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ATIVIDADE DA REDUTASE DO NITRATO E ACUMULO DE PROLINA LIVRE EM
RAIZES DE CANA-DE-ACUCAR SUBMETIDAS AOS ESTRESSES HIiDRICO E ACIDO
NO SOLO

RESUMO - No presente trabalho verificou-se a atividade da redutase do nitrato,
0 acumulo de prolina livre e o crescimento inicial em raizes de cana-de-acUcar, cv.
IAC91-5155, considerada tolerante a seca, sob interacdo dos estresses hidrico e acido
no solo. O estudo teve o intuito de propor a utilizacdo destes compostos como
indicadores bioquimico-fisiologicos, para aferir o grau de tolerancia em plantas jovens
de cana-de-agUcar cultivadas sob efeito dos estresses associados. Aos 30 dias de
idade, as mudas, originadas da brotacdo de gemas, foram transferidas para vasos com
12 dm3 de Latossolo Vermelho distréfico e submetidas a associacdo de trés
tratamentos de disponibilidade hidrica: sem estresse (70%), estresse moderado (55%) e
estresse severo (40%), de acordo com a capacidade de campo, e trés niveis de acidez
no solo: sem estresse (55%), estresse moderado (33%) e estresse severo (23%),
considerando-se o indice de saturacao por bases. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, em esquema fatorial 3x3, com quatro repeticdes. Aos 60 dias sob
associacao dos estresses foram determinados os teores de prolina livre, a atividade da
redutase do nitrato e o crescimento inicial do sistema radicular de plantas jovens de
cana-de-acucar. Pelos resultados obtidos evidenciou-se que a reducdo da atividade da
redutase do nitrato ocorreu em moderada acidez e restricdo hidrica associadas a
severidade dos estresses. O acumulo de prolina livre pode ser considerado indicador
fisiolégico em plantas jovens de cana-de-agucar, cv. IAC91-5155, sob condi¢des
severas de disponibilidade hidrica e acidez do solo. A deficiéncia hidrica reduziu o
crescimento das raizes.

Palavras-Chave: crescimento inicial, estresses abioticos, nitrogénio, osmoprotetor, raiz,

Saccharum spp.



NITRATE REDUCTASE ACTIVITY AND FREE PROLINE ACCUMULATION IN
SUGARCANE ROOTS SUBMITTED TO WATER AND ACID STRESS IN SOIL

SUMMARY - In the present work it was observed the nitrate reductase activity,
the accumulation of free proline, and the sugarcane cv. IAC91-5155 roots initial growth,
under interaction between the water and acid stress in soil. The study reasoning was to
propose the use of these compounds as biochemical-physiological indicators, so as to
detect the tolerance level of sugarcane seedlings grown under the effect of the stress
factors. After 30 days the seedlings, originated from the shoot sprouting, were
transferred to pots with 12 dm3 of dystrophic Red Latosol and submitted to three
treatments of water availability: no stress (70%), moderate stress (55%) and severe
stress (40%), in accordance with field capacity and three acidity treatments: no stress
(55%), moderate stress (33%) and severe stress (23%), considering the base saturation
index. The experimental design was in randomized blocks under factorial scheme of
3x3, with four replicates. After 60 days under the stress association, the levels of free
proline, the nitrate reductase activity and the growth of the sugarcane roots system were
evaluated. The results indicate that the reduction of the nitrate reductase activity took
place under moderate levels of acidity and water restriction associated to the stress
intensities. The accumulation of free proline can be considered as a biochemical-
physiological indicator for sugarcane cv. IAC91-5155 seedlings, when under the
interaction of soil severe stress conditions. The water deficiency reduced the roots
growth.

Keywords: initial growth, abiotic stresses, nitrogen, osmoprotector, root, Saccharum
spp.



l. INTRODUCAO

A cana-de-acUcar, Saccharum spp., cultivada no Brasil desde o século XVI,
apresentou grande expansdo nas ultimas trés décadas do século XX, destacando-se
como uma das principais plantas cultivadas no pais (AGRIANUAL, 2008). Atualmente,
representa um dos grandes mercados agricolas brasileiros, com previsdo de aumento
de 40% na é&rea plantada e da ordem de 100% na produc¢do, nos proximos 10 anos
(CASARIN et al., 2006). Para alcancar estas previsdes, a cultura deve apresentar
ganhos em produtividade, entretanto, o0s estresses ambientais influenciam
negativamente a agroinddstria canavieira. Entre os diversos fatores abidticos, a
deficiéncia hidrica e a acidez do solo devem ser destacadas, devido aos efeitos
prejudiciais causados no desenvolvimento das plantas (VITORELLO et al., 2005).

A disponibilidade hidrica do solo é um dos fatores ambientais que mais
influenciam a producéo da cana-de-agucar, pois determina o estabelecimento da cultura
durante o estadio vegetativo (RAMESH, 2000). O aumento do aquecimento global tem
ocasionado a ampliacdo dos periodos de seca, influenciando de forma direta na
disponibilidade de agua do solo em canaviais, o que reduz significativamente os
rendimentos destas areas (TERAMOTO, 2003).

Além das condic¢des hidricas desfavoraveis existentes no solo, a acidez também
pode interferir negativamente no estabelecimento de uma cultura. Aproximadamente
66% dos solos da América do Sul sdo &cidos, cuja elevada saturacdo por aluminio é
limitante para a agricultura no continente (DRUMMOND et al., 2001). Nestas regides
tropicais e subtropicais, os solos tendem a ser acidos pela ocorréncia de elevada
precipitacdo, que lixivia quantidades apreciaveis de bases permutaveis, ou pela
auséncia de minerais primarios e secundarios, responsaveis pela reposicao dessas
bases (CUSTODIO et al., 2002).

A demanda por cultivares tolerantes as adversidades ambientais tem gerado
interesse na investigacdo dos mecanismos fisioldgicos que possam ser utilizados pelas
plantas em respostas aos estresses abidticos (KAVI KISHOR et al., 2005). Dentre estes

mecanismos, destacam-se o0 ajustamento osmético e a atividade da redutase do nitrato.



O ajustamento osmotico é importante para evitar a diminuicdo do potencial hidrico
celular mediante o acumulo de solutos compativeis (ABDUL JALEEL et al., 2007). Os
compostos envolvidos na osmolaridade dos vegetais compreendem substancias
organicas, inorganicas e, principalmente, aminoacidos livres, como a prolina, que se
acumula no citoplasma e mantém o turgor celular sob condi¢cdes de estresse,
preservando a integridade das células para as atividades vitais do crescimento e
desenvolvimento vegetal (BARTELS & SUNKAR, 2005).

A deficiéncia hidrica e a acidez do solo também influenciam negativamente o
metabolismo de compostos nitrogenados, pelo fato de que o nitrogénio € um dos
nutrientes mais importantes para 0 crescimento e desenvolvimento das plantas
(FERREIRA et al.,, 2002). A redutase do nitrato, principal enzima responséavel pela
assimilacdo de nitrogénio pelas plantas, tem a atividade influenciada pela
disponibilidade de agua e pela acidez do solo (SHARMA & DUBEY, 2005), podendo ser
utilizada como parametro indicativo da resposta fisiolégica das plantas aos estresses
ambientais (OLIVEIRA et al., 2005).

Atualmente, existe a necessidade de se compreender como 0s vegetais
respondem as condi¢cdes adversas, uma vez que 0s mecanismos fisiologicos e
bioguimicos de tolerancia das plantas aos estresses ambientais ainda ndo estdo
completamente elucidados (GRENNAN, 2006). Devido a importancia da cana-de-
acucar, o entendimento destes mecanismos de tolerancia aos estresses contribuira
significativamente para indicar o melhor manejo visando obter maior produtividade
agricola (KAVI KISHOR et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi determinar o acumulo de prolina livre e a
atividade da redutase do nitrato nas raizes da cana-de-acUcar, cv. IAC91-5155, sob
interacdo dos estresses hidrico e acido no solo. O estudo teve o intuito de propor a
utilizacdo destes compostos como indicadores bioquimico-fisiolégicos, para aferir o grau
de tolerancia em plantas jovens de cana-de-acucar cultivadas sob efeito desses

estresses associados.



ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da cana-de-acucar

2.1.1 Origem e importancia econdmica

A cana-de-acucar, Saccharum spp., originaria do sudeste Asiatico, na regido
central da Nova Guiné e Indonésia, € uma planta alégama, de ciclo semiperene e
elevada rusticidade (DANIELS & ROACH, 1987). A cultura foi usada inicialmente como
xarope, mas a primeira evidéncia do acucar em sua forma solida data do ano 500, na
Pérsia. A propagacao da cultura da cana-de-acglcar no norte da Africa e sul da Europa
deve-se aos Arabes, na época das invasGes. Nesse mesmo periodo, os chineses a
levaram para Java e Filipinas. A partir do século VIII, as conquistas &rabes no Ocidente
disseminaram o cultivo da cana-de-aclUcar nas margens do mar Mediterraneo
(MOZAMBANI et al., 2006). A partir deste local, os portugueses e espanhdis
introduziram a cana-de-acucar nas ilhas do Cabo Verde, Canérias, Madeira, Sdo Tomé
e na Africa Ocidental (LANDELL et al., 2006). No Brasil, o desenvolvimento da cultura
se constituiu com a criacdo de engenhos e plantagdes por meio de mudas trazidas
pelos portugueses (MOZAMBANI et al., 2006).

Em 1532, Martim Afonso de Souza introduziu as primeiras mudas de cana-de-
acucar no Brasil, provenientes da llha da Madeira, impulsionando a formacgéo dos
primeiros engenhos no pais (LANDELL et al., 2006). Essas instalagbes foram
responsaveis pelo desenvolvimento da producéo, do comércio e da cultura do Nordeste
brasileiro, onde foi implantado o primeiro centro agucareiro do pais (UNICA, 2004). No
final do século XVI, os estados de Pernambuco e Bahia lideravam a producdo mundial
de acucar, com grande repercussdao no mercado europeu. No século XVII, a cultura
disseminou-se pelo planalto paulista, com a regido de Itu destacando-se como maior
centro acgucareiro do estado de S&do Paulo até meados do século XIX (MOZAMBANI et
al., 2006).

Atualmente, metade da produ¢do mundial de cana-de-acUcar é assegurada por



quatro nacdes das Américas: Brasil, Cuba, México e EUA. Os paises asiaticos india,
China e as Filipinas destacam-se por manter safras importantes. No Brasil, depois da
década de 1970, a crise do petréleo tornou intensa a producdo de etanol a partir da
cana-de-acucar, para a utilizacdo direta em motores a explosdo (hidratado) ou em
mistura com a gasolina (anidro). Desde entdo, o alcool combustivel destacou-se como
matéria-prima, cuja fracdo principal destinava-se, sobretudo, a extracdo do acucar
(MOZAMBANI et al., 2006).

