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Ontem...

Da minha terra

Te trago da minha terra
O que ela tem de melhor
Um doce de bacuri
Um curié cantador
Trago da minha cidade
Tudo o que la deixei
Dentro do bolso a saudade
E na mala o que sei

E eu sei tdo pouco menina
Desse planeta azul
Sei por exemplo que o norte
Fica pros lados do sul
Sei que o Rio de Janeiro
Desagua em Turiacu
Sei que vocé é pra mim
O que o ar é pro urubu

Te trago da minha terra
O que ela tem de melhor
Tigela de acai
Bumba-meu-boi dancador
Trago da minha cidade
Tudo o que la deixei
Numa das mé&os a vontade
E na outra o que sonhei

E eu sonhei tanto menina
Londres, Estocolmo, Stambul
Sonhei New York, Caracas
Roma, Paris e Seul
Mas hoje o Rio de Janeiro
Ainda é Turiacu
S6 vocé pramim ja é
Leste, Oeste, Norte, Sul

(Nilson Chaves e Jamil Damous)
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ou nadasei...”
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QUANTIFICACAO DA TREALOSE E DA PROLINA LIVRE EM CANA-DE-ACUCAR
SOB EFEITO DA DISPONIBILIDADE HIDRICA DO SOLO

RESUMO - No presente estudo, verificou-se o acumulo da trealose e da prolina
livre e o crescimento inicial de duas cultivares de cana-de-acgucar, IAC91-2195 e IAC91-
5155, sensivel e tolerante ao estresse hidrico, respectivamente. Inicialmente, as mudas
foram cultivadas sem qualquer restricao hidrica. Apds 40 dias, foram transferidas para
vasos com trés niveis de disponibilidade hidrica do solo (DHS): 55% (sem estresse),
40% (estresse moderado) e 25% (estresse severo), mantidos pelo método das
pesagens durante 30 e 60 dias. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso,
com quatro repeticbes, em arranjo fatorial 2x3x2 (cultivares x deficiéncia hidrica x
épocas de crescimento). O experimento foi conduzido em casa de vegetagao
climatizada (29°C e 75% UR). A cultivar IAC91-5155 apresentou maior acumulo de
trealose e de prolina livre nos menores niveis de disponibilidade hidrica do solo,
indicando tolerancia as condigdes de estresse hidrico. Aos 30 dias, sob estresse
hidrico, houve maior acumulo de prolina livre apenas na cv. IAC91-5155. Os
osmoprotetores, trealose e prolina livre, podem ser indicados como marcadores
bioguimico-fisiologicos de tolerancia ao estresse hidrico somente para a cv. IAC91-
5155. A cv. IAC91-5155 pode ser considerada mais tolerante ao estresse hidrico que a
cv. IAC91-2195.

Palavras-Chave: osmoprotetores, Saccharum spp, Poaceae, estresse hidrico,

crescimento inicial
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QUANTIFICATION OF TREHALOSE AND FREE PROLINE IN SUGARCANE UNDER
SOIL WATER DEFICITS

SUMMARY - In this work, the accumulation of trehalose and free proline and the
initial growth were measured in two sugarcane cultivars, IAC91-2591 and IAC91-5155,
sensitive and stress tolerant, respectively. Buds, after 40 days old cultivated in soil with
no water restriction when were transferred to pots and submitted to three soil water
levels: 55% (no stress), 40% (moderate stress) and 25% (severe stress). The
experiment was carried out in greenhouse (29°C and 75% RH). The Weighing Method
was used to control the soil water levels for 30 and 60 days. The experimental design
was randomized blocks with four replicates in 2x3x2 factorial arrangement (cultivars,
water deficit and periods of growth). The cultivar 1AC91-5155 showed higher
accumulation of the trehalose and free proline under water deficiency. The accumulation
of the proline was higher in IAC91-5155 cultivar at 30 days under soil water levels.
Trehalose and free proline could only be considered as biochemical-physiological
markers to soil water deficits in cultivar IAC91-5155. The cultivar IAC91-5155 may be

more tolerant to water stress than IAC91-2195.

Keywords: osmoprotectors, Saccharum spp, Poaceae, water stress, initial growth



1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp) € uma das principais e mais antigas culturas
agricolas do Brasil e, atualmente, ocupa o topo do ranking mundial na produgédo de
acucar e alcool. Também, fornece subprodutos de grande interesse econémico como o
bagaco de cana, utilizado como fonte de energia e celulose e a vinhaga muito usada
como fertilizante e na nutricdo animal.

Como qualquer outro cultivo agricola, a cana-de-agucar tem sua produgao
diretamente influenciada pelos estresses ambientais (MAULE et al., 2001). O aumento
do aquecimento global tem ocasionado a ampliagdo dos periodos de seca,
influenciando de forma direta na disponibilidade de agua do solo em canaviais,
reduzindo, significativamente, os rendimentos destas areas (TERAMOTO, 2003). Como
as regides produtoras estdo alocadas em locais com diferentes variagdes climaticas
(Norte-Nordeste e Centro-Sul), a cana-de-agucar é cultivada em diferentes tipos de
solo, sob influéncia de diversos fatores abidticos peculiares a cada regido, ocasionando,
com isso, diferencas na produtividade vegetal. Assim, o desenvolvimento de cultivares
mais adaptadas as condigdes distintas de manejo e para locais especificos de cultivo, &
de suma importancia na manutencao dos indices de producao e rendimento da lavoura.

A cana-de-agucar vem se destacando produtivamente e ampliando suas
fronteiras agricolas através do uso de cultivares mais adaptadas as distintas regides de
producado, langadas por centros de pesquisas e estacdes experimentais. Entretanto, as
selecbes de gendtipos geralmente sdo realizadas por meio de técnicas do
melhoramento genético classico, baseadas em observagdes de campo.

A demanda por cultivares mais tolerantes a periodos mais severos e mesmo
prolongados de seca tem provocando na comunidade cientifica relevante interesse na
investigagdo dos mecanismos bioquimicos e fisioldgicos, utilizados pelas plantas em
resposta ao estresse hidrico (BARTELS & SUNKAR, 2005). Algumas plantas com maior
desenvolvimento do sistema radicular com consequiente aumento de pélos absorventes,

acumulo de osmoprotetores que provocam o ajustamento osmaético celular, auxiliam as



plantas a tolerar maior severidade de deficiéncia hidrica no solo. Neste caso, o
ajustamento osmatico constitui-se um importante mecanismo de tolerancia a seca, pois
capacita a planta a continuar a expansao celular, favorecendo o crescimento vegetal
(BARTELS & SUNKAR, 2005). Estes compostos atuam como osmoprotetores (solutos
compativeis) e, em alguns casos, como estabilizadores, entre os quais destaca-se o
dissacarideo trealose e o aminoacido prolina.

O acumulo de trealose e prolina livre nos tecidos vegetais € descrito em muitos
estudos como um mecanismo de osmoprotecdo ou osmoregulagdo de genoétipos
tolerantes a seca.

Devido a caréncia de estudos, na literatura pertinente, sobre o ajustamento
osmoético em cana-de-acucar sob estresse hidrico, através do acumulo de trealose e
prolina livre, este estudo teve como objetivos: a) quantificar os teores de trealose e
prolina livre em cana-de-agucar, cv. IAC91-2195 e cv. IAC91-5155, b) identificar a
cultivar mais tolerante a seca, utilizando estes osmoprotetores como marcadores
bioquimico-fisiologicos da caréncia hidrica no solo; c) verificar se existem alteragbes no
acumulo de trealose e/ou prolina livre no crescimento inicial da cana-de-agucar,
especificamente, em duas épocas de crescimento, 30 e 60 dias; d) verificar a
produtividade de ambas cutivares, através de avaliagdes biométricas do crescimento

sob diferentes niveis de estresse hidrico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem e importancia econémica da cultura da cana-de-agucar

A cana-de-agucar tem origem asiatica, presumidamente, nas regides de Nova
Guiné e Indonésia, Sudeste Asiatico (DANIELS & ROACH, 1987). Em territério
brasileiro, a cana-de-agucar passou a ser cultivada a partir de 1522 em Sao Vicente.
Posteriormente, a cultura foi introduzida em Pernambuco, expandindo-se para outras
regides. Nesta época ja se atingia importantes indices de exportacdo do produto,
desempenhando notdria fungdo na evolugao histérica do Brasil sob o aspecto infra-
estrutural e sécioecondmico (BASTOS, 1987). Desde os tempos do Brasil Colénia a
cultura vem se destacando no setor agricola, devido a condigdo climatica tropical do
pais ser favoravel a formacgéo de grandes latifundios monocultores, que se conservaram
nos séculos XVI e XVII, consolidando a colonizagcdo brasileira e sustentando a
economia do pais. No século XIX e inicio do XX, o cultivo da cana-de-agucar perdeu
importancia no cenario econémico do pais, com o fortalecimento da cultura do café e
também devido a concorréncia do agucar produzido pelo mercado externo (MARQUES
et al., 2001; UNICA, 2004). A partir da década de 20, o pais comegou a utilizar o alcool
como combustivel em automodveis, sendo precursor e difusor desta finalidade. Com a
criacdo do Proalcool, em meados da década de 70, houve incentivo governamental a
produgao de alcool combustivel devido a crise do petrdleo. Apesar da mitigacao destes
incentivos durante os anos 90, a producao de etanol se manteve, pois o alcool etilico
anidro carburante passou a ser misturado a gasolina, proporcionando aumento
gradativo da produgcao deste produto, compensando a queda no consumo de alcool
hidratado. Os avancgos tecnolégicos continuaram e o Brasil detém, hoje, a supremacia
na geracao e difusdo de tecnologias da cadeia agucar/alcool de cana-de-agucar
(NEGRAO & URBAN, 2005).

Atualmente, a cana-de-agucar € uma das mais importantes culturas agricolas do

pais e do mundo, pois € uma das melhores opgbes de fonte de energia renovavel



(MAULE et al., 2001), sendo o Brasil o maior produtor mundial de cana-de-agucar, e
dos derivados, agucar e alcool, onde pouco mais de um terco da cana cultivada no
mundo estd em solo brasileiro (CANAOESTE, 2006). Em menos de 1% das areas
agricultaveis do Brasil sdo cultivados cerca de 5 milhdes de hectares da cultura
(AGRIANUAL, 2005), equivalendo a 19% da area do Reino Unido, 8% da Franga e no
Brasil correspondo a duas vezes a area do Estado do Piaui (UNICA, 2004).

O setor sucroalcooleiro resulta ao pais cerca de 10 bilhdes de délares por ano e
um milhdo de empregos diretos (RODRIGUES, 2004). Além dos beneficios socio-
econdmicos, existe a importdncia ambiental, pois o0 setor € um dos pioneiros ao
associar suas atividades ao Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL) para reduzir
as emissoes de gases de efeito estufa na atmosfera (PINAZZA & ALIMANDRO, 2003).
Ressalta-se que o “sistema cana”, sequestra 20% de todas as emissdes de CO; do
setor petroleiro, e derivados do Brasil (NEGRAO & URBAN, 2005).

O mercado externo tem aumentado seu interesse em produtos e subprodutos
oriundos da cana-de-agucar (PINAZZA & ALIMANDRO, 2003). Os canaviais podem
crescer em até 800 mil hectares em sete anos, caso o mercado seja ampliado
(AGRIVET NEWS, 2003). Os precos do agucar no mercado internacional em 2000 e
2001 foram suficientes para o crescimento da area plantada em 138 mil hectares (de
4,59 milhdes de ha para 4,728 milhdes de ha), saltando nos anos de 2002 e 2003 para
4,96 milhdes de hectares, com producao de 326,75 milhdes de toneladas. Para a safra
de 2003/2004 a area ultrapassou 5 milhdes de hectares com uma producao estimada
de 356,85 milhdes de toneladas de cana-de-agucar (AGRIVET NEWS, 2003). Na safra
2005/2006, foi estimada producdo maxima de 397 milhdes de toneladas, com aumento,
aproximado, de 6% comparado com a de 2004/2005 que apresentou 386,22 milhdes de
toneladas (REVISTA ALCOOLBRAS, 2005a).

