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1 RESUMO

A seca € um dos principais fatores limitantes a produtividade agricola ao redor do mundo.
Com a expansao da area de plantio da cana-de-agucar para regides brasileiras caracterizadas
por apresentarem deficiéncia hidrica por longos periodos durante o ano, torna-se essencial a
obtencdo de germoplasma de cana-de-agUcar tolerante a esse estresse. Identificar
ferramentas adequadas de selecéo e caracteristicas quantificaveis podem facilitar o processo
de melhoramento da cultura para tolerancia a seca, visto que ha dificuldade em identificar
caracteristicas Unicas que possam ser utilizadas para a selecdo. O objetivo do presente
trabalho foi verificar a habilidade de algumas varidveis morfofisiologicas para distinguir
entre tolerantes e susceptiveis quatro cultivares comerciais de cana-de-acUcar sob dois
regimes hidricos. O experimento foi conduzido em vasos contendo 22 litros de substrato,
em casa de vegetacdo localizada na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento da APTA
Polo Centro-Oeste, Jau,SP. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4x2x3 (cultivares x regimes hidricos x épocas de avaliagdo), com trés
repeticdes. Aos 84 dias apOs a emergéncia, as cultivares RB72454, RB855453, SP81-3250
e SP83-2847 foram submetidas aos tratamentos de teor de umidade (%): sem deficiéncia (-
D) e com deficiéncia (+D) promovida por 50% do teor de umidade ideal e avaliadas
durante trés épocas: 0, 28 e 56 dias apos 0 inicio dos tratamentos. As varidveis avaliadas
foram: altura do colmo, nimero de folhas verdes, comprimento e largura da folha +3, area
foliar, densidade estomatica, massa foliar especifica, estimativa do conteddo de clorofila
(via SPAD e via espectrofotdmetro), méaxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il
(Fv/Fm), conduténcia estomatica, conteudo relativo de agua, potencial hidrico foliar e
massa de matéria seca da parte aérea e das raizes. Verificou-se maior altura do colmo,
namero de folhas verdes e area foliar, aumento da densidade estomatica nas superficies
adaxial e abaxial, maiores valores de maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il
(Fv/Fm), de estimativa de conteudo de clorofila (indice SPAD) e potencial hidrico foliar nas
cultivares SP81-3250 e SP83-2847 sob deficiéncia hidrica, e este efeito foi mais

pronunciado aos 56 dias apos os tratamentos (DAT). No entanto, ndo foi verificado padrédo



de resposta que possa ser relacionado com o nivel de toleréncia para o resultado das
varidveis comprimento e largura da folha +3, massa foliar especifica, condutancia
estomatica, contetdo relativo de dgua na folha e contetdo de clorofilas a e b. Ao final do
periodo de avaliacdo, 56 dias sob deficiéncia hidrica, as cultivares SP81-3250 e SP83-2847
produziram maiores massas de matéria seca de parte aérea e de raizes. Portanto, constatou-
se que as cultivares SP81-3250 e SP83-2847 foram tolerantes a deficiéncia hidrica e as
variaveis altura do colmo, nimero de folhas verdes, area foliar, densidade estomaética
adaxial e abaxial, méxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm), estimativa de
conteudo de clorofila (indice SPAD) e potencial hidrico foliar foram eficientes em avaliar

essa tolerancia, principalmente aos 56 DAT.

Palavras chave: Saccharum spp., estresse hidrico, variedades, caracteristicas morfoldgicas,

caracteristicas fisiologicas.



TOLERANCE TO WATER DEFICIT IN SUGARCANE CULTIVARS EVALUATED BY MEANS
OF MORPHOPHYSIOLOGICAL VARIABLES Botucatu, 2010. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em

Agronomia / Agricultura) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: RENATA PASSOS PINCELLI
Adviser: MARCELO DE ALMEIDA SILVA

2 SUMMARY

Drought is one of major limiting factors to agricultural productivity around the world. With
the expansion of planting area of sugarcane for Brazilian regions characterized by water stress
for long periods during the year, it becomes essential to obtain germplasm of tolerant
sugarcane. Identify appropriate tools for selection and quantifiable characteristics can facilitate
the process of crop breeding for drought tolerance, since there is difficulty in identifying
unique characteristics that can be used for selection. This study aimed to verify the ability of
some morphological and physiological variables to distinguish between tolerant and
susceptible four sugarcane commercial cultivars under two water regimes. The experiment
was carried out in pots containing 22 liters of substrate, in a greenhouse located in the Unit of
Research and Development of APTA, Jad, SP. The experimental design was randomized in
factorial 4x2x3 (genotypes x water regimes x evaluation times) with three replicates. At 84
days after emergence, cultivars RB72454, RB855453, SP81-3250 and SP83-2847 were
exposed to humidity treatments: no stress (-D) and stress (+ D) promoted by 50% of the ideal
humidity and evaluated for three times: 0, 28 and 56 days after the initiation of the treatments
(DAT). The variables evaluated were: stalk height, green leaf number, length and width of leaf
+3, leaf area, stomatal density, specific leaf mass, estimated chlorophyll content (via SPAD
and via spectrophotometer), maximum photochemical efficiency of photosystem Il (Fv/Fm),
stomatal conductance, relative water content, leaf water potential and dry weight of shoots and
roots. We found a higher height of stalk, number of green leaves, leaf area, stomatal density at
adaxial and abaxial surfaces, higher maximal photochemical efficiency of photosystem Il
(Fv/Fm), estimation of chlorophyll content (SPAD index) and leaf water potential on the

cultivars SP81-3250 and SP83-2847 under water stress, and this effect was more pronounced



at 56 DAT. However, the variables length and width of leaf +3, specific leaf weight, stomatal
conductance, leaf relative water content and chlorophyll a and b content showed no response
pattern that might be related to the level of tolerance. At the end of the evaluation period, 56
days under water stress, the cultivars SP81-3250 and SP83-2847 produced higher dry matter
weights of shoots and roots. Therefore, the cultivars SP81-3250 and SP83-2847 were tolerant
to water stress and the variables stalk height, number of leaves, leaf area, stomatal density at
adaxial and abaxial surfaces, maximum photochemical efficiency of photosystem Il (Fv/Fm),
estimated chlorophyll content (SPAD index) and leaf water potential were efficient in

evaluating that tolerance, especially at 56 DAT.

Key words: Saccharum spp., water stress, varieties, morphological traits, physiological traits.



3 INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) é uma das culturas mais antigas em exploragdo no
Brasil, e atualmente ocupa uma das maiores areas de cultivo, que se concentra nas regifes
Sudeste e Nordeste, assumindo grande importancia sécio-econdmica.

O Brasil é o maior produtor mundial e apresentou grande expansdo nas ultimas trés
décadas do século XX. Porém, nos Gltimos dez anos, esse aumento do cultivo vem alcancando
altos indices, principalmente nos estados de Sdo Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Goias e Minas Gerais (CONAB, 2010). Nestes estados, além da ampliacdo da area cultivada,
novas usinas entraram em funcionamento na safra de 2009/2010. O estado de S&o Paulo é o
maior produtor (54,35%), seguido por Minas Gerais (8%), Parana (7,5%), Goias (7,4%),
Alagoas (5,74%), Mato Grosso (4,2%) e Pernambuco (4,1%). Os demais estados produtores
possuem areas menores, mas com bons indices de produtividade (CONAB, 2010).

A produgdo total de cana-de-agUcar teve incremento de 9,9% em relagcdo a safra
2009/2010 e as areas de expansdo devem ultrapassar 250 mil hectares na safra 2010/2011
(CONAB, 2010). Para ocupar estas novas areas, a cultura deve manter niveis de
produtividade, entretanto, os fatores ambientais podem influenciar negativamente o
rendimento da lavoura canavieira. Entre os diversos estresses abioticos, a deficiéncia hidrica é
considerada como o principal limitador ambiental & producdo de cana-de-aglcar (SILVA et
al., 2008). As novas regibes de expansdo da cana-de-acUcar apresentam-se
predominantemente ocupadas por pastagens e caracterizadas por um inverno seco, com
periodos de deficiéncia hidrica bastante pronunciada e mais acentuada em comparagao as
regides tradicionalmente ocupadas com a cultura; porém um aspecto positivo e comum entre
as areas sdo as condicdes topograficas, extremamente favoraveis a mecanizacao.

A utilizacdo de gendtipos tolerantes a deficiéncia hidrica nessas novas areas torna-se a
maneira mais econdémica de contornar os problemas causados pela seca (SINGH & REDDY,
1980).

Pesquisadores tém se concentrado principalmente em estudos de variaveis

morfoldgicas e fisioldgicas, as quais podem levar & adaptacdo para essas condi¢fes ou serem



correlacionadas com tolerancia a seca e que poderiam ser usadas para o melhoramento e
desenvolvimento de novos genétipos (DOMAINGUE, 1996).

Em cana-de-agucar, quatro estadios distintos de crescimento tém sido caracterizados,
nomeados: germinagdo, perfilhamento, grande crescimento e maturagdo. As fases de
perfilhamento juntamente com a de grande crescimento, também conhecidas como fase de
formacéo, tém sido identificadas como um periodo critico por demanda de agua (RAMESH,
2000). Portanto, é neste periodo onde os danos causados pela deficiéncia hidrica sdo mais
prejudiciais a producgdo, e em que experimentos de avaliacdo de gendtipos nos programas de
melhoramento, sob essas condi¢des, deveriam ser conduzidos, utilizando mecanismos
apropriados, rapidos e eficientes.

Segundo O Neill et al. (2006), técnicas que avaliem efeitos morfol6gicos e fisioldgicos
indiretos e rapidos podem ser bem efetivos para diferenciar genotipos tolerantes e susceptiveis
a deficiéncia hidrica. Identificar ferramentas adequadas de sele¢cdo e caracteristicas
quantificaveis podem facilitar o processo de melhoramento da cultura para tolerancia a
escassez de agua.

Seca € um estresse multi-dimensional, que causa varios efeitos fisioldgicos e
bioquimicos nas plantas (JAMAUX et al., 1997) e a tolerancia a essa condicdo é uma
caracteristica multigénica (RODRIGUES et al., 2009), de extrema dificuldade em identificar
caracteristicas Unicas que podem ser utilizadas para a selecdo de genoétipos tolerantes.

Variaveis morfologicas tais como volume e matéria seca de raizes, altura e nimero de
perfilhos (WAGIH & KAIULO, 2001), area foliar, massa foliar especifica, densidade de
estdmatos (JIFON et al., 2005) ja foram avaliadas em cana-de-aclcar e outras culturas para
diferenciar genétipos em relacdo a tolerancia a pouca disponibilidade hidrica.

Quanto as variaveis fisiologicas, podem ser separadas em dois grupos, ndo-destrutivas
e destrutivas, mas todas tém a vantagem de requererem pouco tempo para cada avaliacdo. As
ndo-destrutivas tais como estimativa do conteido de clorofila (via SPAD), temperatura de
folhas (SILVA et al., 2007a, 2007b, 2007d), méaxima eficiéncia quantica do fotossistema Il
(SILVA et al., 2007a, 2007b, 2007d), condutancia estomatica (SMIT & SINGELS, 2006;
SILVA et al., 2007a, 2007c), e indice de area foliar (ROBERTSON et al., 1999), e as

destrutivas, contetdo de clorofila (via espectrofotdmetro), teor relativo de agua na folha e



potencial de agua na folha (KOONJAH et al., 2006) foram bem correlacionadas com
tolerancia a caréncia hidrica em diversas culturas, inclusive cana-de-agucar.

Uma selecdo criteriosa de caracteristicas morfofisiologicas apropriadas, e de métodos
expeditos para quantifica-las, seria muito valiosa aos programas de melhoramento da cana-de-
acucar para o desenvolvimento de plantas tolerantes a periodos de seca.