A cana-de-aclUcar destaca-se como uma das melhores opcbes de fonte de
energia renovavel, justificando-se como importante cultura no pais e no mundo, cujas
perspectivas sdo extremamente favoraveis a médio e longo prazo. Para cada unidade
de energia consumida na producéo, o alcool de cana produz 8 unidades de energia
equivalentes; no caso do milho, a producado é de apenas 1,3 unidades equivalentes por
unidade de energia consumida (AGRIANUAL, 2008). O Brasil € o maior produtor
mundial de cana-de-acuUcar e detém um pouco mais de um ter¢o da cana cultivada no
mundo (CANAOESTE, 2006). Em 2005, o pais produziu 386 milhdes de toneladas de
cana-de-acucar nos 5,9 milhdes de hectares cultivados, os quais resultaram em 17
bilhdes de litros de alcool e 26,7 milhdes de toneladas de acucar. A regido Centro-Sul,
formada pelos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais,
Parana, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias, concentra 85% da producéo do
setor sucroalcooleiro, cujo maior produtor e exportador € o estado de S&o Paulo,
responsavel por 60% de todo o acUcar produzido no pais (ORTOLAN, 2006).

A importancia do setor sucroalcooleiro na sociedade brasileira € evidenciada pelo
grande potencial na geracdo de empregos diretos e indiretos, além das exportacdes de
acucar colaborarem com o equilibrio da balanca comercial (MARQUES et al., 2006). As
estimativas para a safra brasileira de 2007/08 mostram um ganho superior a 2,5% na
produtividade média do pais e acima de 12% na area plantada, de forma que a cana-
de-acUcar ocupa atualmente 6,92 milhdes de hectares, dos quais 82% concentram-se
na regido Centro-Sul. A colheita deve ultrapassar 547 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar, representando um crescimento de 15% em relacdo a safra anterior. A indUstria

sucroalcoleira deve moer 473,2 milhdes de toneladas (86,5% do total) e o restante deve



ser destinado a alimentacdo animal, producdo de mudas e cachaca e outros fins. A
reducdo nas cotagfes internacionais deve fazer com que a moagem seja destinada
primordialmente a producdo de alcool (53,1%), que pode atingir 21,3 bilhdes de litros
(22% superior a safra anterior). O alcool anidro, para mistura na gasolina, pode
representar 40,3% do total produzido e o hidratado 59,6%. A producdo de acucar,
estimada em 30 milhdes de toneladas, deve apresentar exportagcdo na ordem de 19
milhdes de toneladas nesta safra. Com o intuito de atender a demanda internacional, o
Brasil terd de produzir mais de 750 milh&es de toneladas de cana-de-acUcar na safra de
2017/18 e a area cultivada devera ser de 11 milhdes de hectares (AGRIANUAL, 2008).

Para alcancar essas previsdes, a cultura deve apresentar ganhos em
produtividade, de forma que novas unidades produtoras terdo que ser implantadas até
2010; muitas ja estdo em funcionamento desde 2004. Os investimentos na éarea
industrial estdo calculados em R$ 14,3 bilhdes, dos quais R$ 4,1 bilhdes serao
investidos em projetos de expansdo das usinas instaladas. O aumento da area plantada
deveré requisitar R$ 7,2 bilhdes (ORTOLAN, 2006).

A perspectiva de ampliagdo da area total de cana-de-acUcar no pais, para 0s
préximos dez anos, pode promover o deslocamento do cultivo para a regido oeste
paulista, que disp8e de propriedades rurais mais baratas e logistica para escoamento
da producao, constituindo-se em uma importante fronteira agricola a cana-de-agucar
(VIEIRA JUNIOR et al., 2008). Estima-se que, das 40 novas usinas previstas para
instalacdo até o ano de 2010, 30 serdo implantadas no oeste do estado de Sao Paulo
(ANSELMI, 2005).

A regido Centro-Oeste brasileira também se constitui em uma area de expansao
para a cultura, pois apresenta terrenos com topografia propicia a mecanizacdo e
apenas 3,3% dos 17 milhdes de hectares agricultaveis, cultivados com cana-de-agUcar
(IBGE, 2007). O relevo predominante na regido Centro-Oeste caracteriza-se por
apresentar variacdes de plano a ondulado, adequado a agricultura mecanizada. Os
solos sao antigos, profundos e, a excecédo da depresséo do Pantanal, bem drenados. O
bioma dos cerrados apresenta solos com baixa fertilidade natural e acidez

caracterizada, principalmente, pela elevada saturacdo por aluminio toxico as plantas,



limitacdo superada pela técnica de “construcdo do solo de cerrado”, desenvolvida na
década de 1960. Esta técnica se consistiu ha adequacao da fertilidade dos solos de
cerrado para producéo agricola por uma sucessao de espécies pouco exigentes, como
0 arroz, cultivado por dois a trés anos, seguido por espécies medianamente exigentes,
como a soja. ApGs quatro a cinco anos de cultivos sucessivos com a cultura da soja, a
area encontra-se apta ao plantio da cana-de-acucar (Miyasaka, 1986 citado por VIEIRA
JUNIOR et al., 2008).

A cana-de-acUcar apresenta ampla escala de adaptacdo sendo -cultivada
principalmente em regides situadas entre os paralelos 35°N e 35°S, e no Brasil as
variagbes climéticas possibilitam colheitas anuais de setembro a abril, no Norte-
Nordeste e de maio a dezembro, no Centro-Sul (ALFONSI et al., 1987). Embora o
cultivo da cana-de-acucar se concentre nas regides Sudeste e Nordeste, a producéo se
desloca preferencialmente para a Regido Centro-Oeste do pais, notadamente nos
estados de Goias e Mato Grosso do Sul (VIEIRA JUNIOR et al., 2008). Dessa forma, a
cana-de-acUcar € cultivada em diferentes tipos de solos, sob influéncia de diversos
fatores abidticos peculiares a cada regido, evidenciando distintos niveis de producédo
(MAULE et al., 2001).

2.1.2 Aspectos gerais da cultura

A cana-de-acUcar foi descrita por Linneu, em 1753, que a classificou como
Saccharum officinarum e Saccharum spicatum. Posteriormente, varias formas de
classificacédo foram apresentadas (MOZAMBANI et al., 2006). De acordo com Cronquist
(1981), a cana-de-acucar pertence a Divisdo Magnoliophyta; Classe Liliopsida; Ordem
Graminales; Familia Poaceae; Género Saccharum; Espécies Saccharum officinarum,
Saccharum spontaneum, Saccharum sinensis, Saccharum barderi e Saccharum
robustum.

A espécie Saccharum officinarum L. apresenta alto teor de agUcar e baixa

porcentagem de fibra, constituindo-se das chamadas “canas nobres”. Consideradas



canas tropicais, possuem colmos grossos (3,5 cm de diametro ou mais), sistema
radicular reduzido e superficial; sdo exigentes quanto ao clima e solo, suscetiveis ao
mosaico, mas resistentes a um grande numero de outras doencas (MOZAMBANI et al.,
2006). Até o século XX, a espécie Saccharum officinarum foi responsavel por grande
parte da matéria-prima mundial, entretanto, o surgimento da doenca do sereh,
posteriormente, 0 mosaico e a gomose contribuiram para o inicio do melhoramento
genético, a partir de 1980 (LANDELL et al., 2006). Os programas de melhoramento
genético desenvolveram hibridos resistentes aos estresses bidticos e adaptados as
diversas condicbes ambientais, favorecendo a expansdo da cultura pelo Brasil e o
mundo (QUEIROZ, 2006).

Atualmente, os plantios comerciais sdo constituidos por hibridos provenientes do
cruzamento entre as espécies do género Saccharum spp., cuja variedade Crioula,
resultado da hibridacdo natural entre Saccharum officinarum e Saccharum barberi, foi
cultivada por aproximadamente 250 anos (LANDELL et al., 2006).

A cana-de-acUcar apresenta elevada taxa fotossintética e maior eficiéncia na
utilizacdo de gas carbbnico (CO,) da atmosfera, caracterizando-se como uma planta de
ciclo C4. Esta cultura, embora adaptada as condi¢des de elevada intensidade luminosa,
altas temperaturas e relativa escassez de agua, necessita de grandes quantidades de
agua, uma vez que somente 30% do peso constitui-se de massa seca e 70% de agua,
dependendo do estadio fenoldgico. A capacidade de assimilacdo hidrica pelas folhas &
superior as outras gramineas, de forma que o orvalho e os chuviscos, que ndo atingem
o solo, também séo absorvidos. No entanto, as raizes, através dos pélos absorventes,
apresentam maior capacidade de absorcao de agua (SEGATO et al., 2006).

Em virtude de apresentar ciclo semiperene, a cana-de-acgucar € influenciada por
grandes variacdes climaticas durante o ano, o que pode interferir na producdo,
maturacdo e qualidade da cultura. Para manter indices de producdo satisfatorios, esta
cultura necessita de um periodo quente e umido, com intensa radiacao solar durante o
estadio vegetativo, seguido de um periodo seco na fase de maturacdo e colheita
(ALFONSI et al.,1987). A qualidade e a intensidade luminosa exercem influéncia no

crescimento vegetativo e na maturacdo, pois estabelece correlacdo direta com a



sintese, translocacao e acumulo de carboidratos das folhas para o colmo (MARQUES et
al., 2001).

A cana-de-acucar é plenamente adaptada em regides de clima tropical, quente e
umido (SEGATO et al.,, 2006). Quanto as condicbes edaficas, os solos arejados,
profundos, férteis e com valores de pH entre 5,0 e 6,5 séo satisfatorios as exigéncias da
cultura (Van RAIJ et al., 1997; MARQUES et al., 2001). No Brasil, a cana-de-aglcar tem
sido cultivada em escala comercial em todas as regides, resultando em uma grande
diversidade de condi¢des edafoclimaticas, que ocasionam variabilidade na adaptacao

dos cultivares nas diversas regioes de cultivo de cana-de-acucar (QUEIROZ, 2006).

2.2 Estresses abidticos

2.2.1 Deficiéncia hidrica no solo

O estresse é considerado um fator externo, que exerce influéncia desvantajosa
sobre a planta e induz respostas em todos os niveis funcionais do organismo. Em
condicbes naturais e agricultaveis, as plantas estdo freqlentemente expostas aos
estresses ambientais, os quais limitam o desenvolvimento e as chances de
sobrevivéncia (ALEXIEVA et al., 2003).

Dentre o0s estresses ambientais que reduzem o crescimento e o desenvolvimento
vegetal, a deficiéncia hidrica constitui uma das mais importantes limitacbes a
produtividade e a distribuicdo dos vegetais, apresentando influéncia negativa em mais
de 10% das areas agricolas do globo terrestre (BARTELS & SUNKAR, 2005),
principalmente em lavouras de espécies economicamente importantes como o arroz, o
milho, o trigo e a cana-de-acUcar (GARG et al., 2002). Esta cultura necessita de
elevada disponibilidade de agua, durante o estadio vegetativo, a fim de apresentar
rendimento adequado, sendo necessarias 130 a 150 litros de agua para a producao de

1Kg de massa seca (CASTRO, 2000). No decorrer dos anos, verificou-se que a



producao da cana-de-acUcar foi negativamente influenciada pela deficiéncia hidrica do
solo, apresentado variacdes na produtividade (MAULE et al., 2001).

Os problemas causados pela diminuicdo da disponibilidade hidrica do solo séo
comuns nos canaviais. O aumento do aquecimento global tem gerado a ampliacdo dos
periodos de seca, influenciando de forma direta na disponibilidade de agua no solo
(TERAMOTO, 2003). Nas regides brasileiras produtoras de cana-de-agucar observou-
se, nos Ultimos anos, significativa reducdo nas quantidades de chuva, com consequente
aumento de “veranicos”, que causam maiores prejuizos quando ocorrem no estadio
vegetativo da planta (DIAS, 1999). Estes veranicos influenciaram negativamente a safra
de 2005/2006 da cana-de-acgUcar, determinando reducdo na produtividade da cultura
em todas as regides produtoras do Brasil (REVISTA ALCOOLBRAS, 2005).

