha +2 do perfilho primario, onde foi
aplicada pressdo até ocorrer a exsudagdo pelo corte feito no peciolo da folha. O teor relativo
de agua na folha (TRA) foi obtido conforme a metodologia apresentada por Jamaux et al.
(1997), em que foram determinadas as massas fresca (Mf), targida (Mt) e seca (Ms) em discos
foliares extraidos da folha +2. Em seguidas, os valores das massas foram substituidos na

férmula:

TRA = [(Mf —Ms) x (Mt —Ms)™] x 100
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5.4 Experimento Il (Estresse oxidativo induzido pelo herbicida Paraquat)

Aos 85 dias apos o plantio simultineamente ao inicio do tratamento
com deficéncia hidrica, foi conduzido o experimento Il com tratamento de paraquat (+PQ),
distribuido em duas partes. A concentracdo de paraquat 150 uM ultilizada nesse estudo foi

baseada no estudo preliminar realizado por SILVA et al. (2007b).

5.4.1 Experimento 11, parte I: Avaliacdo de atributos fisiologicos

Na primeira etapa, o paraquat foi pulverizado em toda a planta de cada
parcela, na concentracdo de paraquat 150 puM e avaliado o efeito depois de 24h da aplicacéo.
O paraquat foi pulverizado em toda a planta de cada parcela, na concentracao de paraquat 150
UM e avaliado o efeito fisiologico depois de 24h da aplicacdo. As plantas tratadas com
paraquat foram representadas como +PQ.

Entre os atributos fisioldgicos, a eficiéncia fotoquimica maxima do
fotossistema Il (F,/Fr) foi realizada leitura na regido mediana da folha +1 no segundo dia
apo6s a aplicagdo do paraquat, também com curva ao longo do dia entre 7 e 16 h com
intervalos de 3 h, medindo-se uma folha por planta. A condutancia estomatica e estimativa do
conteudo de clorofila via leitura SPAD, foram medidas 24h ap6s aplicacdo de paraquat em
folha +1, e ao término das avaliagOes essas folhas foram coletadas para realizacdo de anélises
bioquimicas. Os atributos fisioldgicos do tratamento com +PQ foram comparados com 0s
obtidos com 15 dias sob deficéncia hidrica (+D) e controle (-D).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4x3, sendo os fatores: quatro cultivares e trés regimes de estresse

(controle= C, com deficiéncia = +D, e paraquat +PQ), com quatro repeticoes.

5.4.2 Experimento Il, parte Il: Conteldo de pigmentos fotossintéticos em

discos foliares apés Paraquat

A segundo parte do experimento Il foi realizado com segmentos
foliares coletados também aos 85 dias ap0s o plantio para avaliar a degradacao de pigmentos
fotossintéticos (clorofilas e carotenéides). As folhas foram cortados em discos (0,69 cm?) e
imersos em solucdo de Paraquat por 24 h em placas de Petri, com 150 pM dissolvidos em 30

ml de &gua deionizada. Em seguida foram dispostas em camara de crescimento (Figura 4)
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mantida a 27 °C e intensidade de luz continua de 120 pmol ms™ por 24 h. Foi considerada
plantas tratadas com paraquat (+PQ) e controle (-PQ ou -D). Os resultados foram comparados
aos dos discos foliares das plantas submetidas a 15 dias de deficiéncia hidrica (+D). Dessa
forma o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (4

cultivares x 3 regimes de estresse), com quatro repeticoes.

Figura 4. Discos foliares de cana-de-acUcar imersos em solugcdo de Paraquat por 24h em
placas de Petri (A), sintomas de discos foliares tratados com paraquat +PQ, e controle, —PQ,

apos 24h e exposicdo a luz (B) e cdmara de crescimento (C).
5.5 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas nos experimentos | e 1l, no
Laboratério do Departamento de Quimica e Biogquimica do Instituto de Biociéncias de
Botucatu, UNESP-IB. No experimento | foram realizadas coletas a partir de folhas +1 nas
mesmas plantas em que foram avaliados os atributos fisioldgicos, sendo considerado a partir
dos 85 dias apds o plantio trés pontos de coletas, para o experimento deficiéncia hidrica e
reidratacdo: zero dias (Antes do estresse), aos 15 dias (periodo de deficiéncia hidrica) e 27
dias apds o inicio dos tratamentos (reidratagdo por 12 dias) submetidos aos regimes hidricos
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adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D). No experimento Il, estresse oxidativo induzido por
paraquat, folhas +1 foram coletadas apds sua exposicdo na concentracdo de 150 uM PQ por
24 h de aplicacdo, considerando sem paraquat, ou seja, regime hidrico adequado (-D) e com
paraquat (+PQ), os resultados foram comparados ao tratamento +D. As amostras foliares de
folha +1 foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -20°C para
posteriores analises enzimaticas, de proteinas, prolina e carboidrato. Amostras de folhas +2
também foram coletadas, acondicionadas em sacos plasticos e mantidas sob refrigeracdo para

analise de pigmentos foliares em ambos os estresses.

5.5.1 Determinacéo de contetdo de pigmentos fotossintéticos

Foi analisado a degradacao de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b),
clorofila total (Chl total) e carotendides (Car) segundo o método descrito por
LICHTENTHALER (1987), em que o extrato de clorofila foi obtido & partir da utilizacdo de
discos foliares de 0,69 cm?, incubados em 2 ml do solvente dimetilformamida, realizou-se a
leitura de absorbancia em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 480, 647 e 664

nm.

5.5.2 Determinacéao dos teores de prolina livre

O extrato para a determinagé@o de prolina livre foi obtido a partir de
100 mg de material foliar seco com adi¢do de 8 mL de acido sulfossalicilico a 3%, sendo a
mistura mantida em agitacdo constante por uma hora a temperatura ambiente (25 °C). Apos
esse periodo, o homogenato foi centrifugado a 3.000 g por 10 minutos, a temperatura
ambiente, sendo o precipitado descartado e o sobrenadante usado para a determinacdo de
prolina livre pelo método descrito por BATES et al. (1973), através da reacdo com a solugédo
de ninhidrina &cida (na proporc¢édo de 1,25g de ninhidrina, em 30 mL de &cido acético glacial,
e 20 mL de &cido fosforico 6M). Apds repouso e formacdo da mistura bifasica, a fase superior
foi retirada para a quantificacdo dos niveis de prolina livre, através de medidas de absorbancia
em 520 nm. Como padrdo foi utilizado a prolina pura e os resultados expressos em umol.g'1

MS.
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5.5.3 Determinacéo de carboidratos solUveis totais

Na determinacdo de carboidratos solUveis foi usado 100 mg de
material foliar seco, e realizada a obtencdo do extrato segundo descrito por DUBOIS et al.
(1956). Em seguida adicionou-se a tubos de ensaio comum 500 pL do sobrenadante + 500 uL
de fenol 5% + 2,5 mL de acido sulfarico concentrado. A mistura foi agitada vigorosamente,
em seguida deixada em repouso por cerca de 20 minutos em bandeja contendo agua com gelo,
para resfriamento e fixacdo da cor. A leitura no espectrofotémetro foi feita a 490 nm, como

padréo foi utilizado a D (+) glicose anidra e os resultados expressos em mg.g™* MS.

5.5.4 Extracao e atividade das enzimas antioxidantes

5.5.4.1 Superoxido dismutase (SOD, E.C.1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com método descrito
por BEAUCHAMP; FRIDOVICH (1973). O extrato foi obtido a partir de 300 mg de tecido
foliar fresco, e foram adicionados em 3 mL do tampé&o de extracdo contendo 50 mM tampéo
fosfato de potassio (TFK; pH 7,8), 100 mg de Polivinilpirrolidona (PVP) e agua destilada.
Ap0s a centrifugacdo a 14000 g por 15 minuto a 4°C, foi retirada uma aliquota de 100 pL de
extrato vegetal, a qual foi colocada no meio de reacdo. Sendo este preparado com TFK a 50
mM (pH 7,8); EDTA 100nM; Cloreto de Azul de Nitroblutetrazdlio (NBT) 75 uM; Metionina
13 mM e Riboflavina 2 uM, com volume final de 3mL. Os tubos contendo 0 meio de reagéo
foram colocados em uma camara escura com luz fluorescente a 20 watts por 10 minutos, para
ocorréncia da reacdo. Os tubos considerados brancos receberam 0s mesmos reagentes, porem
foram mantidos cobertos por papel aluminio.

Apbs esse periodo, as leituras realizadas em espectrofotdmetro a 560
nm. A determinacédo da atividade da SOD ¢é dada pelo fato da enzima inibir a fotorreducéo do
Cloreto de Azul de Nitroblutetrazélio (NBT). Deste modo, observou-se a formacdo da
formazana proveniente da redugdo do NBT em presenca de luz. Com isso, as unidades SOD
foram calculadas, e uma unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima
necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT. Os valores expressos em unidades de

SOD mg™ de proteinas.
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5.5.4.2 Catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada segundo metodologia adotada
por HAVIR et al. (1987), com algumas modifica¢fes. O extrato foi obtido de acordo com a
metodologia de KAR; MISHRA (1976) a partir de 400 mg de material foliar fresco e foram
adicionados em 5 mL do tampédo de extracdo contendo 50 mM TFK (pH 6,8), 100 mg de
Polivinilpirrolidona (PVP) e agua destilada. Apos a centrifugacdo a 14000 g, por 15 minutos,
a 4 °C, foi retirada uma aliquota de 150 pL e colocada no meio de reacdo, com 50 mM TFK
(pH 7,0) e H,0, a 50 mM com volume final de 3mL. A reacdo iniciou-se ap6s a adicdo do
extrato vegetal na cubeta de quartzo. As leituras foram realizadas na absorbancia de 240 nm,
durante um minuto, observando-se o decréscimo da concentracdo de H,0O,. Foi adotado um
coeficiente de extingdo do H,0, de 36 mM™ cm™ a 240 nm. Os valores foram expressos em

unidade de CAT mg™ g de proteina.

5.5.4.3 Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada segundo metodologia adotada
por NAKANO; ASADA (1981) com algumas modificagdes. O extrato foi obtido a partir de
20 mg de material foliar fresco, e foram adicionados em 2 mL do tampdo de extracdo
contendo 50 mM TFK (pH 7,5); EDTA 2 mM; Ascorbato de Sodio 20 mM; Triton X 100 a
0,1%; 100 mg de Polivinilpirrolidona (PVP) completando-se com agua destilada. Apéds a
centrifugacdo 14000 g, por 15 minutos, a 4 °C, foi retirada uma aliquota de 30 puL e colocada
no meio de reacdo. Sendo este preparado com 50 mM TFK (pH 7,5); H,0, a 0,05 mM e
Ascorbato de Sodio a 0,5 mM, completado-se o volume com agua destilada para 3 mL. Os
reagentes do meio de reacdo foram colocados a 25 °C, em banho-maria, exceto o extrato que
ficou no gelo a 4 °C. A reacdo foi iniciada apds a adicdo do extrato vegetal na cubeta de
quartzo. As leituras de absorbancia foram realizadas a 290 nm, por um minuto, observando
decréscimo na concentracdo do ascorbato. Foi utilizado um coeficiente de extingdo do
ascorbato de 2,8 mM™ cm™ a 290 nm, os valores foram expressos em unidades de APX mg’

! g proteina.
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5.5.5 Determinacdo de proteinas solUveis totais

A determinacdo quantitativa de proteinas soltveis foi feita através do
método de BRADFORD (1976). Para tanto, foram utilizados 50 pL do extrato enzimatico, no
qual foi completado para 2,5 mL da solucdo Coomassie Brilliant Blue G-250. As proteinas,
entdo, foram estimadas pelas medidas de absorbancia em 595 nm. Como padrdo foi utilizado

a caseina, os resultados expressos em mg.g *MF.

5.6 Analise estatistica

Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia (teste
F), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade ou desvio padrao.
Foi utilizada a correlagdo de Pearson (r) (BRUSSAB; MORETTIN, 1986) para verificar a

relacdo entre as variaveis fisiologicas e 0s componentes bioquimicos no periodo de estudo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Experimento I: Alteragdes fisioldgicas e bioquimicas em cultivares de cana-
de-acucar submetidas a deficiéncia hidrica e reidratacéo

A resposta da cana-de-agucar ao estresse por deficiéncia hidrica é um
mecanismo complexo devido & variagdo genética das cultivares, do estaddio de
desenvolvimento da planta, além da duragdo e da severidade do estresse (HEMAPRABHA et
al., 2013). Neste sentido, na primeira parte desse estudo alguns desses mecanismos como
atributos fisioldgicos, solutos organicos e enzimas antioxidantes foram analisados a fim de

diferenciar cultivares tolerantes das sensiveis a seca.

6.1.1 Efeito da deficiéncia hidrica nos atributos morfolégicos em cana-de-

acucar

De modo geral, pdde-se verificar que o niumero médio de folhas
verdes por colmo foram aumentos de 8 para 12 folhas entre 85 e 112 dias ap6s o plantio nas
planta bem hidratadas (Figura 5 A, D, G e J). De acordo com MILLER; GILBERT (2009), o
numero de folhas por colmo é pequeno em plantas jovens e aumenta a medida que o colmo
cresce, atingindo um ndmero maximo de 10 ou mais folhas por colmo, dependendo da
cultivar e condicGes de crescimento.

Apos 15 dias sob deficiéncia hidrica pode-se constatar paralisagdo na
emisséo foliar e maiores aumentos na senescéncia foliar nas cultivares RB92579 e SP81-3250

de 50% e 32%, respectivamente. As mesmas cultivares nao apresentaram recuperacdo durante
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a reidratacdo permanecendo com reduc¢des no nimero de folhas de 44 % para RB92579 e de
22% para SP81-3250 (Figura 5 A e D). Nas cultivares IAC91-5155 e SP83-2847 foram
encontrados pouca senescéncia foliar no periodo de estresse (Figura 5 G e J), inferindo que as

mesmas apresentam grau de tolerancia a seca para essa variavel.