O presente trabalho fundamenta-se em aprimorar o conhecimento relacionado a
tolerdncia a deficiéncia hidrica por meio da avaliagdo da habilidade de variaveis
morfofisioldgicas em distinguir entre tolerantes e susceptiveis quatro genotipos de cana-de-

acucar.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Estresse por deficiéncia hidrica

Uma planta pode estar submetida a varios tipos de estresses ambientais. Tratando-se de
disponibilidade hidrica, a planta pode sofrer injurias tanto por excesso como por falta de &gua,
mas como o estresse por deficiéncia € mais comum na natureza, esse termo tem sido abreviado
para estresse hidrico ou déficit hidrico, gerando conflito no modo de utilizacdo
(ANGELOCCI, 2002).

O termo estresse hidrico geralmente é definido como um fator externo, que exerce uma
influéncia desvantajosa sobre a planta, este conceito estd intimamente relacionado ao de
tolerancia ao estresse, que é a aptiddo da planta para enfrentar um ambiente desfavoravel
(TAIZ & ZEIGER, 2004). O estresse causa desvio significativo das condi¢es 6timas para a
vida, e induz a mudancas e respostas em todos os niveis funcionais do organismo, 0s quais sao
reversiveis a principio, mas podem se tornar permanente (LARCHER, 2000).

Logo, deficiéncia hidrica pode ser definida como todo o conteudo de agua de um
tecido ou célula que esta abaixo do conteldo de dgua mais alto exibido no estado de maior
hidratagdo (TAIZ & ZEIGER, 2004). A deficiéncia hidrica € um dos fatores de estresse que
causa maiores danos nos processos fisiologicos e metabolicos das plantas, acarretando em
reducbes na produtividade (PIMENTEL, 2004; TAIZ & ZEIGER, 2004).



Como dito anteriormente, o termo estresse é relacionado ao conceito de tolerancia, mas
existe uma variabilidade muito grande no grau de tolerancia a falta d’agua entre espécies. Esta
diferenga é observada por meio do valor do potencial de &gua ideal para as plantas, e ocorre
mesmo dentro de uma espécie, entre variedades. Além disto, o estadio de desenvolvimento da
planta em que ocorre o estresse também € critico para a produtividade agricola (PIMENTEL,
2004; INMAM-BAMBER & SMITH, 2005).

Os mecanismos de resisténcia a deficiéncia hidrica podem ser divididos em escape,
retardo e tolerancia. No primeiro, as plantas adotam uma estratégia de “fuga”, na qual
apresentam rapido desenvolvimento fenoldgico e alto grau de plasticidade, sendo capazes de
completar seu ciclo de vida antes que a falta de 4gua torne-se severa o bastante para provocar
danos fisiolégicos. O retardo da desidratacdo corresponde a manutencdo do turgor e volume
celular, tanto pela absorcdo de dgua por um sistema radicular abundante quanto pela reducgéo
da perda por transpiracdo por intermédio do fechamento estoméatico ou por vias néo
estomaticas como a cuticula. E a tolerdncia a seca € um mecanismo que permite a planta
manter o metabolismo, mesmo com a reducdo do potencial hidrico dos tecidos, devido
principalmente ao acumulo de solutos compativeis ou osmolitos, proteinas osmoprotetoras e a
capacidade antioxidante (TAIZ & ZEIGER, 2004; VERSLUES et al., 2006).

A tolerancia das plantas frente a um estresse pode ser de dois tipos, se a tolerancia
aumenta como consequéncia de exposicdo anterior ao estresse, diz-se que a planta esta
aclimatada; j&, se ocorre tolerdncia & um nivel de resisténcia geneticamente determinado,
adquirido por processo de selecdo durante muitas geracdes, a planta esta adaptada (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

A adaptacéo e a aclimatacdo aos estresses ambientais resultam de eventos integrados
que ocorrem em todos os niveis de organizacdo: anatbmico, morfoldgico, celular, bioquimico
e molecular (PIMENTEL, 2004; BUENO et al., 2006).

Em condicdo de deficiéncia hidrica, a cana-de-agucar apresenta uma série de alteraces
morfofisioldgicas, causando assim, disturbios em seu metabolismo (PIMENTEL, 1998).

Dentre as alteracOes apresentadas pela cana-de-agucar sujeitas a deficiéncia hidrica, e
que serdo tratadas neste trabalho, podem-se destacar: alteragdes na altura, no nimero de folhas
verdes, no comprimento e na largura das folhas, na area foliar e massa foliar especifica, na

densidade estomatica, na conduténcia estomatica, na eficiéncia quantica do fotossistema II, no
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teor relativo de agua, no contetido de clorofila, e alteracbes no acimulo de matéria seca da
parte aérea e das raizes. Algumas destas respostas fazem parte de estratégias que visam reduzir
os efeitos deletérios da baixa disponibilidade hidrica, constituindo, portanto, mecanismos de
tolerancia a seca (PIMENTEL, 2004; TAIZ & ZEIGER, 2004; INMAM-BAMBER &
SMITH, 2005).

O uso de irrigacdo para atenuar o efeito da escassez de 4gua na producédo de cana-de-
acucar € uma alternativa ainda pouco utilizada nos paises produtores (INMAN-BAMBER,
2004; SANTOS, 2005), pois a disponibilidade de agua é limitada em algumas regides e 0s
custos dos equipamentos tornam esse tipo de estratégia muito dispendiosa (BOYER, 1996);
uma alternativa para amenizar tais custos seria a selecdo e uso de genotipos tolerantes a
deficiéncia hidrica (SINGH & REDDY, 1980; SILVA et al., 2007).

4.2 Principais efeitos morfofisioldgicos causados pela deficiéncia hidrica

A diminuicdo do teor de &gua no solo afeta acentuadamente alguns processos
morfofisioldgicos, enquanto outros sdo relativamente insensiveis (KELLING, 1995). A
extensdo dos efeitos da deficiéncia hidrica nas espécies vegetais depende da sua intensidade e
da duracdo da capacidade genética das plantas em responder as mudancas do ambiente
(CHAVES, 1991; SANTOS & CARLESSO, 1998). A resisténcia ao estresse hidrico se
manifesta geralmente de quatro formas: limitacdo no crescimento, adaptacdes morfoldgicas,

adaptacdes fisiologicas e alteracdes metabolicas.

4.2.1 Limitacdo do crescimento da cana-de-acucar sob deficiéncia hidrica

O crescimento celular é considerado o processo mais sensivel a baixa disponibilidade
de agua no solo, com a divisdo e expansdo celular sendo diretamente inibidas pelo estresse
hidrico (ZHU, 2001; SAUSEN, 2007).

Esta sensibilidade deve-se ao impacto da falta de agua sobre a taxa de expansdo das
células, devido a perda de turgor (TAIZ & ZEIGER, 2004; SAUSEN, 2007).

Pequena reducdo no potencial de agua no solo afeta tanto a divisdo celular quanto o
alongamento celular em cana-de-agucar (INMAM-BAMBER & SMITH, 2005;
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GONCALVES, 2008). A deficiéncia hidrica na fase inicial afeta o rendimento da cana,
reduzindo o tamanho das plantas em geral, e algumas variaveis como a producao de perfilhos;
namero, altura e didmetro de colmos industrializaveis; area foliar e finalmente o peso
individual dos colmos (ROBERTSON et al., 1999; RAO et al., 2005; GONCALVES, 2008).

Segundo Silva et al. (2008), a variacdo na altura da planta é um indicativo de tolerancia
ou susceptibilidade da cana-de-acucar a deficiéncia hidrica. O baixo teor de umidade nos
tecidos pode reduzir pela metade o comprimento de alguns entrends, mas se houver
disponibilidade de 4gua novamente, a perda pode ser recompensada pelo maior comprimento
dos entrends seguintes (CASTRO & KLUGE, 2001). Esta caracteristica morfologica
observada com o periodo de estiagem ¢ o “encarretelamento” dos colmos, ou seja, a formacao
de nos e entrends muito curtos e proximos entre si, diminuindo o volume do parénquima para
armazenamento de sacarose (SEGATO et al., 2006).

Ha grande interesse entre o0s pesquisadores em conhecer as dimensdes do aparato foliar
de uma determinada planta, pois possibilitam estudos mais detalhados de andlise de
crescimento, nutricdo mineral ou mesmo fenologia (HERMANN & CAMARA, 1999).

As folhas sdo 6rgdos responsaveis por 90% da massa seca acumulada nas plantas,
resultante da atividade fotossintética, assim, fatores como temperaturas elevadas em periodos
de estresse hidrico causam diminuicdo da area foliar, e de acordo com Inman-Bamber (2004),
o tempo de exposicdo a seca afeta negativamente o crescimento da parte aérea, sobretudo a
producdo de folhas, acelerando a senescéncia foliar. Neste sentido, Oliveira et al. (2007)
descrevem que em condicBes de estresse ambientais, genétipos sensiveis seriam mais
prejudicados por reduzirem sua massa de folhas e sua area foliar, e que estudos da area foliar
em variedades de cana-de-agUcar permitem correlaciona-la com o potencial produtivo das
mesmas, seja em massa seca, quantidade de agUcar ou taxas de crescimento.

A limitacdo a expansdo da area foliar também é uma resposta a deficiéncia hidrica, ndo
apenas limita o tamanho de cada folha, mas, também a érea foliar pela diminui¢cdo no
surgimento de novas folhas (SANTOS & CARLESSO, 1998; SHIGAKI et al., 2004;
SCARPARI, 2007). A expansdo das folhas é mais afetada pela falta de dgua do que o
alongamento do colmo (INMAM-BAMBER & SMITH, 2005).

Diversos autores descrevem que a senescéncia foliar € responsiva a deficiéncia hidrica

e que a reducdo do nimero de folhas verdes ocorre apds a reducdo no surgimento de folhas
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(ROBERTSON et al., 1999; INMAM-BAMBER, 2004; SMIT & SINGELS, 2006;
MACHADO, 2009). Atribui-se gue a reducéo de folhas verdes € uma estratégia para diminuir
a superficie transpirante e o gasto metabolico para a manutencdo dos tecidos (INMAN-
BAMBER & SMITH, 2005; SMIT & SINGELS, 2006; INMAN-BAMBER et al., 2008).
Caracteristicas foliares como massa foliar especifica, espessura e densidade foliar, sao
afetados por fatores ambientais como a disponibilidade de nutrientes e 4gua (CASTRO-DIEZ
et al., 1997; BUSSOTTI et al., 2000). Existe relacdo entre longevidade foliar e caracteristicas
morfolégicas das folhas. As espécies que possuem maior longevidade foliar geralmente
apresentam menor area foliar especifica, ou maior massa foliar especifica, devido a lamina das
folhas e a cuticula serem mais espessas, como também uma maior area lignificada, o que
aumenta a razdo massa/area; permitindo a folha resistir por um longo periodo em condicdes

adversas, como a seca (LIMA et al., 2006).

4.2.2 Densidade estomatica da cana-de-acucar sob deficiéncia hidrica

O estbmato consiste de um par de células-guarda, o poro estomatico, e células
subsidiarias, que circundam as células-guarda auxiliando no controle dos poros estomaticos. A
resisténcia estomatica, ou seja, o grau de fechamento dos estbmatos, que por sua vez € o
inverso da condutancia estomatica, € regulada pela planta de forma que a transpiracdo é
proporcional ao balanco de energia, sem induzir aquecimento excessivo das folha
(LARCHER, 2000; TAIZ & ZEIGER, 2004). Acredita-se que o status hidrico das células da
epiderme é responsavel pela abertura estomatica, e ndo o aumento do status hidrico da folha
(INMAN-BAMBER & SMITH, 2005).