Em condi¢des de estresse hidrico, varios processos fisiolégicos sdo alterados,
tais como: fotossintese, respiracdo, transpiracdo, abertura estomatica, producao de
acido abscisico, abscisao foliar e ajuste osmaético (MARIN et al., 2006). Além disso, a
deficiéncia hidrica provoca severos danos no crescimento vegetal, atraves,

7

primordialmente, da diminuicdo da expansdo celular. De fato, € indiscutivel a
importancia da agua para o crescimento, devido a turgidez celular ocasionada pelo
influxo de agua no vacuolo, quando os hormdnios do crescimento vegetal (auxinas ou
giberelinas) estdo promovendo o alongamento celular (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Como a agua é limitante para o crescimento e fundamental para a fotossintese, a
produtividade das plantas depende da quantidade disponivel deste recurso e da
eficiéncia de seu uso pelo vegetal. A diminuicdo da disponibilidade hidrica do solo
provoca reducdo do alongamento celular, e consequentemente, do consumo de
carbono e energia, sendo uma maior proporcdo de fotoassimilados distribuida ao
sistema radicular, diminuindo dessa forma a razdo parte aérea/raiz das plantas,
provavelmente, porque em condi¢cBes de deficiéncia hidrica o sistema radicular tende a
se desenvolver até que sua necessidade em fotoassimilados seja igual a quantidade
gue €é produzida na parte aérea (TAIZ & ZEIGER, 2004). Assim, as raizes
desempenham importante funcdo de tolerancia as condi¢des de deficiéncia hidrica e

sdo determinantes para o estabelecimento das culturas (PADILHA et al., 2007).
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Os estresses abidticos, como a deficiéncia hidrica, limitam a produtividade
vegetal, pois sdo considerados problemas eminentes para a agricultura e reduzem
significativamente os rendimentos das lavouras, além de restringir as latitudes e os
solos onde espécies comercialmente importantes podem ser cultivadas (MITTLER,
2006). No mundo, dos 3,3 bhilhdes de hectares considerados aptos para a agricultura,
aproximadamente 28% podem apresentar deficiéncia hidrica (PURCINO, 2004). Dessa
forma, um dos maiores desafios da agricultura esta na manutencdo da produtividade
sob deficiéncia hidrica, sendo necessaria a compreensdo dos mecanismos de
adaptacéo das plantas a seca (LIZANA et al., 2006; ABDUL JALEEL et al., 2007).

2.2.2 Acidez do solo

A acidez do solo causa seérios prejuizos ao desenvolvimento das plantas
(FUENTE-MARTINEZ & HERRERA-ESTRELLA, 1999; MARIN, 2003; VITORELLO et
al., 2005). No Brasil, os solos que se apresentam alcalinos ou com pH préximo ao
neutro sdo praticamente raros (HUNGRIA & VARGAS, 2000). Na realidade, 2/3 do
territério nacional, isto é, mais de 500 milhdes de hectares sdo constituidos por solos
acidos (VITORELLO et al., 2005). Assim, devido as grandes areas de solos acidos com
possibilidade de cultivo, a importancia da acidez sob o aspecto pratico é relevante
(CUSTODIO et al., 2002). Os problemas da baixa fertilidade dos solos acidos s&o bem
generalizados em muitas partes do mundo, sendo particularmente comuns nos tropicos
Umidos (FUENTE-MARTINEZ & HERRERA-ESTRELLA, 1999).

No mundo, cerca de 80% dos solos agricultaveis sdo acidos e impossibilitam a
exploracdo economicamente viavel das culturas, uma vez que 0s processos de
formacdo do solo que originam a acidez, freqlientemente, ocasionam também o
esgotamento de alguns elementos essenciais para as plantas (HAMEL et al., 1998).
Aproximadamente 40% desses solos araveis e um Y3 dos solos tropicais apresenta
acidez por causa da disponibilidade do aluminio soltvel (AI**), que limita severamente o
crescimento das espécies (VITORELLO et al., 2005).
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O aluminio é o terceiro elemento mais abundante da crosta terrestre, apos o
oxigénio e o silicio, sendo encontrado sob diferentes formas, como aluminossilicatos
insoliveis ou Oxidos (DELHAIZE & RYAN, 1995). O principal ion presente sob
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condicdes de acidez no solo esta tanto na forma de AI** quanto na forma de Al(OH)*?

gue pode tornar-se soluvel dependendo do valor do pH (HUNGRIA & VARGAS, 2000),

I** exista como hexahidrato octaedral,

isto é, pH menor que 5,0 permite que a forma A
(Al(H20)6>"), mas conforme o pH aumenta, ocorre sucessiva desprotonizacdo do
Al(H,0)¢>* para a forma Al(OH)*? e Al(OH),"* (SIMPLICIO, 1999). A forma trocavel Al3*
€, predominantemente, encontrada em 32% dos solos brasileiros com pH abaixo de 5,6
(ABREU JR. et al., 2003). A maioria dos solos destinados a producédo agricola no Brasil

apresenta problemas de acidez e toxicidade por aluminio (AI**

), que em niveis téxicos
no solo pode causar injdrias nas plantas, limitando o crescimento (MAZZOCATO et al.,
2002).

Em plantas de diversas espécies, os efeitos prejudiciais do Al**

séo observados
na parte aérea e no sistema radicular, contudo, por ser um elemento de pouca
mobilidade dentro da planta, os efeitos bioldgicos do aluminio sdo muito mais evidentes
nas raizes (SANDERSON et al., 1997; BENNET, 1998; BENNET & GRANGER, 2000;
MARIN, 2003). A toxicidade do aluminio causa a inibicdo do alongamento celular
(VASCONCELOS et al., 2002), o engrossamento e a diminuicdo da permeabilidade das
células radiculares (BENNET & GRANGER, 2000), consequentemente, acarretando
efeitos prejudiciais na translocacdo e absorcdo de nutrientes (BENNET, 1998),
alteracbes em diversos processos fisioldgicos e bioquimicos e, finalmente, inibicdo no
crescimento da planta (DRUMMOND et al., 2001). Entretanto, muitas espécies de
plantas comercialmente importantes, como a cana-de-acUcar, desenvolveram
mecanismos de tolerancia a toxicidade do aluminio, mostrando-se mais adaptadas em
solos acidos (WATT, 2003).

A necessidade de plantas tolerantes a toxicidade de aluminio vem despertando o
interesse de muitas areas de pesquisa agricola, particularmente quando se pretende
explorar eficientemente solos com acidez subsuperficial e elevado nivel de aluminio, de

dificil correcdo com manejo quimico (PANDEY et al., 1994).
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A demanda por cultivares tolerantes as adversidades do ambiente tem gerado
interesse na investigacdo dos mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares que
possam ser utilizados pelas plantas em respostas aos estresses abidticos (KAVI
KISHOR et al., 2005).

As pesquisas tém revelado que as respostas das plantas devido a ocorréncia de
um unico estresse nao podem ser diretamente extrapoladas as condi¢des de ocorréncia
simultdanea de diferentes estresses, pois nestas condi¢cdes as respostas podem ser
singulares; desta forma, os futuros programas de pesquisa deveriam investigar as
respostas das plantas sob efeito associado de estresses abidticos que retratam mais

fielmente a realidade dos ambientes agricolas atuais (MITTLER, 2006).

2.3 Mecanismos de tolerancia aos estresses abiéticos

2.3.1 Atividade da redutase do nitrato

Os estresses ambientais também influenciam o metabolismo de compostos
nitrogenados, pelo fato de que o nitrogénio € o nutriente mineral mais limitante para o
crescimento e desenvolvimento das plantas (CAZETTA, 1997; TISCHNER, 2000). O
metabolismo do nitrogénio € influenciado negativamente pelo estresse acido causado
pelo aluminio (AMARAL et al., 2000) e pela deficiéncia hidrica (FERREIRA et al., 2002).

O nitrogénio, constituinte de aminoacidos, nucleotideos e enzimas, € o quarto
elemento mais abundante na planta, depois do carbono, hidrogénio e oxigénio
(DONATO et al., 2004). Em relacdo aos nutrientes essenciais, 0 nitrogénio ¢ um dos
mais absorvidos pela cana-de-acucar, perdendo apenas para o potassio (COLETI et al.,
2006); representa apenas 1% da matéria seca total da cana-de-acglcar e esta envolvido
diretamente na sintese de aminoacidos, na composicdo da molécula de clorofila e na
producado de carboidratos (CONTIN, 2007). A necessidade do nitrogénio pela cana-de-
acucar € crucial no periodo de formacdo da cultura, isto €, imediatamente apés a

germinacdo até o fechamento do canavial, normalmente, entre o terceiro e o quinto
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més. Nessa época, ocorre a formacdo dos perfilhos, sendo determinante para o
estande final de plantas e, conseqlentemente, para a produtividade (CONTIN, 2007).

As plantas adquirem o nitrogénio do solo na forma de nitrato, amonia, uréia e
aminoéacidos (MORIKAWA et al., 2004). A assimilacdo do nitrogénio € um processo vital
gue controla o crescimento e o desenvolvimento das plantas e tem efeitos marcantes
sobre a produtividade final das culturas (LAM et al., 1996). Embora a maior parte do
nitrogénio seja absorvida pelas plantas na forma de nitrato (PEREZ, 2003), para que
possa ser utilizado é necessario que seja reduzido a aménia, e entdo incorporado em
composto organico. A conversao do nitrato a amoénia é constituida por varias etapas,
sendo uma delas a reducdo do nitrato a nitrito, que é dependente da atividade da
enzima redutase do nitrato, e a conversao de nitrito a amodnia, pela redutase do nitrito
(MEGURO & MAGALHAES, 1987). A amdnia produzida participa dos aminoacidos
elaborados pelas plantas em reacdes catalisadas por varias enzimas e magnésio.
Diversas proteinas sao formadas pelas diferentes combinacées de aminoacidos, nas
quais 18% sao representadas pelo nitrogénio (EPSTEIN, 2006).

A redutase do nitrato (RN) é primeira enzima atuante na rota de assimilacdo do
N-inorganico, assumindo, portanto, funcdo de extrema importancia no metabolismo
vegetal, além de ser induzida, caracteristicamente, pelo seu substrato (DONATO et al.,
2004). Essa enzima é uma flavoproteina formada por duas subunidades idénticas, com
trés grupos: FAD, heme e o complexo constituido por molibdénio (Mo) e uma molécula
organica, a pterina, razdo pela qual €, também, denominada de molibdopterina, que se
localiza no citossol das células corticais da epiderme da raiz e nas células do mesofilo
(Vaughn & Campbell, 1988 citados por ANDRADE NETTO, 2005).