As regides produtoras de cana-de-agucar estdo distribuidas nas regides do
Centro-Sul e Norte-Nordeste, o que permite dois periodos de safras (MAULE et al.,
2001). No entanto, a maior area de cultivo se concentra na regiao sudeste, onde Sao
Paulo se destaca como maior produtor, detendo, aproximadamente, 60% de toda

produgao brasileira. Estima-se que o Centro-Sul foi responsavel por 71% de toda a



produgao de cana-de-agucar na safra 2005/2006 (UNICA, 2006). A area plantada com
cana-de-agucar cresceu 72,9% em 86 municipios das regides Centro, Norte e Nordeste
de Sao Paulo, e aumentou de 10,58 mil para 18,29 mil quadrados no periodo de 15
anos (1988 a 2003). A cana-de-agucar ja ocupa 3,45 milhdes dos 18 milhdes de
hectares que o Estado possui de area agricultavel (REVISTA ALCOOLBRAS, 2005b).

2.2. A cultura da cana-de-agucar

A cana-de-agucar pertence a uma das maiores familias de angiospermas, a
Poaceae, a qual inclui espécies importantes na alimentagcdo humana (SOUZA et al.,
2005). A principal espécie cultivada era a Saccharum officinarum L., mas os genotipos
desta espécie passaram a ter problemas de adaptacédo ecoldgica e susceptibilidade a
pragas agricolas, provocando severos danos a produtividade agricola (TERAMOTO,
2003). Dessa forma, muitos centros de pesquisa e ensino langaram hibridos, através de
programas de melhoramento genético, mais resistentes as fitossanidades e mais
adaptados as diversas condicbes ambientais, favorecendo a expansao da cultura pelo
Brasil e o mundo (MATSUOKA et al., 1999).

Atualmente, os plantios comerciais (MATSUOKA et al.,, 1999) sao formados a
partir do uso de hibridos provenientes de cruzamento interespecifico de espécies do
género Saccharum (S. officinarum, S. sinensi, S. barberi, S. spontaneum, S. robustum).
As cultivares langadas por programas de melhoramento genético séo originadas de
cruzamentos entre diversos hibridos oriundos de cole¢des de banco de germoplasma
das instituicdes de pesquisa. A selecdo é realizada através de varios ensaios de
competicdo e desempenho destes materiais genéticos (LANDELL, 2003).

A cana-de-agucar por ser uma cultura semiperene, sofre influéncia das variagbes
climaticas durante o ano inteiro, o que pode interferir na produgdo, maturagcdo 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 durante a fase de maturagdo e colheita
(ALFONSI et al.,1987).



O ciclo vegetativo da cana-de-agucar pode ser dividido em quatro estadios: o
primeiro estadio caracteriza-se pela brotagdo e emergéncia da gema. No segundo
estadio ocorre o perflhamento e o estabelecimento da arquitetura foliar. O estadio
subsequente é caracterizado pelo crescimento da planta e, o quarto e ultimo estadio da-
se quando os colmos estdo no ponto de colheita (FAUCONIER & BASSEREAU, 1975).

Os fatores ambientais que mais influenciam na produtividade da cultura sao:
quantidade de agua disponivel no solo, luminosidade e temperatura. Para a cana-de-
agucar, a disponibilidade de agua no solo é importante no estadio vegetativo para
estabelecimento da cultura (RAMESH, 2000). A luminosidade (intensidade e qualidade)
exerce influéncia no crescimento vegetativo e na maturagao, pois estabelece correlagao
direta com a sintese, translocagao e acumulo de carboidratos das folhas para o colmo
(MARQUES et al., 2001). E uma cultura adaptada plenamente a climas tropicais, quente
e umido, com temperatura entre 19°C a 32°C (MARQUES et al., 2001). Entretanto, para
FAUCONIER & BASSEREAU (1975), o crescimento da cana-de-agucar € 6timo no
intervalo de temperatura entre 30°C e 34°C, lento abaixo de 25°C e acima de 35°C,
sendo praticamente nulo acima de 38°C. Os atributos edaficos satisfatérios as
exigéncias da cana-de-agucar sdo: solos arejados, profundos, boa fertilidade e pH
variando de 5,0 a 6,5 (RAIJ et al., 1997, MARQUES et al., 2001).

No Brasil, a cana-de-agucar tem sido cultivada em escala comercial em todas as
regides, resultando numa extrema diversidade de unidades edafoclimaticas
(AGRIANUAL, 2005), ocasionado variabilidade na adaptacdo dos cultivares nas

diversas regides de cultivo de cana-de-agucar.

2.2.1. Cultivares utilizadas no estudo: IAC91-2195 e IAC91-5155

A cultivar 1AC91-2195 (RB785148 x ?) destaca-se por apresentar precocidade,
boa produtividade em cana-planta e socas, e baixo indice de queda de produtividade ao
longo dos cortes, conferindo uma expectativa favoravel longevidade aos canaviais
quando colhidos no outono (inicio de safra). Apresenta alto teor de sacarose, maturagao

precoce, baixo teor de fibra, adequada para colheita nos meses de abril a julho. Baixo



indice de queda de produtividade, conferindo favoravel longevidade ao canavial. As
principais regides de adaptagcdo sdo: Ribeirdo Preto, Jau, Piracicaba, Mococa e
Pindorama, enquanto que nas condi¢cdes climaticas dos Estados de Goias e Minas
Gerais apresentaram baixo desempenho produtivo (LANDELL et al., 2004). Esta cultivar
possui média exigéncia em fertilidade do solo, é resistente a ferrugem, a escaldadura,
ao carvao e, moderadamente, a broca.

A cultivar IAC91-5155 (SP80-3212 x ?) foi selecionada na regido de Pindorama
(Nordeste paulista), onde predominam solos caracterizados como argissolos. Destaca-
se pela rusticidade, alta produtividade de soqueira e rapido crescimento inicial. O
periodo de utilidade industrial (PUI) é longo. E adaptada a ambientes menos favoraveis.
Apresenta alta tolerancia a seca, bem como a solos de menor fertilidade, sendo
indicada como uma boa opgéo para tais regides de produgdo. Boa produgédo na cana-
planta e alta nas soqueiras, alto teor de sacarose, teor baixo de fibra. Adequada para
colheita no periodo compreendido entre maio a outubro. Quanto aos aspectos
fitossanitarios, € sensivel a ferrugem, resistente ao carvdo e a escaldadura e boa
resisténcia a broca (LANDELL et al., 2004).

2.3. Disponibilidade hidrica do solo e a produtividade da cana-de-acucar

O crescimento populacional aliado a continua degradagéo de areas agricultaveis,
escassez de agua e mudangas climaticas ameagam a produgdo agricola mundial
(GARG et al.,, 2002a). A seca é um dos fatores abidticos que mais determinam a
produtividade e distribuicdo de um vegetal, e tem influéncia negativa em mais de 10 %
das areas agricolas do globo terrestre (BARTELS & SUNKAR, 2005), principalmente
em lavouras de espécies economicamente importantes como arroz, milho, trigo, cana-
de-agucar, que sao a base da alimentagdo humana (GARG et al., 2002b).

Embora sendo uma planta de metabolismo fotossintético C4, a qual minimiza a
transpiragdo (utiliza mais eficientemente a agua) para maximizar a fotossintese, a

demanda por agua é elevada durante o estadio vegetativo, de crescimento vigoroso, de



expansao celular, sendo necessarias 250 partes de agua para formar uma parte de
massa seca de cana-de-agucar (DILLEWIJN, 1952).

Os problemas suscitados pela diminuicdo da disponibilidade hidrica do solo sao
comuns nos canaviais (MAULE et al.,, 2001; TERAMOTO, 2003). Estudando-se a
resposta da cana-de-agucar a seca em diferentes épocas de crescimento da cultura,
verificou-se que no estadio vegetativo € manifestada maior sensibilidade a esta
condigdo, influenciando negativamente a fase de maturacao (RAMESH, 2000).

Nas regides produtoras de cana-de-agucar brasileiras, observa-se, nos ultimos
anos, a redugdo nas quantidades de chuva, aumentando a freqiéncia de “veranicos”
(DIAS, 1999), o que influenciou negativamente na safra de 2005/2006 determinando
quebras de produgcdo em todas as regidbes produtoras do Brasil (REVISTA
ALCOOLBRAS, 2005b). A produgao nacional de cana-de-agucar na safra 2005/2006
alcangara maxima de 397 milhdes de toneladas, isto é, diminuicdo de 1,81% na
previsdo que era de 404,3 milhdes de toneladas (REVISTA ALCOOLBRAS, 2005b). Na
regido Centro-Sul, apesar da seca, houve um aumento de 6% da produgédo no ano-safra
de 2005/2006, menor que a estimada pelo setor. Quanto ao segmento sucroalcooleiro
nordestino, estima-se que a produgédo alcangara cerca de 48 milhdes de toneladas,
15,7% menos que o ano-safra de 2004/2005 (PAES, 2006). Estes “veranicos” trazem
maiores prejuizos quando ocorrem no estadio de desenvolvimento vegetativo da planta,

periodo de maior necessidade de agua (DIAS, 1999).

2.4. Mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico

O estresse desempenha importante fungao na determinacédo de como o solo € o
clima limitam a distribuicdo de espécies vegetais. O estresse € medido em relagdo a
sobrevivéncia da planta, produtividade agricola, crescimento (acumulo de massa seca),
processo primario de assimilagdo (absor¢do de CO, e de minerais), que estao
relacionados ao crescimento e desenvolvimento vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Dentre os mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico, variagdes das

respostas fisiologicas, bioquimicas, bem como estratégias de crescimento tém sido



comparadas e discutidas em relacdo a caracteristicas de tolerancia de plantas a
deficiéncia hidrica no solo (GRIFFITHS & PARRY, 2002; STRECK, 2004; BARTELS &
SUNKAR, 2005). O grau de tolerancia de uma espécie ou cultivar pode ser determinado
através da capacidade de acumular solutos compativeis e eficiéncia com que essa
planta altera os padrdes crescimento e de alocacdo de massa seca (BARTELS &
SUNKAR, 2005).

O estudo de cultivares de cana-de-agucar em condigdes de estresse hidrico ja foi
descrito em alguns trabalhos (BRINHOLI, 1975; RINCONES, 1997; BIDOIA et al., 2006)
e foram verificadas diferengas quanto ao grau de tolerancia a seca em cultivares. Estas
diferengas dependem da severidade e da duragao do estresse, do gendtipo, do estadio
vegetativo e da natureza do estresse (BRAY et al., 2001; NEPOMUCENO et al., 2001).
Assim, tornam-se necessarios estudos sobre a interacdo e sobreposicdo de
mecanismos de tolerancia, tanto do ponto de vista fisioldgico quanto bioquimico, para a
identificacdo e a caracterizagdo de gendtipos tolerantes a seca (DURAES et al., 2004b).
A elucidacido destes mecanismos facilitara, por certo, o processo de desenvolvimento
de novos materiais genéticos, além de contribuir para o desenvolvimento de técnicas de
selegao que podem reduzir o tempo e o trabalho para avaliagdo de fontes genéticas de

tolerancia a estresses abidticos de seca (DURAES et al., 2004b).

2.4.1. Ajustamento osmético: acumulo de trealose e prolina livre

A habilidade de algumas espécies ou gendtipos de ajustar osmoticamente suas
células em condi¢cdes de estresse hidrico € uma resposta bioquimica-fisiolégica que
indica a capacidade destes organismos em aumentar a tolerancia a periodos curtos de
seca (NEPOMUCENGO, et al., 2001).

A capacidade de acumulo de solutos compativeis € uma resposta comum em
organismos sob condigbes adversas, e vem sendo investigada, nos ultimos anos, em
plantas (EI-BASHITI et al., 2005; HONGBO et al., 2006). Os vegetais superiores em
condicbes de seca acumulam acgucares, prolina livre, acidos organicos, ions, entre
outros solutos (BARTELS & SUNKAR, 2005). Estes solutos compativeis sdo moléculas
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ou ions atoxicos que ndo interferem no metabolismo e se acumulam predominamente
no citoplasma, onde tém fungdo de manter a turgescéncia celular, além de estabilizar
proteinas e estruturas celulares nas condigdes subdétimas dos fatores ambientais (BRAY
et al., 2001; BARTELS & SUNKAR, 2005).

Muitos trabalhos evidenciam que o acumulo da trealose e da prolina livre
constitui-se em um critério para estudos de tolerdncia a seca, sendo estes
osmoprotetores utilizados como indicadores bioquimico-fisiologicos de estresse hidrico
(GARG et al., 2002a; GARG et al., 2002b; EI-BASHITI et al., 2005; YAMADA et al.,
2005; BIDOIA et al., 2006; HONGBO et al., 2006; MARIN et al., 2006).