A célula-guarda difere-se morfologicamente entre as espécies de plantas (TAIZ &
ZEIGER, 2004), a quantidade, distribui¢do, tamanho, forma e mobilidade dos estdmatos séo
caracteristicas especificas de cada espécie e podem ser alteradas em fungdo das adaptacdes as
condi¢cBes ambientais (LARCHER, 2000). Em cana-de-aglcar, 0os estdbmatos possuem o
formato paracitico, e apresentam-se enfileirados na epiderme da folha (VAN DILLEWIJN,
1952).
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No limbo foliar da cana-de-acucar os estbmatos estdo presentes tanto na face adaxial,
como na face abaxial, ou seja, anfiestomatico, e a maior densidade de estdmatos é encontrada
na superficie abaxial da folha (FERREIRA, 2005). Ha descri¢bes de que é mais provavel que a
face abaxial da folha possa ser responséavel pelas trocas gasosas (de vapores de agua com o
meio), enquanto que os estdbmatos da superficie adaxial, que parecem ser mais sensiveis,
fecham mais rapidamente, permitindo assim a face abaxial responder melhor ao arrefecimento
e transpiracdo (VENKATARAMANA et al., 1986).

Os estdomatos da face adaxial sdo menores e frequentemente protegidos por pélos ou
estdo situados no interior de criptas estomaticas; deste modo, o ar a volta dos estdmatos fica
mais umido e a resisténcia a movimentacdo do ar da camada imediatamente adjacente a
epiderme (camada limite) aumenta (LARCHER, 2000).

A densidade estomatica presente em uma folha € inversamente proporcional a
expansdo das células da epiderme. Assim, quanto mais células da epiderme se expandir
durante o crescimento da folha, menor serd a densidade estomatica. Ainda, a quantidade de
estdbmatos de uma folha é definida no decorrer do processo de crescimento, e os fatores que
afetam esta quantidade sdo as diferengas na intensidade luminosa e a disponibilidade hidrica
(KOUWENBERG et al., 2004). Entre espécies hd uma grande variacdo nas dimensfes e
frequiéncia de estdmatos, o que tem grande importancia nas diferencas de regulacfes das trocas
gasosas (ANGELOCCI, 2002).

A regulacdo da abertura e fechamento estomatico € um processo extremamente
complexo, envolvendo fatores do ambiente e da préopria planta. O rapido fechamento
estomatico € uma caracteristica desejavel e variavel em genoétipos de cana-de-agucar, sendo
causado pela eficiente sinalizacdo entre as raizes e as folhas (INMAN-BAMBER & SMITH,
2005; MACHADO, 2009). Gendtipos mais tolerantes a seca apresentam fechamento
estomatico em valores de potencial da dgua maiores quando comparados aos genoétipos
sensiveis (SMITH & SINGELS, 2006).

O fechamento precoce de estbmatos € uma das primeiras respostas de tolerancia a seca.
O potencial da agua na folha pode ser visto como uma medida de sensibilidade da cana-de-
acucar ao estado da agua no solo, contudo a conducdo estomatica diminui em resposta a seca

do solo, sem alteragdes significativas no potencial hidrico (SMIT & SINGELS, 2006).
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O é&cido abscisico (ABA) estimula o fechamento dos estbmatos em muitas espécies
vegetais; desde que sua sintese seja estimulada pela deficiéncia hidrica. Entdo, com um ligeiro
ressecamento do solo, mesmo que nao afete as relagdes hidricas da parte aérea, causa aumento
na concentracdo de ABA no xilema, provavelmente produzido na coifa das raizes; levando
assim ao fechamento estomatico (SANTOS & CARLESSO, 1998; STEUDLE, 2000;
INMAM-BAMBER & SMITH, 2005).

O fechamento dos estdmatos restringe a troca de gases entre o interior da folha e a
atmosfera causando diminuicdo na assimilacdo de CO,, que é utilizado no processo
fotossintético, diminuindo a atividade carboxilase e aumentando a atividade oxigenase da
rubisco. O ABA afeta o grau de abertura estomatica, controlando o influxo e efluxo de K+ nas
células guardas, assim como os de CI- e acidos organicos na plasmalema e tonoplasto dessas
células, para o balan¢o iénico. Este processo controlara a entrada ou saida de agua nas células
guardas e consequente 0 movimento estomatico (PIMENTEL, 1998; ANGELOCCI, 2002).

O ABA desempenha importante papel, por intermédio de sinais quimicos para
comunicacdo das raizes com o dossel vegetativo, na resposta a deficiéncia hidrica no solo,
assim influencia as respostas da planta regulando suas caracteristicas morfofisioldgicas
(SANTOS & CARLESSO, 1998; SASSAKI & MACHADO, 1999; INMAM-BAMBER &
SMITH, 2005).

O fechamento estomatico € um mecanismo Util de tolerdncia a seca, e quando ha
reidratacdo da cultura em questdo, os estdbmatos conseguem melhorar o potencial hidrico da
folha, mas os estdbmatos ndo conseguem se recuperar totalmente, pois a complexidade de
resposta do estbmato ird depender do gendtipo e da intensidade da seca
(VENKATARAMANA et al., 1986; SANTOS & CARLESSO, 1998; LARCHER, 2000;
SHIGAKI et al.,2004; SMIT & SINGELS, 2006).

A capacidade de reduzir a transpiracdo permite que as plantas tenham melhor gestéo da
agua disponivel no solo. Quando as plantas fecham antecipadamente, mas reversivelmente os
estdmatos, essa adaptacdo € modulativa. Uma adaptacdo modificativa ocorre quando folhas
que se desenvolvem sob condicBGes de deficiéncia hidrica apresentam estdbmatos menores,
porém, densidade estomatica maior (LARCHER, 2000; PAIVA & OLIVEIRA, 2006).

A maior densidade e menor tamanho dos estbmatos aumentam a resisténcia estomatica,

a qual limita o excesso de perda de 4gua por transpiracéo (SILVA, 2008).
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Uma caracteristica muito comum em cana-de-agucar, para diminuir a superficie de
transpiracdo, € a ocorréncia do enrolamento da folha, pois, em condi¢bes de deficiéncia
hidrica, a folha enrola e cessa seu crescimento. O grau de enrolamento das folhas pode variar
consideravelmente entre os gendtipos de cana-de-agUcar de acordo com a tolerancia; mas essa
aparéncia muda rapidamente quando estas plantas forem irrigadas novamente (INMAN-
BAMBER & SMITH, 2005).

4.2.3 Trocas gasosas: condutancia estomética

As trocas gasosas atuam no balango energético das folhas, participando da regulacéo
de sua temperatura, de maneira a deixa-la dentro da faixa de valores adequados aos processos
fisiologicos das plantas e de adaptacdo destas ao ambiente.

O controle da transpiracdo é realizado pelo fechamento estomatico, que é o Unico
processo no continuum solo-planta-atmosfera que possui essa resposta instantanea.

Quando a abertura estomatica € reduzida, o fluxo de vapor d'agua diminui
proporcionalmente em maior grau do que a diminuicdo do fluxo de absor¢cdo de CO,. Num
caso extremo, em que as perdas por transpiracdo podem afetar irreversivelmente, o
crescimento ou a sobrevivéncia da planta, os estdmatos tendem a fechar completamente,
limitando o suprimento de CO, (PIMENTEL, 1998).

A reducdo na assimilacdo de CO; ocorre devido ao fechamento estomatico, afetando a
fotossintese devido a restri¢do ao fluxo de COg, resultando em efeitos prejudiciais diretamente
sobre o aparelho fotossintético, enquanto que as taxas respiratérias ndo sdo afetadas
(SASSAKI & MACHADO, 1999).

O controle das trocas gasosas é considerado um processo complexo, pois, as plantas
enfrentam certo dilema onde, se ocorrer ligeira diminuig@o de turgescéncia celular, suficiente
para causar o fechamento dos estdmatos, vai tornar a absor¢do de dioxido de carbono
extremamente dificil, diminuindo sensivelmente a atividade de assimilacdo de carbono, assim,
elas necessitam abrir os estdbmatos para a entrada do CO, e também fecha-los para evitar a
perda de agua, porém a tendéncia é favorecer a assimilacdo fotossintética (PIMENTEL, 1998;
ANGELOCCI, 2002).



16

Diversos sdo os trabalhos que mostram a influéncia da deficiéncia hidrica nas trocas
gasosas sobre as culturas, em especial sobre a cana-de-acucar (INMAN- BAMBER & SMITH,
2005; SMIT & SINGELS, 2006); desta forma, em condicGes de estresse hidrico as variaveis
de trocas gasosas podem apresentar alteragcGes de forma distinta, de acordo com a espécie,
tanto por limitacGes difusivas, restringindo a disponibilidade de dioxido de carbono para
assimilacdo, quanto por limitacbes metabodlicas, pelo aumento do efeito fotoinibitorio
(GONCALVES et al., 2010).

A condutancia estomética decai rapidamente sob queda rapida da umidade do solo,
pois a abertura estomatica responde mais rapidamente a variacao do conteddo de dgua no solo
do que no potencial da agua na folha (SASSAKI & MACHADO, 1999).

4.2.4 Pigmentos fotossintéticos: clorofilaaeb

Grande parte da radiacdo incidente sobre a superficie da folha ndo é utilizada nos
processos fotoquimicos. Esta radiacdo é perdida de vérias formas, uma parte € refletida e outra
porcao é transmitida, ou seja, atravessa a folha sem ser absorvida, enquanto que uma terceira
fracdo da radiacdo é absorvida pelos pigmentos fotossintetizantes. No entanto, nem todos esses
fotons absorvidos pelos pigmentos sdo utilizados nos processos fotoquimicos (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

As clorofilas (a e b) e os carotendides sdo o0s pigmentos fotossintéticos mais
abundantes existentes no planeta. Por sua estrutura quimica ser instavel, as clorofilas sdo
facilmente degradadas, resultando em produtos de decomposicédo que modificam a percepcéo e
qualidade dos vegetais (GONCALVES, 2008).

As clorofilas localizam-se nos cloroplastos, sendo esta organela o local que se realiza a
fotossintese, a qual possui duas reacdes importantes: a fotoquimica, nas membranas dos
tilacoides e a bioquimica, no estroma do cloroplasto. Tais organelas, além das clorofilas,
contém outros pigmentos denominados acessorios, tais como os carotendides (carotenos e
xantofilas) (LARCHER, 2000; TAIZ & ZEIGER, 2004).

Ao absorver os fotons (energia luminosa), as moléculas de clorofila modificam
temporariamente suas configuragcdes eletronicas, passando do estado basal para o estado

excitado, o qual possui nivel de energia superior, sendo ainda muito instavel e de vida curta.
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Assim, ap0s absorver os fotons, esses pigmentos podem dissipar 0 excesso de energia
proveniente da luz por meio de quatro formas competitivas: dissipacédo fotoquimica (utilizada
na fotossintese), fluorescéncia (re-emissdo na forma de luz), conversdo direta de energia
(retorno da clorofila ao seu estado base sem ocorrer emissdo de fotons) e dissipagdo nao-
fotoquimica (re-emissdo na forma de calor) (TAIZ & ZEIGER, 2004; MAXWELL &
JONHSON, 2000; CAMPOSTRINI, 2010).

A deficiéncia hidrica é um dos estresses ambientais responsaveis pela diminuigdo de
pigmentos nas folhas, fazendo com que o ciclo de vida da planta seja alterado. Em adicéo, a
relacdo entre clorofila a e b em plantas terrestres pode ser usada como indicativo de resposta
ao sombreamento e a senescéncia prematura, e a relacao entre clorofila e carotendides é usada
em menor proporcao para diagnosticar a taxa de senescéncia sob estresse hidrico (HENDRY
& PRICE, 1993).