Tabela 1. Atributos morfologicos de numero de folhas verdes por colmo, altura de colmos
(cm) e &rea foliar (cm?®) em cana-de-aclcar submetida aos regimes hidricos: adequado (-D) e
deficiéncia hidrica (+D) em trés periodos de avaliacdo, antes do estresse, 15 dias de

deficiéncia hidrica e posterior reidratacdo por 12 dias.

Atributos morfolégicos

Fonte de variagdo ~ GL  N° de folhas verdes Altura (cm) Avrea foliar (cm?)
Antes do estresse

Cultivar (C) 3 20,0** 137,0** 25,4**
Regime hidrico (Rh) 1 0,0™ 0,0™ 0,0™
CxRh 3 1,0™ 0,0™ 0,0™
CV% 6,3 4,5 16,0
Deficiéncia hidrica

Cultivar (C) 3 10,3** 66,6** 43,5**
Regime hidrico (Rh) 1 138,3** 53,6** 259,3**
CxRh 3 39,6** 8,2** 36,5**
CV% 6,7 5,8 10,1
Reidratacdo

Cultivar (C) 3 32,7** 335,8** 71,2%*
Regime hidrico (Rh) 1 123,0** 126,7** 126,6**
CxRh 3 31,6** 12,3** 37,2**
CV% 6,2 3,0 5,0

G.L.: graus de liberdade; ns: ndo significativo; *: significativo (P>0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.:

coeficiente de variagéo.

Estes resultados estdo de acordo com PINCELLI; SILVA (2012) que
encontraram forte reducdo do numero de folhas por colmo em cultivares sensiveis sob
deficiéncia hidrica em casa-de-vegetacdo. Os autores sugerem que a manutencdo de nimeros
de folhas verdes durante a deficiéncia hidrica pode ser um indicativo de tolerancia a seca.
MACHADO et al. (2009) também constataram em cana-de-actcar uma acentuada senescéncia
foliar e restricdo ao surgimento de novas folhas no periodo de seca. Segundo SMIT;
SINGELS (2006), durante a deficiéncia hidrica em cana-de-agucar, a senescéncia foliar e
reducdo da area foliar € atribuida a estratégia para diminuir a superficie transpirante e o gasto

metabolico para a manutencédo dos tecidos.
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Em relacdo a altura de colmo, constatou-se que a deficiénca hidrica
promoveu paralizacdo do crescimento em todas as cultivares, com maiores reducdes da altura
nas cultivares RB92579 (31%) e SP81-3250 (18%) (Figura 5B e E), enquanto nas cultivares
IAC91-5155 e SP83-2847 essas reducdes foram de 4,7 % e 12,2%, respectivamente (Figura
5H e K), evidenciando a manutencdo do crescimento dessas plantas durante a deficiéncia
hidrica. Durante a reidratacdo as cultivares RB92579 e SP81-3250 apresentaram crescimento
lento com baixo incremento na altura das plantas quando comparado ao controle, o que sugere
que as plantas foram mais sensivel e ndo se recuperaram completamente.

Reducéo significativa do crescimento de cultivares sensiveis de cana-
de-acucar sob defiéncia hidrica também foram encontrados por MACHADO et al. (2009) e
PINCELLI (2010). INMAN-BAMBER; SMITH (2005) também constataram que a altura de
colmos é fortemente afetada sob condi¢bes de seca em cana-de-agucar. SILVA et al. (2008),
estudando 78 cultivares de cana-de-agUcar submetidas a deficiéncia hidrica em condicdes de
campo, verificaram menores redugdes de altura de colmos para as cultivares tolerantes as
quais estavam associadas a alta produtividade, de acordo com o0s autores, a variacdo na altura
do colmo é um indicativo de tolerancia ou susceptibilidade da cana-de-acucar a deficiéncia
hidrica.

Quanto a area foliar, maiores reducGes foram encontradas com 15 dias
de deficéncia hidrica nas cultivares RB92579 (64%) e SP81-3250 (42,5%) (Figura 5C e F),
podendo-se evidenciar que o crescimento da area foliar foi lento durante a reidratacdo onde as
cultivares permaneceram com reducdes significativas de RB92579 (40%) e SP81-3250 (21%),
0 que pode ser um indicativo de maior sensibilidade dessas cultivares a restricdo hidrica.
Neste sentido, acrescenta que em condicGes de seca, essas cultivares podem ser mais
prejudicadas por reduzirem sua area foliar.

Quando submetidas a deficiéncia hidrica, as cultivares IAC91-5155 e
SP83-2847 apresentaram reducGes na area foliar de 40% e 18,2% (Figura 51 e L),
respectivamente, porém observou-se recuperacdo plena nessas cultivares durante a
reidratacdo. POde-se também observar caracteristicas de estreitamento das folhas na cultivar
IAC91-5155 ao longo de todo experimento, 0 que sugere que a manutencdo de menor aréa
foliar dessa cultivar pode ser um mecanismo adaptativo de defesa aos estresses abioticos.
Segundo TAIZ; ZEIGER (2009), um ajustamento da area foliar € uma mudanca importante a

longo prazo, que beneficia a adequagdo da planta a um ambiente com limitagdo hidrica.
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Figura 5. Numero de folhas verde por colmo (A, D, G e J), Altura de colmos (B,E,H e K) e
Area foliar (C,F,1 e L) em cana-de-aclcar submetida aos regimes hidricos: adequado (-D) e
deficiéncia hidrica (+D) em trés periodos de avaliacdo, antes do estresse, 15 dias de
deficiéncia hidrica e posterior reidratacdo por 12 dias. Cada simbolo indica o valor médio de

quatro repeticdes + desvio-padrao.

De acordo com FARIAS et al. (2008), um efeito de particular
importancia em resposta a deficiéncia hidrica em cana-de-acUcar é a limitacdo a expansao da
area foliar, esse reducdo pode ser considerada uma primeira linha de defesa contra a seca.
Fato que se deve ao efeito primério do estresse hidrico no decréscimo do alongamento celular,
devido a diminui¢do do turgor da célula influenciando negativamente a &rea foliar (TAIZ;
ZEIGER, 2009).
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SMIT; SINGELS (2006) e PINCELLI; SILVA (2012), em estudo com
cana-de-acucar submetida a deficiéncia hidrica, encontraram maiores reducdes na area foliar
em cultivares sensiveis ao estresse. Maiores reducdes de area foliar em cana-de-aglcar em
periodo de deficiéncia hidrica também foram relatados por (INMAM-BAMBER; SMITH,
2005; ALMEIDA et al., 2008; FARIAS et al., 2008). Em adicéo, estudos mostram que a area
foliar da cana-de-aclcar aumenta no periodo de grande crescimento da cultura, quando
verifica-se 0s maiores indices de area foliar e niUmeros de folhas nesse periodo, ou seja, alta
eficiéncia fotossintética em plantas hidratadas (SMIT; SINGELS, 2006).

6.1.2 Variacdo diurna das variaveis fisioldgicas em resposta a deficiéncia

hidrica

6.1.2.1 Déficit de presséo de vapor DPV (oiha-ar)

Uma das varidveis ambientais mais importantes a qual o estdmato
responde é o deficit de presséo de vapor, DPV (fona-ar). A resposta da condutancia estomatica
em relagcdo ao DPV fona-ary fOi um importante fator em relagéo a quantidade de agua ultilizada
pela cana-de-agUcar nesse estudo. Valores baixos de DPV foma-ary foram verificados antes do
estresse, ou seja, sem restri¢do hidrica, os quais variaram entre 1,0 e 1,6 KPa para todas as
cultivares ao longo do dia (Figura 6A, D, G e J).

O aumento da pressdo de vapor foi observada nas cultivares
estressadas durante o periodo de 15 dias sob deficiéncia hidrica, com maior varia¢do para nas
cultivares RB92579 e SP81-3250 com picos entre 10 h e 13 h. Constatou-se nesse periodo
maior aumento da variagdo do DPV/oina-ary quando comparado com o controle, para cultivar
RB92579 de 2,2 a 3,8 KPa e em SP81-3250 de 2,5 a 3,6 KPa (Figura 6H e K). 0 que pode ter
contribuido na diminuicdo acentuada em gs e aumento da temperatura foliar para essas

cultivares como sera discutido nos proximos tépicos.
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Figura 6. Déficit de pressdo de vapor entre a folha e 0 ar, DPV (foiha-ar) @0 longo do dia nas
cultivares RB92579, SP81-3250, SP83-2847 e IAC91-5155 submetidas aos regimes hidricos:
adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D) em trés periodos de avaliacdo, antes do estresse (A,
D, G e J), deficiéncia hidrica (B, E, H e K) e reidratacdo (C, F, | e L). Cada simbolo indica o

valor médio de quatro repeti¢cdes * desvio-padrao.

Em outras espécies Cg, tais como milho (LOPES et al., 2009) e capim-

elefante ando (ARAUJO et al., 2010), também foi verificada em condicdo de baixa
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disponibilidade hidrica do solo e elevado DPV oina-ary reducéo na condutancia estomatica,
provavelmente pelo efeito do déficit de pressdo de vapor no fechamento estomatico. Em
estudo com cana-de-agUcar em condiges de campo foi verificado que valores de DPV ¢olha-ar)
acima de 3 KPa apresentaram forte correlacdo negativa com a eficiéncia do uso da agua em
diferentes gendtipos (ENDRES et al., 2010).

Fato que ndo foi verificado nas demais cultivares que mantiveram o
DPV (folha-ary COM pouca variagdo no periodo de deficiéncia hidrica, como para SP83-2847 que
teve variacdo de 2,3 a 2,7 KPa e para a IAC91-5155 que variou de 2,3 a 2,6 KPa (Figura 6H e
K), o que sugeri maior capacidade de resfriamento foliar e menor sensibilidade estomatica a
esta variavel. Todas as cultivares reduziram 0 DPV oina-ar) N reidratagéo, com valores médios
de 1,0 KPa no tratamento de deficiéncia hidrica e controle, ocasido em que foram registrados

0s maiores valores de condutancia estomatica (Figura 6 e 7).

6.1.2.2 Condutancia estomatica (gs)

Na busca da melhor compreenséo sobre 0 comportamento estomatico,
os valores de condutancia estomética (gs) foram avaliados na parte abaxial foliar, onde a
cana-de-acgucar apresenta maior densidade de estomatos (PINCELLIL; SILVA, 2012). Na fase
inicial dos tratamento, ou seja, sem deficiéncia hidrica e baixo DPV fina-ary 20 longo do dia,
quando as plantas apresentavam 85 dias de crescimento, a curva ao longo do dia oscilou na
faixa de 400 a 2000 mmol m? s para a maioria das cultivares, com picos de abertura
estomatica as 10 h (Figura 7A, D, G e J).

Os valores mais baixos de condutancia estomatica ao longo do dia
foram verificados com 15 dias de deficiéncia hidrica em todas as cultivares (Figura 7B, E, H e
K). A partir das 10 h da manhd foi observado fechamento estomatico semelhante nas
cultivares RB92579 e SP81-3250, devido aos valores de condutancia estomaética estarem
préximos de 40 mmolm™s™ (Figura 7 B e E) coincidindo com os horarios de maior DPV oina-
ar) (Figura 7B e E) fato que deve ter contribuido para maior sensibilidade estomatica nessa
cultivares. O fechamento estomatico reduz a transpiracdo, diminuindo a capacidade de
refrigeracdo da folha e aumentando a temperatura deste 6rgao, uma vez que a folha continua
recebendo luz, causando elevag&o no DPV iha-ar) (ARAUJO et al., 2010).

No mesmo periodo de deficiéncia hidrica os valores de condutancia
estomatica apresentaram menores reducfes para as cultivares SP83-2847 e IAC91-5155

(Figura 7H e K). Os menores valores gs foram encontrados as 10 h da manha 115 e 110
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mmolm?s™?, respectivamente, mantendo valores mais elevados ao longo do dia, o que
demostra que essas cultivares apresentam controle estomatico mais eficiente em condicdes de
limitado suprimento hidrico no solo, quando comparada com as demais cultivares. Segundo
LAWLOR; TEZARA (2009), em situacdo de deficiéncia hidrica, as plantas mantém os
estdmatos fechados como uma forma da planta minimizar a perda de 4gua e manter certo
turgor foliar, 0 que € uma importante caracteristica de tolerancia a seca.

As plantas submetidas a deficiéncia hidrica severa por 15 dias de
suspensdo da rega apresentaram decréscimo significativo da condutancia estomatica (gs) em
relacdo as plantas-controle (Figura 7). Porém, foi observado maior decréscimo de gs as 10 h
da amanh& na RB92579, com 97% , SP81-3250 com 98% e SP83-2847 a reducéo foi de 94%
e menores reducdes na IAC91-5155 de 74%, que manteve maior condutancia estomatica
guando comparada com as demais cultivares sob restri¢do hidrica.

Diferentes pesquisas em cana-de-acUcar reportaram que maiores
fechamentos estomaticos foram encontrados em cultivares sensiveis a deficiéncia hidrica
(SILVA; COSTA, 2009; GRACA et al., 2010; SILVA et al.,, 2012), sugerindo que esse
mecanismo € uma estratégia da planta para diminuir a perda de agua pela transpiracao, na
tentativa de manter a atividade fotossintética na planta, assim identificado gs como um dos
mecanismos fisioldgicos responsaveis pela tolerancia a seca.