2.4.1.1. Trealose

A trealose dissacarideo nao redutor, soluvel, € composto de duas moléculas de
glicose (a-D-glicopiranosil-[1,1]-a-D-glicopiranosideo). Este carboidrato é is6mero
quimico de outros dois dissacarideos amplamente encontrados em plantas, a sacarose
(a-D-glicose-[1,2]-B-D-frutose) e a maltose (a-D-glicose-[1,4]-a-D-glicose). Eles tém a
mesma formula quimica (C12H22014), entretanto, diferentes estruturas (PATIST &
ZOERB, 2005). Além destes isdmeros, existem trés outros isdbmeros do dissacarideo
trealose: a,a-trealose, a,B-trealose e [,p-trealose. Destes, apenas o a,o-trealose é
encontrado endogenamente em plantas (EI-BASHITI et al., 2005). Apesar da
biossintese deste composto ser similar ao da sacarose, evolutivamente, a origem da
trealose é mais antiga, devido a sua presenga em todos os reinos (GODDIJN & DUN,
1999). A rota metabdlica (Figura 1) foi descoberta em fungos por CABIB & LELOIR
(1958), sendo, posteriormente, verificada a semelhanga a biossintese e ao catabolismo
em vegetais (GODDIJN & DUN, 1999; MULLER et al., 1999). A trealose tem origem das
moléculas de UDP-glicose e glicose-6-fosfato que envolvem a transferéncia do residuo
D-glicose do nucleotideo UDP-glicose para glicose-6-fosfato, acoplando-as através da
enzima trealose-6-fosfato sintase (TPS) [EC 2.4.1.15], resultando a molécula trealose-6-
fosfato, a qual é desfosforilada em trealose através da enzima trealose-6-fosfato
fosfatase (TPP) [EC 3.1.3.12] (CABIB & LELOIR, 1958). A trealose € catabolisada nos
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vegetais através da enzima trealase [EC 3.2.1.28] que hidrolisa a ligagcéo glicosidica
a(1-1) produzindo duas moléculas de glicose (GODDIJN & DUN, 1999).

UDP-Gle TPS TPP trealase
+ — P Trealose-6-P ———» Trealose —» 3lc

Glc-6-P

Figura 1. Biossintese e degradagao da trealose (CABIB & LELOIR, 1958).

Para explicar as propriedades protetoras da molécula de trealose, ha modelos
que elucidam o efeito de protecdo da trealose na membrana da célula durante os
processos de desidratagao-hidratagdo. O modelo mais aceito é o proposto por CROWE
et al. (1984), pelo qual a trealose interage com os grupos polares dos fosfolipidios na
membrana celular. A trealose substitui a agua perdida em condigbes de estresse
hidrico, ligando-se as extremidades polares dos fosfolipidios. Com a ligagcédo da trealose
a membrana, ndo ocorre alteracdo do espagamento entre os fosfolipidios, evitando
assim as separagdes laterais dos componentes da membrana que interferem
negativamente no complexo mosaico fluido. Com a substituicdo das moléculas de agua
pela trealose ndo ha passagem da fase fluida para a fase gel da membrana, mantendo-
se a integridade e a fluidez da membrana, e assim, a viabilidade celular (WINGLER,
2002; PATIST & ZOERB, 2005). Além disso, a trealose apresenta estabilidade a
elevadas temperaturas e baixo pH (WINGLER, 2002).

Nos vegetais a trealose foi, primeiramente, quantificada na pteriddfita Selaginella
lepdophylla e, subsequentemente, foi constatada a ocorréncia em outros vegetais
inferiores, onde os teores deste dissacarideo aumentaram cerca de 20%, possibilitando
a protegcdo das estruturas celulares e componentes de desnaturacdo (GODDIJN &
SMEEKENS, 1998).

Em vegetais superiores, alguns estudos tém elucidado o acumulo de trealose,
embora em alguns casos, as técnicas utilizadas para a identificacdo deste osmoprotetor
perdem em seletividade, impossibilitando a deteccdo da trealose ou, as vezes, a

presenca deste dissacarideo é mascarada devido a contaminagcdo microbiolégica
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(WINGLER, 2002). Para maioria das plantas é evidente que as quantidades de trealose
acumuladas ndo sao facilmente detectaveis, por serem valores bem inferiores
comparados aos encontrados em fungos, que possuem biossintese semelhante
(NEVES et al., 1994). Por exemplo, a maior quantidade de trealose encontrada em
vegetais ocorreu na espécie S. lepdophylla, que apresentou 10 mg g~ de massa fresca
(GARG et al., 2002b). A trealose também foi detectada em plantas de ecossistema de
deserto, evidenciando altos niveis deste carboidrato em algumas espécies da familia
Poaceae, indicando-a como atributo a aquisicdo de tolerancia a dessecacgao
(ITURRIAGA et al., 2000).

Em varias plantas de interesse econdémico, detectou-se acumulo de trealose em
condi¢cbes de estresse hidrico. Verificou-se em arroz, milho, trigo, sorgo, Arabidopsis,
fumo e cana-de-acucar, que as quantidades de trealose diferiram entre as espécies
quando submetidas a seca, tendo a cana-de-agucar a maior quantidade acumulada,
aproximadamente 0,15 mg g~ de massa fresca (GARG et al., 2002a). Neste estudo, foi
evidenciado que a trealose pode ser utilizada como indicador bioquimico de estresse
hidrico em cana-de-agucar. Em cultivares de trigo, em condigdes de estresses
abidticos, foi verificado o acumulo de trealose tanto em tecidos foliares quanto
radiculares, sendo o incremento deste dissacarideo significativo em condi¢gdes de seca
e distinto entre as cultivares (EI-BASHITI et al., 2005).

A determinacdo da trealose foi realizada por muitos anos através de meios
colorimétricos, particularmente, o procedimento baseado na reagdo antrona, entretanto,
este método é sujeito a interferentes, os quais poderiam reagir com a antrona,
produzindo resultados sem confiabilidade e pouco precisos (FERREIRA et al., 1997).
Nos ultimos anos, alguns grupos de pesquisadores tém descritos novos métodos para
determinagéo da trealose por meios hidroliticos mais especificos, através da utilizagdo
de diferentes preparagcbes da enzima trealase e subsequente determinagao da glicose
formada pela reagao glicose oxidase-peroxidase (NEVES et al., 1994; FERREIRA et al.,
1997; ITURRIAGA et al., 2000).

Os meétodos cromatograficos baseados no HPLC (“High Performance Liquid

Chromatography”) tém sido aplicados, também, para quantificagdo da trealose
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(FERREIRA et al., 1997). O HPLC é o mais utilizado para quantificacao da trealose em
plantas (GARG et al., 2002a; EI-BASHITI et al., 2005), apesar de ser de custo
relativamente elevado e da dificil manipulagao, a escolha do HPLC seja, talvez, devido
ao fato de existir nas plantas quantidades diminutas de trealose, sendo necessaria uma
maior sensibilidade do método. Dessa forma, € necessario que se testem métodos
alternativos que utilizem equipamentos facilmente encontrados em laboratérios, sem

comprometer a confiabilidade dos resultados.

2.4.1.2. Prolinalivre

A prolina livre é classificada como um “a — iminoacido”, pois seu grupo amino
esta 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 e outra via ornitina (KAVI KISHOR et al., 2005). A principal diferenca
entre as duas vias esta na acetilagao dos intermediarios em uma delas. Pela via direta
(dependente de glutamato), apds a formagao do glutamato semi-aldeido, a molécula se
transforma em uma estrutura ciclica (A’-pirrolina-5-carboxilato), precursor da prolina. A
estrutura ciclica € formada pela reagao intra-molecular (ndo-enzimatica) dos grupos
aminos e aldeido do glutamato-semi-aldeido. Na via dos derivados acetilados
(dependente de ornitina), a presenga dos grupos acetil ligado ao grupo 2-amino impede
essa reacgao interna, e uma estrutura aberta, a orinitina, é formada. A ornitina pode
ainda levar a formagao da estrutura ciclica da prolina, apés perda do grupo amino por
transaminacdo (SODEK, 2004). Embora as duas vias de biossintese de prolina livre
sejam igualmente importantes em condigdes normais, existem evidéncias que
favorecem a via direta do glutamato (sem acetilagdo) em condi¢des de estresse hidrico
(SODEK, 2004; BARTELS & SUNKAR, 2005; YAMADA et al., 2005).

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

promovida pelo incremento de metabdlicos como poliaminas, aménia, arginina, ornitina,
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glutamina, glutamato (SILVEIRA et al., 2002). Varias fun¢des s&o propostas a este
acumulo: ajustamento osmatico, reserva de carbono e nitrogénio utilizada no
crescimento para restabelecimento apds estresse, desintoxicacdo do excesso de
amoénia, estabilizador de proteinas e membranas e eliminadores de radicais livres
(SILVEIRA et al., 2002; KAVI KISHOR et al., 2005). Adicionalmente, existem evidéncias
de que a biossintese desse aminoacido poderia estar também associada a regulagcéo
do pH citosodlico ou mediagdo 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 como fonte acessivel de energia, onde
uma unica molécula oxidada é capaz de produzir 30 ATP (KAVI KISHOR et al., 2005).

O acumulo de prolina livre em condi¢des de estresse tem sido estudado por mais
de 45 anos (KAVI KISHOR et al., 2005). Dentre os solutos compativeis, a prolina é
aquele que € mais pesquisado nas respostas de vegetais superiores a estresses
abioticos (MALINOWSKI & BELESKY, 2000; NEPOMUCENO et al, 2001; KAVI
KISHOR et al.,, 2005). Em muitos trabalhos, tém sido relatada a correlacdo do
incremento de prolina livre na caracterizagao de gendtipos tolerantes a seca (FUMIS &
PEDRAS, 2002; YAMADA et al.,, 2005; HONGBO et al.,, 2006). Nos estudos de
genadtipos de cana-de-agucar em diferentes niveis de disponibilidade hidrica do solo,
verifica-se maiores quantidades deste osmodlito em cultivares mais tolerantes sob os
menores niveis de 4gua no solo (RINCONES, 1997; BIDOIA et al., 2006).

2.4.2. Crescimento vegetal e estresse hidrico

As plantas sob condicbes adversas alteram seu crescimento e padrbes de
alocacao de massa seca. A habilidade do vegetal em se desenvolver em ambiente com
restricdo hidrica no solo pode ser determinada através da eficiéncia com que a planta
ajusta o seu comportamento bioquimico e fisiolégico, visando a maximizar a aquisicao
de carbono (LARCHER, 2000; TAIZ & ZEIGER, 2004). A avaliagao das alteragdes do
crescimento tem grande aceitagao na investigagao das respostas fisioldgicas de cultivos
agricolas em condigdes de estresse hidrico (BORRELL et al., 2000a,b; RAMESH, 2000;
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BARBOSA, 2005). Alguns autores consideram este tipo de avaliagdo como “método-
padrao” para mensurar a produtividade biolégica de uma cultura, permitindo o estudo de
diferentes genodtipos em distintos ambientes de produgédo (RAMESH, 2000; OLIVEIRA
et al., 2005).

O crescimento resulta da interagdo de processos como expansao e alongamento
celular, absorgdo e transporte de ions, fotossintese, nutricdo mineral e hormbnios do
crescimento vegetal, e.g., auxina, giberelinas e citocininas (BUCHANAN et al., 2001;
KERBAUY, 2004; TAIZ & ZEIGER, 2004).

O crescimento celular que tem dois componentes, divisdo e alongamento celular,
€ um dos processos da planta mais sensivel a deficiéncia hidrica, e é, normalmente,
reduzido mesmo antes da fotossintese ou condutancia estomatica (DURAES et al.,
2004a). Com a diminuigdo da disponibilidade hidrica do solo, ocorre uma redug¢ao do
alongamento celular, e consequentemente, no consumo de carbono e energia, sendo
uma maior proporcao de fotoassimilados distribuida ao sistema radicular, diminuindo
dessa forma a razao parte aérea/raiz das plantas, provavelmente, porque em condigdes
de deficiéncia hidrica o sistema radicular tende a se desenvolver até que sua
necessidade em fotoassimilados seja igual a quantidade que € produzida na parte
aérea (TAIZ & ZEIGER, 2004). A extensdo do sistema radicular (profundidade e
distribui¢ao lateral) depende, especialmente, das caracteristicas fisico-quimicas do solo
e do conteudo de agua disponivel (AIKEN & SMUCKER, 1996). A alocagédo de
fotoassimilados € a distribuicdo do crescimento dentro da planta, em érgdos aéreos e
subterraneos (DURAES et al., 2004a).