Atualmente existem mais de 40 sequéncias de aminoacidos da RN que
constituem as formas da enzima nas plantas superiores, algas e fungos. A maioria
dessas formas apresenta como agente redutor o NADH, produzido no citossol, ao
contrario de outras, cujo agente redutor € o NADPH, formado no cloroplasto. Entretanto,
algumas formas da enzima apresentam dupla especificidade, podendo utilizar ambos
agentes redutores (ANDRADE NETTO, 2005).
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O fluxo catalitico da RN ou a capacidade total de reducao do nitrato pelas plantas
depende: a) da disponibilidade de substrato no citoplasma (concentracdo em estado de
equilibrio do NADPH e nitrato); b) do nivel funcional de RN (quantidade de RN
polipeptidica e da disponibilidade de cofatores e ions metalicos, FAD, heme, Fe, Mo-
MPT (molibdénio-molibdopterina) e molibdénio; c) da intensidade da atividade da RN
funcional. Dessa forma, o teor de nitrato €, provavelmente, um dos metabdlitos-chave
gue controlam a capacidade de reducao do nitrato nos vegetais (CAMPBELL, 1999).

Na célula, a meia vida de uma enzima RN, recém sintetizada, é de poucas horas
e, quando ha diminuicdo do teor de nitrato para o vegetal, a quantidade da RN é
rapidamente reduzida (TAIZ & ZEIGER, 2004). Em condi¢cbes de deficiéncia hidrica no
solo, ocorre decréscimo do fluxo de nitrato para a planta, contribuindo, portanto, para a
reducdo da atividade da enzima (ANDRADE NETTO, 2005).

Ainda que as causas fisiolégicas sobre tolerancia ao aluminio ndo estejam
totalmente esclarecidas, existem estudos que sugerem uma possivel inter-relacdo entre
a toxidez de aluminio e 0 metabolismo do nitrogénio (AMARAL et al., 2000). Isto pode
ser comprovado, pelo fato da atividade da redutase do nitrato ser acentuadamente
reduzida em plantas sob estresse acido (SHARMA & DUBEY, 2005). A estimativa da
atividade da enzima redutase de nitrato tem sido utilizada, com sucesso, como
parametro indicativo da resposta fisiologica de plantas submetidas as condicdes
adversas (OLIVEIRA et al., 2005; CASTRO et al., 2007).

A identificacdo e a compreensdo dos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
auxiliam significativamente no desenvolvimento e desempenho de novas cultivares mais
produtivas (MELONI et al., 2004). Devido a importancia da cana-de-acucar, 0
entendimento dos mecanismos fisiolégicos e bioquimicos da tolerancia aos estresses
contribuird significativamente para indicar o melhor manejo visando obter maiores
rendimentos e produtividade agricola (KAVI KISHOR et al., 2005).
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2.3.2 Prolina livre

Os estresses abidticos induzem respostas metabdlicas e fisiolégicas, como o
acumulo de solutos compativeis (BRAY et al., 2001). A capacidade de acumulo de
solutos compativeis € uma resposta comum em organismos sob estresses, e vem
sendo investigada, nos ultimos anos, nos vegetais superiores (EI-BASHITI et al., 2005;
HONGBO et al., 2006). Os solutos compativeis sdo moléculas ou ions atéxicos que néo
interferem no metabolismo e se acumulam, predominamente, no citoplasma, onde tém
a funcdo de manter o turgor celular, além de estabilizar proteinas e estruturas celulares
(BRAY et al., 2001; BARTELS & SUNKAR, 2005).

A prolina livre € um “a — iminoacido”, que possui um grupo amino ligado a dois
atomos de carbono, conferindo caracteristicas de neutralidade a molécula. O acumulo
deste aminoacido pode ocorrer por duas vias paralelas nas plantas, uma direta,
dependente do glutamato, e outra indireta, dependente da ornitina (KAVI KISHOR et al.,
2005). Pela via direta, apés a formacdo do glutamato semi-aldeido, a molécula se
transforma em uma estrutura ciclica (A’-pirrolina-5-carboxilato), precursor da prolina. A
estrutura ciclica € formada pela reacdo intramolecular (ndo enzimética) dos grupos
amino e aldeido do glutamato-semi-aldeido. Na via dos derivados acetilados
(dependente de ornitina), a presenca do grupo acetil ligado ao grupo 2-amino impede
essa reacdo interna e uma estrutura aberta, a ornitina, € formada e pode levar a
formacdo da estrutura ciclica da prolina, apés a perda do grupo amino por
transaminacéo (SODEK, 2004).

A prolina é particularmente reconhecida pela efetiva participagdo como soluto
compativel (VERSLUES & BRAY, 2006). Este aminoacido é considerado osmolito-
chave para o ajustamento osmotico de plantas sob deficiéncia hidrica e toxicidade de
aluminio (GIANNAKOULA et al., 2008).

Em condicbes de estresse, o metabolismo de aminoacidos & amplamente
alterado, sendo a sintese de proteinas diminuida e a protedlise aumentada (SODEK,
2004). Como consequéncia disto, ocorre a inducao da biossintese de prolina promovida

pelo incremento de metabdlicos como poliaminas, amonia, arginina, ornitina, glutamina
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e glutamato (SILVEIRA et al.,, 2002). O aumento dos teores de prolina pode ativar
varias funcdes celulares: ajustamento osmoético, reserva de carbono e nitrogénio
utilizado no crescimento para restabelecimento apds estresse, desintoxicacdo do
excesso de amoOnia, estabilizador de proteinas e membranas e eliminadores de radicais
livres. Adicionalmente, existem evidéncias de que a biossintese desse aminoéacido
poderia estar também associada a regulacdo do pH citosdlico ou mediacdo do
incremento da razdo NADP*/NADPH, influenciando o fluxo de carbono devido a via
oxidativa da pentose fosfato (SILVEIRA et al., 2002; KAVI KISHOR et al., 2005). Além
disso, pode atuar ainda como fonte acessivel de energia, em que uma unica molécula
oxidada € capaz de produzir 30 ATP (KAVI KISHOR et al., 2005).

Para tolerar os efeitos dos estresses ambientais, as plantas utilizam o
mecanismo de ajustamento osmético, processo pelo qual o potencial hidrico pode
diminuir sem que haja reducdo da turgidez das células vegetais, permitindo a
continuidade de processos fisioldgicos essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas (DI MARTINO et al., 2003; DESTRO, 2006). Este
mecanismo capacita a célula a acumular compostos, denominados solutos compativeis
ou osmoprotetores, que preservam a integridade celular, principalmente de proteinas,
enzimas e membranas, e promovem a reducdo do potencial hidrico durante os periodos
de estresse osmotico proporcionados em condicdes de maior deficiéncia hidrica
(MELONI et al., 2004). O potencial matricial (yn) torna-se cada vez menor conforme
aumenta a restricdo hidrica no solo, e a absorcdo de agua pelas plantas decresce
devido o potencial hidrico celular ser maior que o potencial hidrico do solo (TAIZ &
ZEIGER, 2004). Na realidade, o ajustamento osmoético ndo € devido ao aumento na
concentracao de solutos que ocorre durante a desidratacdo e na diminuicdo de volume
celular, pois neste mecanismo o aumento na concentracdo de solutos compativeis &
independente das alteragcdes no volume das células resultantes da perda de agua
(VERSLUES & BRAY, 2006).

De um modo geral, a prolina livre esta presente em pequenas quantidades nas
plantas, aproximadamente entre 1 a 5 umol g* de massa seca (NOGUEIRA et al.,

2001) e, devido a sua importancia no ajustamento osmoético, € o composto mais
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estudado em plantas sob estresses abidticos (KAVI KISHOR et al., 2005). O acumulo
de prolina livre em plantas sob estresse pode ser consequéncia tanto do aumento na
sua sintese como do decréscimo na sua degradacédo (FERREIRA et al., 2002).

Em muitos trabalhos, tem sido relatado o aumento dos teores de prolina livre na
caracterizacdo de cultivares tolerantes a seca (HONGBO et al., 2006). Na cultivar SP-
79-1011 de cana-de-acgucar, tolerante a deficiéncia hidrica, ocorreu acumulo de prolina
livre conforme a reducéo dos niveis de agua no solo (BIDOIA et al., 2006).

O acumulo de prolina livre ndo ocorre somente como uma resposta das plantas a
restricdo hidrica, também sob condi¢Ges de elevada acidez do solo, proporcionada pelo
aumento da concentracéo de AI** (MOSSOR, 2001).

Os efeitos associados do estresse hidrico e de aluminio causam aumento nos
teores de prolina, tanto na parte aérea quanto no sistema radicular de gramineas, mas
para uma melhor compreensdo desses efeitos ainda necessita-se de muitas pesquisas
em plantas agronomicamente importantes, pois sdo raras as informac¢des na bibliografia
pertinente (ZAIFNEJAD et al., 1997).
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lIl. MATERIAL E METODOS

3.1 Cana-de-acucar cv. IAC91-5155

A cultivar IAC91-5155, desenvolvida pelo Programa de Melhoramento de Cana
do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), foi selecionada na regido de Pindorama -
SP, onde predominam os argissolos. Esta cultivar também é indicada para as regides
de Ribeirdo Preto e Jau, além dos estados de Minas Gerais e Goias (JORNAL CANA,
2004). Ainda, apresenta grande adaptacdo as condicdes da regido Centro-Oeste
brasileira (SOCICANA, 2006), cuja estacdo seca coincide com o periodo da colheita,
estagio em que as precipitacdes pluviais sdo importunas, isto é, o regime pluvial € uma
vantagem adicional para a producéo da cana-de-acucar (VIEIRA JUNIOR et al., 2008).

A tolerancia a seca e aos solos de baixa fertilidade é uma das principais
caracteristicas que justificam o plantio da cv. IAC91-5155 nessas regides de producao,
destacando-se, ainda, pela rusticidade, elevada produtividade de soqueira em areas de
cana crua e queimada, rapido crescimento inicial e adequado fechamento das
entrelinhas (ROSSETO, 2000). O periodo de utilidade industrial é longo, pois apresenta
adequada producdo na cana-planta e elevada producdo nas soqueiras; alto teor de
sacarose e baixo teor de fibra. Essa cultivar € apropriada para a colheita no periodo
compreendido entre maio a outubro, com satisfatoria brotacdo sob palha em qualquer
periodo da safra (LANDELL et al., 2004). Ainda, por apresentar porte ereto, altura
uniforme e desfolha espontanea, a cv. IAC91-5155 favorece a colheita mecanica e
manual sem que haja queimadas (ROSSETO, 2000).

Quanto aos aspectos fitossanitarios, € sensivel a ferrugem, resistente ao carvao,
a escaldadura e a broca (Diatraea saccharalis), considerada a praga de maior
importancia na cultura da cana-de-acucar (LANDELL et al., 2004). Nas regibes mais
favoraveis a ferrugem, deve ser colhida no periodo inicial da safra, entre maio e julho
(SOCICANA, 2006).
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3.2 Instalagdo e conducédo experimental

O experimento foi conduzido a 21°15"Sul e 48°18 Oeste, em casa de vegetacao
localizada no Departamento de Producdo Vegetal da UNESP - Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Campus de
Jaboticabal, SP, no periodo de agosto a novembro de 2006. As avaliagbes dos
parametros fisiolégicos e bioquimicos foram realizadas nos laboratorios do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria (DBAA) e do Departamento de
Tecnologia, respectivamente.

Para a obtencdo das mudas da cultivar IAC91-5155 de cana-de-acUcar, 0s
toletes foram provenientes da Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento (UPD) da
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios (APTA), Polo Regional Centro-
Oeste, localizada no municipio de Jau, SP.