No periodo de reidratacdo também pdde-se verificar comportamento
semelhante com maiores abertura estomatica ao longo dia, em que a gs oscilou na faixa de
400 a 2400 mmol m™ s para a maioria das cultivares, com picos as 10 h da manha (Figura 7),
0 que evidencia que todas as cultivares apresentaram recuperacao da deficiéncia hidrica para
gs. Além do mais, a manuntencdo dos estdmatos parcialmente fechados ao longo de todo
estudo na cultivar 1AC91-5155 pode ser uma evidéncia do mecanismo de adaptativo a
diferentes condicOes de estresse. J& as maiores taxas de condutancia estdbmatica para RB92579
guando bem hidratadas em compararacao as demais cultivares, sugere que essa cultivar é mais

eficiente ao uso da 4gua em condicBes normais de cultivo.
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Figura 7. Condutancia estomatica (gs) ao longo do dia nas cultivares RB92579, SP81-3250,
SP83-2847 e IAC91-5155 submetidas aos regimes hidricos adequado: (-D) e deficiéncia
hidrica (+D) em trés periodos de avaliacdo, antes do estresse (A, D, G e J), deficiéncia hidrica
(B, E, H e K) e reidratacdo (C, F, | e L). Cada simbolo indica o valor médio de quatro
repeticdes + desvio-padrao.
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Tabela 2. Analise de variancia dos atributos fisiolégicos condutancia estomatica (gs),
temperatura foliar (TF), potencial hidrico foliar (Yw), teor relativo de dgua na folha (TRA),
eficiéncia fotoquimica méxima Il (F,/Fy,) e teor estimado de clorofila (indice SPAD) em cana-
de-agUcar submetida aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D) em trés

periodos de avaliacdo, antes do estresse, 15 dias de deficiéncia hidrica e posterior reidratacéo

por 12 dias.
Atributos fisiol6gicos
Fonte de variagao GL —
gs TF Fu/Fm Yw TRA Indice
(10-12h) (10-12h) (10-12h) SPAD

Antes do estresse

Cultivar (C) 3  40,0** 86,0** 2,8* 35,7** 3,0* 6,8**
Regime hidrico (Rh) 1 6,6** 00™ 06™ 0,0™ 00™ 03™
CxRh 3 2,1™ 00™ 06™ 0,0™ 0,0® 01™
CV% 12,7 1,2 1,4 6,4 3,7 6,3
Deficiéncia hidrica

Cultivar (C) 3 164,3** 343,6** 17,0** 31,1** 14,9** 47 5**
Regime hidrico (Rh) 1 3271,9** 583,8** 114,6** 1089,8** 87,4** 290,3**
CxRh 3 192,2** 110,3**  20,5** 23,0%* 5 5** 5 4**
CV% 8,6 0,7 3,0 8,8 4,3 53
Reidratacdo

Cultivar (C) 3  33,6** 24,4** 5 8** 90,0** 2,6™  26,6%*
Regime hidrico (Rh) 1 0,06 0,33"™ 0,0™ 48,7**  34™ 5,7*
CxRh 3 5,0%* 30,7%* 18™ 3,5% 0,9™  124**
CV% 12,0 15 2,2 6,0 6,7 4,0

G.L.: graus de liberdade; ns: ndo significativo; *: significativo (P>0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.:
coeficiente de variagéo.

6.1.2.3 Temperatura foliar

Neste estudo, observou-se um padrdo de resposta para a variavel
temperatura foliar semelhante a0 DPV foina-ar). OS valores de temperatura foliar na fase inicial
apresentaram médias proximas de 30°C para as quatro cultivares ao longo do dia (Figura 8A,

D, G e J) sendo essa temperatura indicativa de condicGes ideais de crescimento e hidratagéo.
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De acordo com ALMEIDA et al. (2008), a faixa de 25°C a 33°C sdo as mais favoravel ao
desenvolvimento vegetativo em cana-de-agucar.

Todas as cultivares consideradas sensiveis neste estudo apresentaram
maiores aumento na temperatura foliar as 10 h da manh& no tratamento de deficiéncia hidrica,
com valores para RB92579 de 38,6°C e SP81-3250 de 36°C, 0 que correspodeu a aumentos
de 4,1°C e 2°C, respectivamente, quando comparado ao controle (Figura 8B e E), tambeém foi
verificado relagdo inversa entre TF e gs (r = -0,67*) durante a deficiéncia hidrica (Tabela 3), 0
gue sugere que o aumento da temperatura foliar teve influéncia negativa sobre a condutancia
estomatica nessas cultivares. De acordo com TAIZ; ZEIGER (2009), em geral plantas Cy4
podem rapidamente ter elevadas em 4 a 5°C a temperatura foliar em relacéo a temperatura do
ambiente, sob luz solar plena e deficiéncia hidrica do solo. De acordo com os autores, as
folhas transpiram ativamente e mantém a sua temperatura, em geral, mais baixa do que a
temperatura do ar, mas a deficiéncia hidrica restringe a transpiracdo e causa O
superaquecimento e estresse por calor.

As cultivares SP83-2847 e IAC91-5155 apresentaram menores
aumento, com manutencdo da temperatura ao redor de 35°C as 10 h (Figura 8H e K), ou seja,
com médias préximas ao controle, fato que sugere que esses cultivares mantiveram-se
protegidos de faixas térmicas muito elevadas e sua capacidade de resfriamento foliar. Durante
a reidratacdo todas as cultivares apresentaram a manutencdo da temperatura foliar
semelhantes e igual ao controle com temperatura foliar média variando de 27°C 30°C (Figura
8C).

Estes efeitos também foram encontrados por SILVA et al. (2007a) que
verificaram maior aumento da temperatura foliar em cultivares sensiveis de cana-de-agucar
sob deficiéncia hidrica, com média de TF (~ 37°C) e nas tolerantes medias (~ 35°C). SILVA
et al. (2013), estudando 78 -cultivares de cana-de-acUcar em condi¢des de sequeiro,
constataram que o aumento da temperatura foliar foi associado a diminuicdo da produtividade
Os autores sugerem que o crescimento da cana-de-acUcar é afetado nas plantas que néo
possuem controle eficiente da temperatura na folha durante um periodo de seca, considerando

assim a temperatura foliar como uma ferramenta confiavel na selecdo para tolerancia a seca.
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Figura 8. Temperatura foliar ao longo do dia nas cultivares RB92579, SP81-3250, SP83-
2847 e IAC91-5155 submetida aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica
(+D), em trés periodos de avaliacdo, antes do estresse (A, D, G e J), deficiéncia hidrica (B, E,
H e K) e reidratacdo (C, F, | e L). Cada simbolo indica o valor médio de quatro repeti¢fes

desvio-padréo.
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6.1.2.4 Eficiéncia fotoquimica méaxima do fotossistema Il

eficiéncia fotoquimica méxima do fotossistema Il, representada pela
razdo F./Fn, foi verificada variacdo entre 0,8 a 0,76 antes do estresse e pouco reduziu ao
longo dia (Figura 9A, D, G e J), sendo um bom indicativo de alta eficiéncia fotossintética
nesse periodo. Durante os 15 dias de deficiéncia hidrica, a cultivar IAC91-5155 teve variacdo
da relagdo F/Fn de 0,8 a 0,75, apresentando medias proximas ao tratamento sem deficiéncia
hidrica, o que sugere que essa cultivar manteve uma melhor captura de luz pelo sistema
antena do fotossistema durante a deficéncia hidrica. A habilidade da cana-de-agucar em
manter valores semelhantes de F,/Fn, sob estresse hidrico pode indicar alta eficiéncia no uso
da radiacéo, possivelmente pelas reagdes de assimila¢do de carbono (SILVA et al., 2007a).

Na cultivar SP83-2847 foi verificada pouca reducéo de F./Fn, que
variou de 0,76 a 0,72 (Figura 9 H e K). Nessa cultivar pode-se sugerir que essa reducao de
FW/Fm representa uma pequena fotoinibicdo, sendo considerada um mecanismo de
fotoprotecdo, devido a diminuicdo da pressdo energética nos fotossistemas em condicdes de
excesso de energia. Assim, nesse caso a fotoinibi¢do ndo devera ser vista como um dano, mas
sim como um mecanismo de protecdo que permite dissipar o excesso de energia termal
(LONG et al., 1994).

Maiores reducBes nos valores de F,/Fp, durante a deficiéncia hidrica
foram constatadas nas cultivares RB92579, com valores ao longo do dia de 0,67 a 0,5, e
SP81-3250, com valores de 0,66 a 0,59 aos 15 DAT (Figura 9 B e E). Os valores minimos de
Fu/Fr, foram de 0,5 as 16 h para RB92579 e de 0,59 as 14 h para SP81-3250. Essas cultivares
permaneceram com F,/Fn reduzido no final da tarde, o que indica um marcante efeito
fotoinibitorio nas plantas.

A intensa reducéo de F./Fny nas cultivares RB92579 e SP81-3250 deve
estar relacionada com severa restricdo hidrica que conduziu a extrema reducdo de gs, seguida
da forte elevacdo da temperatura foliar tornando, assim, a planta sensivel a fotoinibicdo, que
implicou na reducdo atividade fotoquimica durante a deficiéncia hidrica. Essa sequéncia de
eventos € evidenciada pela correlacdo positiva entre F,/Fr, e gs (0,64*), clorofila total (0,64%),
indice SPAD (0,64*), Yw (0,77**), TRA (0,81**), e correlacdo inversa com temperatura
foliar (-0,82**) durante o periodo de seca (Tabela 3).

Da mesma forma, os periodos longos de desidratacdo, seja suave ou
severa, elevadas temperaturas e altas irradidncias podem resultar na inibicdo regulatéria ou

dano do aparato fotossintético, uma vez que, quando a fotossintese esta limitada, seja por
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limitacdo do suprimento de CO,, seja por inibicdo direta do transporte de elétrons, 0 excesso
de excitacdo podera causar fotodanos ao PSII, além de gerar espécies reativas de O,, 0 que
causa grave estresse oxitativo com danos na célula vegetal (LONG et al., 1994; MAXWELL;
JOHNSON, 2000, ARAUJO; DEMINICIS, 2009).

Redugbes mais severas de F./Fn, que levaram a valores abaixo de
0,75, foram evidenciados em cultivares de cana-de-acUcar suscetiveis a condicdo de seca em
casa-de-vegetacdo (GRACA et al., 2010; GONCALVES et al., 2010; PINCELLI, 2010,
SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012). Redugéo de F,/Fy, também foi verificada em cana-
de-agUcar quando exposta ao estresse salino (CHA-UM; KIRDMANEE, 2009; GOMATHI,
RAKKIYAPAN, 2011). De acordo com MAXWEL; JOHNSON (2000), valores inferiores a
0,75 de F./Fy indicam situacdo da planta sob algum tipo de estresse e, portanto, redugéo do
seu potencial fotossintético. O que esta de acordo com SILVA et al. (2013), que encontraram
razbes de F./Fn, inferiores a 0,75 em cultivares de cana-de-agucar sob deficiéncia hidrica no
campo as quais correlacionaram com menores produtividades. Assim a razéo F,/Fn, constitue
em um parametro sensivel e eficiente de triagem de cultivares de cana-de-agucar quanto a
tolerancia a seca.

Na reidratagdo todas as cultivares apresentaram aumentos nos valores
de F./Fn, proximos de 0,8, 0 que evidencia boa recuperacdo do amparato fotoquimico, quando
as plantas voltaram a condicdes hidricas ideais. Fato que é reforcado pela correlacdo positiva
de F./Fn com a clorofila total (0,85**) e indice SPAD (0,57*) e inversa com temperatura
foliar (0,84**) (Tabela 3), o que siguinifica que com o retorno das temperaturas a condi¢6es
favoraveis contribuiu para as plantas recuperarem da méaxima eficiéncia fotoquimica do

fotossistema I1.
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Figura 9. Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F./Fn) ao longo do dia nas
cultivares RB92579, SP81-3250, SP83-2847 e IAC91-5155 submetidas aos regimes hidricos:
adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D), em trés periodos de avaliacdo, antes do estresse (A,
D, G e J), deficiéncia hidrica (B, E, H e K) e reidratacdo (C, F, | e L). Cada simbolo indica o
valor médio de quatro repeti¢des + desvio-padréo.



46

6.1.3 Teor relativo de agua na folha (TRA) e Potencial hidrico foliar (¥w)

Apos 15 dias de supressdo da &gua foram observadas redugdes de
TRA na maioria das cultivares com excessdo da IAC91-5155 que néo apresentou variacao ao
longo do experimento (Figura 10A), 0 que sugere que essa cultivar possui maior capacidade
de economizar agua durante o periodo de seca. A manutencdo do TRA é um indicador do grau
de hidratacdo das células e do tecido foliar, sendo um fator crucial para o O6timo
funcionamento fisioldgico da planta como o controle estomatico (GORAI et al., 2010). O que
pode ser explicado nesse estudo pela correlagdo positiva entre TRA com Yw (0,70**) e gs
(0,57*) sob condicdes de seca (Tabela 3).

Entretanto, o maior efeito da deficiéncia hidrica foi verificado na
RB92579 que apresentou a menor média de TRA, 74%, seguida da SP81-3250 com valor de
TRA de 77,3%, enquanto na SP83-2847 apresentou menores reducdes, resultando no valor de
84,5% (Figura 10A). GRACA et al. (2010), estudando a cultivar SP83-2847 sob condicbes de
seca, também observaram pequena reducdo do TRA, sugerindo que o decréscimo do teor
relativo de agua estimulou o ajustamento da capacidade fotossintética da planta para tolerar as
mudancas da disponibilidade hidrica. Apos 12 dias de reidratacdo, as cultivares RB92579 e
SP81-3250 atingiram valores de TRA proximos de 85% e 83,4% respectivamente, enquanto a
cultivar SP83-2847 teve TRA ao redor de 90% (Figura 10A).

