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1 RESUMO
A cana-de-aglcar (Saccharum spp.) € uma cultura globalmente

importante ndo s6 para a producdo de agtcar como também para a producdo de bioenergia.
A seca é um dos fatores ambientais mais importantes que limita a producdo mundial de
cana-de-acUcar. Devido a natureza irregular das chuvas, os produtores tém certa
dependéncia da irrigagdo para manter as metas de producgdo. Entretanto, a agua para
irrigacdo é limitada, e deve ser utilizada racionalmente, ndo s6 para reduzir o desperdicio,
mas também pela reducdo dos custos de producdo e manutencdo de produtividade. O
desenvolvimento e estudo de variedades tolerantes ao estresse hidrico é crucial para a
producio em éareas onde a agua é escassa ou limitada. E verificado, em algumas culturas,
que a concentracdo de clorofila e o esverdeamento das folhas se correlacionam com
toleréncia a deficiéncia de agua, porém essas variaveis recebem influéncia de diferentes
condicBes ambientais,rever tais como irradiancia, temperatura do ar e condic¢Oes hidricas
da folha, que normalmente ocorrem grandes varia¢des durante o dia. O trabalho teve como
objetivo avaliar a influéncia do estresse hidrico e do horéario de avaliacdo sobre a leitura do
indice SPAD e das trocas gasosas em cana-de-agucar. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacao, onde foram avaliadas as variedades RB867515 e RB855453, sob ou nao
deficiéncia hidrica em relacdo a indice SPAD, contetudo de clorofila total, temperatura
foliar, potencial hidrico foliar (yw), taxa de assimilacdo de CO,, méaxima eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm), radiacdo fotossinteticamente ativa, temperatura e
umidade do ar na folha +1 em quatro horarios do dia (7, 10, 13 e 16h). Para tanto,
constatou-se a variacao do indice SPAD durante o dia, obtendo uma tendéncia decrescente
com o passar das horas, tendo o conteudo de clorofila total extraido variando da mesma
maneira. No geral, para a maioria das variaveis fisiologicas, com excecdo da condutancia
estomatica, da maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm) e da eficiéncia
do uso da agua os melhores resultados foram obtidos para a variedade RB867515, a qual €
considerada tolerante ao estresse por déficit hidrico, e para o regime hidrico sem
deficiéncia entre os horéarios 10 e 13 horas. Portanto, os horarios que o indice SPAD é mais
representativo quanto ao conteudo de clorofila na folha, sdo aqueles entre 10 e 13 horas,
quando a temperatura e radiacdo se encontram em niveis elevados; principalmente quando

se trata de plantas sob déficit hidrico.

Palavras-chave: Saccharum spp., seca, clorofila, curso diario, atributos fisioldgicos.
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2 SUMMARY
The sugarcane (Saccharum spp.) is a globally important not only

for sugar production but also for the production of bioenergy crop. The drought is one of
the most important environmental factors limiting the global production of sugarcane. Due
to the irregularity rainfall, growers have some dependence of irrigation to maintain
production targets. However, the water irrigation is limited and must be rationally utilized
not only to reduce wastage, but also to reduce the costs of production and maintenance of
productivity. The study and development of tolerant varieties to water stress is crucial for
production in areas where water is scarce or limited. It is found, in some cultures, the
concentration of chlorophyll and the greening of leaves correlate with tolerance to water
stress, but these variables are influenced by different environmental conditions, such as
irradiance, air temperature and leaf water conditions, that occur in a large variation during
the day. The study aimed to evaluate the influence of water stress and time of assessment
on reading the SPAD index on sugarcane. The experiment was conducted in a greenhouse,
where RB867515 and RB855453 varieties were evaluated, by water stress or not water
stress, in relation to SPAD index, total chlorophyll content, leaf temperature, leaf water
potential (yw), CO, rate assimilation, maximum quantum efficiency of photosystem Il
(Fv/Fm), photosynthetic active radiation, temperature and humidity on +1 leaf in four
times of the day (7, 10, 13 and 16 hours). Thus, we found the variation of SPAD index
during the day, that showed a decreasing tendency over the hours, and it was verified that
the total chlorophyll content extracted ranging in the same way. Overall, the most
significant results of physiological parameters, except for stomatal conductance, for the
maximum quantum efficiency of photosystem Il (Fv/Fm) and for the water use efficiency
were obtained for variety RB867515, that is considered more tolerant to drought stress, and

in the treatment without water deficiency between 10 and 13 hours. Therefore, the period



of the day that the SPAD index is more representative for the leaf chlorophyll content is
between 10 and 13 hours, when the temperature and radiation are at high levels; especially
whether the plants are under drought stress.

Key words: Saccharum spp., drought, chlorophyll, daily course, physiological attributes.



3 INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € conhecida pela grande
producdo de biomassa e utilizada principalmente para producdo de acucar e
biocombustivel. Para que se obtenha alta producdo de biomassa, essa cultura deve ser
produzida em alta quantidade e com boa qualidade do suco. Os produtos da biomassa de

cana, entretanto, sdo drasticamente reduzidos diante do estresse por deficiéncia hidrica.

Um dos primeiros efeitos da deficiéncia hidrica nas plantas
vasculares manifesta-se sobre os estobmatos. Com a progressdo do dessecamento, ocorre a
desidratacdo do protoplasma e a reducdo da capacidade fotossintética. A sensibilidade das
trocas de CO, a deficiéncia hidrica é uma caracteristica da espécie, sendo, porém

aclimatavel.

Existem numerosos estudos indicando que a fotossintese
(assimilacdo de CO,) pode ser limitada pelo fechamento estomatico, seja em resposta ao
decréscimo no potencial hidrico foliar, diminuicdo da umidade relativa do ar, ou como uma
resposta direta dos estdmatos ao déficit hidrico do solo. Além disso, apesar das dificeis

condicBes como a seca, o crescimento de algumas plantas em regides semiaridas indica que



esses vegetais tém aparatos fotossintéticos incrivelmente resistentes a desidratagdo da folha
(Jangpromma et al., 2005). Um exemplo é a cana-de-agUcar, espécie que possui cultivares
tolerantes a seca, sendo a capacidade de manter a fotossintese mesmo sob deficiéncia

hidrica um dos mecanismos de resisténcia a esse estresse abiotico.

O declinio progressivo da capacidade fotossintética das plantas sob
estresse por seca também é caracterizado pela degradacgéo de clorofila. O que leva a analise
dos pigmentos fotossintéticos a ser uma importante ferramenta para avaliacdo da sanidade
e integridade dos aparatos internos da célula durante o processo de fotossintese e fornecer
uma precisa técnica de deteccdo e quantificacdo de plantas tolerantes ao estresse hidrico.

As clorofilas estéo relacionadas com a eficiéncia fotossintética das
plantas e, consequentemente, com seu crescimento e adaptabilidade aos diferentes
ambientes. Sendo assim, a clorofila responde a variacbes ambientais. O contetdo de
clorofila e carotenoides foliar € obtido por meio de extracdo pelo uso de extratos organicos,
tais como a acetona, 0 N, N-dimetilformamida (DMF), entre outros, e posterior
determinacdo por espectrofotometria. Entretanto, esses métodos sdo destrutivos e
demorados. Logo, tem sido proposto o uso de medidores portateis, denominados
clorofildbmetros, que permitem leituras instantaneas e de modo ndo destrutivo para avaliar o
estado hidrico da planta em tempo real pela anélise da intensidade do verde das folhas e

como indicador indireto do estado hidrico da planta.

Silva et al. (2012) verificaram correlacdo positiva entre indice
SPAD com fotossintese e potencial hidrico sob condicbes de seca em cana-de-acgucar, e de
acordo com os autores, o indice SPAD € um dos principais parametros fisiologicos a ser
considerado em programas de melhoramento de cana-de-aglcar com o0 objetivo de

diferenciar genotipos tolerantes e susceptiveis ao estresse hidrico.

Juntamente com a fotossintese, limitacdes ndo-estomaticas também
ocorrem com a escassez de dagua, essas respostas podem ajudar no entendimento
fisiologico da cana-de-agUcar. Estudos sobre méaxima eficiéncia quéantica do fotossistema
I1, razdo (Fv/Fm), que reflete a maxima eficiéncia com que a luz absorvida pelo complexo-
antena do fotossistema Il é convertida em energia quimica (Maxwell e Johnson, 2000), tém
mostrado ser uma boa referéncia fisioldégica para diagnosticar a integridade do sistema

fotossintético em cana-de-acucar sob deficiencia hidrica (Goncalves et al., 2010; Silva et



al., 2014b). Outros estudos em cana-de-agucar utilizando teor relativo de agua da folha
(Santos, 2013) e potencial hidrico foliar (Inman-Bamber e Smith, 2005; Silva et al., 2013),
tém sido propostos como critérios confiaveis de selecdo para triagem de cultivares que
apresentam maior adaptacao a seca.

Porém essas varidveis recebem influéncia de diferentes condicGes
ambientais, tais como irradiancia, temperatura do ar e condigdes hidricas da folha, que
normalmente ocorrem grandes varia¢fes durante o dia (SILVA, 2011). Dessa maneira, ha a
necessidade de estudos em diferentes periodos do dia que possam indicar o melhor horério
para compreensao das relac6es hidricas e das respostas fisioldgicas da cana-de-agucar sob
condicdes de seca, essas informagdes sdo importantes a medida que possam ser utilizadas
em programas de melhoramento genético visando a tolerancia a seca.