Assim, métodos de quantificacdo e de estimativa de tais pigmentos também podem ser
utilizados como ferramentas para selecdo de gendtipos tolerantes a seca. Métodos destrutivos
séo citados na literatura como sendo relativamente eficientes. No entanto, o medidor
portétil de clorofila SPAD-502 permite leituras instantdneas do teor relativo de clorofila na
folha sem destrui-la, fazendo com que tal método seja caracterizado pela simplicidade e
rapidez (ARGENTA et al.,, 2001). Em adicdo, medigdes com SPAD-502 podem ser
significativamente correlacionadas com o conteudo de nitrogénio em folhas de gramineas
temperadas e tropicais, auxiliando, sobremaneira nos processos de sele¢édo e melhoramento de
plantas (ARGENTA et al., 2001; GABORCIK, 2003).

4.2 5 Maxima eficiéncia do fotossistema 11

Nas membranas dos tilacOides, os fotossistemas | e Il sdo responséveis por captar e
converter a energia luminosa do sol (fétons) em energia quimica (ATP e NADPH) e neste
processo, a agua é fundamental para o fotossistema I1. O centro de reacdo do fotossistema Il é
formado por um complexo protéico junto a molécula de clorofila P680 que possui um redutor
muito forte que oxida a molécula de dgua em elétrons, prétons e oxigénio (TAIZ & ZEIGER,
2004).
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Os elétrons produzidos séo transferidos para a plastoquinona que é um carregador de
prétons H+, e tendo recebido os elétrons, transfere os prétons do estroma (externo) para o
lumen (interno) e doa os elétrons para o citocromo f que séo transferidos para a plastocianina
que se move até proximo ao fotossistema | e doa os elétrons para a ferrodoxina que reduz
NADP+ em NADPH. Os prétons produzidos pela oxidacdo da &gua junto aos protons
transferidos pela plastoquinona geram um potencial eletroquimico no interior dos tilacoides
(Iimen) que séo utilizados na sintese de ATP (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Desta forma, o fotossistema Il depende da agua para a geracdo de energia quimica,
requerida posteriormente para a fixacdo de CO,, e demonstra que variacdes na disponibilidade
hidrica geram menor eficiéncia do fotossistema Il, ou seja, com recurso de agua limitado,
menos ATP e NADPH sdo formados e, como consequéncia, menos CO; ¢ fixado (LU &
ZHANG, 1999; SOUZA et al., 2005).

A técnica do rendimento quantico do fotossistema Il (PSIl), obtido a partir da
fluorescéncia da clorofila a, pode estimar a integridade do PSIlI de uma determinada folha,
pois revela o nivel energético de excitacdo dos pigmentos que dirigem a fotossintese. Esse
nivel depende do balanco entre irradiacdo e da soma das taxas de fotossintese e dissipacao
térmica (SCHOLES & HORTON, 1993). Em adi¢do, Campostrini (2010) afirma que essa
técnica apresenta-se como uma ferramenta de grande potencial nos estudos relacionados aos
efeitos dos fatores do ambiente sobre o processo fisiol6gico em plantas, indicando auséncia ou
presenca de comprometimento no processo fotossintético.

As principais variaveis observadas nas medicGes da fluorescéncia da clorofila a séo:
fluorescéncia inicial, basal ou minima (Fo) é a fluorescéncia quando todos 0s centros de reacao
estdo abertos, fluorescéncia maxima (Fy) € a fluorescéncia quando todos os centros de reagdo
estdo fechados, fluorescéncia varidvel (F,) é determinada pelo estado do centro de reacdo
(aberto ou fechado), e € definida como diferenca entre Fn, e Fo, ou seja, F,.=Fn-Fo e rendimento
quéantico maximo do PSII (F./Fr). O Fq refere-se a emissdo de fluorescéncia pelas moléculas
de clorofila a do complexo coletor de luz do PSII. O F, indica a completa reducéo da quinona
A (Qa) a partir da incidéncia de um pulso de luz no centro de reacdo Qa, gerando
fluorescéncia maxima. A diferenca entre Fp, e Fo resulta na fluorescéncia variavel (F,), que

representa o fluxo de elétrons do centro de reacdo do PSII (P680) até a plastoquinona (PQH2).
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O rendimento quantico maximo é calculado como: F./Fn, = (Fm — Fo)/Fm (MAXWELL &
JOHNSON, 2000).

Em plantas sob condicbes de estresse, a menor eficiéncia fotossintética pode ser
causada pela: 1) menor dissipacdo de energia por meio do transporte de elétrons, ocasionando
um declinio na eficiéncia quantica potencial do PSII, indicada pelo menor F./Fn, e taxa de
transporte de elétrons (ETR), sendo usualmente associados a0 aumento na extingcdo néo-
fotoquimica da fluorescéncia (gN) e no “pool” de zeaxantina; 2) inicio dos processos de
fotoinibicdo quando a capacidade de fotoprotecdo € excedida, sendo indicado pelo declinio na
relacdo F,/Fp, acompanhado pelo aumento de Fy, devido a reducdo excessiva da cadeia de
transporte de elétrons (CHAGAS, 2007).

Parte dos elétrons envolvidos nos processos fotoquimicos é utilizada em outros
processos que ndo a fixacdo de carbono. Em condicBes onde a fixagdo de carbono é limitada
(ex.: baixa temperatura e fechamento estomatico), drenos alternativos de elétrons, como
fotorrespiracdo, excetuando-se plantas com metabolismo C4, e a reducdo de oxigénio
molecular podem aumentar suas atividades (FRACHEBOUD, 2010).

A presenca de condigdes ambientais estressantes levam ao decréscimo caracteristico na
eficiéncia quéantica potencial no PSII, podendo ser detectada pela queda na relacdo F./Fp;
paralela a queda da fotossintese devido a menor eficiéncia fotoquimica, pode ocorrer reducao
na atividade de algumas enzimas de ciclo de Calvin e mudangas nas rotas quimicas, como
acumulo de aminoécidos e acidos organicos (CHAGAS, 2007).

Dessa forma, a habilidade em manter elevadas razGes de F.,/F, sob estresse hidrico
pode ser um indicativo de eficiéncia no uso as radiacdo pela fotoquimica e pela assimilacéo de
carbono, assim como a resposta relativamente rapida de F./Fy, ao estresse hidrico moderado
pode ser uma traco importante para selecdo de germoplasma de cana-de-agUcar tolerantes a
seca (SILVA et al., 2007; GRACA, 2009), pois pode ser indicativo de fotoinibicdo associada a
danos no PSII (MAXWELL & JONHSON, 2000).

4.2.6 Teor relativo de agua na folha
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O teor relativo de 4gua (TRA) na folha é definido como sendo a quantidade de agua de
um tecido comparada com a maxima quantidade de adgua que ele podera reter em um dado
momento (CAIRO, 1995). O TRA é considerado a variacdo de massa de agua do tecido, a
qual, por sua vez, decorre da variagdo da massa de agua da célula e, consequentemente, da
variacdo do volume celular, entre a turgescéncia plena e a perda da turgescéncia
(ANGELOCCI, 2002).

O controle das funcGes fisioldgicas estd diretamente relacionado com o contetdo
hidrico da planta e alteracdes no TRA afetam diretamente todo o aparato fotossintético.

Verificou-se que houve diminuicdo entre 10% a 20% no TRA ap6s 15 dias sob
deficiéncia hidrica diminuindo consideravelmente a taxa de assimilacdo de CO, e a
condutancia estomatica em plantas de Phaesolus vulgaris (BRESTIC et al. 1995). A resposta
fotossintética frente a deficiéncia hidrica pode apresentar variacdo de acordo com a cultivar,
como observado por Colom & Vazzana (2003) quando estudaram o TRA e a taxa
fotossintética de cultivares da graminea Eragostris curvula, em que constataram que a cultivar
tolerante exibiu maior atividade fotossintética associada a maior TRA em comparacdo a
cultivar sensivel submetidas a deficiéncia hidrica. Sdo varias as alteragdes ocorridas nas
plantas devido a escassez de dgua, porém, é comum observar que reducdo de 25% no TRA é
responsavel por ocasionar uma repressdo em todo o aparato fotossintético (LAWLOR &
CORNIC, 2002; AZEVEDO NETO et al., 2004; SMIT & SINGELS, 2006).

Para que se tenha uma avaliacdo confiavel do status hidrico de um vegetal, tanto o teor
relativo de 4gua como potencial hidrico sdo considerados essenciais e indispensaveis (CAIRO,
1995; PIMENTEL, 2004).

4.2.7 Potencial de agua na folha

O potencial de agua na folha (¥w) diminui com o declinio da disponibilidade de &gua
no solo, levando a perda da turgescéncia e induzindo também ao fechamento estomatico, e tais
respostas diferenciam-se de espécie para espécie (MANSUR & BARBOSA, 2000;
TAVARES, 2009). O Ww descreve o estado energético foliar, cujos gradientes explicam o0s
fluxos da &gua no sistema solo-planta-atmosfera. Embora haja variacdo ao longo do dia,

mesmo em plantas irrigadas, essa variavel descreve o estado hidrico da planta, e tem sido
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muito utilizado em estudos das relacdes hidricas dos vegetais. O valor do Ww indica a
diferenca entre o estado energético da planta no sistema considerado e num estado de
referéncia. No estado de referéncia, o potencial da &gua é considerado zero (BERGONCI et
al., 2000).

O controle estomatico da condutancia foliar € um mecanismo pelo qual as plantas
reduzem em suas perdas de agua e na maioria das vezes indica uma condicdo de deficiéncia
hidrica. O fechamento estomatico pode ocorrer dentro de uma larga faixa de potencial de &gua
na folha, dependendo da espécie (JONES, 1992). Em plantas sem restricdo hidrica, a
condutancia estomatica pode aumentar com a diminui¢do do potencial da agua na folha,
resultante de uma maior taxa de transpiracdo a medida que a abertura estomatica aumenta.
Estudos realizados em condi¢des controladas e em condi¢fes de campo, sugerem que 0 acido
abscisico (ABA) produzido na raiz pode desempenhar papel importante no controle da
condutancia estomatica e que a resposta dos estbmatos ao ABA depende do estado hidrico da
planta (SANTOS & CARLESSO, 1998; SASSAKI & MACHADO, 1999; INMAM-
BAMBER & SMITH, 2005).

O limiar de fragdo de agua disponivel para a planta, quantidade de agua existente no
solo a partir da qual a conduténcia diminui, comparada com um valor de referéncia, varia para
diferentes espécies. Além disso, o limiar de fracdo de agua disponivel para as plantas é maior
para o potencial da dgua na folha e expansao foliar do que para a condutancia estomatica e
trocas gasosas, e ha variacdo intra-especifica dependendo das condi¢des experimentais, como
0 tipo de solo e demanda evaporativa principalmente (SADRAS & MILROY, 1996).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local de realizacédo do projeto

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com controle de temperatura e
umidade, localizada na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegécios - APTA, municipio de Jad, SP (22° 15' Latitude Sul e 48° 33'
Longitude Oeste e Altitude 580 m).

Valores de temperatura e umidade relativa do ar maxima e minima foram coletados
diariamente utilizando-se de um aparelho portéatil termohigrometro (marca Acurite, China); e
também a luminosidade através do fluxo de fdtons fotossintéticos (marca Apogee Model
QMSS-E Quantum PAR Meter). Portanto, durante o periodo experimental a temperatura
maxima média do ar foi de 24,4°C + 3,7, temperatura minima média do ar de 16,4°C =25, e a

radiacdo fotossinteticamente ativa foi em média 820 pmol m? s,

5.2 Material vegetal

O experimento foi composto por quatro cultivares de cana-de-agUcar (Saccharum spp.),
RB72454, RB855453, SP81-3250 e SP83-2847. As cultivares RB72454 e SP83-2847 foram
utilizadas como padréo de susceptibilidade (GONCALVES, 2008) e de tolerancia (DEDEMO,
2006) a deficiéncia hidrica, respectivamente.