O declinio progressivo no TRA com variacdo entre 80 a 60% em
cultivares sensiveis de cana-de-agUcar submetidos a deficiéncia hidrica também foi relatado
por PATADE et al. (2011); SILVA et al. (2011); CIA et al. (2012); SILVA et al. (2013).
RODRIGUES et al. (2009) verificaram que a diminuicdo do TRA foi mais pronunciada na
variedade de cana-de-acucar sensivel, que teve valores médios de 60%, e, ainda, evidenciaram
que no mesmo periodo de avaliacdo a maioria dos genes expressos nas cultivares tolerantes
em resposta a seca tinha sido reprimida nas plantas sensiveis. Estes estudos tém mostrado que
cultivares de cana-de-acUcar que mantém valores de TRA relativamente altos durante a
escassez de agua possuem forte indicativo de tolerancia.

Em relagdo ao potencial da agua na folha (Ww), as cultivares
apresentaram varia¢do de Ww entre -0,4 a -0,8 MPa durante o periodo de hidratacdo (Figura
10B). Apos 15 dias de suspensdo da irrigagdo, o decréscimo no Ww foi mais acentuado na
cultivar SP81-3250, -2,3 MPa, portanto significativamente mais afetada pela deficiéncia
hidrica, seguida da SP83-2847, -1,8 MPa, RB92579, -1,7 MPa e IAC91-5155, -1,7 MPa

(Figura 10B). Apds a reidratacéo todas as cultivares tiveram seu status hidrico restabelecidos,
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apresentando valores proximos ao controle, isto é, entre -0,4 a -0,7 MPa. Diante disso pode-se
verificar que a deficiéncia hidrica afetou o status hidrico de todas as cultivares, causando
diminui¢do de Ww, portanto, sugerindo uma sinaliza¢@o hidraulica que levou ao fechamento
estomatico (Figura 7), o que é confirmado com a correlagdo possitiva entre ¥w e gs (0,70%*,
Tabela 3). SILVA et al. (2012) também encontraram em cana-de-agUcar correlacdo positiva

entre Yw e gs sob condigdes de seca.
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Figura 10. Teor relativo de agua na folha, TRA (A), e potencial hidrico foliar, ¥w (B), nas
cultivares RB92579, SP81-3250, SP83-2847 e IAC91-5155 submetidas aos regimes hidricos:
adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D) em trés periodos de avaliacdo, antes do estresse
(zero dias), 15 dias de deficiéncia hidrica e posterior reidratacdo por 12 dias. Cada simbolo
indica o valor médio de quatro repeti¢des * desvio-padrao.
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Estudos mostraram que o potencial hidrico da cana-de-acicar com boa
disponibilidade hidrica pode atingir ¥w de -0,5 MPa ao meio-dia, enquanto sob deficiéncia
hidrica apresentam valores menores entre -1,5 a -2 MPa (INMAN-BAMBER; SMITH,
2005). PINCELLI (2010) encontrou valores mais negativos em cultivares sensiveis com ¥Yw
proximos de -3,0 MPa com com 56 dias de deficiéncia hidrica em casa-de-vegetacdo. Maiores
redugdes do WYw em cultivares sensiveis sob deficiencia hidrica também foram verificadas por
ENDRES et al. (2010) em condicGes de campo e SILVA et al. (2012) em casa de vegetacéo.

6.1.4. Estimativa do contetdo de clorofia (indice SPAD)

No inicio do experimento todas as cultivares apresentaram valores
médios proximos de 50 indice SPAD. Aos 15 dias sob deficiéncia hidrica foram verificadas
diferengas significativas entre os tratamentos sem deficiéncia e com deficiéncia hidrica em
todas as cultivares (Figura 11). Os menores valores de indice SPAD foram constados para
RB92579, com médias de 37 indice SPAD, e para SP81-3250, 21,2 indice SPAD,

representando uma reducéo de 33% e 61%, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Estimativa do conteudo de clorofia (indice SPAD) nas cultivares RB92579, SP81-
3250, SP83-2847 e 1AC91-5155 submetidas aos regimes hidricos: adequado (-D) e
deficiéncia hidrica (+D), em trés periodos de avaliacdo, antes do estresse (zero dias), 15 dias
de deficiéncia hidrica e posterior reidratacdo por 12 dias. Cada simbolo indica o valor médio

de quatro repeticdes + desvio-padrao.
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Ja as cultivares SP83-2847 e IAC91-5155 foi verificada pouca
reducdo para indice SPAD, e permaceram com médias superiores a 40 indice SPAD, o que
sugere que essas cultivares apresentam maior capacidade de sintese de clorofila, portanto,
maior intensidade de cor verde mesmo sob deficiéncia hidrica.

Esses resultados corroboram com os de PINCELLI et al. (2010),
JANGPROMMA et al. (2010a), SILVA et al. (2012) e SILVA et al. (2013), que relataram
valores de indice SPAD abaixo de 40 em cultivares sensiveis de cana-de-aclcar quando
submetidas a condigdo de seca. De acordo com SILVA et al. (2011), leituras SPAD inferiores
a 40 indicam o inicio da deficiéncia de clorofila, o que afeta o processo fotossintetico, sendo
esse parametro considerado um bom indicador de disturbios causados pela deficiéncia hidrica
em cana-de-acucar. O indice SPAD apresentou forte correlacdo positiva com clorofila total
(0,97**) sob deficiéncia hidrica, o que confirma a interacdo dessa varidvel com pigmentos
fotossintéticos, estimando com 6tima precisdo os teores de clorofilas em cana-de-agucar. O
indice SPAD também apresentou correlagdo positiva com ¥w (0,56*) e gs (0,57*) (Tabela 3).

Em outros estudos em cultivares de cana-de-acUcar na fase inicial de
crescimento sob deficiéncia hidrica também foram verificadas correlacbes positivas entre
indice SPAD e teor de clorofila (JANGPROMMA et al., 2010a) e correlagdo positiva entre
indice SPAD com fotossintese e potencial hidrico (SILVA et al., 2012). Em condic¢Ges de
campo, SILVA et al. (2013) constatram que cultivares de cana-de-actcar com habilidade de
manter maiores valores indice SPAD sob deficiéncia hidrica moderada durante o periodo de
maior desenvolvimento foram mais produtivas. De acordo com os autores, o indice SPAD é
um dos principais parametros fisiologicos que deve ser considerado como prioridade em
programas de melhoramento de cana-de-agucar com o objetivo de obter cultivares tolerantes a

seca e mais produtivas.
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Tabela 3. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre os atributos fisiologicos em cana-de-
acucar submetida aos regimes hidricos: adequado (Controle) e deficiéncia hidrica (Estresse)

em 15 dias de deficiéncia hidrica e posterior reidratacdo por 12 dias.

Variaveis Tratamentos YW gs Indice FoFm  Chlia Ca TF
SPAD
Deficiéncia hidrica
TRA Controle 0,32 -0,67* -0,49 -0,23 -0,77** -0,71**  -0,47-
Estresse 0,70**  0,57* 0,48 0,81** 0,48 0,16 0,90**
Yw Controle -0,56*  -0,59* 0,39 0,39 -0,39 -0,47
Estresse 0,70* 0,56* 0,77** 0,56* 0,60* -0,89**
Gs Controle 0,62* 0,14 0,67* 0,85**  0,67*
Estresse 0,57* 0,64* 0,67** 0,85** -0,67*
SPAD Controle 0,08 0,69** 0,65* 0,42
Estresse 0,64* 0,97** 0,77**  -0,45
FvFm Controle 0,24 0,48 0,12
Estresse 0,64* 0,54* -0,82**
Chl total Controle 0,85**  0,70*
Estresse 0,74** -0,46
Reidratacao
TRA Controle 0,57 -0,41 -0,11 0,01 -0,40 -0,19 0,30
Estresse 0,16 -0,03 -0,02 0,41 0,35 0,29 -0,27
Yw Controle -0,20 -0,12 -0,28 -0,13 -0,36 0,67*
Estresse -0,27 0,29 0,24 0,66* 0,76**  -0,01
GS Controle 0,31 -0,2 0,72** 0,73** 0,21
Estresse 0,11 -0,07 -0,04 -0,29 -0,33
SPAD Controle -0,01 0,67** 0,60**  -0,08
Estresse -0,57* -0,15 0,28 0,67*
FvFwm Controle 0,66* 0,55 -0,08
Estresse 0,85** 0,42 -0,84**
Chl total Controle 0,90** 0,19
Estresse 0,72** -0,71**

* Significativo a P < 0,05 e ** Significativo a P < 0,01
Condutancia estomatica (gs), temperatura foliar (TF), potencial hidrico foliar (¥'w), teor relativo de agua na
folha (TRA), eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F./F), teor estimado de clorofila (indice
SPAD), clorofila total (Chl total) e carotendides (Car).
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6.1.5 Teor de pigmentos fotossintéticos

Tabela 4. Anélise de variancia do contetdo de clorofilas a (Chl a), b (Chl b), Clorofila total
(Chl total) e carotendides em cana-de-acUcar submetida aos regimes hidricos: adequado (-D)
e deficiéncia hidrica (+D) em trés periodos de avaliacdo, antes do estresse, 15 dias de

deficiéncia hidrica e posterior reidratacdo por 12 dias.

Pigmentos fotossintéticos

Fonte de variagao GL Chla Chlb Chltotal  Carotendides
(Mgem®  (ugem?)  (ugem?) (ug cm™)

Antes do estresse

Cultivar (C) 3 4,7%* 47,4%* 16,4** 5,4%*
Regime hidrico (Rh) 1 0,1™ 0,0"™ 0,0™ 0,3"
CxRh 3 0,1™ 0,2™ 01"™ 0,1"
CV% 7,3 8,0 6,0 6,7
Deficiéncia hidrica

Cultivar (C) 3 14,3** 4,6* 13,3** 9,2**
Regime hidrico (Rh) 1 121,0** 18,4%* 94,0%*  40,1**
CxRh 3 29,2%* 8,5** 26,3**  17,4**
CV% 8,0 13,0 8,1 7,2
Reidratacdo

Cultivar (C) 3 43,1*%* 7,1%* 33,3** 7,0%*
Regime hidrico (Rh) 1 295,0** 26,4** 208,0**  103,4**
CxRh 3 54,4** 11,2** 44 1** 20,1**
CV% 50 8,7 51 7,4

G.L.: graus de liberdade; ns: ndo significativo; *: significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01);
C.V.: coeficiente de variacéo.

Nos teores de pigmentos fotossintéticos, a cultivar IAC91-5155 e
SP83-2847 ndo apresentram diferencgas sob deficiéncia hidrica, com valores semelhantes ao
controle (Tabela 5). Essas cultivares apresentaram maiores médias para teores de clorofila a e
b e teor de clorofila total quando comparado as demais cultivares, e assim, melhor capacidade
da manutencao dos teores de clorofila, o que sugere mecanismo mais eficiente na protecdo da
planta contra danos no aparato fotoguimico.

Ja nas cultivares RB92579 e SP81-3250 foram verificadas diferencas
significativas, em que se constatou maior reducdo para RB92579 nas concentracdes de Chl a,
Chl b e Chl total de 41,3%, 22%, 36,3% e para SP81-3250 de 53,5%, 46,8%, 51,6%,
respectivamente (Tabela 5), o que evidencia alta degradacdo da clorofila sob deficiéncia
hidrica nessas cultivares. A degradacdo da clorofila € uma das consequéncias ao estresse que

pode ser o resultado da fotoinibicdo e diminuicdo da eficiéncia fotossintética entre outros
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processos celulares, como a divisio e expansdo celular (LONG et al., 1994; ARAUJO;
DEMINICIS, 2009).

Maiores reducdes nos teores de clorofilas também foram encontrados
em outras cultivares suscetiveis de cana-de-agcar como consequéncia da deficiéncia hidrica
(CHA-UM; KIRDMANEE, 2009; PINCELLI, 2010; JANGPROMMA et al., 2010b) e do
estresse salino (GOMATHI; RAKKIYAPAN, 2011). Nestes estudos as cultivares mais
tolerantes aos estresses apresentaram altos niveis de clorofilas em relagdo as suscetiveis. O
que indica que os pigmentos fotossintéticos sdo bons indicadores fisioldgicos na sele¢do de
cultivares tolerantes.

A correlagdo positiva entre F,/Fy, e clorofila total (0,64*) e
carotenoides (0,54*), e entre clorofila total e carotendides (0,74**, Tabela 3) durante a
deficiéncia hidrica neste estudo, implica dizer que deficiéncia hidrica contribuiu a alteracdes
estruturais nos pigmentos fotossintéticos do FSII e possivelmente refletiu na desestabilizacdo
do centro de reacdo do FSII ou diminuicdo na capacidade fotossintética, principalmente nas
cultivares de cana-de-agucar sensiveis a seca.

No teor de carotendide, os valores observados aos 15 dias de
deficiéncia hidrica tiveram maior decréscimo nas cultivares RB92579, 27,4%, e SP81-3250,
29,6%, enquanto que as variedades IAC91-5155 e SP83-2847 n&o apresentaram reducdo para
esse pigmento sob deficiéncia hidrica mantendo valores proximos ao controle (Tabela 5). O
que sugere que a manutencdo dos carotenoides nessas cultivares proporcionou maior protecao
contra a fotooxidacao durante a deficiéncia hidrica. Além de pigmento acessorio que contribui
para fotossintese, os carotendides tém outra funcdo nas lamelas do tilacoides, que é a de
fotoprotecéo, protegendo o aparelho fotossintético contra o oxigénio singleto (*O,*) (TAIZ;
ZEIGER 2009; GOMATHI; RAKKIYAPAN, 2011). Sendo, assim, importantes na prevencao
da inducéo de danos oxidativos causados pelo estresse (WAHID, 2007).