Diante disso, o presente trabalho objetiva-se em determinar o
horéario de avaliacdo mais confiavel para o uso do indice SPAD e trocas gasosas que possa

distinguir cultivares de cana-de-agtcar mais tolerantes e susceptiveis a deficiéncia hidrica.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Aspectos gerais da cana-de-acucar

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma planta monocotileddnea,
alébgama e perene, provavelmente originaria das regifes da Indonésia e Nova Guing,
pertencente a familia Poaceae. Suas atuais cultivares sdo hibridos interespecificos, sendo
que nas constituicBes genéticas participam as espécies S. officinarum, S. spontaneum, S.
sinense, S. barberi, S. robustum e S. edule (GUPTA et al., 2010).

Trata-se de uma planta de reproducdo sexuada, porém quando
cultivada comercialmente é multiplicada assexuadamente, por propagacdo Vvegetativa
(CAIEIRO et al., 2010). E caracterizada pela inflorescéncia do tipo panicula, flor
hermafrodita, caule em crescimento cilindrico composto de ndés e entrends, e folhas
alternas, opostas, presas aos nés dos colmos, com laminas de silica em suas bordas, e
bainha aberta (MILLER; GILBERT, 2009). E cultivada em regies tropicais e subtropicais
de mais de 90 paises, difundida em uma ampla faixa de latitude de 35°N e 30°S,
adaptando-se a diversas condicGes de clima e solo exigindo precipitacbes pluviométricas
entre 1500 a 2500 mm por ciclo vegetativo (DOOREMBOS; KASSAM, 1979;
TAVARES, 2009).



Apresenta metabolismo C4, pois forma compostos organicos com
quatro carbonos e possui uma das maiores taxas fotossintéticas, chegando a saturacdo de
0,9 cal cm™? min™ (AUDE, 1993), sendo que as caracteristicas das variedades influenciam a
eficiéncia fotossintética da cana, além das variacdes climéaticas que ocorrem durante o
desenvolvimento da cultura (RODRIGUES, 1995).

A cana-de-agUcar se transformou em uma das principais culturas da
economia brasileira. O Brasil ndo é apenas 0 maior produtor de cana. E também o primeiro
do mundo na producdo de aclcar e etanol proveniente dessa cultura e conquista, cada vez
mais, 0 mercado externo com o0 uso do biocombustivel como alternativa energética
(MAPA, 2012).

A produtividade média brasileira esta estimada em 74.769 kg ha™,
7,7% maior que na safra 2012/13, que foi de 69.407 kg ha™. A &rea cultivada com cana-de-
acucar que serd colhida e destinada a atividade sucroalcooleira na safra 2013/14 esta
estimada em 8.811,43 mil hectares, distribuidos em todos estados produtores conforme
suas caracteristicas. Sdo Paulo permanece como o maior produtor com 51,7% (4.552,0 mil
hectares) da area plantada, seguido por Goias com 9,3% (818,4 mil hectares), Minas Gerais
com 8,9% (779,8 mil hectares), Mato Grosso do Sul com 7,4% (654,5 mil hectares),
Parana com 6,7% (586,4 mil hectares), Alagoas com 4,7% (417,5 mil hectares) e
Pernambuco com 3,2% (284,6 mil hectares). Estes sete estados sao responsaveis por 91,9%
da producdo nacional. Os demais estados produtores possuem areas menores, com
representacdes abaixo de 3,0% (CONAB, 2014).

Vaérios fatores interferem na producdo e maturacdo da cultura da
cana-de-agucar, sendo os principais a interacdo edafoclimatica, o0 manejo da cultura e a
cultivar escolhida (MAULE et al.,, 2001). Esses fatores estdo sendo constantemente
estudados sob diferentes aspectos. Estudar a cultura no seu ambiente de desenvolvimento
pode gerar uma enorme quantidade de informacdes para adequar o melhor manejo e
cultivar para os ambientes especificos (solo e clima). Assim é possivel explorar ao maximo
o local de producéo para promover o melhor rendimento da cultura e consequentemente
maior lucratividade ou competitividade para as agroindustrias da cana-de-agUcar.

Além disso, o desempenho vegetativo da cana-de-agUcar €
altamente dependente de fatores climaticos, as variacdes na disponibilidade térmica,

pluviosidade, intensidade de luz exercem grande influéncia sobre o desenvolvimento



fenoldgico da cultura afetando sua produtividade (LIU et al.,, 1998; SMIT; SINGELS,
2006; UEHARA et al., 2009).

4.2 Estresse por deficiéncia hidrica

Dentre os estresses ambientais que reduzem o crescimento e 0
desenvolvimento vegetal, a deficiéncia hidrica constitui uma das mais importantes
limitagcBes a produtividade e a distribuicdo dos vegetais, apresentando influéncia negativa
em mais de 10% das areas agricolas do globo terrestre (BARTELS; SUNKAR, 2005),
principalmente em lavouras de espécies economicamente importantes como arroz, soja e
cana-de-acucar (GARG et al., 2002). Esta Ultima necessita de elevada disponibilidade de
agua, durante o estadio vegetativo, a fim de apresentar rendimento adequado, sendo
necessarios em geral de 130 a 150 litros de 4gua para a producdo de 1 kg de matéria seca
(CASTRO, 2000).

O termo estresse 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 e ZEIGER, 2013). O estresse causa desvio significativo das
condicdes Otimas para a vida, e induz a mudancas e respostas em todos os niveis funcionais
do organismo, 0s quais sdo reversiveis a principio, mas podem se tornar permanente
(LARCHER, 2004). A persisténcia da condicdo de estresse leva a intensificacdo da
resposta, tendo em vista a sobrevivéncia em detrimento de eficiéncia e produtividade. Esse
quadro faz parte dos processos de tolerancia ou resisténcia que cada espécie desenvolveu
no curso da sua histéria evolutiva (HSIAO, 1973; MORGAN, 1984; BRAY, 1997).

Em condicdes de estresse por deficiéncia hidrica, varios processos
fisiologicos sdo alterados, tais como: fotossintese, respiracdo, transpiracdo, abertura
estomatica, producdo de &cido abscisico, abscisdo foliar e ajuste osmotico. Além disso, a
deficiéncia hidrica provoca severos danos no crescimento vegetal, através,
primordialmente, da diminuicdo da expansdo celular. De fato, € indiscutivel a importancia
da agua para o crescimento, devido a turgidez celular ocasionada pelo influxo de dgua no
vactolo, quando os hormdnios do crescimento vegetal (auxinas ou giberelinas) estdo

promovendo o alongamento celular (TAIZ e ZEIGER, 2013).
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Nestas alteracOes o sistema radicular é a primeira regido da planta a
detectar e sinalizar as demais células, tecidos e 6rgaos os efeitos do estresse. A emissdo de
sinais quimicos pelas raizes € responsavel por modificagdes no comportamento estomatico
durante o déficit hidrico. Desta maneira o acido abscisico (ABA), o pH e a redistribuicdo
i0nica, parecem desempenhar papel importante na sinalizagcdo de longa distancia entre as
raizes e a parte aérea (SAUTER et al., 2001; DAVIES et al., 2002; TAIZ e ZEIGER 2013).

Dessa forma, um dos maiores desafios da agricultura estd na
manutencdo da produtividade sob deficiéncia hidrica, sendo necessaria a compreensdo dos
mecanismos de adaptacao das plantas a seca (ABDUL JALEEL et al., 2007).

O uso de irrigacdo para atenuar o efeito da escassez de agua na
producdo de cana-de-agucar € uma alternativa ainda pouco utilizada nos paises produtores
(INMAN-BAMBER, 2004; SANTOS, 2005), pois a disponibilidade de &gua 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 gendtipos tolerantes a deficiéncia hidrica (SILVA et al., 2007) e compreensdo dos
mecanismos de adaptacao das plantas a seca (ABDUL JALEEL et al., 2007).

4.3 Deficiéncia hidrica em cana-de-agucar

A cana-de-acucar € adaptada as condigdes de alta intensidade
luminosa, altas temperaturas e relativa escassez de dgua, uma vez que a cultura necessita
de uma grande quantidade de &gua para suprir suas necessidades hidricas. Como a maioria
das poaceas (gramineas), € uma planta de metabolismo C4, apresentando elevada
eficiéncia na utilizacdo e resgate de CO, da atmosfera. No entanto, essa eficiéncia pode
variar em funcdo da disponibilidade hidrica do solo (SEGATO et al., 2006).

Essa cultura possui quatro etapas distintas de crescimento:
germinacdo (brotacdo), perfilhamento, crescimento dos colmos e maturacdo (GASCHO;
SHIH, 1983). Segundo Ramesh (2000), o perfilhamento e alongamento dos colmos, que
constituem a fase de formacéo da cana, foram identificados como um dos periodos criticos
por demanda de agua, principalmente porgue esta € a fase em que 70-80% do rendimento

da cana é produzido (SINGH; RAO, 1987). RelacGes hidricas e respostas fotossintéticas
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que ocorrem durante esta fase de crescimento podem, por conseguinte, ser Uteis na
identificacdo gendtipos tolerantes a seca.