As plantas foram obtidas por meio de brotagdo das gemas provenientes de toletes de

mesma idade e bom aspecto sanitéario.
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5.3 Tratamentos, delineamento estatistico e analise dos dados

Os toletes foram plantados em vasos de 22 litros, preenchidos com substrato
Plantmax® (produto estéril elaborado a base de vermiculita expandida e material organico,
contendo macro e micronutrientes necessarios ao desenvolvimento inicial das mudas)
misturados a 55 g do fertilizante formulado 8-28-16.

Em cada vaso foram plantados trés mini toletes com gemas individuais de cada
cultivar, posteriormente houve desbaste, deixando apenas uma Unica planta. Nesta planta
apenas o perfilho primério foi mantido para a avaliacdo, para eliminar efeitos varietais de
perfilhamento e ocupacdo desigual dos vasos. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4x2x3, sendo os fatores: quatro cultivares, dois
regimes hidricos (sem deficiéncia = -D, e com deficiéncia = +D) e trés épocas de avalia¢des
(0, 28 e 56 dias ap6s 84 dias do plantio), com trés repeticdes.

Do plantio até 84 dias apds o plantio (DAP) todos 0s vasos receberam agua na mesma
quantidade a fim de proporcionar bom desenvolvimento a todas as plantas. Aos 84 DAP
iniciaram-se os tratamentos: sem deficiéncia hidrica (-D) e com deficiéncia hidrica (+D). No
tratamento -D as plantas foram hidratadas com quantidade necesséria para manter o teor de
umidade ideal no substrato, em torno de 22% (que corresponde a 100% da capacidade de
campo) para o desenvolvimento das plantas, enquanto no tratamento +D as plantas foram
mantidas com 50% do teor dessa umidade. Para 0 monitoramento de umidade nos vasos, 0
qual foi realizado trés vezes ao dia (7h, 12h e 16h), utilizou-se do medidor ECH,O (Decagon,
Washington, USA), por se tratar de um aparelho bastante eficiente neste controle (PARSONS
& BANDARANAYAKE, 2009). Para tanto, sensores dielétricos Echo Check (Decagon,
Washington, USA) de 10 cm de comprimento foram inseridos nos vasos, na quantidade de um
por vaso.

Para analise dos resultados foi empregado o tratamento estatistico das caracteristicas
individuais. A analise de variancia foi realizada pelo teste de F utilizando-se do teste de

Tukey, a 5% de probabilidade, para a comparagédo das médias.

5.4 Avaliaces morfoldgicas e fisioldgicas em casa de vegetacgéo
As avaliagGes foram iniciadas aos 84 DAP, e realizadas em trés épocas, aos 0, 28 e 56

dias apos o inicio dos tratamentos (DAT), ou seja, quando as plantas estavam com 84, 112 e
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140 dias de idade. Apenas as varidveis matéria seca de raizes e matéria seca da parte aérea
foram realizadas numa Unica data, aos 56 DAT (140 dias de idade).

Em todas as plantas foram utilizadas a primeira folha totalmente expandida e com
ligula aparente (folha +1) para as avaliacbes, com excessdo da area foliar e da densidade
estomatal que utilizou-se a terceira folha totalmente expandida com ligula aparente (folha +3),
iniciando-se pelas variaveis ndo destrutivas e em seguida pelas destrutivas.

5.4.1 Variaveis morfoldgicas

5.4.1.1 Numero de folhas verdes
A contagem do numero de folhas verdes ocorreu a cada avaliacdo, considerando-se as
folhas totalmente expandidas e com pelo menos 20% da area foliar verde, contadas a partir da
folha +1.

5.4.1.2 Area foliar
Durante as avaliacOes foram realizadas medi¢des do comprimento e didmetro do limbo
foliar na porcdo mediana da folha +3, com auxilio de uma fita métrica e regua,
respectivamente. A area foliar foi calculada segundo metodologia descrita por Hermann &
Camara (1999):

AF =CxLx0,75 x (N+2)

em que C é o comprimento da folha +3, L é a largura da folha +3, 0,75 é o fator de correcédo
para area foliar da cultura, e N é o nimero de folhas abertas com pelo menos 20% de area

verde.

5.4.1.3 Densidade de estbmatos
Para o estudo de densidade estomatal, o0 método de Mazumdar et al. (1969) foi
adotado. A folha +1 de cada planta foi cortada e imediatamente acondicionada e transportada
para o laboratorio em uma caixa térmica com gelo para minimizar perda do teor de umidade e
degradacéo da clorofila. Retirou-se a impresséo digital em quatro regides mediana da folha de

cada cultivar, duas impressdes na face abaxial e duas na face adaxial da folha (impressdes
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paralelas a nervura central da folha). A impressao foi retirada com esmalte incolor e auxilio de
uma fita adesiva transparente, do seguinte modo: passou-se uma fina camada de esmalte
incolor na folha, de tamanho aproximado de 4 cm de comprimento, esperou-se secar; colou-se
um pedago de fita adesiva transparente (totalmente limpa e sem marcas de dedos) no local
onde foi passado o esmalte, retirou-se a fita. As formas dos estdmatos ficaram impressas na
fita.

Para realizar a leitura da densidade estomatica, aplicou-se a fita adesiva com a
impressdao dos estomatos em uma lamina do tipo “Camara de Neubauer” (milimetrada), e a
contagem dos estdmatos foi realizada em uma area de 0,5 x 0,5 mm em microscépio 6ptico,

utilizando-se a objetiva de 10x de ampliacdo (Nikon — Eclipse E200, Shanghai, China).

5.4.1.4 Massa foliar especifica
Dois discos foliares (0,69 cm? cada) por folha +1 foram amostrados por meio de um
furador, entre a borda e a nervura central da folha. A relacdo massa do disco/area do disco foi
determinada apds a secagem dos discos foliares a 80°C por 48 h, para obtencdo da massa

constante.

5.4.2 Variaveis Fisiologicas

5.4.2.1 Estimativa do conteudo de clorofila via unidade SPAD (CE)
O CE foi determinado usando um clorofildometro SPAD-502 (Minolta Corp., Ramsey,
NJ, EUA). A média da parcela (vaso) foi considerada a de trés leituras nas folhas +1. A leitura
(unidade SPAD) corresponde ao teor de pigmento na folha, e seu valor é equivalente a
quantidade de luz transmitida pela folha em duas regiGes de comprimento de onda, nas quais a
absorcédo de clorofila é diferente (Malavolta et al., 1997). Dessa maneira, o valor fornecido é

proporcional a quantidade de clorofila existente na folha.

5.4.2.2 Méaxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (F./Fr,)
Determinada nas folhas +1 com um fluorémetro portéatil (Opti-Sciences, Inc., Hudson,

NH, EUA). As folhas foram pré-escurecidas por ~30 minutos, com auxilio de clipes
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especificos, antes das medidas de fluorescéncia. A variavel F,/Fn, foi determinada seguindo os
procedimentos de Maxwell & Johnson (2000), onde F, é a méaxima intensidade da
fluorescéncia em que todos as reagdes do fotossistema Il (FSII) se fecham; Fo é a minima
intensidade de fluorescéncia, quando os centros de reacfes do FSII estdo abertos, e Fv é a
fluorescéncia variavel (F, = Fn — Fo). As leituras foram realizadas entre as 7 e 9 horas da

manha.

5.4.2.3 Condutancia estomatica
A condutancia estomatica (mmol.m?s™) foi determinada por intermédio de um
pordmetro (Decagon Devices, Inc., Pullman, WA, EUA), acompanhado da leitura do fluxo de
radiacdo (umol.m?.s™) realizada por meio de um medidor de radiacdo (Apogee Instruments,
Inc., Roseville, CA, EUA). As leituras foram tomadas na regido mediana da folha +1, e

determinadas pela manhd, entre as 7 e 9 horas da manha.

5.4.2.4 Conteudo de clorofila via espectrofotdmetro

Para contetido de clorofila (CC), dois discos foliares (0,69 cm? cada) foram amostrados
da Iamina foliar por meio de um furador, entre a borda e a nervura central da folha. O CC foi
determinado segundo a metodologia de Porra et al. (1989), o método se baseia na utilizacdo de
1 ml do extrato de clorofila obtido a partir da extracdo por &cido dimetil-formamida (DMF). A
solucdo foi mantida protegida da luz durante 24 h para a completa extracdo. Logo apds
realizou-se a leitura de absorbancia em espectrofotémetro nos comprimentos de onda de 480,
647 e 664 nm; a leitura foi realizada em 1ml de extrato de clorofila diluido em 1ml de agua

deionizada

5.4.2.5 Teor relativo de agua na folha (TRA)

No laboratério, da mesma folha +1 foram extraidos dois discos (0,69 cm? cada) e
determinou-se a massa do tecido fresco (Wf) dos discos em balanga analitica (Tecnal Equip.
Lab., Piracicaba, SP, Brasil). A massa do tecido turgido (Wt) foi obtida depois da reidratacao
dos discos em &gua deionizada por 24 h. Para tanto, retirou-se o excesso de agua com lengo de
papel dos discos turgidos para determinar a massa do tecido targido. A massa do tecido seco

(Wd) foi obtida depois que os discos foram secos por 48 h a 80°C em estufa de circulagéo de
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ar forcada. TRA foi calculado por intermédio de formula, conforme a metodologia apresentada

por Jamaux et al. (1997):
TRA = [(Wf —Wd) . (Wt —Wd)™] x 100

5.4.2.6 Potencial hidrico foliar (¥w)

Nas mesmas folhas +1 coletadas e acondicionadas em saquinhos plasticos
identificados, e imediatamente transportadas em caixa térmica com gelo, para minimizar a
perda de umidade, da casa de vegetacdo até o laboratério. O Ww foi determinado no periodo
mais quente do dia, entre as 10 e 14 h. As leituras foram feitas na extremidade (ponta) da folha
+1 do perfilho primario utilizando-se a camara de pressdo Scholander (SoilMoisture
Equipment, Santa Barbara CA, EUA).

5.4.3 Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes

Na Gltima data de avaliacdo as massas das matérias secas da parte aérea e das raizes
foram obtidas. Para tanto, as plantas foram retiradas dos vasos e as raizes separadas da parte
aérea. As raizes foram peneiradas e lavadas em agua corrente. Em seguida, ambas as partes
foram levadas para estufa de circulacdo forcada de ar para serem secas a 70°C durante 72

horas. Em seguida, as massas da matéria seca foram tomadas por meio de balanca de precisa
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Avaliac6es morfologicas

6.1.1 Altura do colmo e nUmero de folhas verdes

De acordo com os resultados da anélise de variancia (Tabela 1) verifica-se que para a
variavel altura do colmo os fatores isolados regime hidrico e época, bem como a interacdo

entre regime hidrico x época foram significativos ao nivel de 1% (P<0,01) de probabilidade.



29

Tabela 1. Analise de variancia da altura do colmo e do numero de folhas verdes de cana-
de - acUcar sob efeito de cultivares, regimes hidricos e épocas de avaliacdo. Jau, SP.
2009.

Causas G.L. Valores de F
dg Altura (cm) Numero de folhas

Variacao verdes
Cultivar 3 4,113™ 1,258™
Regime hidrico 1 1041,879” 335,613"
Epoca 2 587,658" 2,766™
Cultivar x Regime hidrico 3 3,300™ 3,591"™
Cultivar x Epoca 6 3,284™ 1,831"™
Regime hidrico x Epoca 2 380,991 44,056
Cultivar x Regime hidrico x Epoca 6 0,641™ 3,745™

CV (%) 10,19 16,12

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

Quanto ao numero de folhas verdes, houve efeito altamente significativo sobre essa
variavel promovido por regime hidrico e pela interacao regime hidrico x época (Tabela 1).