Variagbes da perda de teor de carotendides em cana-de-agucar
também foram registradas em outros estudos quando submetidas a condicdo de deficiéncia
hidrica e salinizagdo (CHA-UM; KIRDMANEE, 2009; PATADE et al., 2011), além de
estresse térmico (WAHID, 2007). GOMATHI; RAKKIYAPAN (2011) observaram que o alto
conteddo de carotendides nas cultivares tolerantes favoreceu a melhor adaptacdo das plantas
de cana-de-acUcar sob estresse salino. Apds doze dias de reidratacdo, nao foi observada
recuperacdo nos teores de clorofilas e caratendides nas cultivares RB92579 e SP81-3250
(Tabela 5), o que evidencia maior sensibilidade a deficiéncia hidrica nessas cultivares.
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6.1.6 Efeito da deficiéncia hidrica nas concentragGes de solutos

organicos em cana-de-acgucar

Tabela 6. Analise de variancia de teores de proteina solUveis totais, carboidratos
soluveis totais e prolina livre em cana-de-aglcar submetida aos regimes hidricos:
adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D) em trés periodos de avaliacdo, antes do

estresse, 15 dias de deficiéncia hidrica e posterior reidratacdo por 12 dias.

Solutos organicos
Fonte de variagdo  GL  Proteinas Carboidratos  Prolina Livre
soltveis totais  soldveis totais  (umol g™* MS)
(mgg'MF)  (mgg™MS)

Antes do estresse

Cultivar (C) 3 261,7** 166,0*%* 136,6**
Regime hidrico (Rh) 1 0,0™ 0,0™ 0,0
CxRh 3 0,0™ 00™ 0,0™
CV% 3,0 4,1 5,6
Deficiéncia hidrica

Cultivar (C) 3  152** 7,6%* 19,6**
Regime hidrico (Rh) 1  85,5** 61,4** 106,4**
CxRh 3 9,7** 34,4%* 30,7**
CV% 10,5 54 6,0
Reidratacdo

Cultivar (C) 3 7,5%* 94,3** 30,7**
Regime hidrico (Rh) 1  20,0** 1,7™ 47 7**
CxRh 3 16,2** 14,6** 54,1*
CV% 7,4 4,5 8,3

G.L.: graus de liberdade; ns: ndo significativo; *: significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.:

coeficiente de variagéo.

As concentracdes de proteinas sollveis mantiveram valores
préximos ao controle nas cultivares no inicio do estresse, ou seja, sem restri¢do hidrica
(Figura 12A). Com 15 dias de deficiéncia hidrica a maioria das cultivares apresentou a
reducdo nas concentracdes de proteinas sollveis durante o periodo de estresse para
RB92579 (33,7%), SP81-3250 (38,8%) e SP83-2847 (42%) quando comparado ao
controle (Figura 12A). O que sugere que a deficiéncia hidrica levou a alteragdes do teor
de proteinas, provavelmente devido a paralisagdo da sintese protéica. De acordo com
BRITO et al. (2008), a deficiéncia hidrica afeta intensamente o metabolismo do

nitrogénio nas plantas, o que acarreta diminuicdo na sintese de proteinas e acumulacao
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de aminoacidos, aménia e poliaminas livres. PATADE et al. (2011), estudando folhas
de cana-de-acucar sob deficiéncia hidrica e estresse salino, também constataram
reducdes de proteinas solveis. Redugdes também foram verificadas por BRITO et al.
(2008) em calos de cana-de-agucar induzidos a deficiéncia hidrica.

Essa eventual perda de proteina durante a deficiéncia hidrica ndo
foi observada pela cultivar 1AC91-5155, a qual apresentou quantidade de proteinas
proximas no tratamento de estresse e controle (Figura 12A). Durante a reidratacdo as
cultivares RB92579 e SP83-2847 tiveram recuperagcdo pronunciada com o aumento do
teor de proteina a valores préximos aos tratamentos controle. Por otro lado, a cultivar
SP81-3250 ndo apresentou recuperacdo do teor de proteinas solUveis mantendo
reducdes de 33,8% (Figura 12A).

Os carboidrato soluvel total tiveram maiores aumento na
cultivar RB92579 (48,1%), menores acréscimos foram encontrados nas cultivares SP83-
2847 (18%) e IAC91-5155 (25,3%) apds 15 dias de suspensdo da rega (Figura 12B). A
cultivar SP81-3250 demonstrou que os niveis de agUcares solUveis diminuiram 14% em
resposta ao tratamento de deficiéncia hidrica (Figura 12B). Com a reidratacdo, a
recuperacao de acUcares sollveis aos niveis do tratamento controle foram constatados
para todas as cultivares (Figura 12B).

SALES et al. (2012), estudando cana-de-agucar sob deficiéncia
hidrica, constataram que o0s teores de carboidratos solGveis totais mantiveram-se
constantes nas folhas e houve acréscimos na raiz. De acordo com os autores, embora as
condicOes de estresse tenham reduzido a fotossintese das plantas e o suprimento de
carbono, a manutencgdo dos niveis de carboidratos soltveis nas folhas e raizes deve estar
associada a degradacdo das reservas de amido. O aumento no teor de carboidratos
soluveis totais foi também observado em cana-de-agUcar sob deficiéncia hidrica e
estresse salino (PATADE et al., 2011). Esses estudos sugerem que o acumulo de
carboidratos soluveis participa do ajustamento osmotico.

Com 15 dias de deficiéncia hidrica a cultivar IAC91-5155
apresentou concentracdo de prolina praticamente semelhante ao controle (Figura 12C).
Entretanto, as taxas de prolina aumentaram significativamente nas cultivares RB92579
(102%), SP81-3250 (20,1%) e SP83-2847 (26%) sob condicbes de seca (Figura 12C),
ou seja, houve a necessidade de maior producdo de prolina com a reducdo do potencial
hidrico foliar. O que pode ser verificado também na correcdo negativa entre prolina e
YW (-0,85**) e gs (-0,61*) sob deficiéncia hidrica (Tabela 8). O que sugere que a
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prolina teve uma participagdo na manutencao da turgescéncia, quando ha diminui¢do do

potencial hidrico da planta.
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Figura 12. Teores de proteina sollveis totais (A), carboidrato sollvel totais (B) e
prolina (C) em cana-de-aclcar submetida aos regimes hidricos: adequado (-D) e
deficiéncia hidrica (+D) em trés periodos de avaliacdo, antes do estresse (zero dias), 15
dias de deficiéncia hidrica e posterior reidratacdo por 12 dias. Cada simbolo indica o

valor médio de quatro repeti¢fes + desvio-padrao.
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O actmulo de carboidrato e prolina durante a deficiéncia hidrica
nas cultivares estudadas provavelmente esta associado aos mecanismos para evitar
perda de agua na planta, através do ajuste osmatico. O ajustamento osmético auxilia a
manutencdo da abertura estomatica e o funcionamento do aparelho fotossintético,
permitindo que este opere mesmo em condic¢des de baixo potencial hidrico (HAYAT et
al., 2012), fato evidenciado na cultivar IAC91-5155.

Em adigdo, pOde-se verificar correlacdo inversa entre prolina
com F./Fy (-0,64*) e enzimas antioxidantes APX (-0,8**), SOD (-0,6**) (Tabela 8).
Fato que pode sugerir que com decréscimo da F./Fn, o qual indica danos nos
fotossistemas durante a deficiéncia hidrica, ocorre o aumento na produgdo de prolina,
colaborando com a reducdo do estresse oxidativo, contribuindo com o equilibrio
fotoquimico nos cloroplastos, o0 que induz a reducdo das enzimas de defesa. O que
indica, possivelmente, a prolina como agente antioxidante no periodo de seca. Outros
estudos também sugerem que a prolina age como osmorregulador e antioxidante em
cana-de-acucar sob deficiéncia hidrica (MOLINARI et al., 2007; QUEIROZ et al.,
2011; CIA et al., 2012; HEMAPRABHA et al., 2013). Segundo HEMAPRABHA et al.
(2013), apos o periodo de estresse, a prolina acumulada, pode ser usada como energia,
com a redistribuicdo de nitrogénio e carbono, para a recuperagdo de atividades
fisioldgicas na planta.

No entanto, o aumento no contetdo desse aminoacido durante a
reidratacdo menteve-se elevado na SP81-3250 (70%) e na RB92579 (52,3%) em
comparacdo ao controle (Figura 12C), essa continuidade no processo de acumulo de
prolina durante a reidratacdo sugere que as plantas permaneceram a nivel celular
desidratadas, mesmo com elevag@o do potencial hidrico nas plantas, ndo apresentando
recuperacdo completa, o que reafirma a sensibilidade dessas cultivares a deficiéncia

hidrica.
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6.1.7 Resposta das enzimas antioxidante ao estresse oxidativo induzido

por deficiéncia hidrica em cana-de-agucar

Tabela 7. Analise de varidncia das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), em cana-de-aglcar submetida aos
regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D) em trés periodos de
avaliagéo, antes do estresse, 15 dias de deficiéncia hidrica e posterior reidratagdo por 12

dias.

Enzimas antioxidantes
Fonte de variagdo  GL SOD CAT APX
(EC1.15.1.1) (EC1.11.1.6) (EC1.11.1.11)

Antes do estresse

Cultivar (C) 3 67,7** 52,4** 98,0**
Regime hidrico (Rh) 1 0,0™ 0,0™ 0,01™
CxRh 3 0,1" 00™ 0,07™
CV% 8,1 8,0 6,3
Deficiéncia hidrica

Cultivar (C) 3 234** 25,0%* 12,4**
Regime hidrico (Rh) 1  66,7** 2,2"™ 514,4%**
CxRh 3 0,9" 10,1** 11,2**
CV% 11,5 13,6 7,2
Reidratacdo

Cultivar (C) 3  60,5** 9,7** 43,7**
Regime hidrico (Rh) 1 30,2** 6,7* 98,1**
CxRh 3 22,3** 3,5*% 67,7*%*
CV% 7,0 8,0 55

G.L.: graus de liberdade; ns: ndo significativo; *: significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.:

coeficiente de variagdo.

As enzimas do sistema antioxidante superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) foram bastante sensiveis ao
estresse por deficiéncia hidrica em cana-de-aglcar neste estudo. Na fase inicial do
estresse ndo ocorreu variagcdo na atividade da enzima antioxidante SOD nas cultivares
(Figura 13A, D, G e J), as quais apresentaram niveis baixos de atividade, o que
demostra auséncia de estresse oxidativo nesse periodo. Entretanto, aos 15 dias de
supressdo da irrigacdo todas as cultivares apresentaram incremento na atividade da
SOD, destacando-se a cultivar SP81-3250, com aumento de 40,3% (Figura 13 D).
Notou-se pequeno incremento da atividade da SOD nas cultivares RB92579 (33,6%),
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SP83-2847 (37,5%) e IAC91-5155 (36,6%) sob deficiéncia hidrica (Figura 13G, J e A),
0 que indica que o aumento da atividade SOD serviu como sinalizador do estresse
nessas cultivares.

Com a reidratagéo, cultivares SP83-2847, RB92579 e IAC91-
5155 apresentaram niveis baixos de atividade da SOD, com valores proximos ao
controle, j& a cultivar SP81-3250 ainda manteve elevado nivel de atividade da enzima
SOD nas plantas estressadas, com taxas de 37% (Figura 13D), fato que indica nao
recuperacdo por completo das plantas ao estresse oxidativo induzido pela deficiéncia
hidrica.

A associacdo entre altos niveis de atividade da SOD e tolerancia
a seca em cana-de-agucar tem sido previamente observado, por exemplo,
JANGPROMMA et al. (2010b) constataram maior aumento da atividade SOD nas
cultivares tolerantes sob deficiéncia hidrica. GOMATHI; RAKKIYAPAN (2011),
estudando cana-de-agUcar sob estresse salino, constataram que a atividade da SOD teve
tendéncia de aumento na cultivar tolerante. PATADE et al. (2011) tambem observaram
aumento da atividade da SOD em cana-de-acutcar sob sob estresse hidrico e salino. CIA
et al. (2012) verificaram que a atividade SOD permaneceu sem grandes alteracGes
aparentes durante o periodo de deficiéncia hidrica, porém as cultivares tolerantes
apresentaram perfis de isoenzimas SODs semelhantes, diferenciando da cultivar
sensivel.

Na atividade da enzima catalase (CAT), notou-se aumento no
tratamento de restricdo hidrica para SP83-2847 (43,6%), enquanto a cultivar IAC91-
5155 ndo houve resposta (Figura 13H e K). Apesar da CAT apresentar uma taxa
catalitica muita grande, possui baixa afinidade para o substrato, uma vez que a reagao
requer o acesso simultaneo de duas moléculas de H,O, ao centro ativo da enzima
(NOCTOR; FOYER, 1998). Assim, as elevadas concentracGes de enzima sao um pre-
requesito necessario para as concentracdes de H,O, diminuirem (ASADA, 1999;
CARVALHO et al., 2008; SHARMA et al., 2012).

A atividade da catalase foi reduzida nas cultivares RB92579
(40,3%) e SP81-3250 (25%) (Figura 13B e E) sob restri¢do hidrica quando comparadas
ao controle. Neste caso, pode-se sugerir que a deficiéncia hidrica, junto com a elevada
temperatura, pode ter inativado a atividade da CAT, por ser considerada uma enzima
bastante sensivel ao estresse. Fato que pode ser reforcado pela CAT apresentar
correlagdo inversa com temperatura foliar (-0,76**, Tabela 8), ou seja, plantas sob
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grandes elevacGes de temperatura foliar podem induzir a inativacdo da CAT em cana-
de-acucar (SRIVASTAVA et al., 2012).

Na reidratacdo, a atividade da CAT se manteve estavel nas
cultivares SP83-2847 e IAC91-5155, apresentando valores préximos do controle
(Figura 13H e K), enquanto na cultivar RB92579, mesmo néo diferindo do controle,
pode-se verificar pequeno incremento de 13,6% de atividade CAT. Porém, a cultivar
SP81-3250 apresentou maior atividade da CAT durante a recuperacdo com aumento de
17% (Figura 13E).