O crescimento foliar permite a planta incrementar sua capacidade fotossintética,
enquanto o crescimento da raiz permite as plantas adicionais exploragdes do solo por
agua e nutrientes. Assim, estes 6rgaos estdo em competicdo entre si pela demanda e
assimilados fotossintéticos (DURAES et al., 2004a). Em condicdes de estresse hidrico
severo ha um decréscimo na expansao foliar e, consequientemente, na emergéncia de
folhas em cultivares mais sensiveis ao estresse (BORRELL et al., 2000a), bem como na
massa seca das folhas, decrescendo, consideravelmente, de acordo com a severidade
da seca (BORRELL et al., 2000Db).
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As plantas tendem a diminuir o crescimento sob condi¢cdes de caréncia hidrica no
solo, ou seja, ocorre significativa redugdo do acumulo de massa seca. Todavia, a
adaptacdo a seca nos vegetais, pode estar relacionada a sintese de solutos
compativeis (osmoprotetores) para a osmorregulagéo e/ou protegdo de macromoléculas
que induz a manutengao da integridade das membranas (BARTELS & SUNKAR, 2005).
Inclusive, o acumulo de massa seca permite avaliar e diferenciar a dindmica da
capacidade de produtiva de cultivares de cana-de-agucar (BARBOSA, 2005). Devido a
importancia da cultura de cana-de-agucar nos diferentes setores da industria brasileira,
as respostas a seca sado de fundamental importancia para identificar cultivares
tolerantes ao estresse hidrico. Caracteristicamente, cultivares com distintos graus de
tolerancia a restricdo hidrica sado consequéncias das diferencas quantitativas e
qualitativas das alteragbes bioquimicas e fisioldgicas, capacitando-as a sobrevivéncia

em periodos de seca.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Instalac&o e conducéao experimental

No presente estudo, utilizou-se duas cultivares de cana-de-agucar, uma sensivel,
cv. IAC91-2195 (C4) e outra tolerante, cv. IAC91-5155 (C;) a seca, assim classificadas
por LANDELL et al. (2004). As gemas foram provenientes de canavial de 3° corte com
idade de nove meses, situado na Estagcdo Experimental da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios — APTA, localizada no municipio de Jau, SP. Os toletes
foram coletados em 24 de agosto de 2005 e cada tolete, em média, tinha 5 cm,
contendo uma gema cada. Apos 24 horas da realizagédo da coleta, foram plantados em
recipientes com capacidade de 200 cm®, no mesmo solo coletado para o experimento.
As mudas foram mantidas durante 40 dias sem restricao hidrica até serem transferidas
para vasos de 12.000 cm®.

Apés a transferéncia, as plantas foram cultivadas em trés niveis de
disponibilidade hidrica do solo, 55% (DH4), 40% (DH;) e 25% (DHs;) de poros
preenchidos de agua, durante 60 dias, sendo este periodo subdividido em duas épocas
que foram as duas épocas iniciais de crescimento, E4 e E,, constituindo-se das idades
de 70 dias (E4) e 100 dias (E>), incluidas no primeiro estadio da cana-planta (180 dias).
Este critério foi adotado devido ao primeiro estadio da cana-planta, isto €&, inicio de
desenvolvimento e perfilhamento, se encerrar aos 180 dias (Shaw & Innes, 1965
citados por ROSENFELD & LEME, 1984), além das plantas de cana-planta neste
estadio encontrarem-se mais suscetiveis ao estresse hidrico (ROSENFELD & LEME,
1984).

As plantas foram cultivadas em terra fina seca ao ar (peneira n° 16), oriunda de
solo classificado como Latossolo Vermelho-Escuro distréfico (ANDRIOLI &
CENTURION, 1999; PRADO, 2003), localizado nas proximidades do aeroporto, no
Campus da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual

Paulista — FCAV/Unesp. O solo foi coletado na profundidade de 0-20 cm, e submetido a
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analise quimica e granulométrica (RAIJ & QUAGGIO, 1983) e densidade de particula
(EMBRAPA, 1997). Analise quimica e granulométrica do solo utilizado esta apresentada

na Tabela 1.

Tabela 1. Andlise quimica e granulométrica do solo-Latossolo Vermelho-Escuro distrofico,
localizado nas proximidades do aeroporto, no Campus da Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (FCAV/Unesp),
Jaboticabal (SP), em julho de 2005.

Analise Quimica Analise Granulométrica
P -3 -1 Classe
Solo pH M.O resina mmol dm \Y, g kg Textural

(cm) CaCl, gdm® mgdm® K Ca Mg H+Al Al SB T % Argila Silte Areia

0-20 49 13 5 26 20 10 31 1 326 636 51 300 50 650 Média

M.O.: Matéria Organica; S.B: Soma de Bases; T: Capacidade de Troca de Cations; V: Saturagao por Bases.

Para o estudo da disponibilidade hidrica do solo descritos, foram considerados
trés tratamentos: 55% (DH1), 40% (DH) e 25% (DHs;) dos poros preenchidos com agua.
Primeiramente, para a determinagdo destes tratamentos, os calculos foram
fundamentados na densidade de massa e porosidade de acordo com as formulas
descritas abaixo (KLAR et al.,, 1966). Tais tratamentos foram baseados tanto nas
Regras Brasileiras para Analise de Sementes, que indicam estes percentuais para
espécies de gramineas (BRASIL, 1992) como nos resultados apresentados por BIDOIA
(2005).

(a) Densidade de massa:

% :$

sendo:

dp = densidade aparente do solo;

Ms = massa do solo seco (a 65 + 5°C)

V = volume de solo.
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(b) Porosidade total:

f=(1-3)/0
sendo:
f = porosidade total;
dp = densidade aparente do solo;

ds = densidade de particula

A densidade de particula foi de 2,73 g cm™, valor este especifico para esse
solo, bem como para o perfil em que foi coletado. Para o calculo da média da densidade
aparente do solo (g cm'3) foram utilizadas oito repeticbes, sendo que em quatro,
simulou-se leve compactag¢ao do solo para se ter um valor mais aproximado das reais
caracteristicas do solo utilizado no experimento, uma vez que os vasos eram pesados
diariamente. O valor médio calculado foi de 1,44 + 0,38 g cm™.

A porosidade total do solo em volume de 12.000 cm® foi de 47,25%,
correspondendo a um volume total de 5.670 cm?® (quantidade de agua para preencher
todos os poros do solo). Foram efetuados trés tratamentos de DHS, que consistiram em
preencher com agua 55 % (DHS+= sem estresse), 40 % (DHS,= estresse moderado) e
25 % (DHS3= estresse severo) dos poros totais, sendo os seguintes valores para
quantidade de agua: DHS;= 3.066 cm®, DHS,= 2.215 cm® e DHS3= 1.365 cm®.

O controle dos niveis de agua no solo foi realizado pelo método das pesagens a
partir do monitoramento diario da massa dos vasos, utilizando-se balanc¢a digital com
capacidade maxima de 25 kg e precisao de 0,005 kg (COGO & GUERRA, 1978),
realizando-se, nessas ocasidoes, a complementagdo da agua, de modo a manter a
umidade no nivel concernente a cada tratamento de acordo com metodologia de
MARIN (2003) modificada. Assim, em cada rega, a corregdo da umidade do solo foi
feita com base na diferenga entre a massa atual do sistema (planta+vaso+solo) e a

massa prefixada para cada tratamento. Assumindo-se que a agua da torneira
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apresentou relagcédo peso/volume de 1:1, a rega foi realizada de modo a complementar a
agua evapotranspirada em termos de volume (mL).

A conducao do experimento foi realizada em ambiente semi controlado, em
casa de vegetacdo climatizada, localizada na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (FCAV/Unesp), municipio de
Jaboticabal, SP (21° 15'15” Latitude Sul e 48° 18'09” Longitude Oeste e Altitude 595
m), durante 60 dias, no periodo de 04 de outubro de 2005 a 02 de dezembro de 2005.

A temperatura e a umidade relativa do ar foram monitoradas na casa de
vegetagdo, com auxilio de um termohigrografo até o término do experimento. Os
valores médios e respectivos desvios-padrao para temperatura e umidade relativa do ar
foram: 29,7 + 4,3°C e 75,0 + 10,1%, respectivamente.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com quatro
repeticdes, em arranjo fatorial 2x3x2, sendo os fatores: duas cultivares, uma sensivel
(C1) e outra tolerante ao estresse hidrico (C;); trés niveis de estresse hidrico (sem
estresse = DHS¢, moderado = DHS; e severo = DHS3) e duas épocas de crescimento,
30 (E1) e 60 (Ep) dias, perfazendo 48 parcelas experimentais. Cada parcela
experimental foi representada por um vaso constituido de uma planta cada, formadas a

partir de muda proveniente de uma gema ja em desenvolvimento, com 40 dias de idade.

3.2. Coleta e preparo das amostras

Foi coletada a folha +1, segundo o sistema de Kuijper, caracterizada como
primeira folha com “dewlap” ou auricula visivel (DILLEWIJN, 1952), de cada parcela
experimental em duas épocas do crescimento inicial, 30 dias e 60 dias. Para a escolha
da folha a ser analisada adotou-se o critério de SILVA et al. (2001), o qual indica a folha
+1, justificando que esta folha € ideal para a avaliagdo de compostos bioquimicos como
agucares nao redutores e aminoacidos (caso da trealose e da prolina, respectivamente,
objeto de estudo deste trabalho). As folhas foram coletadas no inicio da manh3a, e
subsequentemente, armazenadas em nitrogénio liquido (criopreservagao), sendo

transferidas, ao final da coleta, para ultra freezer a 80°C negativos. O restante do
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material vegetativo foi acondicionado em sacos de papel devidamente identificados e
separados em cada parte vegetativa (laminas e colmo+bainha) para posteriores
analises de crescimento.

Para as anadlises bioquimico-fisiolégicas, todo o limbo foliar da folha +1 foi
macerado em nitrogénio liquido. Apés a maceragédo, o material foi homogeneizado e
pesado em balanga analitica (precisao de 0,01 g). Foram separadas aliquotas de 1 g e
0,5 g para as quantificagdes de trealose e prolina, respectivamente. Durante todo o
procedimento de maceragao, as amostras ficaram acondicionadas em isopor contendo
gelo seco. Foram adicionados 6 mL de Na,COs (0,25 mol dm™) ao material utilizado
para quantificar a trealose, enquanto que o material destina a determinagao da prolina
livre foi armazenado a 25°C negativos para posterior analise.

As quantificagdes de trealose foram realizadas no Laboratério de Microbiologia
da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, da Universidade de Séo
Paulo (USP). A determinacao de prolina livre e analise do crescimento foram realizadas
no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da Universidade Estadual Paulista (FCAV/Unesp), em Jaboticabal, SP.