Conforme avanco das épocas de avaliagdo (0, 28 e 56 dias ap6s o0 estabelecimento do
estresse) todas as cultivares apresentaram aumento da altura do colmo sob regime hidrico
adequado (Figura 1). A deficiéncia hidrica promoveu forte reducdo dessa variavel nas quatro
cultivares, entretanto a altura final das cultivares SP81-3250 e SP83-2847 (50,3 e 59,7 cm,
respectivamente) foi maior que a das RB855453 e RB72454 (45 e 48,5 cm, respectivamente).
Gongalves (2008) também encontrou respostas diferenciais para altura em quatro cultivares de
cana-de-agUcar submetidas a deficiéncia hidrica. Segundo Silva et al. (2008), a variacdo na
altura do colmo é um indicativo de tolerancia ou susceptibilidade da cana-de-agUcar a
deficiéncia hidrica.

Um dos processos fisiolégicos mais sensiveis a deficiéncia hidrica é o crescimento
celular, o qual afeta o crescimento das plantas (LARCHER, 2000); por este motivo a redugédo
do crescimento € considerada a primeira e mais séria consequéncia da restrigdo hidrica nos
vegetais (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Avaliagdes biométricas, como por exemplo, altura, sdo importantes em pesquisas com
disponibilidade hidrica, pois o crescimento em altura continua até a ocorréncia de alguma

limitacdo no suprimento de d4gua (RODRIGUES, 1995), porém esse crescimento pode ser
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diferencial entre cultivares e representar graus de tolerancia entre as cultivares (SILVA &
COSTA, 2004).

Inman-Bamber & Smith (2005) relatam que a susceptibilidade da cana-de-agucar a
deficiéncia hidrica é maior quando as plantas estdo na fase de alongamento dos colmos, o que
causa sérios prejuizos na producdo de fitomassa e no rendimento de sacarose (ROBERTSON
etal., 1999). De fato, Silva & Costa (2004) verificaram que tanto sob regime hidrico adequado
quanto sob deficiéncia hidrica, a altura dos colmos foi significativamente e positivamente
correlacionada com producdo de colmos.
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Figura 1. Altura do colmo de quatro cultivares de cana-de-agucar submetidas a regime hidrico
adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --o--), aos 0, 28, 56 dias apds o
estabelecimento dos tratamentos.

Altura do colmo (cm)

Altura do colmo (cm)

A variavel nimero de folhas verdes caracteriza-se como importante, pois por
intermédio desta pode-se verificar a eficiéncia fotossintética da planta frente aos estresses

Propostos.
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Também, sob condicGes ideais de umidade no substrato houve aumento no nimero de
folhas verdes em todas as cultivares, que foram maiores significativamente do que os valores
sob restricdo hidrica aos 28 e 56 dias apos tratamento (DAT) (Figura 2). Para esta variavel
também foi possivel identificar respostas diferenciais para cultivares sob deficiéncia hidrica,
isto é, as cultivares SP81-3250 e SP83-2847 apresentaram 5 e 7 folhas, respectivamente, aos
56 DAT, e as cultivares RB855453 e RB72454 ambas com 3 folhas sob 0 mesmo periodo.

Smit & Singels (2006) relataram que a senescéncia foliar é responsiva a deficiéncia
hidrica e ocorre apds a diminui¢do no surgimento de folhas. A reducdo de folhas verdes tem
sido relatada em plantas com deficiéncia hidrica (INMAN-BAMBER, 2004; PIMENTEL,
2004) e é atribuida a estratégia para diminuir a superficie transpirante e o gasto metabdlico
para a manutencdo dos tecidos (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005; SMIT & SINGELS,
2006; INMAN-BAMBER et al., 2008).

Entretanto, a manutencéo de folhas verdes pode ser um indicativo de tolerancia a seca.
De fato, a senescéncia foliar e a paralisacdo do surgimento de folhas sédo respostas ao estresse
promovido por deficiéncia hidrica dependentes do gendtipo (SMIT & SINGELS, 2006), e o
namero de folhas verdes pode ser usado como indicador do efeito desse estresse em cana-de-

acucar, conforme sugere Inman-Bamber (2004).
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Figura 2. Namero de folhas verdes de quatro cultivares de cana-de-agUcar submetidas a
regime hidrico adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --o--), aos 0, 28, 56 dias ap0s
0 estabelecimento dos tratamentos.

6.1.2 Comprimento e largura da folha +3

A analise de variancia mostrou efeito significativo apenas para época de avaliacdo
sobre a variavel comprimento da folha +3 (Tabela 2). Portanto, por ndo ter havido nenhum
efeito interativo entre as causas de variacdo, principalmente envolvendo cultivares, infere-se
que essa varidvel ndo pode ser considerada como confiavel para avaliar e caracterizar

respostas diferenciais de cultivares de cana-de-agucar a deficiéncia hidrica.
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Tabela 2. Anélise de variancia do comprimento e largura da folha +3 de cana-de-aglcar sob

efeito de cultivares, regimes hidricos e épocas de avaliacdo. Jau, SP. 2009.
Causas G.L. Valores de F
da Comprimento Largura
variacao da folha (cm) da folha (cm)

Cultivar 3 0,837™ 18,893
Regime hidrico 1 10,507™ 124,901
Epoca 2 71,3137 185,331
Cultivar x Regime hidrico 3 2,328"™ 0,504™
Cultivar x Epoca 6 2,138™ 1,330™
Regime hidrico x Epoca 2 1,018"™ 22,259
Cultivar x Regime hidrico x Epoca 6 1,806™ 0,970™
CV (%) 9,09 12,15

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

Para largura da folha +3, a anélise de variancia apontou efeito de cultivares, regime
hidrico e época de avaliacdo, e da interacdo entre regime hidrico x época (Tabela 2).

Apesar do efeito negativo da deficiéncia hidrica sobre essa varidvel em todas as
cultivares (Figura 3), observa-se que a resposta variou conforme a cultivar, ndo havendo um
padrdo de resposta que possa ser relacionado com nivel de tolerancia, ou seja, a cultivar SP83-
2847, considerada tolerante, teve padrdo de reducdo da largura da folha +3 semelhante a da
cultivar RB855453, considerada susceptivel. Por outro lado, as cultivares SP81-3250 e
RB72454, contrastantes em termos de tolerancia, tiveram menor reducdo dessa variavel.

N&o se tem observado na literatura estudos das variaveis comprimento e largura das
folhas de cana-de-acucar de forma isolada em resposta a diferentes fatores, mas apenas tém
sido empregadas em férmulas com a finalidade de se obter a area foliar da planta. Neste
sentido, infere-se que alteracGes promovidas pela deficiéncia hidrica sobre o comprimento e a
largura das folhas influenciam na obtencdo da area foliar da planta e, conseqlientemente, no
indice de area foliar (IAF - area total de folhas verdes existentes em uma determinada
superficie do terreno), variaveis mais bem estudadas em relacdo as respostas a escassez de

agua.
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Figura 3. Largura das folhas +3 de quatro cultivares de cana-de-acUcar submetidas a regime
hidrico adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --o--), aos 0, 28, 56 dias apds o
estabelecimento dos tratamentos.
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6.1.3 Area foliar e massa foliar especifica

O resultado da andlise de variancia indicou efeito significativo de regime hidrico,
época de avaliacdo e dessa interacdo sobre a varidvel area foliar (Tabela 3). Enquanto para
massa foliar especifica, houve apenas efeito significativo de regime hidrico, indicando
nenhuma relacdo entre as cultivares avaliadas e niveis de tolerancia a deficiéncia hidrica,
discordando de Bjorkman (1981), que afirmou que sob condicGes de estresse, hd aumento na
massa foliar especifica, 0 que conduz a um maior volume interno para difusdo de CO,, para

manter o status hidrico foliar e maior volume celular para abrigar o aparelho fotossintético.

Tabela 3. Andlise de variancia da area foliar e da massa foliar especifica de plantas jovens de
cana-de-acucar sob efeito de cultivares, regimes hidricos e épocas de avaliacdo. Jau, SP. 20009.

Causas G.L. Valores de F
da Area foliar (cm?) Massa foliar
variacao especifica (mg.cm™)

Cultivar 3 6,947"™ 1,202"™
Regime hidrico 1 332,216 30,405
Epoca 2 105,449 4,945™
Cultivar x Regime hidrico 3 2,276"™ 0,682"™
Cultivar x Epoca 6 2,324™ 1,693™
Regime hidrico x Epoca 2 64,430 1,943™
Cultivar x Regime hidrico x Epoca 6 1,082™ 0,402
CV (%) 24,10 8,57

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

A érea foliar foi reduzida pela deficiéncia hidrica em todas as cultivares, entretanto as
cultivares SP81-3250 e SP83-2847 apresentaram maior area foliar sob falta de agua que as
cultivares RB855453 e RB72454 ao final do periodo de avaliacdo, isto €, aos 56 DAT (Figura
4). Redugdes significativas na area foliar também foram encontradas por Smit & Singels
(2006) e Gongalves (2008) em cultivares de cana-de-agucar submetidas a deficiéncia hidrica,
na Africa do Sul e no Brasil, respectivamente. A reducio da area foliar em situaces de déficit
hidrico causa a diminuicdo da interceptacdo da radiacdo solar (SANTOS & CARLESSO,

1998), o que leva a reducdo da transpiracdo e da fotossintese, e senescéncia foliar precoce
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(JAMIESON et al., 1995).Esta caracteristica pode ser um indicativo de tolerancia a deficiéncia
hidrica, assim como numero de folhas verdes (SMIT & SINGELS, 2006), devido a
interdependéncia entre as varidveis, pois cultivares com maior ndmero de folhas verdes
possuem maior area foliar.
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Figura 4. Area foliar de quatro cultivares de cana-de-aglicar submetidas a regime hidrico
adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --o--), aos 0, 28, 56 dias apds o
estabelecimento dos tratamentos.
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6.1.4 Densidade estomatica

Segundo a analise de variancia, foram observados efeitos significativos na variavel
densidade estomética na face adaxial promovidos pelo regime hidrico (P<0,05), cultivar
(P<0,01) e época (P<0,01), entretanto nenhuma interacdo significativa foi encontrada entre
essas causas de variacdo. E para densidade estomatica na face abaxial, efeitos significativos
foram observados para época (P<0,01), e para as interacGes cultivar x época (P<0,01), regime

hidrico x época (P<0,05), e para a interacéo tripla (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de variancia da densidade de estbmatos nas superficies adaxial e abaxial de
cana-de-acucar sob  efeito de cultivares, regimes hidricos e épocas de avaliacdo. Jad, SP.
2009.

Causas G.L. Valores de F
da Dejn_sidade _ De,ntsidade _
variacio estomatlcazadamal estomatlcazabaxwl
(mm’)_ (mm’)

Cultivar 3 10,857 2,957™
Regime hidrico 1 14,004" 7,386™
Epoca 2 16,326™ 41,617
Cultivar x Regime hidrico 3 3,409™ 5,040™
Cultivar x Epoca 6 1,784™ 8,659
Regime hidrico x Epoca 2 1,886™ 9,213
Cultivar x Regime hidrico x Epoca 6 0,807™ 5,589
CV (%) 9,94 7,39

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

Apesar de nenhuma interacdo para densidade estomatica na face adaxial, observa-se
aumento desses valores nas cultivares SP81-3250 e SP83-2847 em resposta a deficiéncia
hidrica, sendo esse efeito mais pronunciado aos 56 DAT. Para a cultivar SP81-3250 sob
deficiéncia hidrica aos 0 DAT a densidade estomatica foi de 77 mm? e aos 56 DAT esse valor
aumentou para 103 mm?, e para a cultivar SP83-2847 a densidade era de 85 mm? aos 0 DAT e

aumentou para 101mm? aos 56 DAT. Ja para as cultivares RB855453 e RB72454 nio houve
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diferenca significativa entre os tratamentos regime hidrico ideal e estresse por deficiéncia
hidrica (Figura 5).