Outros estudos em diferentes cultivares em cana-de-acuUcar
também relatam alteracdo na concentracdo da enzima catalase sob condicdes de
estresse. CIA et al. (2012) detectaram que a cultivar sensivel exibiu ao longo da seca
uma diminuicdo na atividade da CAT, com aumento da deficiéncia hidrica.
SRIVASTAVA et al. (2012), em cana-de-acUcar sob estresse térmico, verificaram que
elevadas temperauras reduziram a atividade da CAT em cultivares tolerantes. Em folhas
verdes de milho, BENESOVA et al. (2012) encontraam aumento de atividade SOD e
CAT e APX na cultivar tolerante sob restricdo hidrica, e aumento da SOD e reducéo da
CAT e APX na sensivel. GE et al. (2006), em folha e raiz de milho, também mostraram
aumento da atividades da SOD e CAT.

A atividade da APX no inicio do experimento em todas as
cultivares foi similar as das plantas controle (Figura 13C, F, | e L). Todas as cultivares
apresentaram aumento significativo na atividade da APX quando as plantas foram
submetidas a condigdes de seca (Figura 13 C, F, | e L). Os incrementos da atividade da
APX durante a deficéncia hidrica foram verificados na IAC91-5155 (58,6%), SP83-
2847(86%), RB92579 (48,6%). Na reidratacdo, as mesmas cultivares apresentaram total
recuperacdo com atividade de APX constantes em ambos os tratamentos, isto é, com e
sem deficiéncia hidrica (Figura 13 L, I e C).

No caso da cultivar SP81-3250 pdde-se constatar aumento de
138% nos niveis de atividade da APX sob deficiéncia hidrica, e com a reidratacdo esse
incremento permaneceu ainda elevado, com taxas de 80,7% (Figura 13F), diante disso,
pode-se inferir que essa cultivar manteve elevada producdo de EROs, o que induziu o
aumento das atividades de SOD, CAT e APX no periodo de reidratacéo, isso baseado na
ndo recuperacao na producdo de pigmentos fotossintéticos, e ainda manter reduzido o

numero de folhas verde, a altura de colmos e a area foliar nesse periodo, indicando um
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desequilibrio do sistema antioxidante da cultivar SP81-3250 no periodo de deficiéncia
hidrica, assim ndo sendo capaz de se adaptar a nova condi¢do ambiental imposta.

Todas as cultivares apresentaram aumento da atividade da APX
quando as plantas foram submetidas a condi¢Oes de seca, 0 que sugere que a APX
desempenhou importante papel no controle de EROs induzidas durante a deficiéncia
hidrica. Respostas semelhantes também foram encontradas em outros estudos em cana-
de-acucar quando submetida ao estresses por deficiéncia hidrica (PATADE et al., 2011;
CIA et al., 2012), salinizagdo (GOMATHI; RAKKIYAPAN, 2011), elevagdo da
temperatura (SRIVASTAVA et al., 2012) e por inundacdes (GOMATHI et al., 2012).
Pode-se constatar a importancia da APX também na correlagdo positiva com as enzimas
SOD e CAT (Tabela 3). A acdo protetora da CAT é limitada devido a sua a baixa
afinidade por H,0,, assim, para controlar niveis celulares de H,O,, APX pode eliminar
H,0,, que € inacessivel a CAT (NOCTOR; FOYER, 1998; SHARMA et al., 2012).

O aumento das enzimas SOD, CAT e APX, de modo geral,
apresentou correlagdo positiva com F/Fn, gs, Yw, TRA e inversa com TF sob
deficiéncia hidrica (Tabela 8). O que sugere que as respostas dos atributos fisioldgicos
estdo associados as enzimas antioxidantes e participam em conjunto na protecao contra

0 estresse causado pela seca em cana-de-agucar.
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Tabela 8. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre as varidveis enzimas antioxidantes e
atributos fisiolégicos em cana-de-aglcar submetidos aos regimes hidricos: adequado
(Controle) e deficiéncia hidrica (Estresse) em 15 dias de deficiéncia hidrica e posterior
reidratagdo por 12 dias.

Variaveis  Tratamentos SOD CAT APX FoFm gs TF TRA YwW

Deficiéncia hidrica

Pro Controle 0,29 0,28 -0,01 0,24 -0,81**  -0,82** 0,71**  0,77**
Estresse -0,6** -0,19 -0,8** -0,64* -061* 0,73** -0,25 -0,85**
SOD Controle -0,42 0,14 -0,63* -0,19 -0,67* 0,65** -0,21
Estresse 0,68** 0,79**  0,80** 0,70* -0,92**  0,75**  0,79**
CAT Controle 0,66* -0,08 -0,60 0,12 -0,04 0,30
Estresse 0,62* 0,77** 0,56* -0,76**  0,68**  0,88**
APX Controle -0,39 -0,67* -0,17 -0,16 -0,09
Estresse 0,77**  0,53* -0,68** 0,40 0,63*

Reidratacao

Pro Controle 0,44 0,75* 0,09 -0,27 -0,29 0,50 0,41 0,88**
Estresse -0,27 -0,28 0,24 -0,75**  -0,34 0,78** -0,24 -0,48
SOD Controle 0,70* 0,60* 0,29 -0,70* 0,31 0,28 0,36
Estresse 0,64* 0,09 0,35 -0,23 -0,03 0,41 0,73*
CAT Controle 0,19 0,21 -0,50 0,58* 0,07 0,75**
Estresse -0,33 0,44 -0,14 -0,35 0,30 0,24
APX Controle 0,32 -0,25 0,19 0,36 -0,03
Estresse -0,72** 0,22 0,65* -0,19 0,22

* Significativo a P < 0,05 e ** Significativo a P < 0,01

Superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), prolina (Pro), condutancia
estomatica (gs), temperatura foliar (TF), potencial hidrico foliar (¥w), teor relativo de 4gua na folha (TRA )
e eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F./F,).
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6.2 Experimento Il: atributos fisiologicos e bioquimicos de tolerancia a

deficiénca hidrica associada a tolerancia ao paraquat em cana-de-agucar

Os resultados aqui foram discutidos em relagdo ao estresse
oxidativo induzidos pela deficiéncia hidrica e paraquat, mediados pelos atributos
fisiolégicos, danos metabdlitos e enzimas antioxidantes, aspectos de que pouca ou
nenhuma informacdo estd disponivel no momento na literatura. Dessa forma deixou-se

expostos a dois tipos de estresse de interesse econdmico para agronomia sutetavel.

6.2.1 Respostas dos atributos fisiologicos ao estresse oxidativo induzidos
pela deficiéncia hidrica e paraquat

Na variacdo diurna, foram observados valores médios entre 0,80 a
0,77 para F./Fn, no tratamento controle em todas as cultivares (Figura 14), o que indica que
plantas estavam com seu aparelho fotossintético intacto nesse periodo. Quando as
cultivares foram submetidas ao tratamento com paraquat (+PQ) foi observado declinio da
razdo F./Fy em todos as plantas ao longo do dia.

Maiores reducdes de F./F, foram constatadas nas cultivares
RB92579 (0,63) as 16h e SP81-3250 (0,58) as 13h (Figura 14 A e B), 0 que sugere que
essas plantas tiveram severos danos fotooxidativos apos 24h de pulverizacdo de paraquat.
Sob deficiéncia hidrica foram constatados valores médios semelhantes de F,/Fn, para
SP81-3250 (0,59) e para RB92579 (0,52), o que indica maior sensibilidade desses
cultivares para ambos 0s estresses. As cultivares IAC91-5155 e SP83-2847 apresentaram
menores redugdes de F,/F, em ambos os estresse mantendo valores médios proximos ao
tratamento controle No estresse induzido por +PQ, a cultivar SP83-2847 apresentou
maiores decréscimo na razdo F,/Fn, as 10 e as 16h alcancando valores de 0,67 e de 0,77,
respectivamente, (Figura 14C), e a IAC91-5155 com valores de 0,71 as 16h (Figura 14D).

Portanto, em uma analise comparativa, as duas condi¢bes de
estresse +D e +PQ apds 24h propostas neste estudo promoveram maiores reducdes de
Fu/Frm nas cultivares RB92579, 20,2% sob +D e 19% sob +PQ, e SP81-3250, 16,4% em +D
e 20,2% em +PQ (Figura 14). A SP83-2847 teve reducao de apenas 5% sob +D e de 1,3%
sob +PQ, e a IAC91-5155+D teve reducdo de 2,5% sob +D e de 9% sob +PQ (Figura 14 e
15A). Assim, essas cultivares estdo propensas a ter pequenos danos fotoinibitorios
provocados pelo paraquat, podendo indicar adequacdo ou adaptacdo a situacdo de estresse.
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Essas condicOes de estresse podem ter sido altamente danosas a integridade funcional no
cloroplasto, portanto, causado fotoinibicdo ou fotooxidacdo, com a desestabilizacdo do
centro de reacdo dos fotossistemas (FS) Il e I (MAXWELL; JOHNSON, 2000; ARAUJO;
DEMINICIS, 2009;.OLIVEIRA JUNIOR. et al., 2011).

RB 92579 A SP 81-3250 B
0,8 - 0,8
0,7 A 0,7
S e | DHemmmmmeeee-ll
T e
Y N > ae L TIN( & eee T
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Figura 14. Variacdo diurna da eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F./F)
nas cultivares RB92579, SP81-3250, SP83-2847 e 1AC91-5155 submetidas aos regimes
hidricos: adequado (-D), deficiéncia hidrica (+D) e exposta a concentracdo de 150 uM de
Paraquat (+PQ) mensuradas no dia seguinte da aplicacao, no intervalo de tempo de 13h a

24h apos +PQ. Cada simbolo indica o valor médio de quatros repeticdes + desvio-padrao.

CHAGAS et al. (2008) estudaram a fototoxicidade do paraquat na
cultivar SP80-3280 e encontraram que concentracfes de PQ acima de 2 mM apds 18 h
pulverizacdo causaram danos significativos para os fotossistemas, com alta fotoinibicdo,
Fv/Fm proximos a 0,3. Reducdes de F./Fr, abaixo de 0,7, também foram encontradas em
folhas de trigo quando submetidas ao estresse induzido por paraquat (EKMEKCI,
TERZIOGLU, 2005; SEDIGHEH et al., 2011) e milho (DARKO et al., 2009). Maiores
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reducdes de F./F, também foram encontradas em cultivar sensivel de arroz quando tratada
com paraquat (ZHENFEI et al., 2007).

Em outras pesquisas de deficiéncia hidrica em cana-de-agucar,
cultivares com valores médios de F./Fr, abaixos de 0,7 foram consideradas sensiveis a seca
(GRACA et al., 2010; SILVA et al., 2007a; SILVA et al., 2013). Fato também evidenciado
neste trabalho tanto sob dficiéncia hidrica quanto ao estresse induzido por paraquat. O que
indica que o declinio da relagdo F,/Fy, € um bom indicador do dano fotoinibitorio quando

as plantas estao sujeitas ambos 0s estresses.

Tabela 9. Andlise de variancia dos atributos fisiolégicos eficiéncia fotoquimica maxima do
fotossistema Il (F./Fm), condutancia estomatica (gs) e teor estimado de clorofila (indice
SPAD) em cana-de-aclcar submetida aos regimes de estresse controle (-D), deficiéncia

hidrica (+D) e Paraquat (+PQ) apds 24h de aplicacao.

Atributos fisiol6gicos
Fonte de variagdo GL

Fu/Fm 0s indice SPAD
Cultivar (C) 3 148 72,35 41.2%*
Tratamentos (Trat) 2 134,4** 447 ,9** 118.1**
C X Trat 6 5,4** 34,01** 25.0**
CV% 15,8 4,4 5.3

G.L.: graus de liberdade; ns: ndo significativo; *: significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01);

C.V.: coeficiente de variacéo.

A condutancia estomatica (gs), reduziu em todas as cultivares
submetidas a deficiéncia hidrica (+D) e ao +PQ (Figura 15A). Os resultados indicam
maiores decréscimos de gs nas cultivares SP81-3250, com reducdes de 96% sob +D e de
84,6% sob +PQ, e RB92579, 97% sob +D e 68,6% sob +PQ. No entanto, também foram
observados reducdes na SP83-2847, 92,6% sob +D e 36,8% sob +PQ, e na IAC91-5155,
73,8% sob +D e 47,8% sob +PQ (Figura 15A). As menores reducdes de gs verificadas na
SP83-2847 e na IAC91-5155

O fechamento estomatico, de fato, representou a causa primaria da

resposta a deficiéncia hidrica nas cultivares. Evidéncia dessa natureza, para cana-de-
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acucar, também foi encontrada em outros estudos (MACHADO et al., 2009; PINCELLI,
2010; SILVA et al., 2012).

As maiores reducdes da gs nas cultivares SP81-3250 e RB92579
guando tratadas com +PQ o que indica que o efeito toxico do hebicida induziu ao estresse
oxidativo causando danos nas células subestomaticas, podem ter contribuido para o
fechamento ou rupturas de estbmatos nessas cultivares. Comportamentos dessa natureza
também foram encontrados em outras espécies vegetais, com relatos de grande reducéo de
gs em plantas tratadas com paraquat, como em trigo (SEDIGHEH et al., 2011) e Conyza
bonariensis (SHAALTIEL; GRESSEL, 1987). Os autores sugerem que O paraquat
provocou o fechamento estomatico causado por dano da membrana e perda de dgua a partir
das células-guarda limitando a fixacdo de CO..