3.3. Avaliacdes bioquimico-fisiologicas
3.3.1. Trealose

A quantificagédo de trealose foi realizada segundo método enzimatico descrito por
NEVES et al. (1994). A mistura (6 mL de Na,CO3; mais tecido foliar) foi fervida por 20
minutos a 100°C, centrifugado a 3000 x g durante 3 minutos. Foram adicionados a 200
uL do extrato (sobrenadante), 100 pL de acido acético (1 mol dm™, pH: 5,5) e 100 pL da
solucdo tampao (acetado de sédio 300 mmol dm™ + CaCl, 30 mmol dm™), os quais
foram homogeneizados em agitador por 15 segundos. Desta mistura, foram retirados
100 pL e colocados em outro tubo eppendorff imerso em gelo, ao qual foram
acrescentados 100 uyL de trealase conidial (atividade o6tima em pH 5,5 a 60°C),

preparada conforme descrito por NEVES et al. (1994).
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Os tubos foram mantidos no gelo, e destes, retirados 50 pyL da solugcdo para
confeccdo do branco da reagdao (tempo zero), sendo adicionados a outro tubo
ependorff, contendo 150 YL de agua destilada, também imerso em gelo. Estes tubos
foram fervidos a 100°C por 10 minutos para que a reacao de hidrolise da trealose nao
ocorresse. Foi confeccionado um branco para cada parcela experimental. Os tubos que
continham o material a ser analisado foram incubados em banho-maria durante 1 h a
60°C, subsequentemente, fervidos a 100°C por 10 minutos para cessar a reagcdo. Apos
as amostras atingirem temperatura ambiente, adicionou-se 1 mL de glicose-oxidase
(GOD, EC 1.1.3.4), sendo a reagao incubada em banho-maria por 15 minutos a 37°C.
Apos incubagédo, houve a formagédo de um cromégeno vermelho. A analise do equilibrio
da reacéo foi realizada através de espectrofotometria a 505 nm, onde a intensidade da
cor do cromogeno foi proporcional a concentragao de glicose presente na solugédo em
analise. Foi construida uma curva padrdo, através de solugdo estoque (1 mg mL™") de
glicose P.A., através de diluicbes com agua destilada, reduzindo a concentragao da
solugao-padrao em até 200 vezes. Para solugdes diluidas de glicose, adicionou-se 1 mL
de GOD, seguindo as etapas supracitadas. Com base nas leituras obtidas com os
padrdes, definiu-se uma equagado, por regressao linear (y = 20,492x + 0,0201,
R? = 0,97), através da qual foram calculadas as concentracdes de glicose na solugdo
analitica. A quantificagao da trealose no tecido vegetal foi calculada de forma indireta,
através da quantidade de glicose. Foram também levados em consideragao os fatores

de diluicdo, que foram multiplicados ao final, no valor encontrado para trealose.
3.3.2. Prolina livre

As quantificagbes de prolina livre foram realizadas em 0,5 g de tecido fresco do
limbo foliar, segundo metodologia de BATES et al. (1973). O material foi macerado em
2 mL de &cido sulfosalicilico a 3%, sendo adicionados mais 8 mL do mesmo acido. A
solugdo homogeneizada foi submetida a duas filtragens para eliminagao parcial dos
interferentes. Em tubo de ensaio foram colocados 2 mL deste filtrado.

Concomitantemente, foi preparado o reagente acido ninhidrina, utilizando 1,25 g de
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ninhidrina (CoH403.H20), 30 mL de &cido acético glacial PA (CH;COOH; 1 mol dm™) e
20 mL de &cido fosforico (HsPO4; 6 mol dm™), sendo, posteriormente, dissolvidos em
agitador a 60°C. Adicionou-se ao tubo de ensaio com 2 mL do filtrado, 2 mL de acido
ninhidrina e 2 mL de acido acético (1 mol dm™), a reagao foi entdo incubada por 1 h a
100°C. Decorrido este tempo, o tubo de ensaio foi imerso em gelo com a finalidade de
cessar a reagdo. Foram entédo adicionados 4 mL de tolueno (CsHsCH3). A solugao foi
agitada por 15 a 20 segundos. Com auxilio de uma pipeta Pasteur foi retirado o
sobrenadante e realizou-se a analise do equilibrio de reagdo. Para o branco da reacao
foi utilizado o tolueno. Através de espectrofotometria a 520 nm, foram analisadas as
absorbancias das amostras, onde a intensidade da cor do cromdgeno foi proporcional a
concentracao de prolina livre presente na solugdo em analise.

Para construcao da curva padrao foi utilizada prolina P.A., preparou-se solucéo
estoque na concentracdo de 1 mmol dm™ e diluigdes em agua destilada em até 32
vezes, procedendo as etapas mencionadas acima. Com base nas leituras obtidas com
os padrdes, definiu-se uma equagdo, por regressao linear (y = 0,0287x - 0,0255;
R? = 0,99), através da qual foram determinadas as concentragdes de prolina livre na
solugao.

As quantidades de prolina livre no tecido foliar (umoles de prolina livre/g massa
fresca) foram calculados através da formula: [(ug prolina/mL x mL tolueno)/115,5

Mg/pmole] / [(g amostra)/5] = umoles de prolina/g massa fresca.
3.4. Avaliacdes fisiologicas biométricas

Como um estudo fisiolégico quantitativo, primeiramente, foi determinado o
crescimento inicial de ambas cultivares visando verificar as respostas dos efeitos da
deficiéncia hidrica nos estadios iniciais do crescimento, bem como avaliar o grau de
tolerancia e/ou sensibilidade que possam interferir na produtividade das cultivares de
cana-de-acucar em estudo.

Para tanto, as avaliagdes C1 e C, foram realizadas apos 30 (E4) e 60 (E) dias

sob efeito de DH¢, DH,> e DHs. Foram determinados em E1 e E> ,0 nUmero de laminas
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foliares, area foliar (dm?), densidade de raizes (mm de raiz cm™ de solo) e massa seca
(g) de cada parte vegetativa (colmo e bainhas, lamina foliar e raizes).

Para as avaliagcoes da parte aérea de C4 e C,, as plantas foram cortadas na
altura do colo, em seguida, determinou-se o numero de laminas foliares. Posteriormente
a coleta do material, realizou-se a analise da area foliar (dm?) com o auxilio do aparelho
Delta-T Image Analysis System. A parte area foi separada nas partes vegetativas:
laminas foliares e colmo+bainha, sendo acondicionadas em saco de papel e colocadas
para secar em estufa de circulagao forcada de ar a 80°C até atingir peso constante. O
numero total de folhas, area foliar e massa seca das laminas foliares e colmo e bainhas
foram determinados no perfilho primario.

O conteudo de cada vaso foi colocado sobre uma peneira, onde o sistema
radicular foi separado do solo, por meio de lavagem manual, com direcionamento de
corrente fraca de agua, proporcionando a separagao das raizes com o cuidado de evitar
perdas de filamentos mais finos de raizes. As raizes separadas foram conservadas sob
refrigeracédo, em frascos contendo solugao aquosa de alcool 20%, até a realizagao das
analises do didmetro médio de raizes e densidade do sistema radicular (mm de raiz
cm™ de solo).

Para a determinagdo da densidade e didmetro médio das raizes, utilizou-se um
sistema de analise de imagens Delta-T SCAN. Para cada parcela, retirou-se uma
aliquota de 1 g, a cada 50 g de raiz, extrapolando-as para o total, para calculo da
densidade e diametro. Estas aliquotas foram coloridas com azul de metileno e em
seguida, dispostas homogeneamente sobre uma bandeja com agua, procedendo a
leitura da imagem através do scanner no sistema Delta-T SCAN (HP ScandJet). Apos a
criagdo do arquivo de imagem, o software analisou o comprimento através do método
preconizado por HARRIS & CAMPBELL (1989). A densidade das raizes foi calculada
dividindo-se o comprimento pelo volume do solo (mm de raiz cm™ de solo). Esse
software também permitiu, através da mesma imagem, a determinagdo do didmetro
médio das raizes (mm). Apds a realizagdo das analises, as raizes foram colocadas em
saco de papel e levadas a secar em estufa de circulagdo forcada de ar a 80°C até

atingir peso constante.
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3.5. Tratamento estatistico

Para a analise dos resultados obtidos, empregou-se o tratamento estatistico das
caracteristicas individuais e de conjunta dos dados.

No estudo das caracteristicas individuais, realizou-se a analise de variancia pelo
teste F, utilizando-se do teste de Tukey (BANZATTO & KRONKA, 2006) para a
comparacédo entre médias dos fatores qualitativos, Cultivar (C) e Epoca (E). A anélise
da regressdo polinomial (BANZATTO & KRONKA, 2006) foi utilizada para o
desdobramento dos graus de liberdade do fator quantitativo Disponibilidade hidrica do
solo (DHS). Na analise conjunta dos dados, utilizou-se como ferramenta a estatistica
multivariada, através do estudo dos componentes principais. A analise de componentes
principais € uma transformacdo que se aplica aos dados na tentativa de reduzir o
conjunto de variaveis correlacionadas em um conjunto menor de variaveis nao
correlacionadas, denominados componentes principais, com o objetivo de reter o
maximo de informacdo original. Esses componentes ortogonais sdo combinagdes

lineares das variaveis originais (MANLY,1994).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da anadlise de variancia (Tabela 2), observou-se que para os fatores
isolados, qualitativo Cultivar (C) e quantitativo Disponibilidade Hidrica do Solo (DHS),
houve diferenga significativa apenas no acumulo de prolina livre (P<0,01). Para o fator
qualitativo Epoca (E), houve diferengas significativas no actimulo de trealose (P<0,05) e
prolina livre (P<0,01).

A partir do teste de comparagédo de médias (Tabela 2), verificou-se que a cultivar
IAC91-5155 (C,) acumulou quantidades superiores de prolina livre (0,3460 pmoles g™')
quando comparada as quantidades acumuladas (0,3345 pmoles g™') na cultivar IAC91-
2195 (C4). O acumulo destes osmolitos foi diferente aos 30 e 60 dias em plantas de
cana-de-agucar (P<0,05); a quantidade de trealose foi maior aos 60 dias
(1,894 mg g”') do que aos 30 dias (0,9310 mg g'), porém, para a quantidade de
prolina livre, verificou-se que o actimulo foi maior aos 30 dias (0,3464 pmoles g™') do
que aos 60 dias (0,3341 ymoles g™') (Tabela 2).

No estudo das interagdes dos fatores (Tabela 2), observou-se efeito significativo
(P<0,05) de C em DHS para os teores de trealose (CxDHS), fato esse nao evidenciado
para o acumulo de prolina livre (P>0,05). Entretanto, a interagcdo dos trés fatores
CxDHSXE foi significativa para as quantidades de prolina livre (P<0,05).

Pelos dados da Tabela 3, verificou-se no desdobramento dos graus de liberdade
CxDHS em regresséao polinomial para o acumulo de trealose, que a cultivar IAC91-2195
(C1) nédo apresentou nenhum componente polinomial significativo (P>0,05). Porém para
a cv. IAC91-5155 (C,), observou-se que apenas a regressao linear foi significativa
(P<0,05), sendo o componente de segundo grau desprezivel (P>0,05). A funcéo linear,
expressa pela equagdo y = 1,88053 - 0,01761x (R®> = 0,9689), apresentou uma
correlacao altamente negativa (r = -0,9843), sendo o acumulo de trealose aumentado
devido a diminuicdo dos niveis de agua no solo (Figura 1). A maior quantidade
detectada (1,4172 mg g™') foi em 25% de DHS (P<0,05).
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Tabela 2. Analise de variancia e teste de Tukey das avaliagdes bioquimico-fisiolégicas
realizadas na folha +1 de duas cultivares de cana-de-agucar, IAC91-2195 e
IAC91-5155, sob efeito da disponibilidade hidrica do solo, durante 30 e 60 dias
apos o transplante. Jaboticabal (SP), 2005.

Causa Quadrados Médios
da GL. Osmoprotetores
Variacado Trealose Prolinalivre
mg g'1 massa fresca pmoles g'1 massa fresca
Cultivares (C) 1 1,3432 ™ 0,001586 **
Disponibilidade Hidrica do Solo (DHS) 2 0,0019 ™ 0,000600 **
Epocas (E) 1 1,8095 * 0,0001814 **
Interagdo CxDHS 2 1,8095* 0,000295 "™
Interacdo CxE 1 0,7537 ™ 0,00033. 103 "
Interacdo DHSXE 2 0,3769 ™ 0,00022. 103 "
Interagdo CxDHSXE 2 0,2796 "™ 0,000417 *
Tratamentos 11 0,8244 0,00555
Blocos 3 0,6681 " 0,00632 *
Residuo 33 0,3456 0,000105
C.V. (%) 39,2280 3,0074
Médias e teste de Tukey'

cv. IAC91-2195 0,9414 A 0,3345B
cv. IAC91-5155 1,1780 A 0,3460 A
55% de Disponibilidade Hidrica do Solo 1,9834 A 0,3347 B
40% de Disponibilidade Hidrica do Solo 2,0816 A 0,3393 AB
25% de Disponibilidade Hidrica do Solo 2,2933 A 0,3468 A
30 dias 0,9310 B 0,3464 A
60 dias 1,1894 A 0,3341B

n

® ngo significativo (P > 0,05); * significativo (P < 0,05); ** significativo (P < 0,01);

' Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Para o acumulo de prolina livre, através do estudo do desdobramento dos graus
de liberdade da interagdo CxDHSXE em regressao polinomial, observou-se que o efeito
de DHS foi significativo apenas na combinagcdo CyE4 (P<0,01), apresentando um
componente linear altamente significativo (P<0,01), sendo, o componente de segundo

grau desprezivel (P>0,05) (Tabela 4). De acordo com a analise de variancia, a
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regressao mais indicada foi dada pela fungado linear y = 0,39243 - 9,83333 107

(R* = 0,8785). Dessa forma, pdde-se observar que o acumulo deste aminoacido na
cultivar IAC91-5155 aos 30 dias e niveis de agua no solo foram inversamente
proporcionais (r = -0,9373, Figura 3), sendo a maior quantidade acumulada
(0,3710 pmoles g MF) em 25% de DHS (P<0,05).