Como a quantidade de estdbmatos de uma folha é definida no decorrer do processo de
crescimento (KOUWENBERG et al., 2004), as cultivares SP81-3250 e SP83-2847 sob
restricdo de disponibilidade hidrica responderam com aumento da densidade estomatica. De
fato, o aumento na densidade estomatica é geralmente observado em folhas de plantas
expostas a estresses ambientais, e pode ser um indicativo de mecanismo de adaptacdo das
plantas as condicBes de baixa disponibilidade hidrica no solo (ALMEIDA, 2001).

SP81-3250 SPB3-2847

Densidade de estomatica face

RB855453 7 RB72454

Densidade estomatica face adaxial

0 28 56 0 28 56
Dias apés tratamento Dias apos tratamento

Figura 5. Densidade estomatica da face adaxial de quatro cultivares de cana-de-agUcar
submetidas a regime hidrico adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --o0--), aos 0, 28,
56 dias ap6s o estabelecimento dos tratamentos.

Da mesma forma, o aumento da densidade estomatica foi observado aos 56 DAT na
face abaxial das cultivares SP81-3250 e SP83-2847 sob deficiéncia hidrica. Aos 0 DAT a
cultivar SP81-3250 apresentava 141 mm? de densidade estomatica, e aos 56 DAT esse valor

aumentou para 228 mm?, enquanto na cultivar SP83-2847 a densidade foi de 145mm? aos 0
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DAT e aumentou para 211mm? aos 56 DAT. E, por sua vez, nenhuma resposta foi observada
nas cultivares RB855453 e RB72454 (Figura 6).

De acordo com Larcher (2000), plantas tolerantes reagem a deficiéncia hidrica
langando novas folhas com maior densidade estomética, porém esses estdmatos tém menor
tamanho. Com estdmatos menores, o ar a sua volta fica mais umido e a resisténcia a
movimentacdo do ar da camada imediatamente adjacente a epiderme aumenta, 0 que evita
grandes danos as trocas gasosas. Assim, a densidade estomética estd também relacionada com
0 tamanho, posigéo e controle de abertura dos estomatos (KOZLOWSKI & PALLARDY,
1997), o que afeta a absor¢do de CO,. Fahn & Cutler (1992) identificaram algumas dessas
caracteristicas (menor area foliar, maior densidade estomatica, maior espessura total e do
parénquima palicadico e presenca de camadas sub-epidérmicas e de tecido esclerenquimatico)

como estratégias para aumentar a resisténcia cuticular contra a perda de agua.
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Figura 6. Densidade estomatica da face abaxial de quatro cultivares de cana-de-agucar
submetidas a regime hidrico adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --o0--), aos 0, 28,
56 dias apos o estabelecimento dos tratamentos.
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6.2 Avaliaces Fisiologicas

6.2.1 Condutancia estomatica

As causas de variagdo cultivar, regime hidrico e época, aléem de todas as interacGes
envolvendo esses fatores, tiveram efeito significativo (P<0,01) na condutancia estomaética
(Tabela 5).

Tabela 5. Anélise da condutancia estomatica (gs) em cana-de-agUcar sob efeito de cultivares,
regimes hidricos e épocas de avaliacdo. Jau, SP. 2009.

Causas G.L. Valores de F

Va(:iiﬂ;éo 0s (mmol.mfs'l)
Cultivar 3 9,825
Regime hidrico 1 424,549™
Epoca 2 140,305
Cultivar x Regime hidrico 3 17,2707
Cultivar x Epoca 6 8,610~
Regime hidrico x Epoca 2 63,537
Cultivar x Regime hidrico x Epoca 6 11,7347
CV (%) 9,72

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

Entretanto, essa varidvel ndo se caracterizou como confidvel para diferenciacdo de
cultivares de cana-de-aglcar. As cultivares SP83-2847 e RB855453, que haviam tido
comportamento contrastantes para a maioria das variaveis avaliadas, apresentaram resposta
semelhante aos 56 DAT, isto é, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos
sob o regime hidrico ideal e deficiéncia hidrica (Figura 7). Por outro lado, as cultivares SP81-
3250 e RB72454, que da mesma forma mostraram-se contrastantes em grande parte das
variaveis avaliadas, apresentaram grande reducdo da conduténcia estoméatica promovida pela
deficiéncia hidrica em comparacéo com o tratamento sem deficiéncia.

Gongalves (2008) também observou efeito de cultivar, regime hidrico e época de
avaliacdo em experimento utilizando quatro cultivares em trés niveis de estresses por

deficiéncia hidrica. Nesses resultados, observou-se na cultivar RB72454 a maior redugdo na
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condutancia estomatica, entretanto na cultivar RB98710, também classificada como sensivel a

deficiéncia hidrica, a reducdo na condutancia estomatica foi equivalente as das cultivares

tolerantes, SP79-1011 e RB92579.

Algumas caracteristicas de tolerancia a deficiéncia hidrica em cana-de-agucar possuem

grande variacdo genotipica (INMAN-BAMBER et al., 2005). Ainda, cultivares de mesma

classificacdo quanto a tolerancia podem mostrar diferentes respostas ao nivel morfoldgico,

fisiologico e moleculares, em virtude de muitas caracteristicas em cana-de-agucar terem

controle multigénico (RODRIGUES et al., 2009).
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Figura 7. Condutancia estomatica de quatro cultivares de cana-de-actcar submetidas a regime
hidrico adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --o--), aos 0, 28, 56 dias apds o

estabelecimento dos tratamentos.
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6.2.2 Maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il e estimativa do

conteudo de clorofila via indice SPAD

Em relacdo a maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il, a analise de variancia
revelou efeito significativo de cultivar (P< 0,05), regime hidrico (P< 0,01), e época (P< 0,01),
além das interacGes entre cultivar x regime hidrico (P< 0,05) e regime hidrico x época (P<
0,01) (Tabela 6).

Ja a estimativa do conteudo de clorofila teve efeito altamente significativo de todos o0s

fatores e de suas interaces.

Tabela 6. Analise de variancia da maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (F./Fy) e
conteudo de clorofila em indice SPAD (CE) em cana-de-aclcar sob efeito de cultivares,
regimes hidricos e épocas de avaliacdo. Jau, SP. 2009.

Causas G.L. Valores de F

v r?:gé . FJFn CE (unidade)
Cultivar 3 9,114 27,5917
Regime hidrico 1 114,353 128,175
Epoca 2 37,473" 70,0517
Cultivar x Regime hidrico 3 7,105 19,291
Cultivar x Epoca 6 3,136™ 14,260
Regime hidrico x Epoca 2 25,287 37,406™
Cultivar x Regime hidrico x Epoca 6 3,029™ 6,257
CV (%) 3,10 8,48

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

A variavel fluorescéncia da clorofila a (neste caso, maxima eficiéncia fotoquimica do
fotossistema 1l, F,/Fy) foi afetada negativamente pela deficiéncia hidrica em todas as
cultivares, entretanto a reducdo nos valores foi maior nas cultivares RB855453 (0,80, 0,69 e
0,66 aos 0, 28 e 56 DAT, respectivamente) e RB72454 (0,80, 0,63 e 0,68 aos 0, 28 e 56 DAT,
respectivamente) , enquanto as cultivares SP81-3250 (0,80, 0,73 e 0,75 aos 0, 28 e 56 DAT,
respectivamente) e SP83-2847 (0,80, 0,75 e 0,77 aos 0, 28 e 56 DAT, respectivamente)
tiveram pouco efeito sobre esses valores (Figura 8). De acordo com Silva et al. (2007), a

habilidade de manter altos valores de F.,/F, sob condicGes de estresse promovido por



43

deficiéncia hidrica indica que a planta mantém alta eficiéncia do uso da radiacdo pela
fotoquimica e assimilacdo de carbono. Ainda, Colom e Vazzana (2003) relataram correlacao
positiva entre tolerancia a seca e altos valores de F./Fy, assim como entre susceptibilidade a
seca e baixos valores de F,/Fp.

Portanto, a técnica da fluorescéncia da clorofilaa mostrou  ser  confiadvel em
diferenciar entre cultivares de cana-de-acucar tolerantes e susceptiveis a deficiéncia hidrica,

além de ser ndo destrutiva e de fécil obtencdo por meio de fluorometria.
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Figura 8. Méaxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (F./Fy) de quatro cultivares de
cana-de-agucar submetidas a regime hidrico adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, -
-0--), aos 0, 28, 56 dias ap0s o estabelecimento dos tratamentos.

Na varidvel estimativa do contetdo de clorofila, avaliada pelo indice SPAD, foi
observado 0 mesmo padréo de resposta sob deficiéncia hidrica obtido para fluorescéncia da
clorofila a (Figura 9), ou seja, as cultivares SP81-3250 e SP83-2847 tiveram pouca reducdo
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nesse indice, enquanto as cultivares RB855453 e RB72454 tiveram grande reducdo nos
valores de indice SPAD. Assim, essa variavel também pode ser considerada uma ferramenta
efetiva para diferenciar cultivares de cana-de-agucar tolerantes e susceptiveis a deficiéncia
hidrica.

Degradacéo da clorofila € uma das consequéncias da deficiéncia hidrica, que resulta na
perda da cor verde das folhas (LONG et al., 1994). O uso dessa técnica também ¢ de facil
obtencédo e vem se mostrando confidvel para diferenciar entre plantas tolerantes e susceptiveis
a deficiéncia hidrica (O’NEILL et al., 2006).
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Figura 9. Estimativa do conteddo de clorofila de quatro cultivares de cana-de-agucar
submetidas a regime hidrico adequado (-D, —e—) ¢ a deficiéncia hidrica (+D, --o0--), aos 0, 28,
56 dias ap6s o estabelecimento dos tratamentos.

6.2.3 Teor relativo de agua e potencial hidrico foliar
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A anélise de variancia revelou efeito significativo sobre teor relativo de dgua (TRA)
das causas de variacdo cultivar (P< 0,05), regime hidrico (P< 0,01) e época de avaliacédo (P<
0,01), e das interaces cultivar x regime hidrico (P< 0,05) e regime hidrico x época de
avaliacdo (P< 0,01) (Tabela 7).

Enquanto que para potencial hidrico foliar (¥w), todas as causas de variacdo, assim

como suas interagdes promoveram efeito altamente significativo.

Tabela 7. Analise do teor relativo de agua (TRA) ¢ potencial hidrico foliar (Yw) em cana-

de-acucar sob efeito de cultivares, regimes hidricos e épocas de avaliacéo. Jau, SP.
2009.
Causas G.L. Valores de F
da
variagio TRA (%) Yw (Mpa)
Cultivar 3 1,988 12,7727
Regime hidrico 1 140,694 293,947
Epoca 2 16,186" 93,713"
Cultivar x Regime hidrico 3 2,180 5,928
Cultivar x Epoca 6 1,536™ 7,207
Regime hidrico x Epoca 2 19,183™ 63,557
Cultivar x Regime hidrico x Epoca 6 1,314"™ 3,353"
CV (%) 3,10 8,48

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

As condicBes hidricas dos vegetais estdo correlacionadas com o teor de &gua nas
folhas, e uma maneira de expressar a deficiéncia de agua nesses tecidos € medir o status de
energia da agua, ou seu potencial total (NOGUEIRA et al. 2000). Assim, avaliacdes de TRA e
Yw foliar tém sido bem responsivos e correlacionados com tolerancia a deficiéncia hidrica
(COLOM & VAZZANA, 2003; SASSAKI & MACHADO, 1999; SILVA et al., 2007).