Apb6s 24 horas da realizacao da coleta, os toletes foram plantados em recipientes
com capacidade de 250 cm?, contendo areia lavada e esterilizada. Para tanto, a areia
foi mantida em bacias de plastico com solucdo de &cido cloridrico (HCI), 50 mL L™, por
aproximadamente 12 horas e, a seguir, foi lavada em agua corrente até a completa
eliminacédo do acido. Para verificar a presenca do cloreto foi utilizada solu¢céo de nitrato
de prata (AgNO3) a 0,1%, pois a reacdo do cloreto com a prata forma um precipitado
branco, o cloreto de prata (AgCl), segundo a metodologia de VINCENT (1970). Apés a
lavagem, a areia foi submetida & secagem em estufa de circulacdo forcada de ar.

As mudas, originadas da brotacdo das gemas, foram mantidas em areia estéril,
sem qualquer restricdo hidrica, durante 30 dias. ApOs este periodo, as mudas foram
selecionadas quanto & sanidade e transferidas para vasos com 12 dm® de solo com os
respectivos tratamentos de disponibilidade hidrica e acidez do solo. Os efeitos da
associacdo dos estresses hidrico e acido no solo foram verificados aos 90 dias de
crescimento das mudas (60 dias sob estresse). Este critério foi adotado devido ao
primeiro estadio da cana-planta, isto €, inicio do desenvolvimento e perfilhamento se
encerrar aos 180 dias (ROSENFELD & LEME, 1984).
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3.3 Tratamentos de disponibilidade hidrica e acidez do solo

Para o estudo da cultivar IAC91-5155 de cana-de-agUcar sob efeito da interacéo
dos estresses hidrico e acido no solo foi utilizado Latossolo Vermelho distréfico
(ANDRIOLI & CENTURION, 1999), retirado de area localizada na Fazenda
Experimental da UNESP, FCAV, Campus de Jaboticabal, na profundidade de 20-40 cm.
As analises quimica e granulométrica do solo foram realizadas no Departamento de
Solos e Adubos (Tabela 1).

Foram estabelecidos trés tratamentos de disponibilidade hidrica e trés niveis de
acidez. Os tratamentos de disponibilidade hidrica foram determinados a partir dos
valores de porosidade total, microporosidade, macroporosidade e capacidade de campo
(KIEHL, 1979; EMBRAPA, 1997). A porosidade total foi obtida pela diferenca entre a
massa do solo saturado e a massa do solo seco em estufa a 110°C durante 24h. A
microporosidade do solo foi determinada pelo método da mesa de tensdo com uma
coluna de agua de 60 cm de altura, considerando-se a densidade do solo, obtida pela
relacdo entre a massa do solo seco, em estufa a 110°C durante 24 h, da amostra de
solo indeformada e o volume do cilindro. A macroporosidade foi calculada pela
diferenca entre a porosidade total e a microporosidade (KIEHL, 1979; EMBRAPA,
1997). A capacidade de campo do solo foi estabelecida em 70% da microporosidade,
considerada adequada para a maioria das plantas cultivadas. De acordo com os valores
obtidos deste parametro, a quantidade de agua, em litros, foi estabelecida para cada
tratamento de disponibilidade hidrica: H; - sem estresse (70%); H, - estresse moderado
(55%) e Hj -estresse severo (40%).

Os vasos, umedecidos de acordo com o0s respectivos tratamentos H;, H, e Hs,
constituiram-se as unidades experimentais formadas por uma Unica muda de cana-de-
acucar. O controle do regime hidrico foi realizado pelo método das pesagens de acordo
com COGO & GUERRA (1978). Os vasos foram pesados a cada dois dias e a
reposicao de agua foi realizada sempre que a variacao entre a massa inicial e a massa
obtida no dia da avaliagdo fosse igual ou superior a 2%, assim a diferenca entre as

massas correspondeu a quantidade de agua a ser completada (MARIN, 2003).
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Para os niveis de acidez do solo foram adotados os critérios de Van RAIJ et al.
(1997), a saber: baixa (51% a 70%), média (26% a 50%) e alta (0 a 25%).
Considerando-se o indice de saturacdo por bases (V%) da analise de solo inicial
(Tabela 1) foram estabelecidos trés tratamentos de acidez: A; — sem estresse (V = 55%;
0,0 mol, dm™ de Al*®), A, — estresse moderado (V = 33%; 3,0 mol. dm™ de AI"®) e A; -
estresse severo (V = 23%; 6,0 mol. dm™ de Al*®), que correspondem, respectivamente,
aos valores de pH CaCl,: 5,1; 4,6 e 4,2 obtidos através da incubacdo do solo com
calcario calcinado, por 30 dias (Tabela 2). Salienta-se que, o tratamento de auséncia de
acidez (V = 55%) foi estabelecido por estar proximo ao de solos com indice de
saturacdo por bases igual a 60%, que proporciona adequada produtividade para a
cultura da cana-de-agucar (ROSSETTO et al., 2004).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados em esquema
fatorial 3x3, constituindo trés tratamentos de deficiéncia hidrica (H;, H> e Hs) e acidez

do solo (A1, Az e Az), com gquatro repeticdes por tratamento.
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3.4. Coleta e preparo das amostras

Ao final do experimento, 60 dias sob efeito associado dos estresses hidrico e
acido no solo (90 DAP)*, as plantas foram cortadas na altura do colo, para realizacdo
das avaliagOes fisiologicas e bioquimicas nas raizes da cultivar IAC91-5155 de cana-
de-acucar. Para tanto, imediatamente apds o corte da parte aérea, o conteudo de cada
vaso foi colocado sobre peneira de 16 mm para separar o sistema radicular do solo, por
meio de lavagem com direcionamento de corrente fraca de agua. A seguir, as raizes
foram cuidadosamente separadas em aliquotas de 1 g, as quais foram acondicionadas
em envelopes de papel aluminio para imediata determinacédo da atividade da redutase
do nitrato por método in vivo. Os teores de prolina livre foram determinados em
aliquotas de 0,5 g de raizes acondicionadas em envelopes de papel aluminio e
armazenadas sob temperatura de 80°C negativos.

As raizes restantes das raizes foram, cuidadosamente, separadas,
acondicionadas em frascos contendo solucao de alcool a 20% (v/v) e conservadas sob
refrigeracdo, para as posteriores determinacdes de densidade (mm cm™), diametro

médio (mm) e massa seca das raizes (Q).

3.5. Avaliagcdes bioquimico-fisiologicas

3.5.1. Atividade da redutase do nitrato

A atividade da redutase do nitrato no sistema radicular da cultivar IAC91-5155 de
cana-de-acucar foi determinada de acordo com o método in vivo descrito por Jaworski
(1971) adaptado por CAZETTA (1997).

Imediatamente apds a coleta de 1 g do sistema radicular dos respectivos
tratamentos, as raizes foram colocadas em frascos escuros com 10 mL do meio de

incubacdo composto por 6,0 mL de tampao fosfato 400 mM, pH 7,2; 6,0 mL de KNO3

'Dias ap6s o plantio.
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200 mM; 6,0 mL de n-propanol 4% (v/v); 2,4 mL de triton X-100 a 0,1% (v/v) e 3,6 mL
de H,O deionizada. Os frascos, colocados em dessecador, foram submetidos a vacuo
com uma pressdo de 60 cm Hg por um minuto, com posterior reintroducdo do ar,
repetindo-se este procedimento por trés vezes. Em seguida, os frascos foram
transferidos para incubacdo em banho-maria a 30°C, no escuro, durante 90 minutos. A
reacao foi interrompida com adicdo de 1 mL da solucdo de sulfanilamida a 1%. Devido
a formacdo de nitrito, pela reacdo com redutase do nitrato, 0,5 mL do meio de
incubacao foi retirado para a determinacdo do nitrito segundo NICHOLAS et al. (1976).
Posteriormente, a esta aliquota adicionou-se 0,5 mL de solugéo de sulfanilamida a 1%
e 0,5 mL de solucéo de cloridrato de N-1naftil-etilendiamina a 0,02 %. Esta solugéao final
permaneceu em repouso por 20 minutos, quando, entdo, adicionou-se agua deionizada
até completar o volume final para 4,0 mL.

A leitura de absorbancia das amostras foi realizada em espectrofotdmetro
Beckman DU 640 no comprimento de onda 540 nm (JAWORSKI, 1971). A curva de
padronizacao foi realizada para a determinacéo da concentracdo de NO;, utilizando-se:
solucdo padrdo (1 mg de N-NO, mL™), 500 pL de sulfanilamida 1% e 500 pL de
cloridrato N-naftil 0,02%. Esta solu¢céo foi homogeneizada, apds 20 minutos de repouso
completou-se o0 volume para 4 mL com agua deionizada e procederam-se as leituras
das absorbancias, cuja curva de padronizagéo definiu a equacao: y = 0,8021x - 0,000 e
R?=0,9987, por meio da qual foram determinadas as concentracdes de nitrito (NO,) na
solucdo. A atividade da enzima redutase do nitrato foi calculada com base na equacao
da curva de padronizacao, na quantidade e no tempo do meio de incubacdo, bem como
na massa fresca do tecido vegetal. Assim, a atividade da enzima foi expressa em pg g*

h™ N-NO, de massa fresca de raizes.
3.5.2. Teores de prolina livre
Os teores de prolina livre do sistema radicular da cultivar IAC91-5155 de cana-

de-acucar foram determinados de acordo com o método descrito por BATES et al.

(1973), que consiste na homogeneizacdo de 0,5 g de massa fresca das aliquotas do
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sistema radicular de cada tratamento com 10 mL de acido sulfosalicilico 3%. A solu¢ao
homogeneizada foi submetida a duas filtragens para eliminacdo parcial dos
interferentes e diluida com &cido ninhidrina. Primeiramente, procedeu-se o preparo do
acido ninhidrina, para tanto, foi necessario a diluicdo sob aquecimento (60°C) de 1,25 g
de ninhidrina (CgH403.H,0) em 30 mL de acido acético glacial PA (CH3;COOH) e 20 mL
de acido fosférico (HsPO4) 6 M. Em um tubo de ensaio foram colocados 2 mL do filtrado
das raizes que reagiram com 2 mL de acido ninhidrina e 2 mL de &cido acético glacial
por 60 minutos em banho-maria a temperatura de 100°C. Decorrido este tempo, o tubo
de ensaio foi colocado em um recipiente com gelo para finalizar a reacdo, em seguida
foram adicionados 4 mL de tolueno (CsHsCH3) e a solucéo foi homogeneizada agitando-
se por 15 a 20 segundos.