Tabela 3. Regressado polinomial no desdobramento da interagdo CxDHS para acumulo de
trealose (mg g massa fresca) em folha +1 de duas cultivares de cana-de-agucar,
IAC91-2195 (C1) e IAC91-5155 (C2), sob efeito da disponibilidade hidrica do solo
durante 30 (E1) e 60 dias (E2), apds transplante. Jaboticabal (SP), 2005.

Causa Quadrados Médios
da G.L Cultivares
Variacéo IAC91-2195 IAC91-5155
R.L. para Disponibilidade Hidrica do Solo 1 0,8298"° 2,2791*
R.Q. para Disponibilidade Hidrica do Solo 1 0,8792"° 0,0733"
Residuo 33 0,3456 0,3456

" n3o significativo (P > 0,05); *significativo (P < 0,05); R.L.: regress3o linear; R.Q.: regressao quadratica.

Os resultados obtidos indicam que a trealose foi acumulada mais aos 60 dias e
que o efeito de DHS foi significativo apenas para C; (tolerante), isto €, o efeito dos
diferentes niveis de agua no solo e maior periodo de duragao da deficiéncia hidrica no
mesmo propiciaram um acumulo da trealose no tecido foliar da cv. IAC91-5155, sendo o
grau de tolerdncia a seca desta planta correlacionado a quantidade de trealose
acumulada no tecidos. Para alguns autores, o acumulo de trealose nos tecidos das
plantas ocorre em fung¢ao da reducao do ciclo do carbono, resultando na producgao de
carboidratos ndo estruturais, como trealose e sacarose, agucares nao redutores,
altamente soluveis, que atuam na preservagao da integridade celular em condigdes
adversas (WINGLER, 2002; BARTELS & SUNKAR, 2005). Assim, supde-se que 0
incremento de trealose no limbo foliar da cultivar IAC91-5591 devido a baixa umidade

do solo poderia estar relacionado com a redugao do ciclo do carbono, a partir de



29

polimeros (BRAY et al., 2001; BARTELS & SUNKAR, 2005). Esses polimeros, grande
parte compartimentalizados, sofreriam a reducdo devido a demanda destes
carboidratos na preservacdo da membrana plasmatica, que estaria desestabilizada pela
seca (PATIST & ZOERB, 2005). No entanto, alguns autores apontam que o acumulo de
trealose em plantas superiores vasculares, em condi¢cées adversas, € um fendmeno
raro, sugerindo que na maioria das espécies, a sacarose seria mais atuante na
preservacao dessas estruturas do que a trealose (WINGLER, 2002).

De fato, em vegetais superiores, as concentragdes de sacarose sao bem mais
superiores que as de trealose, devido a agédo celular deste ultimo ser realizada em
baixas concentragdes para prevengao de efeitos danosos do seu acumulo na regulagao
do metabolismo do carbono (WINGLER, 2002). Entretanto, muitos estudos demonstram
que outros dissacarideos como a sacarose induzem, somente em parte, a estabilizacao
celular quando comparadas com a trealose; e que a acido deste carboidrato, na
estabilizacdo de membranas em condicdo de seca, chega a ser trés vezes mais
eficiente que a sacarose, devido a alta afinidade da molécula as ligagdes do tipo ponte
de hidrogénio (PATIST & ZOERB, 2005). Dessa forma, pode-se presumir que o
incremento de trealose na folha +1 da cv. IAC91-5155 esta relacionado a demanda
deste carboidrato na estabilizagdo de membranas das células do tecido foliar, devido a
reducdo da disponibilidade de agua do solo.

As diferencas quanto ao acumulo de trealose entre as cultivares sdo coerentes
com estudos realizados em outras gramineas, onde as maiores quantidades s&o
também detectadas em plantas mais tolerantes a seca (GARG et al., 2002a; GARG et
al., 2002b; EI-BASHITI et al., 2005). As quantidades encontradas em cultivares
tolerantes de arroz, cana-de-aclcar e de trigo foram de 0,17, 0,15 e 0,63 mg g de
massa fresca, respectivamente. Estes resultados sdo inferiores ao encontrado no
presente trabalho, porém, deve-se levar em consideragdo que o acumulo de trealose &

bem distinto entre cultivares e, principalmente, entre espécies.
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Figura 2. Acimulo de trealose (mg g”' de massa fresca) em folha +1 da cv. IAC91-5155 sob
efeito de trés niveis de disponibilidade hidrica do solo: 55% (sem estresse), 40%
(estresse moderado) e 25% (estresse severo) durante 30 e 60 dias de estresse
hidrico.

Tabela 4. Regressao polinomial do desdobramento da interagdo CxDHSXE no estudo do efeito
de DHS na combinacdo CxE para actmulo de prolina livre (umoles g 'massa fresca)
em folha +1 de duas cultivares de cana-de-agucar, IAC91-2195 (C4) e IAC91-5155
(C»), sob efeito da disponibilidade hidrica do solo durante 30 (E4) e 60 dias (E;), apos
transplante. Jaboticabal (SP), 2005.

Quadrados Médios

Causa o P
da G.L Prolina livre (umoles g~ massa fresca)

Variacao

ClEl C1E2 C2E1 C2E2

R.L. para Disponibilidade Hidricado Solo 1 0,002 10> ™ 0,139 10° "™ 1,1764 10>** 0,260 10 "
R.Q. para Disponibilidade Hidrica do Solo 1 0,132 10> ™ 0,128 10° ™ 0,217 10° ™ 0,026 10> "™
Residuo 33 0,10510° 0,10510° 0,10510° 0,105 10°

" n3o significativo (P > 0,05); ** significativo (P < 0,01); R.L.: regressao linear; R.Q.: regressdo quadratica.
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Apesar de ter sido detectado o efeito da DHS no acumulo de prolina livre apenas
na cv. IAC91-5155 aos 30 dias, pode-se presumir que o acumulo deste aminoacido
seria um indicativo de tolerancia para esta cultivar nas condicbes de estresse hidrico
estudadas, uma vez que em outras gramineas (FUMIS & PEDRAS, 2002; HONGBO et
al., 2006) e na prépria cana-de-actcar (RINCONES, 1997; BIDOIA et al., 2006) também
€ verificada a correlacédo inversa entre quantidades de prolina livre e variagcbes dos
niveis de estresse hidrico, sendo a maior quantidade evidenciada em plantas
submetidas as condicbées de menor DHS, porém, as quantidades acumuladas nos
gendtipos das espécies estudadas por esses pesquisadores sao superiores as
encontradas no presente trabalho, entretanto, sdo condizentes com a faixa ideal de
acumulo estipulada por BATES et al. (1973) para estudos do estresse hidrico em
plantas.

Ressalta-se que a concentragcdo de prolina livre acumulada nas plantas varia
conforme o estadio vegetativo, tipo de orgao/tecido, e principalmente entre
genotipos/espécies avaliados durante os estudos (RAYMOND & SMIRNOFF, 2002;
KAVI KISHOR et al., 2005). Sendo assim, de acordo com resultados encontrados, o
aumento dos teores de prolina livre na cv. IAC91-5155, possivelmente, poderia estar
atrelado a um aumento da biossintese deste aminoacido, estritamente relacionado com
o potencial hidrico dos tecidos. Este seria um mecanismo de protecéo contra a falta de
agua, uma vez que esse aminoacido ajudaria a baixar o potencial hidrico dos tecidos,
retendo a agua in situ, mantendo assim, a integridade destes tecidos (KAVI KISHOR et
al., 2005).

Outro resultado observado no estudo do desdobramento de DHS em CxE , € que
apenas foi detectado efeito significativo em C,E¢, onde o incremento nas quantidades
de prolina foi evidenciado apenas na cultivar mais tolerante aos 30 dias. Fato também
comprovado no estudo do fator isolado época (E), onde houve um decréscimo da
quantidade acumulada deste osmodlito em funcdo do tempo. Geralmente, parte dos
estudos realizados em plantas sob condi¢cdes de deficiéncia hidrica evidencia que o
acumulo deste aminoacido aumenta gradativamente, conforme o tempo de imposigéao
ao estresse (FUMIS & PEDRAS, 2002; YAMADA et al., 2005), embora, também seja
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verificada em outros trabalhos, tendéncias de estabilizacdo e/ou decréscimo deste
osmolito nos tecidos foliares de artemisia (Tanacetum parthenium L.) e de algumas
cultivares de trigo (FUMIS & PEDRAS, 2002; CARVALHO et al., 2003), a constancia
das quantidades encontradas no decorrer das coletas em algumas cultivares poderia
estar atribuida a aclimatagcdo destas ao estresse, caracterizando certa toleréncia
(FUMIS & PEDRAS, 2002), fato este que explicaria o efeito de DHS em C,E; néo ter
sido significativo.

0,375+
0,370
0,365

0,360

0,355 1
A |AC91-5155 x 30 dias

0,350

Prolina livre (umoles g™ massa fresca)

0,345 + y =0,39243 - 9,83333E-4x
] 2 _
0.340- R*=0,8785
55 40 25

Disponibilidade Hidrica do Solo (%)

Figura 3. Actimulo de prolina livre (umoles g”' de massa fresca) em folha +1 da cv. IAC91-5155
sob efeito de trés niveis de disponibilidade hidrica do solo: 55% (sem estresse), 40%
(estresse moderado) e 25% (estresse severo) durante 30 dias de estresse hidrico.

Outra hipotese seria de que, além das vantagens que a prolina livre tem na
redugado do potencial osmético e manutengao da turgescéncia, seria fonte prontamente
acessivel de energia para ser utilizada no crescimento e desenvolvimento de tecidos
(KAVI KISHOR, et al., 2005). Posto isso, o aminoacido seria translocado através do
tecido floematico até o sistema radicular para a manutengéo do turgor dessas células,
bem como atuaria como fonte de energia nos processos de crescimento e

desenvolvimento de tecidos radiculares. Tal proposi¢ao € pertinente ao estudo realizado



33

com milho, onde se verifica um incremento de prolina livre no tecido floematico em
plantulas sob estresse hidrico, sendo também este valor expressivo no meristema
apical radicular comparado com outras regides do sistema radicular e parte aérea
(RAYMOND & SMIRNOFF, 2002). Nesse contexto, € importante conhecer como o
acumulo de prolina livre influenciaria em outras vias relacionadas a produgéo de energia
e metabolismo do carbono durante o estresse hidrico (KAVI KISHOR, et al., 2005).

O aumento das quantidades de trealose e prolina livre ratifica com muitos
estudos que elucidam a importancia do ajustamento osmético de espécies, gendtipos
elou cultivares a seca (GARG et al., 2002a; EI-BASHITI et al., 2005; BIDOIA et al.,
2006; HONGBO et al., 2006; MARIN et al., 2006). Estes autores sao contundentes ao
afirmar que este mecanismo esta relacionado ao acumulo de solutos nos tecidos em
resposta a seca, o qual mantém o turgor celular e facilita processos fisioldgicos e
bioquimicos a esta condigdo. Dessa forma, plantas mais tolerantes a seca, geralmente,
apresentariam maiores quantidades de trealose e prolina livre em tecidos vegetais
(EI-BASHITI et al., 2005; BIDOIA et al., 2006; HONGBO et al., 2006). No entanto, a
afirmacédo de que estes osmdlitos aumentam ao longo do tempo em que as plantas
estdo sob estresse deve ser cautelosa, uma vez que existe uma série de reacgdes
bioquimicas e alteragdes fisioldgicas interagindo entre si.

Este ajustamento osmoético também pode auxiliar na manutengédo do
alongamento celular e expansdo de regides de crescimento em condi¢des de
deficiéncia hidrica. Nas avaliagdes quantitativas da parte aérea, verifica-se que houve
diferenga significativa no fator isolado época (E) para numero de laminas foliares (NLF,
P<0,01), e area foliar (AF, P<0,05).