Ao estudar o periodo critico de déficit hidrico para cana-planta,
Rosenfeld (1989) concluiu que o inicio do seu estagio de maximo desenvolvimento é o
periodo mais sensivel a deficiéncia hidrica. Para cana-de-agUcar plantada em fevereiro a
junho na regido Centro-Sul do Brasil, o periodo mais critico é o do 4°ao 8 ° més de idade;
ja para a cana plantada em outubro, o periodo mais critico é do 8 ° ao 10 ° més. As maiores
reducbes de producdo sdo provocadas por periodos secos durante o verdo em canas com
idade de 4 a 8 meses, assim como 0 periodo de seca para o crescimento de cana-planta.

O baixo teor de umidade nos tecidos pode reduzir pela metade o
comprimento de alguns entrends, mas se houver disponibilidade de agua novamente, a
perda pode ser recompensada pelo maior comprimento dos entrenos seguintes (CASTRO;
KLUGE, 2001).

Lucchesi (1987) menciona que em épocas de déficit hidrico, a
planta apresenta as folhas mais enroladas, podendo reduzir de 10 a 20% da transpiracéo.
Entretanto, o conteudo hidrico interno além de influenciar a fotossintese, pois folhas mais
turgidas apresentam maior area foliar, também influencia a translocacdo de
fotoassimilados. Segundo o autor, em condicGes hidricas deficientes, pode haver acimulo

do material fotossintetizado, devido a dificuldade de translocacéo.

4.4  Melhoramento da cana-de-acUcar para tolerancia a deficiéncia hidrica

Vaérios critérios, com base em medicGes de umidade do solo e
analise da distribuicdo da precipitacdo podem ser utilizados para avaliar 0s niveis de
tensdo momentanea ao qual a planta esta sujeita. Do ponto de vista ecofisiologico, o
conhecimento de fatores externos ndo é suficiente para conclusdes precisas sobre o grau
de seca (LARCHER, 2004). E, portanto, importante compreender as respostas fisiologicas
e 0S processos gque atuam sobre as plantas em condigcdes de estresse causado por deficit
hidrico. Entender como as plantas toleram o déficit hidrico pode melhorar
significativamente esta situacdo de seca em eventos futuros e mecanismos de identificacédo
de tolerdncia ao estresse por seca é fundamental para o desenvolvimento de novas
cultivares comerciais tolerantes (NEPOMUCENO et al., 2001). O desenvolvimento de

cultivares tolerantes a seca tem sido um dos objetivos dos programas de melhoramento
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genético envolvendo cana-de-agucar (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005), e requer a
identificacdo de mecanismos fisioldégicos importantes para 0 uso como critério de selegdo
(SMIT; SINGELS, 2006).

Nos programas de melhoramento, o uso de diferentes técnicas para
a selecdo de materiais, como por exemplo, os marcadores moleculares, tem gerado
resultados positivos diminuindo o tempo entre a selecdo e comercializagdo de novas
cultivares (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Entretanto, a andlise de caracteristicas
fisioldgicas também permite a selecdo e classificacdo de cultivares por meio de testes
comparativos com genotipos ja conhecidos quanto a tolerancia ou sensibilidade ao déficit
hidrico. Algumas variaveis devem ser consideradas quando se trata de selecdo de gendtipos
tolerantes ao déficit hidrico, tais como: temperatura foliar (SILVA et al., 2010),
condutancia estomatica (SMIT; SINGELS, 2006), taxa de assimilacdo de carbono
(MACHADO et al., 2009), fluorescéncia da clorofila (SILVA et al., 2007), potencial
hidrico (PIMENTEL, 2004) e contetdo de clorofila foliar (SILVA et al., 2010).

A manutencdo da temperatura foliar pela planta requer a
evaporacdo de grande quantidade de agua para que essa temperatura ndo exceda a
temperatura ambiental e, como consequéncia, ocorra um adequado funcionamento do
aparato fotossintético (TAIZ; ZEIGER 2013; HABERMANN et al., 2008). A correlacao
entre a temperatura da cultura e o estresse por déficit hidrico baseia-se na observacao de
que, como uma cultura transpira através dos estbmatos, a agua evaporada esfria as folhas
para aproximadamente ou até mesmo abaixo da temperatura do ar. A medida que a cultura
se torna estressada pela falta de agua, diminui a transpiracdo, aumentando a temperatura da
folha. Outros fatores precisam ser contabilizados, a fim de obter uma medida correta do
nivel real de estresse, mas a temperatura da folha € um dos mais importantes (JONES,
1999; LU et al.,1998; MANSFIELD; ATKINSON, 1990; PETERSEN et al.,1992).

A condutancia foliar é composta em pequena parte pela
condutancia cuticular da epiderme e, quando os estbmatos estdo abertos, pela condutancia
estomatica, que é controlada pelas células guardas dos estdmatos. Assim, a condutancia é
proporcional ao numero e tamanho dos estbmatos e também ao didmetro da abertura
estomatica e depende da interacdo de um grande nimero de fatores ambientais como a
radiacdo solar, nivel de CO, no mesofilo, umidade relativa (déficit de pressao de vapor do

ar), potencial hidrico, umidade do solo e outros, de menor magnitude, como vento,
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substancias de crescimento e ritmos enddgenos proprios de cada espécie (NILSEN;
ORCUTT, 1996).

O efeito da seca € muito variado e depende muito da intensidade de
déficit de agua no solo que a planta estd submetida. Uma reducdo na condutancia
estomatica afeta uma série de interacOes planta-ambiente, uma vez que 0s estdmatos sdo
pontos de controle de entrada e saida de vapor d’agua e balango de energia entre o vegetal
e 0 ambiente. Embora a reducdo na taxa de perda de agua possa representar uma vantagem
imediata para prevenir a desidratacdo do tecido, ela pode afetar diretamente o balanco de
calor sensivel sobre o vegetal, e ainda a absor¢do de CO, e, consequentemente, a taxa
fotossintética (BRUNINI; CARDOSO, 1998).

A presenga de condigdes ambientais estressantes leva ao
decréscimo caracteristico na eficiéncia quantica potencial no PSII, podendo ser detectada
pela queda na relacdo Fv/Fm; paralela a queda da fotossintese devido a menor eficiéncia
fotoquimica, pode ocorrer reducdo na atividade de algumas enzimas de ciclo de Calvin e
mudancas nas rotas quimicas, como acumulo de amino&cidos e &cidos organicos
(CHAGAS, 2007).

A disponibilidade de agua (ou seja, sua capacidade de realizar
trabalho e translocacdo) é expressa como potencial hidrico de um sistema aquoso, tendo
por referéncia o potencial da dgua pura, significando que, quanto maior for a negatividade
do potencial hidrico do sistema considerado, menor sera também a disponibilidade de agua
nesse sistema (LARCHER, 2004).

Para a maioria das espécies, o potencial hidrico acompanha as
variacdes diurnas da demanda evaporativa da atmosfera, atingindo um valor maximo logo
antes do nascer do sol. Nesse momento, as plantas encontram-se com a maxima
turgescéncia possivel para uma dada condicdo hidrica no solo (KRAMER; BOYER, 1995).
Dessa forma, o potencial hidrico no inicio da manha, tem sido considerado um indicativo
do estado hidrico das plantas, bem como da quantidade de agua disponivel no solo
(LARCHER, 2004; TAIZ e ZEIGER, 2013). De acordo com Nogueira et al. (2005), o
efeito da deficiéncia hidrica sobre as plantas é complexo, ndo havendo um mecanismo
universal de resisténcia a seca, pois as plantas respondem através de varios processos
adaptativos a escassez de agua como, por exemplo, através da capacidade de reduzir o

potencial hidrico.
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O conteudo de clorofila na folha também é uma variavel muito
importante e indispensavel para a discriminagdo de cultivares de cana-de-agucar quanto a
tolerancia e susceptibilidade ao estresse por déficit hidrico (Silva et al., 2014a). E, pode ser
considerado uma ferramenta rapida e de baixo custo para esta andlise quando mensurado
pelo clorofildmetro portatil (SPAD) (SILVA et al., 2012).

4.5 As Clorofilas

As clorofilas sdo pigmentos naturais mais abundantes presentes nas
plantas e ocorrem nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais. Estudos em
uma grande variedade de plantas caracterizam que os pigmentos clorofilianos sdo o0s
mesmos. De acordo a Von elbe (2000) as diferencas aparentes na cor do vegetal sdo
devidas a presenca e distribuicdo variavel de outros pigmentos associados, como 0s
carotenoides, os quais sempre acompanham as clorofilas.

A clorofila € o pigmento que torna as folhas verdes, absorve luz
principalmente nos comprimentos de onda azul e vermelho; como reflete a luz verde, sua
aparéncia é de cor verde (RAVEN, 2007).