A leitura de absorbancia das amostras foi realizada em espectrofotometro
Beckman DU 640 no comprimento de onda 520 nm (BATES et al., 1973). A curva de
padronizacao foi realizada para quantificar a prolina, utilizando-se solucédo estoque na
concentracdo de 1 mM de prolina PA e diluicdes em agua destilada, segundo
metodologia descrita. De acordo com as leituras de absorbancia obtidas da curva de
padronizacdo definiu-se a equacéo: y = 0,0287x - 0,0255 e R*= 0,99, por meio da qual
foram determinadas as concentracdes de prolina livre na solucdo. Os teores de prolina
livre nas raizes foram calculados com base na massa fresca, segundo a formula: [(ug
prolina/mL x mL tolueno)/115,5 pug/umol] / [(g amostra)/5] = umol de prolina/g massa

fresca de raizes.
3.5.3. Crescimento inicial

Para a determinacdo do comprimento e do didmetro médio das raizes, foi
utilizado o sistema de analise de imagens Delta-T Devices LTD. Para tanto, as raizes
de cada planta foram submetidas a coloracdo com azul de metileno por
aproximadamente dois minutos e, em seguida, dispostas sobre uma bandeja com agua
onde foi realizada a leitura da imagem por um scanner Hewlett Packard modelo 5C. A

imagem de cada sistema radicular foi analisada pelo software Delta-T Scan Root



27

Analysis System, que determina o comprimento (mm) e o didmetro médio (mm) pelo
método de HARRIS & CAMPBELL (1989). A densidade das raizes foi calculada
dividindo-se o comprimento encontrado pelo volume de solo (mm de raiz cm™ de solo).

Apés a mensuracdo da densidade e do diametro meédio, as raizes foram
colocadas em saco de papel e levadas para secar em estufa de circulacdo forcada de
ar em temperatura de 80°C até a obtencdo da massa constante. Para determinacdo da
massa seca foi utilizada uma balanca analitica Denver Instrument Company AA-200,
com precisdo de 1x107® g.

3.6. Tratamento estatistico

Para a analise dos resultados obtidos foi empregado o tratamento estatistico das
caracteristicas individuais. A andlise de variancia foi realizada pelo teste F utilizando-se
do teste de Tukey para a comparacao entre médias. A analise da regressao polinomial
foi utilizada para o desdobramento dos graus de liberdade dos fatores quantitativos,
disponibilidade hidrica e acidez do solo (BANZATTO & KRONKA, 2006).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade da redutase do nitrato

A analise de variancia da atividade da redutase do nitrato, nas raizes de plantas
jovens de cana-de-acucar cv. IAC91-5155, sob efeito associado da disponibilidade
hidrica e da acidez do solo estdo apresentados na Tabela 3.

De acordo com os resultados da analise de variancia evidencia-se que a
interacdo HxA (disponibilidade hidrica x acidez do solo) e a acidez do solo foram
significativas para a atividade da redutase do nitrato. Entretanto, para a disponibilidade
hidrica (H) verifica-se que ndo houve efeito dos tratamentos H;, H, e Hsz para este
parametro bioquimico, evidenciando semelhanca estatistica entre os tratamentos
(Tabela 3; vide Tabelas | e 1l do apéndice).

Pelo desdobramento dos graus de liberdade da interacdo HxA, apresentado na
Tabela 4, constatou-se que a atividade da enzima aumentou sob associa¢cdo de acidez
moderada (V = 33%) e até 53,17% de disponibilidade hidrica no solo (Figura 1). Este
aumento também se verificou na associacdo de estresse hidrico moderado e até
39,42% de saturacdo por bases (Figura 2). Nas raizes de plantulas de arroz também se
constatou elevada atividade da redutase do nitrato sob disponibilidade hidrica e acidez
moderada do solo (SHARMA & DUBEY, 2005).

A tolerdncia dos vegetais a reducdo da disponibilidade hidrica envolve
mecanismos complexos, dependentes da acdo e da interacdo de caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas, como o aumento da atividade da redutase do
nitrato (MITRA, 2001). Esta enzima citosolica de extrema importancia para o
metabolismo vegetal tem a sintese e atividade induzidas pelo substrato (DONATO et
al., 2004). Tal fato pode explicar o aumento da atividade enzimatica até os valores de
menor disponibilidade hidrica e maior acidez no solo, provavelmente, devido a presenca
constante do nitrato (NO3’) no meio de incubagdo, que permite a sintese de novo da
enzima (ANDRADE NETTO, 2005). Isto porque o método de JAWORSKI (1971),

aplicado para a determinacdo da atividade da enzima, utiliza o n-propanol para
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Tabela 3. Andlise de variancia da atividade da redutase do nitrato em raizes de plantas
jovens de cana-de-aclcar cv. IAC91-5155 sob efeito associado da
disponibilidade hidrica e da acidez do solo, por 60 dias (90 DAP). Jaboticabal,
SP. 2006-2007.

Causa G.L. Quadrados Médios
da Atividade da redutase do nitrato
Variagéo (ug N-NO, g* de massa fresca de raizes h'')

Disponibilidade hidrica (H) 2 0,0103"™
Acidez (A) 2 0,0347"
Interacdo HxA 4 0,0146
Tratamentos 8 0,0185

Blocos 3 0,0242"
Residuo 24 0,0043

CV (%) 21,8005

ns: ndo significativo (P>0,05); *: significativo (P < 0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.: coeficiente de
variagao.
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v A,=33%
y = - 1,3077111 + 0,06640556x - 0,0006244444x"
0.48 - R®=1,0000

0,44 -
0,40
0,36 -

0,321

(Hg g" h™ N-NO,)

0,28 +

Atividade da redutase do nitrato

0,24
| 53,17%

A4

70 55 40
Disponibilidade hidrica (%)

Figura 1. Atividade da redutase do nitrato em raizes de plantas jovens de cana-de-
acucar, cv. IAC91-5155, sob efeito associado da disponibilidade hidrica e da
acidez moderada do solo, durante 60 dias (90 DAP). Jaboticabal, SP. 2006-
2007.
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® H =55%
y = -1,03253 + 0,07759x - 0,000984176x"

R® = 1,0000

0,50-
0,45-
0,40-
0,35-
0,30-
0,25-
0,20-
0,15-

Atividade da redutase do nitrato
(g g”h™ N-NO,)

39,42%
A\

55 33 23

Saturacgéo por bases (V%)

Figura 2. Atividade da redutase do nitrato em raizes de plantas jovens de cana-de-
acucar, cv. IAC91-5155, sob efeito associado da disponibilidade hidrica
moderada e da acidez do solo, durante 60 dias (90 DAP). Jaboticabal, SP.
2006-2007.
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aumentar a permeabilidade celular ao nitrato (NO3’) e nitrito (NO"), além de facilitar a
transferéncia do nitrato presente no meio de incubacéo, ou oriundo do vacuolo, para o
citoplasma, onde se disponibiliza para acdo da redutase de nitrato, saturada com o
substrato (OLIVEIRA et al., 2005).

Verifica-se que, sob moderada acidez (V = 33%) associada a diminuicdo da
disponibilidade hidrica do solo, as raizes da cv. IAC91-5155 apresentam reducdo da
atividade da redutase do nitrato, a partir de 53,17% de agua no solo (Figura 1; vide
Tabela Il do apéndice). Neste caso, a reducdo da atividade da enzima pode ser
explicada em funcdo do decréscimo no fluxo de NO3™ por falta de umidade no solo, pois
este ion é o principal regulador da sintese da redutase do nitrato (ANDRADE NETTO,
2005).

Em cana-de-acUcar sob deficiéncia hidrica e acidez moderada do solo também
se constatou reducdo desta enzima (NAIK et al., 2002), corroborando com o0s
resultados do presente trabalho. Em raizes de plantulas de arroz e milho (SHARMA &
DUBEY, 2005; LIU-SHENGQUN & SONG-FENGBIN, 2007) e em Arabidopsis (XU &
ZHOU, 2004) houve reducao da atividade da redutase do nitrato com o aumento da
severidade da deficiéncia hidrica no solo.

O estresse hidrico moderado (H, = 55%) associado aos tratamentos de acidez do
solo provocou reducdo da atividade da redutase do nitrato a partir de 39,42% de
saturacdo por base no solo (Figura 2; vide Tabela Il do apéndice). Pelos resultados
obtidos sugere-se que condi¢cdes moderadas de disponibilidade hidrica e acidez do solo
interferem na assimilacao de nitrogénio na cana-de-agucar cv. IAC91-5155.

De modo geral, 0 metabolismo do nitrogénio é influenciado negativamente pela
deficiéncia hidrica (FERREIRA et al.,, 2002) e pela acidez do solo (AMARAL et al.,
2000). A elevada acidez do solo pode causar inibicdo da atividade da redutase do
nitrato (SHARMA & DUBEY, 2005). Em plantas de milho cultivadas sob elevada acidez
do solo houve reducédo da atividade da enzima (LIN-XIANYONG et al., 2002). Este
decréscimo pode ser devido ao efeito inibitério do Al**, principal fon presente sob

condi¢Oes de acidez no solo, diretamente na atividade da enzima (CAMPBELL, 1999).
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Nos solos acidos, o aménio (NH,"), o qual é a principal fonte de nitrogénio, fica
adsorvido as particulas coloidais, enquanto o nitrato (NOgz), por ter carga negativa,
torna-se componente da solu¢cdo do solo, facilmente lixiviado, e indisponivel para a
absorcdo radicular (CORDEIRO, 2004). Considerando este aspecto, se houver
deficiéncia hidrica associada a acidez do solo, a absorcao e o transporte de NO3™ pelas
raizes diminui significativamente. A reducdo da disponibilidade do ion nitrato para as
plantas pode inibir a transcricdo do gene da redutase do nitrato, bem como a
estabilidade dos mRNAs desta enzima (SHARMA & DUBEY, 2005).

Pelos resultados obtidos no presente trabalho evidencia-se que as raizes da cv
IAC91-5155 de cana-de-agUcar apresentaram diminuicdo da atividade da redutase do
nitrato, em condi¢cdes moderadas de acidez e restricdo hidrica associadas a severidade
dos estresses abidticos estudados. Em virtude da importancia da redutase do nitrato na
incorporacdo do nitrogénio e no metabolismo primario das plantas superiores,
quaisquer alteracbes na atividade desta enzima tém sido freqientemente utilizadas
como indicadora de estresses nos vegetais (Oji et al., 1988 citados por SHARMA &
DUBEY, 2005; CASTRO et al., 2007). Deste modo, a reducao da atividade da enzima
pode ser considerada um indicador fisiolégico de estresses em plantas jovens de cana-
de-acucar cv IAC91-5155.
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4.2. Teores de prolinalivre

A analise de variancia dos teores de prolina livre nas raizes de plantas jovens de
cana-de-acucar cv. IAC91-5155 sob efeito associado da disponibilidade hidrica e da
acidez do solo estéo apresentados na Tabela 5.

Pelos resultados da analise de variancia evidencia-se que a interacdo HxA
(disponibilidade hidrica x acidez do solo) e a acidez do solo foram significativas para os
teores de prolina livre (Tabela 5). Nos resultados do teste de Tukey para a
disponibilidade hidrica (H) verifica-se que ndo houve efeito dos tratamentos H;, H, e Hz
nos teores de prolina livre das raizes, evidenciando semelhanca estatistica entre esses
tratamentos (vide Tabela Ill do apéndice). Os niveis de acidez no solo (A) provocaram
efeito nos teores de prolina livre das raizes, em que o tratamento de estresse &cido
moderado (A, = 33%) causou alteracdo significativa no conteido deste aminoacido
guando comparado ao estresse acido severo (Tabela Il do apéndice). Nos vegetais,
verifica-se alta correlacdo entre modificacbes nos teores de prolina livre e 0 aumento da
tolerancia ao estresse hidrico, particularmente. Todavia, atribui-se a estas modificacbes
resposta elementar ao efeito de um estresse abiético (MADAN et al., 1995). Assim, para
as raizes da cultivar IAC91-5155 de cana-de-agucar, os teores de prolina livre
dependeram da interacdo entre os fatores estudados (disponibilidade hidrica x acidez
do solo).