Através dos resultados apresentados na Tabela 5, observa-se que o efeito da
variavel cultivar (C) foi significativo para massa seca da lamina foliar (MSL), massa seca
da raiz (MSR) e didametro médio da raiz (DMR), evidenciando que a cv. IAC91-5155

apresentou os maiores valores para todas as varidveis estudadas. No estudo
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do fator isolado E ndo foi detectada diferenca significativa para a variavel DMR
(P>0,05). Entretanto, para as variaveis numero de laminas foliares (NLF), area foliar
(AF), massa seca da lamina foliar (MSL), massa seca do colmo+bainha (MSC), massa
seca da raiz (MSR) e densidade do sistema radicular (DSR), verifica-se maiores valores
para aos 60 dias.

Ainda na Tabela 5, observa-se que o efeito dos niveis de DHS foi significativo
para MSL (P<0,05), MSC (P<0,01) e DMR (P<0,01). Comparando-se as médias destas
variaveis, observa-se que o nivel 25% de DHS nao diferiu estatisticamente de 55% DHS
para MSL e DMR, sendo os menores valores evidenciados nestes niveis, nos quais as
plantas comportaram-se similarmente, todavia, a MSC foi menor em 25% DHS, néo
diferindo entre si nos niveis de 55% e 40% de DHS.

Através do desdobramento dos graus de liberdade do efeito isolado de DHS na
MSL e DMR, verifica-se que para ambas as variaveis, 0 componente de segundo grau
foi significativo (Tabela 6), onde as fungdes quadraticas sao expressas pelas seguintes
equagdes: y = — 0,00528x* + 0,44456x — 4,81296 (R*= 1,00) e y = — 1,79556.107x* +
0,1516x + 0,04801 (R?= 1,00), respectivamente (Figura 5).

Tabela 6. Regressao polinomial no desdobramento do fator DHS para massa seca da lamina
foliar (MSL) e didmetro das raizes (DMR) de duas cultivares de cana-de-agucar,

IAC91-2195 e IAC91-5155, sob efeito da disponibilidade hidrica do solo durante 30 e
60 dias, ap6s transplante. Jaboticabal (SP), 2005.

Quadrados Médios

Causa da Variacéo G.L
MSL (g) DMR (mm)
R.L. para Disponibilidade Hidrica do solo 1 3,4126 "° 0,0046 "°
R.Q. para Disponibilidade Hidrica do solo 1 15,0813 ** 0,0174**
Residuo 33 2,0444 0,0020

"® nao significativo (P > 0,05); ** significativo (P < 0,01); R.L.: regressao linear; R.Q.: regress&o quadratica.

O acumulo maximo de MSL (4,55 g) foi evidenciado quando 42,10% (Xmax= -b/2a)
dos poros estavam preenchidos de agua (Figura 4A), enquanto para DMR, esse valor
(0,368 mm) foi observado no nivel de 42,22 % (Xxmax= -b/2a) de DHS (Figura 4B).
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46 4,55 R?=1,00
4,4]
4,2
4,0-
3,81
3,61
3,41
3,21
3,04

218 T T T T T T T T T T T T T
55 40 25

Disponibilidade Hidrica do Solo (%)

Massa Seca da Lamina Foliar (g)

0,368

y = 0,04801 + 0,01516x - 1,79556E-4 X*

0,37 )
R*=1,00

0,36 1
0,35+
0,34 1
0,331

0,324

Diametro Médio das Raizes (mm)

0,31 T T T T T T T T T T T T T
55 o o 40 o o 25

Disponibilidade Hidrica do Solo (%)

Figura 4. Massa seca de laminas foliares (A) e didmetro médio das raizes (B) de duas cultivares
de cana-de-agucar, IAC91-2195 e IAC91-5155, sob efeito de trés niveis de
disponibilidade hidrica do solo: 55% (sem estresse), 40% (estresse moderado) e 25%
(estresse severo) de cana-de-agucar, durante 30 e 60 dias de estresse hidrico.
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Dessa forma, verifica-se que, para as ambas variaveis, valores abaixo e acima de 43%
de DHS ocasionaram um decréscimo para MSL e DMR, caracterizando que o efeito de
55% de DHS conferiu as respostas de MSL e DMR condi¢des de excesso de agua.

No estudo das interagdes dos fatores, houve diferenga significativa do efeito da
disponibilidade hidrica do solo nas épocas (DHSXxE) para MSC (P<0,05) e CxE (P<0,05)
para NLF e MSR (Tabela 5).

A partir dos dados da Tabela 7, observa-se que o efeito de DHS na massa seca
do colmo+bainha (MSC) apresentou os componentes de grau 1 e 2 altamente
significativos (P<0,01). A fungdo que melhor expressou esse efeito foi a de maior grau,
y= —0,02338x° + 2,0299x - 27,42461 (R? = 1,00), no qual o maior acimulo de MSC
(16,63 g) foi evidenciado quando 43,41% (Xmax= -b/2a) dos poros estavam preenchidos

de agua (Figura 5).

Tabela 7. Regresséo polinomial no desdobramento da interagdo DHSXE para massa seca do
colmo+bainha (MSC) de cultivares de cana-de-agucar, IAC91-2195 e |IAC91-5155,
sob efeito da disponibilidade hidrica do solo durante 30 e 60 dias, apds o transplante,
Jaboticabal (SP), 2005.

Causa Quadrados Médios
da G.L MSC (g)
Variagao 30 dias 60 dias
R.L. para Disponibilidade Hidrica do Solo 1 4.8071" 1,0450 **
R.Q. para Disponibilidade Hidrica do Solo 1 0,2509 " 1,6243 **
Residuo 33 0,1238 0,1238

" nao significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05) ; ** : significativo (P < 0,01); R.L.: regress&o linear;

R.Q.: regresséo quadratica.

No desdobramento da interagao dos fatores qualitativos CxE, verifica-se que nao
existe diferenca entre as cultivares quanto ao numero de Iaminas foliares (NLF) para
ambas as épocas, entretanto, observa-se que a cv.IAC91-5155 tem maior NLF aos 60
dias (Tabela 8).
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y = - 27,42461 + 2,0299x - 0,02338x°
R®=1,00

Massa Seca Colmo+Bainha (g)
N
L

8 T T T T T T T T T T T T T
55 40 25

Disponibilidade Hidrica no Solo (%)

Figura 5. Massa seca do colmo+bainha de duas cultivares de cana-de-agucar, IAC91-2591 e
IAC91-5155, apds 60 dias de estresse hidrico de duas cultivares de cana-de-agucar,
IAC91-2591 e IAC91-5155, sob efeito de trés niveis de disponibilidade hidrica do solo:
55% (sem estresse), 40% (estresse moderado) e 25% (estresse severo) de cana-de-
acucar, durante 30 e 60 dias de estresse hidrico.

Tabela 8. Médias e teste de Tukey' dos efeitos da interacdo cultivar x época (CxE) para nimero
de laminas foliares (NLF) de duas cultivares de cana-de-agucar, IAC91-2195 e IAC91-
5155, sob efeito da disponibilidade hidrica no solo, durante 30 e 60 dias, apods
transplante, Jaboticabal (SP), 2005.

Quadrados Médios

Cultivares NLF?
30 dias 60 dias
IAC91-2195 3,2236 Aa 3,3714 Aa
IAC91-5155 3,3480 Aa 3,4838 Ab

" Médias seguidas de mesma letra maiuscula na vertical e mindscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P>0,05). 2 Dados transformados em /X +1.
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No estudo da interacdo CxE para a variavel massa seca da raiz (MSR) (Tabela
9), verifica-se que na cv. IAC91-5155 (tolerante) houve um aumento da MSR aos 60
dias em comparagdo com a cv. IAC91-2595 (sensivel), sendo que na cultivar sensivel
ao estresse hidrico, a MSR foi 43,87 % menor (6,3658 g) do que na cultivar tolerante
(11,3742 g). Também é evidenciado que para ambas cultivares houve um incremento
substancial na MSR, de 79,45 % e 81, 06 % para cv. IAC91-2595 e IAC91-5155,
respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9. Médias e teste de Tukey' dos efeitos da interagdo cultivar x época (C x E) para massa
seca da raiz (MSR) de duas cultivares de cana-de-agucar, IAC91-2195 e IAC91-5155,
sob efeito da disponibilidade hidrica do solo durante 30 e 60 dias, apds o transplante,
Jaboticabal (SP), 2005.

MSR (9)
Cultivares
30 dias 60 dias
IAC91-2195 1,3083 Ab 6,3658 Ba
IAC91-5155 2,1542 Ab 11,3742 Aa

" Médias seguidas de mesma letra mailscula na vertical e mindscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P>0,05).

Apesar de ter sido verificada diferencga significativa apenas no efeito do fator E na
area foliar (AF) das plantas de cana-de-agucar (Tabela 5), pode-se se observar uma
tendéncia na reducado da AF em 25 % de DHS (estresse severo), todavia, houve uma
tendéncia da planta ter maior AF em 40% de DHS. Estas tendéncias, presumidamente,
deve-se ao efeito primario do estresse hidrico no decréscimo do alongamento celular,
devido a diminuigdo do turgor da célula influenciando negativamente a area foliar (TAIZ
& ZEIGER, 2004). Estas tendéncias corroboram aos estudos realizados em cana-de-
acucar sob efeito da deficiéncia hidrica (50%, 35% e 20%) em diferentes épocas de
crescimento inicial (até 120 dias), os quais inferiram que a AF modificou-se linearmente
a DHS em duas cultivares de cana-de-agucar, sendo esta variagdo diretamente
proporcional aos niveis de DHS estudados (BIDOIA, 2005). O aumento da AF aos 60
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dias apos o transplante € conexo a literatura, a qual postula que a cana-de-agucar
durante o estadio vegetativo, estabelecimento e perfilhamento, tem rapido crescimento
devido a alta conversao de energia em aparatos fotossintéticos, o que ocasiona um
acréscimo da AF (RAMESH, 2000; OLIVEIRA et al., 2005)

Para numero de laminas foliares (NLV), foi verificado efeito significativo do fator
isolado E e da interacdo CxE. A partir do estudo da interacdo CxE, a cv. IAC91-5155
apresentou maior numero de laminas foliares que a cv. IAC91-2195 aos 60 dias (Tabela
8), isto pode ter sido influenciado pelo aumento da area foliar durante esta fase de
crescimento, uma vez que as caracteristicas ideais para cultivares de cana-de-agucar
estariam relacionadas com rapido crescimento e desenvolvimento durante a fase
vegetativa, que corresponde ao perfilhamento, necessitando de caracteristicas
morfologicas que favorecam a interceptacédo de radiagdo solar como, por exemplo,
aumento do numero de laminas foliares e area foliar (OLIVEIRA et al., 2005).
Entretanto, ndo foi evidenciado o efeito de DHS no NLF, diferindo dos resultados
encontrados por BIDOIA (2005) em estudo semelhante realizado em cana-de-agucar.
Entretanto, as cultivares utilizadas no presente estudo sdo consideradas, segundo a
literatura, mais rusticas e produtivas, distinguindo-se quanto as respostas biométricas
de crescimento (LANDELL et al., 2004).

O efeito de 25% de DHS foi deletério para as variaveis massa seca da lamina
foliar (MSL) e massa seca do colmo+bainha (MSC), apresentando esta tendéncia
também a massa seca da raiz (MSR). De acordo com os valores de MSL, MSC e MSR
apresentados na Tabela 5, observa-se no nivel 25% de DHS as plantas tendem a
distribuir maior parte dos fotoassimilados para MSC e MSR, sendo a massa seca
acumulada para estes 6rgaos, aproximadamente, o dobro comparando-se a MSL. De
um modo geral, quando gramineas estdo em condigdes de estresse hidrico tendem a
diminuir a alocagédo de massa seca para folhas proporcionalmente a reducédo da
disponibilidade hidrica do solo, priorizando o crescimento radicular (RAMESH, 2000), e
tal tendéncia foi verificada no presente estudo, a partir do ponto maximo de acumulo de
MLF quando 42,10% dos poros estavam preenchidos de agua (Figura 4A). Isso se deve

a tendéncia da parte aérea da planta crescer até que a absorgéo de agua pelas raizes
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seja limitante, ou seja, este incremento na MSR pode ser atribuido a diminuicdo da MSL
nas condicbes em que 25% dos poros estavam preenchidos de agua, observada no
presente estudo, a qual reduz o consumo de carbono e energia, em favor a uma maior
distribuicdo de fotoassimilados ao sistema radicular, para sustentar o crescimento deste
orgao (TAIZ & ZEIGER, 2004). Em estudo realizado em diferentes estadios de
crescimento de cana-de-agucar sob seca, sao verificadas maiores redugcées no acumulo
de massa seca no estadio vegetativo, sendo o crescimento reduzido em 60,8 % e
46,3% em condicdes de estresse hidrico severo e moderado, respectivamente
(RAMESH, 2000). Em cinco gendtipos de cana-de-agucar em experimento irrigado e
sequeiro verificou-se que, o numero de folhas e a particdo de massa seca sao fatores
distintos entre as cultivares nas condi¢gdes de sequeiro comparada a irrigada durante a
fase vegetativa da cultura (BARBOSA, 2005). Estes resultados estdo semelhantes aos
evidenciados nesta pesquisa, no entanto, ressalta-se que as respostas das
modificagbes fisioldgicas do parte aérea e sistema radicular em plantas de cana-de-
acucar sob estresse hidrico s&o influenciados pela diferenga genotipica das cultivares,
pelo estadio vegetativo em que a cultura se encontra, pela severidade e periodicidade
da deficiéncia hidrica e pelas caracteristicas de porosidade do solo (granulométrica e
conteudo de agua disponivel).