Nas plantas, a maior parte da radiacdo incidente na folha ndo é
utilizada nos processos fotossintéticos. Esta radiacdo € perdida de varias formas, sendo
uma parte refletida e outra transmitida, ou seja, atravessa a folha sem ser absorvida,
enquanto uma terceira fracdo é absorvida pelos pigmentos fotossintetizantes. No entanto,
nem todos esses fotons absorvidos pelos pigmentos séo utilizados nos processos
fotoquimicos (TAIZ e ZEIGER, 2013). Por sua estrutura quimica ser instavel, as clorofilas
sdo facilmente degradadas, resultando em produtos de decomposicdo que modificam a
percepcdo e qualidade dos vegetais (STREIT et al., 2005). As clorofilas localizam-se nos
cloroplastos, onde ocorre a fotossintese, a qual possui duas reacGes importantes: a
fotoquimica, nas membranas dos tilacoides e a bioquimica, no estroma do cloroplasto. Tais
organelas, além das clorofilas, contém outros pigmentos denominados de acessorios, tais
como os carotenoides (carotenos e xantofilas) (LARCHER, 2004; TAIZ e ZEIGER, 2013).

Ao absorver a energia luminosa, as moléculas de clorofila
modificam temporariamente suas configuracdes eletrdnicas, passando do estado basal para

0 estado mais energético, sendo ainda muito instavel e de vida curta. Assim, apds absorver
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os fotons, esses pigmentos podem dissipar 0 excesso de energia proveniente da luz por
meio de quatro formas competitivas: dissipacdo fotoquimica (utilizada na fotossintese),
fluorescéncia (reemisséo na forma de luz), converséo direta de energia (retorno da clorofila
ao seu estado base sem ocorrer emissdao de fotons) e dissipacdo ndo-fotoquimica
(reemissdo na forma de calor) (MAXWELL e JONHSON 2000; CAMPOSTRINI, 2008;
TAIZ e ZEIGER, 2013).

O déficit hidrico caracteriza-se como um dos estresses ambientais
responsaveis pala alteragdes dos pigmentos nas folhas, alterando a relacdo clorofila a e b, a
qual pode ser usada em plantas terrestres como indicativo de respostas a sombreamento e
senescéncia, e a relacdo clorofila: carotenoides que é usada em menor propor¢cdo para
diagnosticar senescéncia sob condicdes de estresse hidrico (HENDRY; PRICE, 1993).
Assim, métodos de quantificacdo e de estimativa de tais pigmentos, de certa forma,
também podem ser utilizados como ferramentas para selegdo de genoétipos tolerantes a seca
(SILVA et al., 2007).

Métodos de extracdo de clorofila e carotenoides com acetona ou
dimetil formamida, e posterior determinacdo em espectrofotdmetro, sdo citados na
literatura como sendo relativamente eficiente, entretanto, possuem metodologia destrutiva
e relativamente vagarosa. Um método ndo destrutivo, caracterizado pela simplicidade e
rapidez, através de medidores de clorofila tais como o SPAD-502, permite leituras
instantaneas do teor relativo de clorofila na folha (ARGENTA et al., 2001; SILVA et al.,
2007).

4.6 Estimativa do conteudo de clorofila (SPAD)

O indice SPAD tem sido utilizado na quantificacdo de clorofilas,
caracterizando-se pela rapidez, simplicidade e, principalmente, por possibilitar uma
avaliacdo ndo destrutiva do tecido foliar (AMARANTE et al., 2010). Para a quantificacdo
de clorofilas, o equipamento emite luz, que atravessa o tecido foliar e atinge um receptor
(fotodiodo de silicone). A luz transmitida é convertida em sinais digitais, sendo usados por
um microprocessador para calcular a leitura SPAD (“Soil Plant Analytical Division
Value”, na faixa de 0-100). A intensidade de cor verde é detectada no aparelho atraves da
quantidade de luz absorvida pela folha, nos comprimento de onda (A) de 650 nm

(vermelho) e 940 nm (vermelho distante préximo). A luz absorvida no A de 650 nm (pelas
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clorofilas, sem a interferéncia ocasionada pelos carotenoides) indica a quantidade de
clorofilas, enquanto a quantidade absorvida préximo do A de 940 nm serve como referéncia
interna na compensacao da espessura e contetido de agua da folha (SWIADER e MOORE,
2002). Esse equipamento tem sido utilizado com sucesso como uma ferramenta confiavel
ndo destrutiva para a verificacdo rapida para tolerancia a seca em cana-de-agucar (SILVA,
et al., 2007).

O SPAD, mesmo com sistema de compensacdo (luz absorvida no
comprimento de onda de 940 nm) para alteragdes na espessura e conteldo de agua da
folha, apresenta grandes variacGes de leitura entre espécies de plantas (RICHARDSON et
al., 2002) e entre gendtipos de uma mesma espécie (BULLOCK e ANDERSON, 1998)
cultivados em uma mesma condi¢cdo de ambiente, devido a diferencas na estrutura e
anatomia foliar. O mesmo genoétipo pode apresentar grandes variagdes no indice SPAD,
ocasionadas por diferencas nas condi¢bes edafoclimaticas (PALIWAL e
KARUNAICHAMY, 1995), no conteudo de agua (MARTINEZ e GUIAMET, 2004),
estadio fenolégico (PALIWAL e KARUNAICHAMY, 1995) e posicdo/idade da folha na
planta (HOEL e SOLHAUG, 1998; GIL et al., 2002).

Folhas que estdo submetidas a ambiente sombreado possuem maior
teor de clorofilas e menor relacéo clorofila a/b, visando aumentar a eficiéncia de absor¢éo
de luz pelos cloroplastos (MARTINEZ e GUIAMET, 2004; TAIZ e ZEIGER, 2013).
Como o comprimento de onda emitido pelo SPAD-502 (650 nm) esta muito préximo do
pico de absorcdo da clorofila a na faixa vermelha do espectro (663 nm), a maior parte da
luz vermelha emitida pelo aparelho é absorvida pela clorofila a .Portanto, em estudos que
visam a calibracdo desse aparelho, para se obter medidas indiretas de clorofila, deve-se
evitar leituras em folhas excessivamente sombreadas, pois nesta condicdo o teor de
clorofila b é proporcionalmente maior do que o de clorofila a quando comparadas com as

folhas em pleno sol interferindo assim nos valores de leitura do clorofilémetro.

O nivel de radiacdo no momento da medicdo também interfere na
leitura do clorofilémetro. Os cloroplastos mudam sua orientacdo nas células em resposta ao
nivel de radiacdo incidente. Em baixa radiacdo, os cloroplastos orientam-se ao longo das
paredes celulares superiores e inferiores, perpendicularmente ao sentido de incidéncia da

luz, enquanto em alta radiacdo eles estdo orientados, principalmente, ao longo das paredes



17

verticais das células, paralelamente ao sentido de incidéncia da luz (TAIZ e ZEIGER,
2013). Como consequéncia disso, as leituras do clorofilometro s&o maiores quando
medidas em condi¢des de baixa luminosidade, como, por exemplo, no inicio da manha ou
no final da tarde, ou em folhas sombreadas da planta (HOEL e SOLHAUG, 1998,
MARTINEZ e GUIAMET, 2004).

O contetdo de clorofila das folhas é bem correlacionado com
indice SPAD em milho e soja (MARKWELL et al., 1995); Santos (2013), trabalhando com
variedades de cana-de-agUcar, obteve correlacdo positiva entre o contetdo de clorofila e o
indice SPAD. Schlemmer et al. (2005) notaram que o uso do clorofildometro em tecido de
milho que passou estresse por deficiéncia hidrica superestimou o contetdo de clorofila, o
que levou a indicar que a deficiéncia hidrica ndo havia afetado o conteudo de clorofila.
Para Silva (2007), o indice SPAD diminuiu progressivamente com a exposi¢cdo a seca
sendo que o declinio mais grave no genotipo de cana-de-agucar sensivel ao estresse
hidrico. Todos os autores tiveram suas avaliacbes de SPAD em apenas um determinado
horéario do dia, sendo assim possivel contestar a validade dos testes.

De acordo com Silva (2011), dependendo do horario de avaliacédo
houve aumento linear na leitura SPAD em batata. Martinez e Guiamet (2004) verificaram
em plantas de trigo, cultivadas em vasos, que as leituras realizadas com o SPAD no
comego da tarde (14 horas) foram 2,7 unidades maiores do que quando realizadas pela
manha (9 horas), embora ndao tenham sido observadas diferencas no contetdo de clorofila
extraivel da folha nesses periodos. De acordo com esses autores, a diferenca de irradiancia
entre os periodos da manha e da tarde parece ndo ser o principal responsavel pelas
diferencas entre as leituras, mas sim o contetudo de agua na folha. Diante disso, estudos a
partir de plantas sob déficit hidrico tornam-se importantes para a determinacdo do melhor
horério de medicéo e qual deles representa o real teor de clorofila na folha.

Como a cana-de-agUcar apresenta gendtipos tolerantes ao déficit
hidrico, os quais apresentam menor degradacdo dos pigmentos fotossintéticos (PARDO;
DELGADO, 1989), a questdo varietal também pode ser percebida quanto a variacdo do

conteudo diario de clorofila.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Localizacdo do experimento

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo localizada
na Fazenda Lageado, Departamento de Producdo e Melhoramento Vegetal da Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, Botucatu — SP (22°52'47" latitude S, 48°25'12" longitude O e altitude de 810 m).