No conteldo estimado de clorofila ndo foi verificado diferenca
entre os tratamentos +D e +PQ na cultivar IAC91-5155, e a culivar SP83-2847, apesar de
apresentar diferenca, mateve valores médios de ~50 indice SPAD (Figura 15B), afirmando
a resisténcia dessas plantas a ambos os estresses. Mas para as cultivares RB92579 e SP81-
3250 pode-se observar reducdes de 24% e 18,5%, respectivamente, do indice SPAD sob o
tratamento com Paraquat, e de 33% e 60,6%, respectivamente, sob deficiéncia hidrica
(Figura 15C), o que indica que a defiéncia hidrica evidencia de forma mais expressiva a
sensibilidade dessas cultivares ao estresse nesse atributo fisioldgico.

Quando as cultivares de cana-de-aclcar apresentam medias
inferiores a 40 indice SPAD sao consideradas sensiveis a deficiéncia hidrica (SILVA et al.,
2011; SILVA et al., 2012), como também foi observado em nosso estudo, porém essa forte
reducdo ndo foi verificada quando as cultivares foram tratadas com paraquat, o que sugere
que plantas tratadas por paraquat por 24h pode ter sido um tempo curto, precisando de um
periodo mais prolongado para verifcar ocorréncia de danos na clorofila em folha de cana-
de-acucar. Comportamento semelhante foi encotrado por SILVA et al. (2007b) que
constataram em diferentes cultivares de cana-de-agUcar tratadas com 150 uM PQ que o
medidor SPAD ndo foi sensivel as alteracGes que ocorreram na clorofila apos 24 h,
conseguindo detectar mudangas apenas 72 h apds a aplicagao.



68

1800 -

A
A
1500 { A A
&
E 1200 -
g
B
é +
®, 900 -
600 - B
A
300 - B B
C 5 C B
0 - : : : :
Rp, Sp, y3 24
9255, (.77 325, 83, 284> Co, S7ss
m -D o +D o +PQ
60 ~ A A B
A
B B o A A
0 | . 1 -
B B +
f=) 40 -
=
w
8 30
=)
= C
20 -
10 -
o
Rpg e, Sp L4c
2559 8735, » ‘73~2&,7 91 ~S7ss

Cultivares

Figura 15. Condutancia estomatica, gs (A) e estimativa do conteudo de clorofia, indice
SPAD (B) nas cultivares RB92579, SP81-3250, SP83-2847 e IAC91-5155 submetidas aos
regimes hidricos: adequado (-D), deficiéncia hidrica (+D) e a concentra¢do de 150 uM de
Paraquat (+PQ) por 24h. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Cada simbolo indica o valor médio de quatros

repeticdes + desvio-padrao.

6.2.2 Teores de pigmentos fotossintéticos em discos foliares em cana-de-
acucar sob estresse oxidativo induzidos pela deficiéncia hidrica e paraquat

O decréscimo de clorofilas foram mais pronunciado sob estresse
induzido por paraquat nas cultivares SP81-3250, com redugdo de Chla 65%, Chlb 55,4% e
Chltotal 62,4% e RB92579 Chla 55,4%, Chlb 50% e Chltotal 60% (Figura 16A, B e C).

Pode-se também verificar reducdes desses pigmentos na cultivar 1AC91-5155 com



69

decrécimos nas concentracbes de Chla, Chlb e Chltotal de 54%, 7%, 47,7%,
respectivamente, e em SP83-2847 de 51,7%, 37,3%, 42,1%, respectivamente (Figura 16),
porém as cultivares 1AC91-5155 e SP83-2847 apresentaram menores reducgdes quando

comparadas com as demais.

Tabela 10. Analise de teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotendides em
cana-de-agucar submetida aos regimes de estresse controle (-D), deficiéncia hidrica (+D) e
Paraquat (+PQ).

Pigmentos fotossintéticos
Fonte de variacdo GL

Chl a Chlb Chl total Carotenoides

(ugcm?®  (ugem®) (ugem®  (ugcm?)
Cultivar (C) 3 3.62* 485%%  5O7**  4.36%*

Tratamentos (Trat) 2 66.33**  25.35**  91.31** 582.83**

C X Trat 6 3.07* 2.71* 4.46** 7.81**
CV% 18.51 16.62 13.68 10.20

G.L.: graus de liberdade; ns: ndo significativo; *: significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01);

C.V.: coeficiente de variacao.

As cultivares 1AC91-5155 e SP83-2847 ndo tiveram
diferengas nas variaveis clorofilas entre os tratamento sem e com deficiéncia hidrica, o que
sugere melhor capacidade da manutencdo dos teores de clorofila durante o estresse. Ja nas
cultivares RB92579 e SP81-3250 foram verificadas reducdo para RB92579 nas
concentragOes de Chl a, Chl b e Chl total de 41,3%, 22%, 36,3% e para SP81-3250 de
53,5%, 46,8%, 51,6%, respectivamente (Figura 16), o que evidencia alta degradacdo da
clorofila sob deficiéncia hidrica nessas cultivares. As reducbes na concentracao de
clorofilas podem estar associadas a processos fotooxidativos ou com alteracdo na
organizagdo dos fotossistemas, de modo a servir como um mecanismo fotoprotetor
prevenindo uma fotodestruicdo severa do cloroplasto (ALTINKUT et al., 2001).

Sintomas visuais como a clorose e secagem dos discos foliares
foram verificados neste estudo nas cultiveres SP81-3250 e RB92579 (Figura 17),
considerados como danos causados pelo tratamento com PQ, fato que sugere que houve a
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degradacédo da clofila no cloroplasto em ambos os estresses, 0 que pode ter contribuido
para 0 aumento na producdo de EROs, que por sua vez resulta em danos para aparato
fotossintético como a degradacgdo de pigmentos fotossintéticos (SOOD et al., 2011).

CHAGAS et al. (2008) também encontraram reducdo no teor de
clorofila total na cultivar SP80-3280, com concentracdes acima de 2 mM de PQ ap6s 24 h
de exposicdo, o que tornou-se mais pronunciado apos 48 h. MOLINARI et al. (2007), em
doses 5 UM de paraquat, usando discos foliares de cana-de-agucar, verificaram menores
reducdes do conteudo de clorofila nas plantas transgénicas consideras tolerantes a seca.
SILVA; CAPUTO (2009) verificaram em cultivares tolerantes a seca menores
porcentagem de reducdo das clorofilas em discos foliares tanto por deficiéncia hidrica
guanto por paraquat a 150 uM por 24h, e 0s autores sugeriram que 0 paraquat mostrou-se
eficiente em classificar gendtipos tolerantes e susceptiveis por meio da degradacdo de
clorofila.

Em outros estudos comparativos entre os estresses induzidos por
deficiéncia hidrica e paraquat em folha de ervilha (ITURBE-ORMAETXE et al., 1998) e
em folhas de cevada e trigo (ALTINKUT et al., 2001), os autores verificaram menores
redugdes do teor de clorofila total nas cultivares tolerantes em ambos o estresse, e
concluiram que a tolerancia ao paraquat pode ser associada com tolerancia a seca. Diante
disso, supde-se que sensibilidade dos teores de clorofilas nas cultivares estudadas ao
estresse oxidativo induzido pela deficiéncia hidrica e pelo paraquat, indica que 0s
mecanismos de adaptacdo sao semelhantes. O que sugere que esse parametro € considerado
um bom indicador de distarbios causados nas plantas em ambos 0s estresses.

O carotendide apresentou comportamento diferenciado sob estresse
induzido por paraquat e deficiencia hidrica, os valores de carotendide encontrados aos 15
dias de deficiéncia hidrica foram reduzidos em 27,4% e 29,6 % nas cultivares RB92579 e
SP81-3250, respectivamente, enquanto que as cultivares IAC91-5155 e SP83-2847
apresentaram valores préximo ao controle, porém pode-se obser um pequeno acréscimo de
11% na 1AC91-5155 (Figura 16D). Por outro lado, observou-se aumento na producéo de
carotendides nas cultivares quando tratados com +PQ na RB92579 de 55,6%, na SP81-
3250 de 53,6%, na SP83-2847 de 31,4% e na IAC91-5155 de 67,2% (Figura 16D). O que
sugere nesse estudo que o aumento de carotenodides devem ter contribuido na protecao

contra danos oxidativos induzido pelo paraquat em cana-de-agucar.
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Figura 16. Teores de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotendides (A)
nas cultivares RB92579, SP81-3250, SP83-2847 e 1AC91-5155 submetidas aos regimes
hidricos: adequado (-D), deficiéncia hidrica (+D) e a concentragdo de 150 uM de Paraquat
(+PQ) por 24h. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Cada simbolo indica o valor médio de quatros

repeticdes + desvio-padrao.

Presente nos cloroplastos, os carotendides tém o principal papel de
fotoprotetor antioxidante ndo-enzimatico em tecido fotossintético, com funcao de dissipar
0 excesso de energia da clorofila na forma de calor, reduzindo o estado excitado da
clorofila. Quando isso ndo ocorre a clorofila reativa pode reagir com oxigénio molecular
formando o oxigénio singleto, &nion superdxido, radicais hidroxila e peroxido de
hidrogénio, que danificam muitos componentes celulares, especialmente lipidios (JALEEL
et al., 2009).
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Os carotenodides tém sido sugeridos como uma mecanismo de
tolerancia da cana-de-agucar ao estresse oxidativo (WAHID, 2007; CHA-UM;
KIRDMANEE, 2009; GOMATHI; RAKKIYAPAN, 2011), por participarem da
eliminacdo de oxigénio singleto. Poucos estudos relatam o efeito de fitotoxicidade do
paraquat nos teores de carotenoides, resultados foram publicados em folhas de trigo
(EKMEKCI; TERZIOGLU, 2005) e de milho (SHAHRTASH et al., 2011), porém ndo foi

encontrado nenhuma discussdo em cana-de-agucar.

Figura 17. Discos foliares de cana-de-acucar em placas de Petri, tratados com solucdo de
Paraquat 150 UM por 24h de exposicdo sob intensidade luminosa de 120 pmol m?2s™
(+PQ) e controle (-PQ) em cadmara de crescimento.
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6.2.3 Comparacao de danos oxidativos em solutos organicos em cana-de-

acucar submetida a estresse induzido por deficiéncia hidrica e paraquat

Neste estudo, péde-se observar um padréo de resposta semelhante
das alteracGes das concentracbes de proteinas solUveis nas quatro cultivares quando
submetidas a deficiéncia hidrica ou ao tratamento +PQ (Figura 3C). A deficiéncia hidrica
provocou reducBes nas concentracdes de proteinas da SP81-3250 de 36,8%, RB92579 de
33,4%, e da SP83-2847 de 26,6%. No tratamento com +PQ essas redugdes de proteinas
foram na SP81-3250 de 52,4%, RB92579 de 40,5%, e da SP83-2847 de 22,2%. No
entanto, a cultivar IAC91-5155 néo foi afetada pelo tratamento +D ou +PQ, mantendo
médias préximas ao controle no teor de proteina (Figura 3C), o que sugere o padrdo de

tolerancia a ambos 0s estresses para essa cultivar.

Tabela 11. Andlise de variancia de teores de proteina, carboidrato soluvel e prolina em
cana-de-acucar submetida aos regimes de estresse controle (-D), deficiéncia hidrica (+D) e
Paraquat (+PQ).

Solutos organicos

Fonte de variagao GL
Proteinas Carboidratos Prolina Livre
sollveis totais SolGveis totais  (umol g MS)
(mg g MF) (mg g MS)

Cultivar (C) 3 6,4** 22,4%* 48,2**

Regime de estresse (RE) 2 35,9** 137,7** 327,4**

C XRE 6 6,1** 27,8** 23,9**

CV% 13,3 53 6,0

G.L.: graus de liberdade; ns: ndo significativo; *: significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.:

coeficiente de variag&o.

A exposicao dessas cultivares as condi¢fes de seca ou ao herbicida
PQ induziu ao estresse oxitativo, contribuindo para aumento na producdo de EROs que
foram prejudiciais ao metabolismo de producdo de proteinas, o que favoreceu a
desnaturacdo ou degradacdo desta molécula (BRITO et al., 2008; SOOD et al., 2011,
SHAHRTASH et al., 2011). Sob estresse induzido por paraquat também foram verificados
reducdes de proteina em cultivares de cana-de-agtcar (CHAGAS et al., 2008), em milho
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(SHAHRTASH et al., 2011) e em planta inferior Azolla microphylla Kaul. (SOOD et al.,
2011). Segundo esses autores, a desnaturacdo e degradacdo da proteina e danos da
membrana aumentam com o tempo de exposi¢do e dose de paraquat, 0 que é devido ao
aumento dos niveis de

De modo geral, o estresse oxidativo induzido pelo PQ causou
reducdo nos carboidratos soltveis total na maioria das cultivares em SP81-3250 (6%),
RB92579 (21,4%), e SP83-2847 (11%) (Figura 3A). Por outro lado, a cultivar IAC91-5155
apresentou valores semelhantes ao controle, ndo sendo afetada pelo estresse induzido por
+PQ. Sob deficiéncia hidrica, esses respostas foram inversas ocorrendo aumento nos teores
de agucares nas cultivares RB92579 (48,1%), SP83-2847 (18%) e 1AC91-5155 (25,3%).
No entanto, a cultivar SP81-3250 apresentou reducédo de 14% (Figura 3A). Na litertatura
ndo foram encontrados resultados que abordem respostas do conteludo de carboidratos
soltveis nas folhas ao estresse induzido por paraquat. No entanto, este estudo sugere que a
reducdo de carboidratos foi em virtude do efeito tdxico do paraquat, que acarrentou danos
no cloroplasto como a degradacéo e destrui¢do das moléulas de amido nas plantas.