Em cana-de-agucar em condicdes do estresse hidrico, o maior acimulo de MSC
no DHS mais severo (25%) é peculiar porque o colmo € um 6rgao dreno. De fato, um
fator determinante do padrao de transporte dos fotoassimilados € a competicao entre os
drenos (TAIZ & ZEIGER, 2004), por isso a tendéncia da maior alocagao de massa seca
para MSC, pois, os drenos da parte aérea sdao mais competitivos que o dreno do
sistema radicular. Entretanto, observa-se, na Tabela 5, a proximidade dos valores de
MSC e MSR em 25% de DHS, 5,5600 g e 4,4188 g, respectivamente, verificando que
em condicdes de deficiéncia hidrica existe uma competicdo destes 6rgaos por
fotoassimilados, o que pode ter refletido no efeito de DHS na MSR e DSR, que nao foi
significativo, apresentando valores que nao diferiram estatisticamente entre si para
estas variaveis. Estes resultados contrariam com a literatura, pois em estudo realizado

em cana-de-agucar sob estresse hidrico foi observado que a massa seca das raizes e
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densidade das raizes foi diminuida conforme a menor disponibilidade hidrica do solo até
120 dias (BIDOIA, 2005).

Através do estudo da interagdo CxE para MSR (Tabela 9), verificou-se diferencga
no acumulo de MSR entre as cultivares e épocas. E notavel o maior acimulo de MSR
na cv. IAC91-5155 aos 60 dias de estresse hidrico comparada a cv. IAC91-2195.
Segundo a literatura, existe um sistema radicular tipico a cada cultivar, sendo que em
alguns casos, ele compete por fotoassimilados, o que tem consequéncias desfavoraveis
para a produtividade (VASCONCELOS, 2002; FARONI, 2004), como estas cultivares
tém diferencas quanto a rusticidade, e, consequentemente, a produtividade, verifica-se
uma melhor desempenho da cultivar classificada por LANDELL et al. (2004) como mais
rustica e produtiva, a cv. IAC91-5155.

Segundo VASCONCELOS (2002), a distribuicdo das raizes de uma cultivar
determina, em grande parte, a sua adaptacdo ao ambiente, tanto em relagdo as
condigdes climaticas, como ao tipo de solo. Como a cana-de-acucar € uma planta Cy4, €
as cultivares utilizadas no presente estudo apresentam caracteristicas intrinsicas de
rusticidade a condi¢cbes adversas, isto pode ter sido a vantagem da maior eficiéncia no
uso da agua destes materiais nas condi¢cdes estresse moderado (40% de DHS). Estes
resultados conferem a cv. IAC91-5155 maior rusticidade, sendo pertinente as
informagdes da literatura quanto a sua maior adaptagcdo a condi¢gdes adversas
(LANDELL et al., 2004).

No presente trabalho, o estresse hidrico severo (DHS de 25%) promoveu o
crescimento de raizes mais finas, indicando menor DMR. Este resultado é pertinente a
literatura que postula que plantas em condigdes de seca tendem a aumentar a
producdo de pélos absorventes (raizes mais finas) para aumentar absor¢gdo de agua
(AIKEN & SMUCKER, 1996; FARONI, 2004). O crescimento de raizes mais delgadas
nas plantas de cana-de-agucar em DHs de 25% (estresse mais severo) evidencia que,
quanto menor o diametro da raiz, maior sua area de contato com a solucéo do solo para
a absorgao de agua estabelecendo, provavelmente, um mecanismo de tolerancia a esta

condicdo adversa.
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O estudo do desdobramento dos graus liberdade do efeito de DHS permitiu
verificar uma variagdo quadratica no DMR em condi¢gdes de estresse hidrico (Figura
4B), sendo o valor maximo observado na faixa de DHS considerada como estresse
moderado (42,22%), sugerindo que niveis superiores a este valor de DHS conferem
resposta similar ao nivel 25%, resultados similares foram também encontrados por
BIDOIA (2005) estudando a cana-de-agucar em distintas épocas de crescimento inicial
(até 120 dias) sob deficiéncia hidrica (50%, 35% e 20%), o qual detectou variagdo
quadratica no efeito de DHS no DMR em praticamente todas as épocas de crescimento,
exceto aos 30 dias, evidenciando que o valor maximo de DMR se concentrou entre 36,1
a 34,3 %, faixa equivalente ao estresse moderado, sugerindo que niveis acima destes
valores influenciariam no DMR similarmente ao menor nivel de umidade do solo (20%),
considerado estresse severo. A melhor performance das plantas de cana-de-agucar na
faixa compreendida do estresse hidrico moderado, tanto no presente trabalho quanto
em pesquisa realizada por BIDOIA (2005), pode estar relacionada a alteracdo da
densidade do solo, através de modificagdes na estrutura do solo em decorréncia da
reposicao diaria de agua, o que pode ter influenciado negativamente nas propriedades
fisico-hidricas fundamentais, como a porosidade. De acordo com CAMILOTTI et al.
(2005), a porosidade total do solo € extremamente sensivel as pressdes exercidas
sobre o mesmo.

De acordo com maioria das repostas fisioldgicas do crescimento da parte aérea e
sistema radicular, verificou-se que 55% de disponibilidade hidrica do solo causou
alteragdes no crescimento e desenvolvimento normal dessas cultivares, sendo
observada uma variacdo quadratica na MSL, MSC e DMR, nas quais os valores
maximos atingidos foram entre 42 e 44% dos poros preenchidos com agua (Figuras 4 e
5), bem como o efeito nulo de DHS nas variaveis AF, NLV, MSR e DSR (Tabela 5).
Supostamente, ocorreu uma alteragcdo da estrutura do solo ao longo do
desenvolvimento da planta. Como os vasos foram pesados diariamente, provavelmente,
no processo de reposigao de agua ocorreu compactagao do solo, ocasionado a redugao
da macroporosidade e aumento de microporosidade, e consequentemente, aumento da

retencdo da agua devido a diminuicdo da aeragdo do solo. A literatura indica que o



44

Latossolo Vermelho de textura média apresenta esta tendéncia. Segundo FERREIRA et
al. (1999) este comportamento deve-se ao tipo de mineral predominante, ou seja,
quartzo e caulinita que conferem menos porosidade a este solo. CAMILOTTI et al.
(2005) avaliando sistemas de preparo de solo para cultivo de cana-de-agucar confirma
a reducao da macroporosidade devido pressdes exercidas sobre o solo. CENTURION
et al. (2004) verificaram em Latossolo Vermelho de textura média aumento da
densidade e microporosidade com uso intensivo de cultivo de cana-de-agucar.

Para muitas gramineas a combinacdo dos mecanismos de atraso a desidratagcao
(crescimento do sistema radicular, diminuicdo do diamentro médio das raizes) e
tolerancia a seca (acumulo e translocagao de assimilados e ajustamento osmético) sao
determinantes no potencial de sobrevivéncia da espécie durante a seca (MALINOWSKI
& BELESKY, 2000; BARTEL & SUNKAR, 2005). Com intuito de estudar melhor a
combinagao das respostas, construiu-se um grafico bidimensional, através de analise
multivariada dos componentes principais do conjunto das avaliagdes fisioldgicas (Figura
6), que o primeiro componente principal discrimina os tratamentos quanto a época.
Quanto ao componente principal 1 (CP1), os tratamentos referentes a época 1 (E1 = 30
dias) tendem a se localizar a direita enquanto que os tratamentos referentes a época 2
(E2= 60 dias) tendem a se localizar a esquerda (Figura 6A).

Este eixo é responsavel por reter 59,33% da informagao original. As variaveis
MSL (r = -0,981), DSR (r= -0,976), MSB (r = -0,971), MSR (r = -0,947), AF (r = -0,911),
NLF (r = -0,632) e trealose (r = -0,427) sao as variaveis responsaveis, nessa ordem,
pela discriminagdo de E; enquanto que a variavel prolina livre (r = 0,526) é responsavel
pela discriminacdo de E;. O segundo componente principal conseguiu discriminar as
cultivares IAC91-2195 (C4) e IAC91-5155 (C5). Os tratamentos referentes a cultivar C,
(tolerante) tendem a se localizar abaixo quanto ao CP2 enquanto que os tratamentos
referentes a cultivar C4 (sensivel) tendem a se localizar acima (Figura 6B). Este eixo &
responsavel por reter 18,64% da informacao original. As variaveis DMR (r = -0,746),
prolina (r = -0,659) e trealose (r = -0,618) sao as variaveis responsaveis, nessa ordem,

pela discriminagao de C,da C4 (Tabela 10).
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A partir da avaliagdo conjunta dos dados, a C, apresentou, novamente, melhor
resposta, conferindo um melhor desempenho dessa cultivar nas condicbes de estresse
hidrico. Esse tipo de analise pdde distinguir, de forma qualitativa, o desempenho das
cultivares, podendo, através dos resultados, classifica-las como sensivel (C4) e
tolerante (C,) ao estresse hidrico. Através dessa ferramenta estatistica, DANTAS et al.
(2001) e MARIN (2003), na avaliagédo conjunta das respostas fisiologicas de plantas sob
condigdes de estresse, também detectaram tendéncia de diferencas no grau de
tolerancia a condi¢des subdtimas dos fatores ambientais.

Os dois componentes em conjunto conseguiram reter 78% (59,33 + 18,64) da
variabilidade contida no conjunto original. As correlagbes de cada variavel e o

componente principal constam da Tabela 10.

Tabela 10. Correlagdo entre as variaveis fisioldgicas e bioquimica-fisiologicas e os
componentes principais.

Variaveis CP1 CP2
Area Foliar (AF) -0,910 0,347
N° de Laminas Foliares (NLF) -0,632 0,199
Massa Seca da Lamina Foliar (MSL) -0,980 0,007
Massa Seca do Colmo+Bainha (MSC) -0,971 0,085
Massa Seca da Raiz (MSR) -0,947 -0,173
Densidade do Sistema Radicular (DSR) -0,975 0,001
Diametro Médio das Raizes (DMR) -0,013 -0,746
Prolina livre 0,526 -0,659
Trealose -0,427 -0,618

Porcentagem acumulada 59,33 18,64

CP1: Componente Principal 1; CP2: Componente Principal 2
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Figura 6. Distribuigdo dos tratamentos e avaliagbes fisiolégicas nos dois componentes
principais. CP1: Componente Principal 1. CP2: Componente Principal 2.



5. CONCLUSOES

» A cultivar IAC91-5155 apresenta maior acumulo de trealose e prolina livre nos
menores niveis de disponibilidade hidrica do solo, indicando tolerancia as

condigdes de estresse hidrico;

» Os osmoprotetores, trealose e prolina livre, podem ser indicados como
marcadores bioquimico-fisiolégicos de tolerancia ao estresse hidrico somente
para a cv. IAC91-5155;

» Aos 30 dias sob estresse hidrico ha maior acumulo de prolina livre apenas na cv.
IAC91-515;

» No estudo do conjunto das respostas fisiolégicas, a cultivar IAC91-5155
apresenta maior tendéncia a tolerancia devido ao acumulo da trealose, da prolina
livre e do decréscimo do didmetro médio das raizes ao estresse hidrico

comparada a cultivar IAC91-2195.
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