5.2 Material Vegetal

Foram utilizadas duas cultivares de cana-de-agUcar (Saccharum
spp.), RB867515 e RB855453, que segundo Pincelli e Silva (2012), sdo consideradas
padrdo de tolerancia e de susceptibilidade a deficiéncia hidrica, respectivamente. O
material vegetal foi doado pela Usina da Barra — Grupo Raizen, localizada no municipio de
Barra Bonita — SP.
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5.2.1 RB867515

Apresenta habito de crescimento ereto e despalha facil. O
perfilhamento é médio com colmos de didmetro médio e alta uniformidade. Tem boa
capacidade de brotacdo mesmo em plantios tardios sob baixas temperaturas. Em cana
planta, em plantio de ano e meio, pode ocorrer tombamento ao final do ciclo devido ao
crescimento vigoroso. Pode ocorrer florescimento. Colheita indicada de junho a agosto
(DAROQS et al., 2010).

5.2.2 RB855453

Possui colmos eretos, medianamente empalhados, de diametro
médio a grosso. E de dificil tombamento, bom fechamento de entrelinhas, florescimento
frequente, Otima brotacdo, médio perfilhamento, possui alta exigéncia de ambiente e ndo
deve ser plantada como cana de ano. Tem alta produtividade agricola, teor de sacarose
muito alto e PUI (periodo dtil de industrializacdo) curto. E resistente a maioria das
doencas. Colheita indicada entre maio e julho (HOFFMANN et al., 2008).

5.3 Tratamentos e conducao do experimento

O plantio foi realizado no dia 20 de dezembro de 2012, feito com
trés mini toletes (mesma idade e bom aspecto sanitario), com uma gema cada, plantados
diretamente em vasos de 22 litros, preenchidos com solo Latossolo Vermelho distroférrico
de textura argilosa (EMBRAPA, 2006) misturados a 0,75g vaso™ de Ureia, 3,21g vaso™ de
Superfosfato triplo e 2,28 g vaso™ de Cloreto de Potassio. A adubacdo de ureia foi repetida
em cobertura aos 30 dias ap6s o plantio. A recomendacdo de adubacgdo seguiu instrucdes
do Boletim 100 para cana-de-agucar (IAC, 1996), com base na analise de solo do mesmo
(Tabela 1 e 2). Aos 35 dias ap0s o plantio (DAP) foi feito um desbaste retirando as plantas
extras, deixando somente uma planta por vaso, de modo gue as plantas permaneceriam na

mesma condi¢do. Tal préatica foi repetida durante toda a conduc¢do do experimento.
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Tabela 1. Anélise quimica dos macronutrientes do solo.

pH MO.  Peia AP H+Al K Ca Mg SB CTC V% S
CaCl, gdm® mgdm?® - mmole dm™® —==---------- mg dm’®
5,63 21 14 0 19 13 29 17 47 66 72 3

Tabela 2. Analise quimica dos micronutrientes do solo.

BORO COBRE FERRO MANGANES ZINCO
——————————————————————————— Mg dm™® -
0,13 3,6 16 18,2 11

O teor de agua do solo foi controlado com o uso de tensiémetros de
puncdo em 16 vasos (um por bloco), sendo a tensdo medida diariamente com um
tensimetro digital. A agua foi adicionada manualmente, com um recipiente graduado.
Todas as plantas foram mantidas em solo na capacidade de campo até os 162 DAP, em
seguida cada cultivar foi separada em dois tratamentos, sem deficiéncia hidrica (-D) em
que as plantas foram hidratadas com quantidade necessaria para manter o teor de agua no
solo na capacidade de campo (CC) e o tratamento com estresse (+D) quando o teor de
umidade no solo foi reduzido para 50% da CC, com suspensdo parcial da rega

(considerando como seca moderada).

As condicGes ambientais, dentro da casa de vegetacdo, foram
monitoradas diariamente com um termohigrégrafro portatil (marca Acurite, China),
obtendo-se temperaturas e umidades relativas do ar maxima e minima. Durante o dia de
avaliacdo as temperaturas, umidades e radiacdo maximas e minimas foram acompanhadas
para a caracterizacdo do ambiente (Tabela 3). As medidas de radiacdo foram obtidas por

intermédio de um medidor de radiacdo (Apogee Instruments, Inc., Roseville, CA, EUA).

Tabela 3. Caracterizacdo do ambiente da casa de vegetacdo, as 7,10,13 e 16 horas do dia.
Temperatura maxima e minima ('C), Umidade Relativa do ar maxima e minima (%) e
Radiacdo fotossinteticamente ativa maxima e minima (umol m? s™) + desvio padréo.

Temperatura (°C) Umidade relativa (umol s)  Radiagdo (umol m?s™)
Maxima Minima Maxima Minima Maxima Minima

7 2526+0,31 20,41+£156 625+4,09 48,69 +1,06 127 £ 5,87 93 +4,20
10 39,3+0,48 2336+276 585+6,08 415+0,47 2481567 194 +6,03
13 32,82+0,49 28,82+1,49 49,6+ 2,29 405+1,11 387+18,67 119%72,18
16 30,07+£0,09 26,19+1,30 51,9+154 46,4 +0,21 91 + 18,20 33+255

Horario
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O delineamento estatistico utilizado foi em blocos inteiramente
casualizados com quatro repeticoes, em esquema fatorial 2x2, sendo os fatores de variagéo:
duas variedades e dois regimes hidricos (sem deficiéncia hidrica = -D, e com deficiéncia
hidrica = +D), avaliados em quatro horérios diferentes (7, 10, 13 e 16 h).

5.4  AvaliagBes de atributos fisioldgicos

Todas as avaliagdes foram feitas aos 21 dias ap0s a aplicacdo do
tratamento (190 DAP) em quatro horarios do dia (7, 10, 13 e 16 h).

Em todas as plantas foram utilizadas a primeira folha totalmente
expandida e com ligula aparente (folha +1) para as avalia¢6es, iniciando-se pelas variaveis

ndo destrutivas e em seguida realizando as destrutivas.

5.4.1 Estimativa do conteudo de clorofila via indice SPAD (CE)

O CE foi medido usando-se um clorofilometro SPAD-502 (Minolta
Corp., Ramsey, NJ, EUA) e considerou-se a media de trés leituras nas folhas +1. A leitura
(indice SPAD) corresponde ao teor de pigmento na folha, e seu valor é equivalente a
quantidade de luz transmitida pela folha em duas regibes de comprimento de onda, nas
quais a absorcdo de clorofila é diferente (MALAVOLTA et al., 1997). Dessa maneira, 0
valor fornecido é proporcional a quantidade de clorofila existente na folha, sendo esta

medida indireta.

5.4.2 Conteudo de clorofila via espectrofotdmetro

O conteudo de clorofila via espectrofotometro foi determinado
retirando, por meio de furador, dois discos foliares da folha +1, entre a borda e a nervura
central da folha, cada um com 0,69 cm? A extracdo da clorofila a e clorofila b foram
determinadas segundo a metodologia de Lichtenthaler (1987), para realizacdo do calculo do
contetido de clorofila total CC a+b (pg cm™), o método consiste na utilizacdo de 1 mL do
extrato de clorofila obtido a partir da extracdo por acido dimetil-formamida (DMF). A

solucdo foi mantida protegida da luz por 24 h, até o momento da extracdo. As leituras
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foram feitas nos comprimentos de onda de 647 e 664 nm, com o extrato diluido em 1mL de
agua deionizada.

5.4.3 Trocas gasosas

A temperatura da folha ("C), a condutancia estomatica (mol H,O m®
25 e transformado para mmol H.O m?s™),a taxa de assimilagdo de CO, (umol CO, m?s
1), a concentracdo interna de CO2 na camara subestomatica (umol CO, mol™), a
transpiracdo (mmol H,0 m?s™) e a eficiéncia do uso da 4gua (umolCO2 (mmol H20)™)
foram determinadas na parte mediana da folha +1, pelo aparelho analisador de trocas
gasosas por radiacdo infravermelha (“Infra Red Gas Analyser — IRGA”, modelo L1-6400,
LI-COR), realizado em luz ambiente.

5.4.4 Maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (F./Fn,)

A maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il foi
determinada nas folhas +1 por meio de um fluorometro portatil (Opti-Sciences, Inc.,
Hudson, NH, EUA) com o qual foi obtido os valores da fluorescéncia inicial (Fo),
fluorescéncia maxima (Fn) e da maxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (F./F,).
As folhas foram pré-escurecidas por aproximadamente 30 minutos, com auxilio de clipes

especificos, antes das medidas de fluorescéncia.
5.4.5 Potencial hidrico (‘¥w)
As medidas de Yw (MPa) foram feitas na extremidade superior

(ponta) da folha +1, utilizando a camara de pressdo de Scholander (SoilMoisture
Equipament, Santa Barbara CA, EUA).



23

55 Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes

Ao final da avaliacdo, as plantas foram retiradas dos vasos e as
raizes separadas da parte aérea. As raizes foram 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. O material foi pesado em uma balanca de precisao.

5.6  Anadlise estatistica

Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia
(teste F), as medias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade ou
desvio padréo.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Conteudo de clorofila total (CC a+b)

24

As causas de variagdo cultivar e regime hidrico promoveram efeito

significativo no teor de clorofila total em todos os periodos avaliados (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia do contetido de clorofila total (CC a+b) em cana-
de-acucar sob efeito de cultivares e regimes hidricos em quatro horarios de avaliacéo.

Botucatu — SP, 2013.