Pelo desdobramento dos graus de liberdade da interagdo HxA observa-se que
sob baixa acidez do solo (V = 55%), os teores de prolina livre aumentam linearmente
com o estresse hidrico (Figura 3 e Tabela 6; vide Tabela IV do apéndice). Mediante
estes resultados verifica-se que a prolina atuou como osmoprotetor para a manutengao
hidrica das células radiculares da cv. IAC91-5155. Em estudos realizados com esta
cultivar, também se constatou aumento linear dos teores de prolina livre, conforme a
diminuicdo da disponibilidade hidrica do solo (QUEIROZ, 2006).

Os vegetais, quando expostos aos estresses ambientais, especialmente a
deficiéncia hidrica, podem apresentar acumulo de prolina livre. Este mecanismo

regulador da perda de agua, mediante aumento da osmolaridade celular, tem sido
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associado a tolerancia das plantas as condi¢cfes desfavoraveis (ASPINALL & PALEG,
1981). Para a cana-de-acgucar, outros autores também constataram aumento dos teores
deste aminoacido, conforme a diminuicdo da disponibilidade hidrica do solo, porém, o
acumulo de prolina livre nas cultivares estudadas foi superior ao registrado no presente
trabalho (RINCONES, 1997; BIDOIA et al., 2006). O ajustamento osmético em cana-de-
acucar sob deficiéncia hidrica evidencia o acumulo de prolina livre, porém, indica
significativas diferencas nas quantidades deste aminoacido entre as cultivares (NAIK et
al., 2004).

A concentracdo de prolina livre acumulada nas plantas varia conforme o estadio
vegetativo, tipo de 6rgao ou tecido e, principalmente entre espécies (KAVI KISHOR et
al., 2005). O aumento dos teores de prolina livre da cv. IAC91-5155, possivelmente,
pode ser devido a um aumento da biossintese deste aminoacido, em funcéo da reducao
da disponibilidade de agua nos tecidos, mostrando-se como um mecanismo de
protecao contra a falta de agua (QUEIROZ, 2006). Isto ocorre porque a prolina auxilia a
diminuir o conteldo de agua dos tecidos radiculares, promovendo a reten¢do de agua
in situ e a manutencdo da integridade destes tecidos (KAVI KISHOR et al., 2005). Em
plantas sob estresse hidrico, é sintetizado também nos tecidos foliares, translocado
pelo floema até as raizes onde se acumula para preservar e manter o turgor das ceélulas
radiculares, como foi observado em milho (RAYMOND & SMIRNOFF, 2002). Nesse
contexto, é importante conhecer como o acumulo de prolina livre influencia outras vias
relacionadas a producdo de energia durante o estresse hidrico (KAVI KISHOR, et al.,
2005).

Verifica-se que sob moderada acidez (V = 33%) associada a diminuicdo da
disponibilidade hidrica do solo, as raizes da cv. IAC91-5155 apresentam diminuicdo dos
teores de prolina livre (Figura 4; vide Tabela IV do apéndice). O estresse hidrico
moderado (H; = 55%) associado aos tratamentos de acidez do solo ndo possibilitou o
acumulo de prolina livre, cujo decréscimo apresentou comportamento linear (Figura 7;
Tabela 6; vide Tabela IV do apéndice). Mediantes estes resultados constata-se que
condicbes moderadas de disponibilidade hidrica e acidez do solo interferem na

capacidade da planta em acumular prolina livre, como um mecanismo de ajustamento
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Tabela 5. Andlise de variancia dos teores de prolina livre em raizes de plantas jovens
de cana-de-acucar cv. IAC91-5155 sob efeito associado da disponibilidade
hidrica e da acidez do solo, por 60 dias (90 DAP). Jaboticabal, SP. 2006-2007.

Causa G.L. Quadrados Médios
da Teores de prolina livre
Variagao (umol g™ de massa fresca de raizes)

Disponibilidade hidrica (H) 2 0,0143™
Acidez (A) 2 0,2797"
Interacdo HxA 4 0,1621"
Tratamentos 8 0,1545

Blocos 3 0,0096™
Residuo 24 0,0058

CV (%) 10,6710

ns: ndo significativo (P>0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.: coeficiente de variagéo.
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osmdtico. Isto porque, como osmdlito compativel, a prolina se acumula na planta,
principalmente, sob condicbes severas de estresse (MOLINARI, 2006). Os teores de
prolina livre das raizes da cana-de-agucar também apresentaram significativa reducéo
ate 52,40% de disponibilidade hidrica associada a acidez severa (V = 23%), entretanto,
a partir deste percentual de agua no solo, houve acumulo de prolina livre mesmo sob
condicOes de elevada acidez (Figura 5; vide Tabela IV do apéndice). As raizes da cana-
de-acucar cv. IAC91-5155 apresentaram aumento dos teores de prolina livre sob a
associacao dos estresses hidrico e acido em condi¢cdes severas, revelando o efeito
osmoprotetor deste aminoacido. Estes resultados corroboram com os encontrados em
plantulas de guandu, em que condicbes severas de acidez e restricdo hidrica no solo
apresentaram um efeito sinergistico sobre os teores de prolina livre. (MARIN, 2003). Em
plantulas de arroz também foi observado o acumulo de prolina livre sob condicdes
severas de deficiéncia hidrica e de acidez do solo (SHARMA & DUBEY, 2005). Nestas
condicbes, o acumulo de prolina livre pode ser decorrente do decréscimo na
degradacdo ou do aumento da biossintese deste aminoacido (HARE et al., 1999). A
inducdo da biossintese de prolina pode ser provocada pelo aumento de metabdlitos
como poliaminas, amodnia, arginina, ornitina, glutamina, glutamato (SILVEIRA et al.,
2002). Assim, o metabolismo de aminoacidos em plantas sob estresse € amplamente
alterado (SODEK, 2004).

Ainda, a disponibilidade hidrica nos tratamentos de acidez do solo, verifica-se
gue, na medida em que houve reducdo da saturacdo por bases a partir de 55%, os
teores de prolina livre também reduziram, apresentando diferentes valores minimos
(42,59% e 36,47%), dependendo da disponibilidade hidrica (Figuras 6 e 8,
respectivamente). A partir destes valores, as raizes da cana-de-acgucar cv. IAC91-5155
apresentaram acumulo de prolina livre, principalmente sob elevada acidez do solo
(Figuras 6 e 8). Notadamente, a associacdo dos estresses hidrico e &cido em condic¢des
severas, revela o efeito osmoprotetor deste aminoacido e, conseqientemente, um
mecanismo de ajustamento osmoético. Este mecanismo ndo é devido ao aumento na
concentracdo de solutos na célula durante a desidratacdo e diminuicdo de volume

celular, mas protege a integridade celular conduzindo ao aumento na concentracao de
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solutos independentemente das alteracdes no volume das células resultantes da perda
de agua (VERSLUES & BRAY, 2006).

O acumulo de prolina livre ndo esta associado somente as plantas que se
desenvolvem sob condicbes de estresse hidrico, também pode ser verificado em
plantas sob condi¢cbes de elevada acidez do solo (MOSSOR, 2001). No sistema
radicular de gramineas sob efeito associado dos estresses hidrico e acido, verificou-se
aumento nos teores de prolina livre (ZAIFNEJAD et al., 1997). Em plantulas de grao de
bico cultivadas sob elevada concentracdo de aluminio houve aumento dos teores de
prolina livre (SATAKOPAN et al., 1992). Em plantas de milho, o acimulo de prolina livre
sob baixa saturacdo por bases revelou um mecanismo de tolerdncia a acidez severa
(GIANNAKOULA et al., 2008). Observou-se também que, sob elevada acidez, houve
aumento nos teores de prolina livre em raizes de sorgo e em genétipos de ervilha, trigo,
cevada, milho e ervilhaga, tolerantes ou sensiveis ao aluminio (Galvez et al., 1991 e
Klimashevskii, 1983 citados por ZAIFNEJAD, 1993). Assim, os mecanismos fisioldgicos
envolvidos em resposta ao estresse acido devem ser similares aqueles em resposta a
deficiéncia hidrica (ZAIFNEJAD et al., 1997).
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Figura 3. Teores de prolina livre em raizes de plantas jovens de cana-de-agUcar, cv.
IAC91-5155, sob efeito associado da disponibilidade hidrica e da acidez do
solo, durante 60 dias (90 DAP). Auséncia de estresse acido (A; = 55%) nos
tratamentos de estresse hidrico. Jaboticabal, SP. 2006-2007.
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Figura 4. Teores de prolina livre em raizes de plantas jovens de cana-de-acgUcar, cv.
IAC91-5155, sob efeito associado da disponibilidade hidrica e da acidez do
solo, durante 60 dias (90 DAP). Estresse acido moderado (A, = 33%) nos
tratamentos de estresse hidrico. Jaboticabal, SP. 2006-2007.
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Figura 5. Teores de prolina livre em raizes de plantas jovens de cana-de-agUcar, cv.
IAC91-5155, sob efeito associado da disponibilidade hidrica e da acidez do
solo, durante 60 dias (90 DAP). Estresse acido severo (As; = 23%) nos
tratamentos de estresse hidrico. Jaboticabal, SP. 2006-2007.
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Figura 6. Teores de prolina livre em raizes de plantas jovens de cana-de-agucar, cv.
IAC91-5155, sob efeito associado da disponibilidade hidrica e da acidez do
solo, durante 60 dias (90 DAP). Auséncia de estresse hidrico (Hi; = 70%) nos
tratamentos de estresse acido. Jaboticabal, SP. 2006-2007.
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Figura 7. Teores de prolina livre em raizes de plantas jovens de cana-de-acgUcar, cv.
IAC91-5155, sob efeito associado da disponibilidade hidrica e da acidez do
solo, durante 60 dias (90 DAP). Estresse hidrico moderado (H, = 55%) nos
tratamentos de estresse acido. Jaboticabal, SP. 2006-2007.
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Figura 8. Teores de prolina livre em raizes de plantas jovens de cana-de-acucar, cv.
IAC91-5155, sob efeito associado da disponibilidade hidrica e da acidez do
solo, durante 60 dias (90 DAP). Estresse hidrico severo (Hs = 40%) nos
tratamentos de estresse acido. Jaboticabal, SP. 2006-2007.
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4.3. Crescimento inicial das raizes

A analise de variancia das avaliacbes do crescimento inicial das raizes de
plantas jovens de cana-de-acucar, cv. IAC91-5155, sob efeito associado da
disponibilidade hidrica e da acidez do solo estd apresentada na Tabela 7. Pelos
resultados da analise de variancia evidencia-se que a interacdo HxA (disponibilidade
hidrica x acidez do solo) nédo foi significativa para o crescimento de raizes. Entretanto,
verifica-se pelo teste de Tukey que houve diferencas significativas entre os tratamentos
de disponibilidade hidrica, nas avaliacdes de diametro, densidade e massa seca das
raizes, e de acidez do solo para a densidade de raizes (Tabela 7).