Houve queda do TRA na folha nas quatro cultivares submetidas a deficiéncia hidrica
(Figura 10). Entretanto, ao final do periodo do tratamento de estresse, as cultivares SP81-3250
(TRA = 85,7%) e SP83-2847 (TRA = 82,8%) apresentaram valores finais proximos aos das
cultivares RB855453 (TRA = 83,5%) e RB72454 (TRA = 81,3%), revelando capacidade

semelhante dos dois grupos em manter agua nos tecidos.
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Apesar dos resultados de TRA deste trabalho ndo terem sido muito bem relacionados

com o grau de tolerancia das cultivares, para Silva et al. (2007), TRA na folha é um indicador

chave do grau de hidratacdo da célula e tecidos vegetais, o qual é crucial para 6timo

funcionamento dos processos fisioldgicos e de crescimento. E a manutencdo de relativamente

alto valor de TRA durante a deficiéncia hidrica € um indicativo de tolerancia (COLOM &

VAZZANA, 2003). Ainda, o TRA na folha ¢é considerado o indicador mais seguro do status
hidrico das plantas (SINCLAIR & LUDLOW, 1985), ainda que destrutivo.
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Figura 10. Teor relativo de dgua em quatro cultivares de cana-de-aglcar submetidas a regime
hidrico adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --o--), aos 0, 28, 56 dias apds o
estabelecimento dos tratamentos.

O Ww foliar reflete as condigdes da dinamica do processo de transporte no sistema

solo-planta-atmosfera, constituindo-se no principal componente responsavel pelo fluxo de
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agua na planta. Essa varidvel acompanhou o padrdo de resposta do TRA, ou seja, houve
decréscimo em todas as cultivares submetidas a escassez de agua (Figura 11). Os valores do
Yw obtidos aos 28 DAT foram nitidos para diferenciar as cultivares tolerantes e susceptiveis,
mantendo-se nesta tendéncia aos 56 DAT, de tal maneira que as cultivares SP81-3250 (-2,05
MPa e -2,11 MPa aos 28 e 56 DAT, respectivamente) e SP83-2847 (-1,67 MPa e -2,43 MPa
aos 28 e 56 DAT, respectivamente) tiveram capacidade de manter seus valores de W¥w maiores
que as cultivares RB855453 (-3,02 MPa e -3,09 MPa os 28 e 56 DAT, respectivamente) e
RB72454 (-2,89 MPa e -2,74 MPa aos 28 e 56 DAT, respectivamente) sob deficiéncia hidrica.
Desta maneira, o Ww foliar foi eficiente em distinguir as cultivares de cana-de-agUcar a
deficiéncia hidrica, podendo ser considerado uma ferramenta Util para caracterizar genétipos

em relacéo a esse estresse.

SP81-3250

0 : : ‘ SP83-2847
0 28 56 )
051 . 0 28 56
1 a./'\ﬁ T
15 1 ;

¥w (MPa)

RB855453 i RB72454

2.5 1

35 -

Dias apos tratamento Dias ap6s tratamento

Figura 11. Potencial hidrico das folhas de quatro cultivares de cana-de-agUcar submetidas a
regime hidrico adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --0--), aos 0, 28, 56 dias apds
0 estabelecimento dos tratamentos.
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6.2.4 Conteudo de clorofila a, conteddo de clorofila b e razdo clorofila
a/b

A analise de variancia para contetdo de clorofila a mostra efeito altamente
significativo das causas de variancia regime hidrico, época, e para a interacdo entre regime
hidrico x época. Ja para contetdo de clorofila b houve efeito significativo (P< 0,05) para
regime hidrico, e para as interagBes cultivar x regime hidrico e regime hidrico x época de
avaliagdo. No entanto, para a razéo clorofila a/b nenhuma causa de variagdo promoveu efeito

significativo nesta variavel.

Tabela 8. Analise do contetdo de clorofila a, conteudo de clorofila b e a relacdo clorofila a/b
em cana-de-acUcar sob efeito de cultivares, regimes hidricos e épocas de avaliacdo. Jau, SP.
2009.

Causas G.L. Valores de F

Var?;‘gao CCa(ugcm?  CCb(ug.cm? CCal/CCh
Cultivar 3 5,654 5,1546"™ 6,175™
Regime hidrico 1 39,488" 19,826" 7,687™
Epoca 2 14,904 8,442™ 1,931™
Cultivar x Regime hidrico 3 6,803™ 7,521 4,401™
Cultivar x Epoca 6 0,447"™ 0,336™ 0,944
Regime hidrico x Epoca 2 23,964 9,809 8,786™
Cultivar x Regime hidrico x Epoca 6 1,703™ 1,182 2,025™
CV (%) 10,96 12,43 534

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

O conteudo de clorofila nas folhas € uma variavel fundamental para a compreenséao das
respostas de uma planta ao ambiente em que ela esté inserida, e, portanto, € um indicador em
potencial do grau de estresse, pois tem papel direto no processo fotossintético de captacdo de
luz e inicio do transporte de elétrons (ZARCO-TEJADA et al., 2002). O potencial
fotossintético € diretamente proporcional a quantidade de clorofila presente no tecido foliar
(SCHLEMMER et al., 2005).

Apesar de Pardo & Delgado (1989), em cana-de-agUcar, e Rong-hua et al. (2006), em

cevada, terem relatado sobre a diferenciacdo de cultivares sob deficiéncia hidrica por meio do
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conteudo de clorofila, em que a cultivar tolerante manteve maior conteido de clorofila que a
cultivar susceptivel, o tratamento de estresse por limitacdo hidrica promoveu grande reducéo
tanto de clorofila a (Figura 12) quanto de b (Figura 13) nas cultivares SP81-3250 e RB72454.
Por outro lado, menor reducéo foi observada nas cultivares SP83-2847 e RB855453.

Ainda que, contetdo de clorofila das folhas é bem correlacionado com indice SPAD
(MARKWELL et al., 1995), as respostas neste trabalho ndo foram coincidentes. Schlemmer et
al. (2005) notaram que o uso do aparelho SPAD-502 em tecido de milho que sofreram estresse
por deficiéncia hidrica subestimou o conteddo de clorofila, o que levou a indicar que a
deficiéncia hidrica ndo havia afetado o conteudo de clorofila.

Devido a variabilidade das respostas para contetdo de clorofila, e alta relacdo entre
indice SPAD em producao de matéria seca de parte aérea (Figura 14) e de raizes (Figura 15),
ha indicacdo que a variavel estimativa do conteido de clorofila pelo indice SPAD possui

maior confiabilidade para distinguir cultivares tolerantes e susceptiveis a deficiéncia hidrica.
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Figura 12. Contetdo de clorofila a em quatro cultivares de cana-de-aclcar submetidas a
regime hidrico adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --o--), aos 0, 28, 56 dias ap0s
0 estabelecimento dos tratamentos.
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Figura 13. Conteudo de clorofila b em quatro cultivares de cana-de-aglcar submetidas a
regime hidrico adequado (-D, —e—) e a deficiéncia hidrica (+D, --o--), aos 0, 28, 56 dias ap0s
0 estabelecimento dos tratamentos.

6.3 Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes

De acordo com a andlise de variancia, verifica-se efeito altamente significativo da
causa da variacdo regime hidrico sobre a producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA),
ndo havendo influéncia das cultivares nessas respostas (Tabela 9).

No entanto, para massa da matéria seca das raizes (MSR), houve efeito significativo de

todas as variaveis analisadas (Tabela 9).
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Tabela 9. Massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) e das raizes (MSR) em cana-de-
acucar, sob efeito de cultivares, regimes hidricos e épocas de avaliacdo. Jau, SP. 20009.

Causas G.L. Valores de F
da
variacéo MSPA (q) MSR(9)
Cultivar 3 4,487™ 10,639
Regime hidrico 1 626,448 133,284™
Cultivar x Regime hidrico 3 1,950™ 20,1707
CV (%) 15,90 12,41

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

Tanto a producdo de matéria de massa seca da parte aérea como das raizes sdo
variaveis que permitem inferir sobre a translocacdo organica, facilitando a compreensdo do
desempenho vegetal em termos de produtividade (BARBOSA, 1991), e a baixa
disponibilidade hidrica pode implicar em reduc6es no acimulo de matéria seca nessas regioes
(SADRAS & MILROY, 1996).

A deficiéncia hidrica reduziu as massas de matéria seca da parte aérea nas quatro
cultivares, entretanto foram verificadas as menores produgdes, portanto as maiores reducoes,
nas cultivares RB855453 (197,33g) e RB72454 (197,32g) quando comparadas a SP81-3250
(324,67g) e SP83-2847 (342,33¢) (Figura 14).

Arias et al. (2006) descreveram que ha alta correlagdo entre producdo de matéria seca e
consumo de agua em cana-de-agUcar, também observaram que reducBes nas varidveis de
crescimento da planta em funcdo da menor disponibilidade hidrica, e que a massa seca da
parte aérea esta relacionada com a area foliar, pois sdo responsaveis por 90% da massa seca
acumulada pelas plantas, resultante da fotossintese (TAIZ & ZEIGER, 2004).
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Figura 14. Massa de matéria seca da parte aérea em quatro cultivares de cana-de-aglucar
submetidas a regime hidrico adequado (-D) e a deficiéncia hidrica (+D) aos 0, 28, 56 dias apds
0 estabelecimento dos tratamentos.

Considerando a massa da matéria seca das raizes, a deficiéncia hidrica também reduziu
a producdo de raizes nas quatro cultivares, mas observa-se que as cultivares RB855453
(42,18g) e RB72454 (33,599) apresentaram menor producdo do que SP81-3250 (52,259g) e
SP83-2847 (49,049) (Figura 15). Santos e Carlesso (1998) e Robertson et al. (1999) afirmaram
que a deficiéncia hidrica afeta o rendimento final da cultura, pois ndo ocorre bom
desenvolvimento das estruturas vegetativas das plantas.

Segundo Aguilera et al. (1999), o grau de limitacdo promovido por um estresse

ambiental sobre a producdo de biomassa varia entre gendtipos de uma mesma espécie. Assim,
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a habilidade de manter processos fisioldgicos chaves sob escassez de agua € um potencial
indicativo de manter também a produtividade.

Assim, a habilidade das cultivares SP81-3250 e SP83-2847 em produzir maiores
massas de matéria seca da parte aérea e das raizes sob deficiéncia hidrica pode conferir maior
grau de tolerancia sobre RB855453 e RB72454.
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7 CONCLUSOES

As variaveis morfologicas da cana-de-agUcar: altura do colmo, nimero de folhas
verdes, area foliar e densidade estomatica nas superficies adaxial e abaxial foram eficientes
em diferenciar cultivares tolerantes e susceptiveis a deficiéncia hidrica;

Em relacdo as varidveis fisiologicas, a maxima eficiéncia fotoguimica do
fotossistema Il (F./Fn), a estimativa de contetdo de clorofila (indice SPAD) e o potencial
hidrico foliar foram confidveis para diferenciar as cultivares tolerantes e susceptiveis a
deficiéncia hidrica;

Para cana-de-acucar, as diferencas entre o tratamento testemunha e o de deficiéncia
hidrica sdo mais pronunciadas e de facil verificacdo apds o maior periodo sob falta de agua.
Neste caso, o0 periodo de 56 dias apds a implementacdo do estresse permitiu melhores
respostas para identificar tanto diferencas morfoldgicas quanto fisioldgicas dentro de
cultivares;

Sob deficiéncia hidrica, a producdo de matéria seca de parte aérea e de raizes foi
maior nas cultivares SP81-3250 e SP83-2847, o que confirmou seus potenciais de produgéo
sob limitacdo hidrica e suas classificacbes como tolerantes. Por outro lado, as cultivares
RB855453 e RB72454 foram classificadas como susceptiveis a escassez de agua devido a

menor producéo de parte aérea e de raizes.
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