Valores de F
Fonte de variagdo Horario
7 10 13 16
Cultivar (C) 88,39" 15,17 59,29 7,52"
Regime hidrico (Rh) 114,45~ 73,717 72,62 48,39
C x Rh 15,56 1,03" 12,14” 317"
CV% 2,38 4,18 4,30 3,61

ns: ndo significativo; * significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.: coeficiente de variagao.
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Houve interacdo significativa nos periodos de 7 e 13 horas (Tabela
5). Em ambos os horarios a cultivar RB867515 apresentou maior contetdo de clorofila
total tanto em hidratacdo plena (-D) quanto sob deficiéncia hidrica (+D) quando comparada
a cultivar RB855453. Sob déficit hidrico (+D) nos mesmos horarios, ambas revelaram

menores valores de clorofila total.

Tabela 5. Desdobramento da interacdo entre cultivares (RB867515 e RB855453) de cana-
de-agUcar e regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D) para contetdo de
clorofila total (CC a+b, em pg cm?). Botucatu — SP, 2013.

CC a+b (ug cm?)

7 Horas
-D +D
RB867515 68,58 aA 63,56 aB
RB855453 64,52 bA 53,63 bB
13 Horas -D +D
RB867515 64,52 aA 58,38 aB
RB855453 59,38 bA 44,73 bB

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

As 7 horas a reducéo de clorofila total pelo déficit hidrico foi de
5,02 ug cm? (7,3 %) na cultivar RB867515 e de 10,59 pg cm? (17%) na RB855453. Ja as
13 horas houve maiores reducdes entre as cultivares, na tolerante de 6,14 ug cm? (14%) e
de 14,65 pg cm? (19%) para a RB85545 (Figura 1 e tabela 5). Essa variacdo na reducio
dos valores de clorofila total entre regimes hidricos pode estar envolvida a alteracdo de
temperatura, radiacdo e umidade no periodo das 13 horas, pois tais condi¢@es climaticas se
apresentavam mais intensas (Tabela 3). A degradacdo da clorofila € uma das
consequéncias ao estresse que pode ser resultado da fotoinibicdo e diminuicdo da eficiéncia
fotossintética entre outros processos celulares, como a divisdo e expansdo celular
(ARAUJO; DEMINICIS, 2009). Segundo Du et al. (1996); Moore e Botha (2014), a

reducdo no conteudo de clorofila total pode ser de até 50% sob déficit hidrico.

A deficiéncia hidrica promoveu diferencas no contetdo de clorofila
entre os tratamentos, na cultivar RB867515 de 7 a 14% e na RB855453 14 a 24% durante o

dia (Figura 1). Foi verificado por Silva et al. (2010) que ocorre grande redugdo no teor de
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clorofila em cana-de-agUcar submetida ao déficit hidrico em cultivares sensiveis, causando,

as vezes, danos irreversiveis a integridade do pigmento fotossintético.
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Figura 1. Conteldo de clorofila total CC a+b (ug cm™) ao longo do dia nas cultivares
RB867515 e RB855453 submetidas aos regimes hidricos adequado (-D) e deficiéncia
hidrica (+D). Cada simbolo indica o valor medio de quatro repeti¢fes + desvio-padréo.

Em trabalhos realizados por Pincelli (2010), Holanda (2012) e
Carlin (2012), constatou-se que cultivares tolerantes de cana-de-aclUcar apresentaram
menor reducdo de teor de clorofila total comparada com as sensiveis, quando submetidas a
deficiéncia hidrica.

Teixeira e Gaeta (1991), trabalhando com fitoplancton, verificaram
que a concentracdo da clorofila mostrou uma variacdo muito grande entre as diferentes
horas das coletas. Os autores constataram que a variacdo da concentracdo de clorofila nas
diferentes horas de um mesmo dia foi de 1,48 a 4,80 mg m™ durante o verdo e de 2,0 a 2,48
mg m™ no inverno. Os mesmos autores citam que ha oscilacdes das atividades bioldgicas a
qual refere-se a integracdo do ciclo diurno dos elementos bioquimicos do interior das
células e a influéncia do ambiente aliado ao efeito da oscila¢do solar.

O conteudo de clorofila nas folhas é uma variavel fundamental para

a compreensdo das respostas de uma planta ao ambiente em que ela esta inserida e,
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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 é diretamente proporcional a quantidade
de clorofila presente no tecido foliar (SCHLEMMER et al., 2005). Em adigdo, a seca
normalmente interfere negativamente sobre estes pigmentos.

Segundo Taiz e Zeiger (2013), a disponibilidade de &gua afeta
diretamente a estabilidade da molécula da clorofila, pois, no cloroplasto ocorre oxidacao da
agua (reacdo de Hill), para recompor os elétrons liberados pela fotooxidagéo da clorofila.

6.2 Indice SPAD

A anélise de varidncia para indice SPAD indicou efeito
significativo para cultivar no periodo de 10 h. J& o regime hidrico promoveu efeito
significativo em todos os periodos avaliados durante o dia (Tabela 6).

Tabela 6. Resumo da anélise de variancia do indice SPAD em cana-de-agucar sob efeito de
cultivares, regimes hidricos e horéarios de avaliacGes. Botucatu — SP, 2013.

Valores de F
Fonte de variagéo Horario
7 10 13 16
Cultivar (C) 1,44"™ 0,00 1,49™ 2,21™
Regime hidrico (Rh) 21,86~ 86,72" 21,787 12,83"
C xRh 2,95™ 20,74 6,80 3,36™
CV% 3,66 2,99 7,36 6,05

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

Nos periodos de 10 e 13 h houve interacdo cultivar x regime
hidrico. Sob déficit hidrico (+D) em ambos os horarios, pdde-se diferenciar as cultivares,
sendo que a RB867515 obteve maiores valores de indice SPAD. Ja no tratamento sem
déficit (-D), observou-se que as 10 horas a cultivar RB855453 obteve medias superiores a
RB867515 e ndo diferiram significativamente as 13 h (Tabela 7). O gendtipo RB855453,
em ambos os horarios, apresentou menor valor de indice SPAD sem deficiéncia hidrica; e
0 RB867515 ndo diferiu para regime hidrico as 13h. Pode-se fazer uma analogia ao

contetdo de clorofila total extraido, que também permitiu a diferenciacdo das cultivares as
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13 horas. Neste horario as condi¢cGes ambientais como temperatura e radiacdo influenciam

na leitura, assim como potencial hidrico da folha.

Tabela 7. Desdobramento da interacdo entre cultivares (RB867515 e RB855453) de cana-
de-agUcar submetidas aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D) para
indice SPAD. Botucatu — SP, 2013.

10 Horas Indice SPAD

-D +D
RB867515 38,20 bA 35,57 aB
RB855453 40,72 aA 33,07 bB
13 Horas -D +D
RB867515 37,45 aA 34,77 aA
RB855453 39,25 aA 29,80 bB

Meédias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relacdo a variacdo do indice SPAD ao longo do dia, as 10 horas
houve reducdo de cerca de 2 unidades na cultivar RB867515 quando submetida a
deficiéncia hidrica e na RB855453, considerada sensivel a seca, apresentou variacdo de
cerca de 7 unidades sob tal tratamento (Figura 2). No periodo de 13 horas a RB867515
apresentou a mesma oscilacdo, e a cultivar RB855453 obteve uma reducédo de 9 unidades.
Silva et al. (2010) verificaram que cultivares de cana-de-acUcar sensiveis ao déficit hidrico
apresentaram reducdes significativas de indice SPAD quando comparado a tolerante sob

condicdes seca.
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Figura 2. indice SPAD ao longo do dia nas cultivares RB867515 e RB855453 submetidas
aos regimes hidricos adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D). Cada simbolo indica o valor
médio de quatro repeticdes * desvio-padrao.

Nos periodos de 7 e 16 horas as reducdes no indice SPAD causadas
pelo déficit hidrico dentro das duas cultivares foram menores. Isto aconteceu devido a
menor luminosidade do horéario, ja que esta interfere nas leituras do clorofilémetro.
Segundo Taiz e Zeiger (2013) o teor de clorofila b é proporcionalmente maior do que o de
clorofila a em ambiente sombreado, quando comparadas com as folhas em pleno sol. Visto
que o clorofildometro emite comprimentos de onda absorvidos apenas pela clorofila a, a
luminosidade do horéario pode interferir nos valores da leitura.

O indice SPAD apresentou tendéncia de queda nos valores ao
longo do dia, comportamento semelhante ao observado por Silva (2011) e Holanda (2012)
gue encontraram a queda nos valores com o passar dos dias em cana-de-agucar.

Martinez e Guiamet (2003) encontraram diferentes valores de
indice SPAD nas mesmas folhas em resposta a mudancas no status hidrico foliar e
irradiancia na hora da medicdo. As medi¢cdes também diferem significantemente entre

manha e tarde, e parte dessas flutuacdes diarias pode ser atribuida a mudancas no contetdo
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de agua na folha. Os mesmos autores afirmam que fatores como status hidrico e irradiancia
podem alterar em 2 a 4 unidades SPAD na leitura.