Pelo teste de Tukey nota-se que conforme o aumento da deficiéncia hidrica
houve reducdo em todos os parametros de crescimento avaliados nas raizes da cv.
IAC91-5155 de cana-de-acucar (Tabela 7; Figuras I, Il, Ill e IV do apéndice), fato que
pode comprometer o desenvolvimento desta cultivar e, portanto, reduzir a
produtividade. Em estudos realizados com cana-de-acucar sob deficiéncia hidrica, por
120 dias, houve significativa reducdo da massa seca das raizes e da densidade das
raizes, conforme a diminuicdo da disponibilidade de agua no solo (BIDOIA, 2005). No
periodo de maximo desenvolvimento da cana-de-acglcar, a deficiéncia hidrica provoca
significativa reducdo na produtividade (ROSENFELD & LEME, 1984). A deficiéncia
hidrica pode ser considerada fator limitante para a produtividade agricola devido ao fato
de causar severos danos no crescimento vegetal, mediante, primordialmente, a
diminuicdo da expanséo celular (TAIZ & ZEIGER, 2004).

No presente trabalho, o estresse hidrico severo (Hz = 40%) provocou acentuada
reducdo na massa seca, na densidade e no didmetro médio das raizes do cv. IAC91-
5155 de cana-de-acgUcar (Tabela 7), indicando maior crescimento de raizes mais finas.
Estes resultados corroboram com os obtidos na literatura em estudos realizados com a
cv. IAC91-5155, que sob estresse hidrico severo também apresentou maior
crescimento de raizes mais finas (QUEIROZ, 2006). As plantas em condicdes de seca
apresentam maior producdo de pélos absorventes (raizes mais finas) para aumentar
absorcao de agua (FARONI, 2004).
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Particularmente na cana-de-acuUcar, o desenvolvimento do sistema radicular
constitui-se um importante aspecto para tolerancia ao estresse hidrico, pois quanto
maior a profundidade maxima das raizes maior o potencial de producéo, dependendo
da distribuicdo das chuvas e da demanda evaporativa durante a estacdo de
crescimento (Van den BERG et al., 2000). Em diferentes estadios de crescimento da
cana-de-acucar submetida a deficiéncia hidrica, em condicbes de campo, houve
significativa diminuicdo da massa seca no estadio vegetativo, conduzindo a redugéo do
crescimento da cultura em 46,3% e 60,8%, sob condicbes de estresse hidrico
moderado e severo, respectivamente (RAMESH, 2000).

As modificagfes fisioldégicas do sistema radicular em plantas de cana-de-agucar
sob estresse hidrico sdo influenciadas pelo estadio vegetativo da cultura, pela
severidade e periodicidade da deficiéncia hidrica e, ainda, pelas caracteristicas
granulométricas do solo, que interferem no conteido de agua disponivel (QUEIROZ,
2006). Assim, a produtividade das plantas, limitada pela a4gua, depende da quantidade
disponivel deste recurso e da eficiéncia de seu uso pelo vegetal (TAIZ & ZEIGER,
2004).

A acidez do solo também influenciou o sistema radicular da cv. IAC91-5155,
entretanto, somente a densidade de raizes evidenciou significativa redugdo, que se
verificou sob 35,11% de acidez do solo (Figura Ill do apéndice). Este resultado pode
inferir que a densidade de raizes € um parametro adequado para avaliar o crescimento
das raizes da cana-de-acgucar, cv. IAC91-5155, sob efeito da acidez do solo.

A densidade evidencia o crescimento em quantidade de raizes, enquanto que o
didmetro evidencia o crescimento mais vigoroso das raizes (raizes mais grossas).
Assim, de acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, verifica-se que a
deficiéncia hidrica é limitante para o crescimento das raizes da cana-de-acgucar, cv. IAC
91-5155, pois causou reducdo em todos os parametros avaliados. Além da restricao
hidrica no solo, o sistema radicular da cana-de-acucar € influenciado pela acidez do
solo, principalmente quanto a toxicidade do aluminio, interferindo no desenvolvimento e
na absorcdo de agua e nutrientes (SOBRAL & GUIMARAES, 1992). Todavia, muitas

cultivares sdo adaptados aos solos acidos e de baixa fertilidade (ROSSETTO et al.,
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2004), haja vista a maioria dos solos destinados a producdo agricola no Brasil
apresentar problemas de acidez e toxicidade por aluminio (MAZZOCATO et. al., 2002).
O desenvolvimento das raizes é tipico de cada variedade ou cultivar, havendo
crescimento radicular acumulativo durante os ciclos da cultura, da cana-planta para as
socas sucessivas, sendo que a morte ou a renovacdo do sistema radicular ndo é
causada pela colheita da cultura e sim pela deficiéncia hidrica, independente da fase de
desenvolvimento (FARONI, 2004). Portanto, no decorrer dos anos pode ser notado que
a producdo da cana-de-agucar é muito dependente da disponibilidade hidrica do solo,
proporcionando elevada variacdo na produtividade (TERAMOTO, 2003).
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Tabela 7. Analise de variancia e teste de Tukey do crescimento de raizes (diametro
médio; densidade e massa seca) de plantas jovens de cana-de-agUcar cv.
IAC91-5155 sob efeito associado da disponibilidade hidrica e da acidez do

solo, por 60 dias (90 DAP). Jaboticabal, SP. 2006-2007.

Causa G.L. Quadrados Médios
da Diametro Densidade Massa seca
Variagéo (mm) (mm cm) (9)
Disponibilidade hidrica (H) 2 376,6398** 1702,8087** 40,0992**
Acidez (A) 2 0,2785" 55,7210* 0,3908"
Interacdo HxA 4 12,3195™ 23,4839™ 0,6923™
Tratamentos 8 100,3893 451,3744 10,4686
Blocos 3 10,4373™ 12,9393 0,1305"™
Residuo 24 4,4878 15,5261 0,6642
CV.% 15,2808 19,7374 23,3900
Tratamentos® Teste de Tukey?
H,=70% 18,5038A 31,6073A 5,0112A
H, =55% 15,4487B 20,4841B 3,9834B
H s = 40% 7,6398C 7,7999C 1,4588C
A1 =55% 13,7291A 22,2867A 3,6928A
A, =33% 13,8322A 18,0300B 3,3819A
Az =23% 14,0289A 19,5746AB 3,3786A
DMS 2,1587 4,0153 0,8305

ns: ndo significativo (P>0,05); *: significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.: coeficiente
de variagdo; D.M.S.: Diferengca Minima Significativa; 1Disponibilidade hidrica: Hy = 70%, H, = 55%,
Hs = 40%. Acidez: A; = 55%, A; = 33%, Az = 23%. “Médias seguidas de mesma letra na vertical

(nos tratamentos) nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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V. CONCLUSOES

v" A reducdo da atividade da redutase do nitrato ocorreu em condi¢cdes moderadas de
acidez e restri¢cdo hidrica associadas a severidade dos estresses.

v O acumulo de prolina livre pode ser considerado indicador fisiologico em plantas
jovens de cana-de-acUcar, cv. IAC91-5155, sob condicdes severas de disponibilidade
hidrica e acidez do solo.

v" A deficiéncia hidrica reduziu o crescimento das raizes.
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Tabela I. Teste de Tukey da atividade da redutase do nitrato em raizes de plantas
jovens de cana-de-aclcar cv. IAC91-5155 sob efeito associado da
disponibilidade hidrica e da acidez do solo, por 60 dias (90 DAP). Jaboticabal,
SP. 2006-2007.

Tratamentos® Teste de Tukey?

H,=70% 0,2669A
H, =55% 0,3153A
Hs=40% 0,3197A
A1 =55% 0,2734B
A,=33% 0,3625A
A3;=23% 0,2660B
DMS 0,0668

D.M.S.: Diferenga Minima Significativa; lDisponibilidade hidrica: H; = 70%, H, = 55%,
Hsz = 40%. Acidez: A; = 55%, A, = 33%, A3z = 23%. 2Médias seguidas de mesma letra
na vertical (nos tratamentos) nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Tabela Il. Desdobramento do teste de Tukey da atividade da redutase do nitrato em
raizes de plantas jovens de cana-de-acucar, cv. IAC91-5155, sob efeito
associado da disponibilidade hidrica e da acidez do solo, por 60 dias (90 DAP).
Jaboticabal, SP. 2006-2007.

Disponibilidade Teste de Tukey da atividade da redutase do nitrato

(ug N-NO, g™* de massa fresca de raizes h™)!

hidrica (H)?
Acidez do solo (A)?
(%) 55% 33% 23%
70 0,2574 aA 0,2814aB 0,2619aA
55 0,2581 bA 0,4565aA 0,2315bA
40 0,3048 aA 0,3498aAB 0,3044aA
DMS 0,1157

D.M.S.: Diferenca Minima Significativa; 'Médias seguidas de mesma letra minGscula na
horizontal e mailscula na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
2Disponibilidade hidrica: Hy = 70%, H, = 55%, Hz = 40%. Acidez: A; = 55%, A, = 33%, A3z =
23%.
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Tabela Ill. Teste de Tukey dos teores de prolina livre em raizes de plantas jovens de
cana-de-acucar cv. IAC91-5155 sob efeito associado da disponibilidade
hidrica e da acidez do solo, por 60 dias (90 DAP). Jaboticabal, SP. 2006-2007.

Tratamentos® Teste de Tukey?

H,;=70% 0,6994A
H, = 55% 0,6854A
Hs =40% 0,7509A
A1 =55% 0,8347A
A, =33% 0,5409B
A3=23% 0,7600A
DMS 0,0774

D.M.S.: Diferenca Minima Significativa; 1Disponibilidade hidrica: H1 = 70%, H, = 55%, Hs =
40%. Acidez: A1 = 55%, A, = 33%, A3z = 23%. “Médias seguidas de mesma letra na vertical
(nos tratamentos) n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Tabela IV. Desdobramento do teste de Tukey dos teores de prolina livre raizes de
plantas jovens de cana-de-acucar, cv. IAC91-5155, sob efeito associado da
disponibilidade hidrica e da acidez do solo, por 60 dias (90 DAP). Jaboticabal,
SP. 2006-2007.

. i Teste de Tukey dos teores de prolina livre
Disponibilidade

hidrica (H)? (umol g de massa fresca de raizes)"

Acidez do solo (A)?

(%) 55% 33% 23%
70 0,6150 bB 0,5216bA 0,9615aA
55 0,8793 aA 0,6143bA 0,5627bC
40 1,0098 aA 0,4869cA 0,7559bB
DMS 0,1341

D.M.S.: Diferenca Minima Significativa; "Médias seguidas de mesma letra mindscula na
horizontal e mailscula na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
2Disponibilidade hidrica: H; = 70%, H, = 55%, Hz = 40%. Acidez: A1 = 55%, A, = 33%, A3z =
23%.
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Figura |. Didametro de raizes de plantas jovens de cana-de-acucar cv. IAC91-5155 sob
efeito da disponibilidade hidrica do solo, apés 60 dias.
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Figura Il. Densidade de raizes de plantas jovens de cana-de-acucar cv. IAC91-5155 sob
efeito da disponibilidade hidrica do solo, apés 60 dias.
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Figura lll. Densidade de raizes de plantas jovens de cana-de-agUcar cv. IAC91-5155
sob efeito da acidez do solo, apés 60 dias.
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Figura IV. Massa seca de raizes de plantas jovens de cana-de-acucar cv. IAC91-5155
sob efeito da disponibilidade hidrica do solo, ap6s 60 dias.
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