Efeitos diferenciados tambem foram encontratos para prolina entre
os tratamentos +D e +PQ. Para o tratamento com paraquat, as cultivares RB92579, SP81-
3250, SP83-2847 e IAC91-5155 apresentaram redugdes de 26,7%, 10,8%, 53,8% e 47%,
respectivamente, (Figura 18C). O que sugere que o estresse oxidativo induzido pelo PQ
também contribuiu para inibicdo da biossintese e ou destruicdo de prolina. O estresse
oxidativo induzido pelo PQ contribuiu para reducdo de prolina em todas as cultivares, o
que indica que o hebicida participou da inibigdo da biossintese e ou destruigdo de prolina,
diante disso, pode-se supor que a concentragdo 150 uM PQ por 24 h foi altamente tdxica
para prolina, o que devem ter inibido os processos de reparacdo, os quais séo ligados a
sintese de prolina no cloroplasto.



75

_ B -D @O +D O +PQ A
12 A
10
K%}
S A
=1 g - —I—
RN TH B
2=
25
8 E
= *
e
(a1 >
0 - )
R
39257 P8I.325 83‘28 C91_5155
140 - B -D o +D 0O +PQ
A B
» A A
= 120 A
S
o
- B
g 100 -+ B B B
=7 B —
S
S = 80 - ] c
U
8 (=2}
= 2 60 A
c e
=
S 40 A
S
[3+3
(@) 20 A
0 - . . ,
S, L
RByZS 79 P81 325, P83.28,5 1925155
10 - ®m -D @ +D O +PQ Cc
A
g A
@ 2}
= ? 6 - —I—B B
o o> B
i —g—
-_ O
o B
8 4 W
2 -
0 . ,
Sp 14
R39257 81~325 83"284 091”5155
Cultivares

Figura 18. Teores de proteinas solUveis totais (A), carboidratos sollveis totais (B) e
prolina livre (C) nas cultivares RB92579, SP81-3250, SP83-2847 e IAC91-5155
submetidas aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D) e a
concentracdo de 150 uM de Paraquat (+PQ) por 24h. Médias seguidas de letras iguais ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Cada simbolo indica

o valor médio de quatros repeti¢des + desvio-padréo.
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No entando alguns estudos demonstraram que a prolina esta
envolvida no sistema de protecdo contra danos oxidativos induzidos pelo estresse causado
por paraquat (MOLINARI et al., 2007; SHEVYAKOVA et al., 2009; SHAHRTASH et al.,
2011), fato ndo evidenciado nessa pesquisa. Em estudo em discos foliares de cana-de-
acucar MOLINARI et al. (2007) estudaram estresse oxidativo mediado por paraquat 5 uM
por 24h, e verificaram em plantas transgénicas genes que estimulavam a producéo de
prolina e quando tratadas com paraquat permaneciam verdes apresentando maiores teores
de clorofilas, esse estudo evidenciou os efeitos protetores da prolina para os danos
causados pelo paraquat, sustentando a hipotese de seu papel como agente antioxidade de
EROs. Dessa forma, teores de prolina podem ser bons parametros bioquimicos como
indicadores para o estresse por deficiéncia hidrica, mas ndo foram eficientes como
sinalizadores do estresse mediado por paraquat, devido a grande reducdo provocada pelo

herbicida nesse soluto orgénico.

6.2.4 Resposta das enzimas antioxidantes ao estresse oxidativo induzido

por deficiéncia hidrica ou Paraquat em cana-de-agucar

Tabela 12. Analise de variancia das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) em cana-de-aclcar submetida aos

tratamentos controle (-D), deficiéncia hidrica (+D) e Paraquat (+PQ).

Enzimas antioxidantes
Fonte de variagdo GL

SOD CAT APX
(EC 1.15.1.1) (EC 1.11.1.6) (EC 1.11.1.11)
Cultivar (C) 3 26,8** 21,8** 13,3**
Tratamentos (Trat) 2 27,5%* 14,25** 124,6**
C X Trat 6 0,6™ 35,03** 9,0**
CV% 13,2 10 10

G.L.: graus de liberdade; ns: ndo significativo; *: significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.:

coeficiente de variagéo.

Pode-se observar o aumento da atividade da SOD em todas as

cultivares promovido pelo estresse oxidativo da deficiéncia hidrica (+D) e do paraquat
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(+PQ), com incrementos de 33,6% em +D e de 43,5% em +PQ para RB92579, de 40,3%
em +D e de 28% em +PQ para SP81-3250, de 37,5% em +D e de 56% em +PQ para SP83-
2847, e de 36,6% em +D e de 40% em +PQ para IAC91-5155 (Figura 19A).

O aumento na atividade de SOD em ambos 0s estresses sugere gque
essa enzima atuou como fator de sinalizacdo de surperproducdo de EROs, em especial
radical superdéxido (O,*), pois a SOD atua nos cloroplastos removendo e transformando
0,* para H,0,, esse é desintoxificado por outro conjunto de enzimas, CAT, GPX e APX
(MITTLER, 2002; SHARMA et al., 2012).

O estresse causado pelo paraquat induziu ao aumento da enzima
SOD em todas as cultivares, sendo um indicativo que o herbicida é um indutor potente de
estresse oxidativo. Sobre o estresse induzido por Paraquat, diferentes estudos relatam que a
toxicidade do herbicida € mediada pelo aumento da ativacdo significativa de SOD na busca
do equilibrio do sistema antioxidante como ja verificado em cana-de-agticar (CHAGAS et
al., 2008), milho (DARKO et al., 2009), arroz (ZHENFEI et al., 2007), trigo (EKMEKCI;
TERZIOGLU, 2005; SHEVYAKOVA et al., 2009) como também em horticolas como
pepino (LIN et al., 2011) e abobora (YEOL YOON et al., 2011).

Na atividade da enzima catalase, as cultivares apresentaram
comportamentos diferenciados entre os tratamentos +D e +PQ (Figura 19B). Sob estresse
oxidativo induzido por +PQ, o niveis de CAT aumentaram na cultivar SP81-3250 de
20,4% e SP83-2847 de 79,5%. Porém foram constatando reducdo da atividade CAT na
cultivar RB92579 de 30,6% e IAC91-5155 de 14%. Sob deficiéncia hidrica, a CAT
apresentou reducdo da atividade cultivar SP81-3250 de 25% e RB92579 de 40,3%. A
cultivar SP83-2847 houve aumento da atividade CAT de 43,6%, a IAC91-5155 ndo foram
verificadas alteragdes para CAT sob condicdes de deficiéncia hidrica (Figura 19B).

O aumento da atividade da enzima CAT nas cultivares tratadas com
+PQ sugerem que as plantas estavam usando essa enzima como mecanismo de defesa
contra os danos oxidativo provocado pelo herbicida. Varios estudos considreram o
aumento na atividade da CAT como um importante sistema de defesa antioxidante contra o
estresse oxidativo induzido por paraquat em diferentes estudos, tais como em folha de
ervilha (ITURBE-ORMAETXE et al., 1998), trigo (EKMEKCI; TERZIOGLU, 2005) e
milho (SHAHRTASH et al., 2011). As elevadas concentracdes da enzima CAT sédo
importantes para reducgéo das concentragdes de H,O,, assim essa enzima desempenha papel
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importante na adaptacdo e sobrevivéncia final das plantas durante periodos de estresse
(ASADA, 1999; GILL; TUTEJA, 2010).

Na atividade da APX observou-se aumento da atividade dessa
enzima em todas as cultivares sob deficiéncia hidrica ou paraquat, com maior aumento da
taxa de APX na cultivar SP81-3250 sob +D (138%) e sob +PQ (127%), seguida da SP83-
2847 sob +D (86%) e sob +PQ (104%), da 1AC91-5155 sob +D (58,6%) e sob +PQ
(42,4%), e menores aumentos foram verificados na RB92579 sob +D (48,6%) e sob +PQ
(12%) (Figura 19C).

Na atividade da APX observou-se aumento da producdo dessa
enzima em todas as cultivares sob estresse induzido por deficiéncia hidrica ou paraquat.
Isso evidencia um papel fundamental da APX de permitir protecdo das cultivares contra o
potencial aumento H,O, produzida pelas condi¢bes de seca e da toxicidade do herbicida
Paraquat. O que afirma que aumento da atividade da APX possa estar intimamente
relacionado a tolerancia a esses estressores, devido sua eficiente capacidade de eliminacdo
de H,O, (NOCTOR; FOYER, 1982; GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012).

Neste estudo pdde-se observar que em 24 h de exposicéo de PQ, a
cultivar SP81-3250 ja exibia claros sinais visuais de toxicidade, como murchamento e
clorose, além da alta degradacdo de clorofila, como ja discutido anteriormente, o que
indica alto nivel de estresse oxidativo nos cloroplastos. Nesse caso, as atividades
aumentadas de SOD e de APX certamente ndo foram suficientes na detoxificacdo de
radicais toxicos nos cloroplastos da SP81-3250, o que confirma a maior sensibilidade dessa
cultivar ao estresse oxidativo. Segundo OLIVEIRA JUNIOR (2011), a toxidade do
paraquat na folha eleva a producéo de radicais livres que causam danos as células, levando
a clorose, necrose e morte celular.

Respostas inversas foram constatadas por CHAGAS et al. (2008),
que estudando estresse induzido pelo paraquat na cultivar SP80-3280, evidenciaram grande
reducdo de APX, sugerindo que os danos oxidativos em folhas de cana-de-actcar foram
relacionados com o excesso de H,O,, provavelmente nos cloroplastos, causados por um
desequilibrio entre atividade da SOD e APX, enquanto a SOD aumentava, a APX foi
limitante. Em folhas de arroz (ZHENFEIG et al., 2007) e trigo (SEDIGHEH et al., 2011)
tratadas com paraquat também foram verificadas reducdo da APX relacionadas a subita

acumulagao de H,O, no cloroplasto.
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Figura 19. Enzimas antioxidantes superoxido dismutase, SOD, EC 1.15.1.1, (A), catalase,
CAT, EC 1.11.1.6, (B) e ascorbato peroxidase, APX, EC 1.11.1.11, (C) nas cultivares
RB92579, SP81-3250, SP83-2847 e IAC91-5155 submetidas aos regimes hidricos:
adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D) e a concentracdo de 150 uM de Paraquat (+PQ)
por 24h. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Cada simbolo indica o valor médio de quatros

repeticdes + desvio-padrao.
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Outros estudos relatam que o aumento da atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e APX teve acdo de desintoxicacao contribuindo para diminuicao
da peroxidagdo lipidica, assim desempenhando um papel importante no mecanismo de
tolerancia ao estresse oxidativo induzido pelo PQ em diferentes culturas (HUNG et al.,
2002; EKMEKCI; TERZIOGLU, 2005; LIU et al., 2011; SOOD et al., 2011; YEOL
YOON, 2011).

Diante dos dados supracitados, este estudo propGe que menores
graus de toxidades do paraquat nas cultivares consideradas tolerantes a seca SP83-2847 e
IAC91-5155 estdo relacionadas com aumento, ou pelo menos, a manutencdo da atividade
da das emzimas SOD, CAT e APX, o0 que deve ter contribuido para a destoxificacdo de
EROs e menores reducbes de F,/F gs, clorofila b e clorofila total. Dessa forma, as
enzimas antioxidantes podem ser consideradas potenciais mecanismos de defesa contra o

estresse oxidativo em cana-de-agucar.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os efeitos de comportamentos compativeis entre o estresses
induzidos pela deficiéncia hidrica e paraquat foram encontrados nesse estudo em cana-de-
acucar diferenciando as cultivares sensiveis das tolerantes, por meio dos atributos
fisiolégicos F./Fn, gs, clorofilas e enzimas antioxidantes, sendo bons sinalizadores do
estresse oxidativos. Porém ainda se faz necessario outra abordagem no estudo
comparativo, combinando os aspectos fisiolégicos, metabdlicos e moleculares com as
expressoes de genes em ambos os estresses, para entdo termos a efetiva confirmagdo das
descobertas deste estudo. Além disso, pelo paraquat ter apresentado efeitos fitotoxicos,
recomenda-se estudos para averiguacdo de concentracfes menores a 150 uM PQ, a fim de
obter melhor resultados de simulacdo ao estresse oxidativo. A elucidagdo destes
mecanismos facilitara, por certo, o processo de selecdo de novos materiais genéticos,
indicada apenas com base na sua tolerancia ao paraquat, alem de contribuir para o
desenvolvimento de técnicas de selecdo capazes de reduzir o tempo, o0 custo e o trabalho

para avaliacdo de cultivares mais tolerantes a estresse abioticos como a seca.
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8 CONCLUSOES

As cultivares RB92579 e SP81-3250 possuem caracteristicas
fisiologicas de maior susceptibilidade a seca, como aumento da TF, intensa reducéo de gs,
Fu/Fm, TRA, Yw, pigmentos fotossintéticos, nimero de folhas verdes, altura do colmo e
area foliar, e inibicdo da enzima CAT e, ainda, a cultivar SP81-3250 ndo apresenta
recuperacao durante a reidratacao.

Os atributos fisiolégicos gs, TF, FJ/Fn, Y, indice SPAD,
pigmentos fotossintéticos, altura do colmo e &rea foliar sdo potenciais indicadores
fisiolégicos confiaveis visando a selecéo de cultivares de cana-de-agicar mais tolerantes a
deficiéncia hidrica, e podem ser recomendados para identificacdo de hibridos mais
tolerantes em programas de melhoramento, disponibilizando assim material ideal para
estudos moleculares sobre seca.

Devido aos menores danos causados pela seca e estresse induzido
por paraquat na fisiologia e bioquimica das cultivares SP83-2847 e IAC91-5155, estas tém
maior potencial de tolerancia ao estresse oxidativo.

Paraquat tem potencial para ser utilizado como ferramenta de
selecdo de cultivares de cana-de-acUcar tolerantes a deficiéncia hidrica, porém novos
estudos deverdo ser realizados para confirmar esse papel, principalmente no sentido de

melhor definicdo da dose e metodologias a serem empregadas.
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