Grant (1987) verificou em seu trabalho que a diminuigdo do
potencial hidrico foliar causou aumento nas leituras SPAD, isto €, houve uma diminuicdo
na transmitancia aparente das folhas. O aumento da reflectancia da luz pode ser uma
explicagdo para a diminuigdo da transmitédncia aparente em folhas ligeiramente
desidratadas. A luz é refletida atraves das interfaces da folha com diferentes indices de
refracdo, por exemplo, as interfaces de parede celular ou espagos intercelulares.

A desidratacdo do protoplasto pode aumentar a area de superficie
total da interface da célula, aumentando assim reflectancia de luz na folha, particularmente
na regido visivel do espectro entre 600 e 700 nm (CARTER e McCAIN, 1993). Uma vez
que o medidor SPAD nao pode discriminar se uma diminuicdo na quantidade de luz que
atinge o sensor € perdida por absor¢édo ou reflexdo; um aumento na reflectancia em baixo
potencial hidrico foliar pode ser erroneamente contabilizado, que seria na verdade uma
diminuicdo da transmiténcia e, por conseguinte, como um maior teor de clorofila das
folhas.

Portanto, neste trabalho verificou-se que o indice SPAD é uma
variavel confiavel para diferenciacdo de cultivares sob deficiéncia hidrica nos horarios
mais quentes do dia. Por outro lado, Jesus e Marenco (2008), avaliando frutiferas,
relataram que a falta de linearidade entre os teores relativos (obtidos pelo clorofilémetro) e
os teores absolutos de clorofila sugere que a distribuicdo da clorofila na superficie da folha
apresenta certa desuniformidade.

Silva et al. (2013) constataram que cultivares de cana-de-agucar
com habilidade de manter maiores valores do indice SPAD sob deficiéncia hidrica
moderada durante o periodo de maior desenvolvimento foram mais produtivas. De acordo
com os autores, o indice SPAD é um dos principais parametros fisiologicos que deve ser
considerado em programas de melhoramento a fim de discriminar cultivares tolerantes e

sensiveis a seca.
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6.3 Temperatura foliar

A andlise de variancia revelou efeito significativo sobre a
temperatura foliar nos periodos de 10, 13 e 16h promovido pela causa de variagéo regime
hidrico (Tabela 8). A interacdo entre cultivar e regime hidrico foi significativo em apenas

um momento, as 10 h (Tabela 8).

Tabela 8. Resumo da anélise de variancia temperatura foliar (°C) em cana-de-agUcar sob
efeito de cultivares, regimes hidricos e horéarios de avaliacbes. Botucatu — SP, 2013.

Valores de F
Fonte de variacéo Horario
7 10 13 16
Cultivar (C) 0,09™ 0,54™ 3,54™ 5,03™
Regime hidrico (Rh) 2,71 85,96 40,70 11,82**
C x Rh 0,28™ 7,68 1,19" 0,58™
CV% 3,90 2,44 2,24 2,03

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

Verifica-se que as 10h a cultivar RB867515 possui um incremento
na temperatura foliar de 2,36 °C quando submetida ao déficit hidrico, o que se mostra
menor do que na cultivar RB855453 (4,37°C) que € considerada sensivel a deficiéncia
hidrica (Tabela 9 e figura 3). A situacdo sugere que mesmo que a temperatura foliar
aumente com o decréscimo do status hidrico da planta, a cultivar tolerante possui maior
capacidade de se manter protegida de faixas térmicas muito elevadas com sua capacidade

de resfriamento foliar.

Tabela 9. Desdobramento da interacdo entre cultivares (RB 867515 e RB 855453) de cana-
de-acucar submetidas aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D) para
temperatura foliar (°C). Botucatu — SP, 2013.

Temperatura foliar (°C)

10 Horas

-D +D
RB867515 28,74 aB 31,10 aA
RB855453 27,47 bB 31,84 aA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Efeitos semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2007), que constataram aumento
da temperatura foliar para todos os gendtipos estudados independente da sua classificacdo
de toleréncia e susceptibilidade. O mesmo autor destaca que alguns gendtipos suscetiveis
tiveram sua temperatura aumentada em resposta ao estresse hidrico do que a dos gendtipos

tolerantes; como observado neste trabalho (Figura 3).
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Figura 3. Temperatura foliar ao longo do dia nas cultivares RB867515 e RB855453
submetida aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D). Cada simbolo
indica o valor médio de quatro repeticdes + desvio-padréo.

A temperatura foliar foi relativamente menor no gendtipo tolerante,
o resultado pode ser atribuido ao melhor status hidrico foliar que permitiu assim, que 0s
estdmatos permanecessem mais abertos sustentando o resfriamento através da transpiracao.
Como consequéncia, o influxo de CO, foi mantido, permitindo que a planta obtivesse
resultados melhores na taxa fotossintética.

Os valores de temperatura foliar apresentam médias proximas de
20 a23°C no periodo das 7 h; 27 a31'Cas 10 h; 30a33Cas13hede28a30Cas 16 h
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(Figura 3). Tais variagdes de temperatura acompanham as mudancas das condicdes
microcliméaticas que ocorreram durante o dia.

O periodo de 13 horas apresentou a maxima diferenca entre a
temperatura foliar da cultivar tolerante e sensivel sob deficiéncia hidrica (1,05°C) (Figura
3). De acordo com Silva et al. (2007), sob déficit hidrico, a temperatura foliar dos
gendtipos tolerantes foi, em média, 2,2°C menor do que a dos genétipos suscetiveis.

O aumento da temperatura foliar foi, provavelmente, devido a
reducdo da transpiracdo, resultante do fechamento induzido dos estdmatos. Como 0s
estdmatos se fecham em resposta ao estresse hidrico, a transpiracdo cessa, levando ao
aumento na temperatura da folha (LUQUET et al, 2003;. JONES, 2004). Embora esta
resposta fisioldgica ao aumento do estresse por deficiéncia hidrica pode ajudar a prevenir o
desenvolvimento de déficits hidricos letais, ele também pode levar a temperaturas letais em
condicdes quentes e ensolarados como observada no periodo mais quente do dia, entre 10 e
13 horas.

A variagdo entre a temperatura foliar da cultivar RB867515 e a
temperatura maxima do ambiente as 13 horas foi de 2,98°C (-D) e 1,11°C (+D), enquanto a
RB855453 de 2,7°C (-D) e 0,06°C (+D) (Figura 3). De acordo com Taiz e Zeiger (2013),
em geral as plantas C4 podem ter elevadas em 4 a 5 "C a temperatura foliar em relacéo a
temperatura do ambiente, sob luz solar plena e deficiéncia hidrica do solo. Os autores
também afirmam que as folhas transpiram ativamente e mantém a sua temperatura, em
geral, mais baixa do que a temperatura do ar, mas a deficiéncia hidrica restringe a

transpiracdo e causa o superaquecimento e estresse por calor.

6.4 Potencial Hidrico Foliar (Yw)

De acordo com a andlise de variancia, o fator cultivar promoveu
efeito significativo no potencial hidrico na folha em todos os horarios, enquanto para

regime hidrico houve efeito significativo entre 10 h as 16h (Tabela 10).
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Tabela 10. Resumo da analise de variancia do potencial hidrico foliar (Yw) em cana-de-
acucar sob efeito de cultivares, regimes hidricos e horarios de avalia¢cdes. Botucatu — SP,
2013.

Valores de F
Fonte de variacéo Horario
7 10 13 16
Cultivar(C) 6,97 25,06 30,64 17,96~
Regime hidrico (Rh) 3,36™ 448,08™ 174,617 139,95™
C x Rh 1,05™ 18,00 0,39" 2,38"
CV% 15,18 5,92 6,08 8,77

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

As 10h houve interacdo significativa entre cultivar e regime
hidrico. Nota-se que a cultivar RB867515, quando submetida ao déficit hidrico, possui
médias de potencial hidrico maiores que da cultivar RB855453, o0 que ndo acontece em
hidratagdo plena que n&do difere estatisticamente (Tabela 11). Em ambas as cultivares o
regime hidrico sem deficiéncia hidrica apresentaram o0s maiores valores de potencial
hidrico, mostrando que as plantas estavam bem hidratada no momento da avaliacdo as 10h
(Tabela 12).

Tabela 11. Desdobramento da interacéo entre cultivares (RB 867515 e RB 855453) de
cana-de-acgUcar submetidas aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D)
para potencial hidrico Yw (MPa). Botucatu — SP, 2013.

10 Horas ¥w (MPa)

-D +D
RB 867515 -1,12 aA -1,98 aB
RB 855453 -1,16 aA -2,41 bB

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O Ww foliar reflete as condicdes da dindmica do processo de
transporte no sistema solo-planta-atmosfera, constituindo-se no principal componente
responsavel pelo fluxo de &gua na planta. Essa varidvel acompanhou a tendéncia dos
valores de temperatura durante o dia, sendo que os valores mais negativos foram obtidos

em horas mais quentes do dia, entre 10 e 13 horas sob condicGes de estresse. Nota-se que
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no periodo de 10 h houve variagdo de Ww de — 1,12 a -1,16 MPa nas cultivares quando
hidratadas e o decréscimo no Ww de -1,9 MPa para cultivar RB8667515 e -2,4MPa para
cultivar RB855453 sob deficiéncia hidrica. Ja as 13h determinou-se uma variacdo de —
1,33 a-1,61 MPa em plantas hidratadas as quais apresentaram reducdo no WYw de -2,0 a —
2,4MPa sob deficiéncia hidrica (Figura 4).

Horas
'0.5 T T T T T T T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
-1.0 1
= -1.5 +
o
2
=
B 20 -
5] —e— RB867515(-D) %/A
—o— RB 867515 (+D)
—A— RB855453 (-D)
—a— RB855453 (+D)
3.0 -

Figura 4. Potencial hidrico WYw (MPa) ao longo do dia nas cultivares RB867515 e RB
855453 submetida aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D). Cada
simbolo indica o valor médio de quatro repeticdes + desvio-padrao.

Diante dessa resposta, pode-se verificar que a deficiéncia hidrica,
bem como o horario analisado afetou o status hidrico de ambas as variedades, causando
diminuicdo de WYw, que pode ter levado a uma sinalizagdao hidraulica que levou ao
fechamento estomatico.

A variacdo diurna do potencial hidrico observado neste estudo é
similar a relatada por outros pesquisadores. Perez e Morais (1991), estudando plantas de
cerrado, notaram que os valores de ¥Yw da folha diminuem até atingir um minimo proximo
das 14:00 h, observando-se reidratacdo da folha ao final da tarde. Em outros estudos,

Naves-Barbiero et al. (2000) observaram que WYw da folha ¢ méximo pela manhd, mas
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diminui até atingir valores minimos entre 13:00 e 15:00 h, aumentando a turgidez da folha
ao final da tarde.

Estudos em cana-de-agUcar mostraram que o potencial hidrico em
plantas com boa disponibilidade hidrica pode atingir Yw de -0,5 MPa ao meio-dia,
enquanto sob deficiéncia hidrica apresentam valores menores entre -1,5 a -2 MPa
(INMAN-BAMBER; SMITH, 2005). PINCELLI (2010) trabalhando em casa de
vegetacdo, encontrou valores de potencial hidrico préximos de -3,0 MPa nas cultivares
sensiveis com 56 dias de deficiéncia hidrica. Maiores reducGes do ¥w em cultivares
sensiveis sob deficiéncia hidrica também foram verificadas por ENDRES et al. (2010) em
condicdes de campo e SILVA et al. (2012) em casa de vegetacao.

O potencial de &gua da folha indica o seu estado energético, cujos
gradientes explicam os fluxos da agua no sistema solo-planta-atmosfera (BERGONCI et
al., 2000) de modo que, variagdes no potencial hidrico da folha podem afetar a assimilacéo
do carbono da planta (HSIAO, 1973). Isto porque, se a planta perde 4gua a uma taxa
superior a sua capacidade de absorcéo e transporte o potencial hidrico da folha diminui,
levando ao fechamento dos estbmatos e reducdo da fotossintese.

Presume-se que nos horarios mais quentes do dia a condutancia
estomatica diminua a ponto de evitar que o potencial hidrico da folha diminua abaixo de
niveis considerados criticos para a estabilidade do sistema de transporte de 4gua (OREN et
al., 1999). O nivel minimo que o potencial hidrico pode atingir durante os horarios de
transpiracdo intensa depende tanto de fatores genéticos como de fatores ambientais.
Contudo, em situacao de baixa disponibilidade de agua no solo as plantas reduzem a perda
de 4gua ao reduzir a condutancia estomatica. Para favorecer a turgescéncia celular em
situacOes de estresse hidrico, ocorrem ajustes no metabolismo celular, por exemplo, via o
acumulo de substancias organicas, tais como a prolina, 0 que contribui para a
osmorregulacdo (SILVA et al., 2004).
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6.5 Trocas gasosas

6.5.1 Condutancia estomatica

As causas de variacdo cultivar e regime hidrico promoveram efeito
significativo na condutancia estomatica para os horarios 7, 10 e 13 horas e as 16 horas esse
efeito foi verificado somente para regime hidrico (Tabela 12).

Tabela 12. Resumo da analise de variancia da condutancia estomatica (gs) em cana-de-
acucar sob efeito de cultivares, regimes hidricos e horarios de avaliagdes. Botucatu — SP,
2013.

Valores de F
Fonte de variacdo Horario
7 10 13 16
Cultivar (C) 18,06 54,12" 17,86 4,59™
Regime hidrico (Rh) 50,14™ 82,06 14,81" 34,877
C xRh 527 0,0 1,09" 1,68™
CV% 16.66 13.96 23.77 24.24

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

Essa variavel se mostrou mais confidvel para diferenciacdo de
cultivares de cana-de-acucar no periodo de 7 horas sem deficiéncia hidrica (-D), sendo que
para a RB867515, como nas demais variaveis avaliadas, obteve maior condutancia
estomatica do que a RB855453 (Tabela 14). Neste momento em particular, a RB867515
teve uma reducdo, de cerca de 50% na condutancia estomatica, causada pelo estresse
hidrico, enquanto a RB855453 apresentou queda de aproximadamente 39% pelo mesmo
tratamento (Tabela 13).
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Tabela 13. Desdobramento da interacdo entre cultivares (RB 867515 e RB 855453) de
cana-de-agucar submetidas aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D)
para condutancia estomatica gs (mmol H,O m? s™). Botucatu — SP, 2013.

gs (mmol H,0 m?s™)

7 Horas
-D +D
RB867515 159,9 aA 80,21 aB
RB855453 104,26 bA 63,61 aB

Meédias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Apos as 7 horas a cultivar RB867515 apresentou menor redu¢do na
condutancia estomatica quando comparada a RB855453 ( Figura 5). A RB867515 teve
queda de 40% (10h), 23% (13h) e 39% (16h) e a RB855453 de 59% (10h), 55% (13h) e
66% (16h) quando submetidas a deficiéncia hidrica( Figura 5). Os resultados provam que a
cultivar tolerante tem a capacidade de reduzir menos na tentativa de manter a condutancia
sob mudancas ambientais, como seca, temperatura e radiacdo elevada.

Os valores da condutancia estomatica ao longo do dia variaram
entre 56,6 a 159,9 mmol m? s™ para a cultivar RB867515 (-D) e entre 34,15 e 80,15 mmol
m?s? (+D). Ainda, para RB855453 os valores ficaram entre 45,01 a 104,2 mmol m? s (-

D) e 17,4 a 63,6 mmol m? s (+D) (Figura 5).
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Figura 5. Condutancia estomatica, gs (mmol H20 m? s™) ao longo do dia nas cultivares
RB867515 e RB 855453 submetida aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia
hidrica (+D). Cada simbolo indica o valor médio de quatro repetic6es + desvio-padréo.

Nota-se a queda da condutancia estomatica (gs) ao longo do dia nas
duas variedades com e sem déficit hidrico, podendo ela ser atribuida ao aumento da
temperatura (Figura 3), a diminuicdo do potencial hidrico da folha (Figura 4) ou um efeito
combinado de ambos os fatores, sem excluir o efeito da irradiancia, a qual tambéem
aumenta com o passar das horas. O fechamento estomético reduz a transpiracao,
diminuindo a capacidade de refrigeracdo da folha e aumentando a temperatura da mesma
(ARAUJO et al., 2010).

Gongalves et al. (2010) estudaram quatro gendtipos de cana-de-
acucar sob deficiéncia hidrica e também constataram que ocorreu tendéncia de reducdo na
gs ao longo do tempo.

Holanda (2012), estudando cultivares de cana-de-aclcar sob
deficiéncia hidrica constatou que o maior fechamento estomatico se da as 10 horas da

manha, o que ndo € verificado no presente trabalho, pois verifica-se que a gs para as duas
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cultivares com e sem deficiéncia hidrica apresenta uma tendéncia decrescente ao longo do

dia (Figura 5), a qual segue uma relagéo inversa com a temperatura.

Os resultados corroboram com os apresentados por Silva et al.
(2012), que, estudando cana-de-aclcar sob déficit hidrico, verificaram que a reducédo de gs
foi menor em gendtipos tolerantes e sugerem que a reducdo estomatica e maiores taxas
fotossintéticas foram identificados como alguns mecanismos fisiologicos responsaveis pela

tolerancia a seca.

6.5.2 Taxa de Assimilacédo de CO,

As causas de variacgdo cultivar e regime hidrico promoveram efeito

significativo na assimilacdo de CO; para todos os horarios analisados (Tabela 14).

Tabela 14. Resumo da analise de variancia da Taxa de assimilacdo de CO, em cana-de-
acucar sob efeito de cultivares, regimes hidricos e horarios de avaliacbes. Botucatu — SP,
2013.

Valores de F
Fonte de variagdo Horario
7 10 13 16
Cultivar (C) 114,46~ 8,28" 30,917 52,00
Regime hidrico (Rh) 165,24~ 43,00” 44,32 99,27
C xRh 18,64 0,01™ 0,05™ 0,05™
CV% 5,33 11,98 11,25 13,43

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

Houve interacdo significativa entre cultivar e regime hidrico para
taxa de fotossintese as 7 h, em que o comportamento da cultivar RB867515 mostrou maior
assimilacdo de CO; que a cultivar RB855453 tanto sob deficiéncia hidrica (+D) como para
as plantas plenamente hidratadas (-D) (Tabela 15). Em ambas as cultivares o efeito do
déficit hidrico diminuiu a taxa de assimilacdo de CO; no horario as 7h, com reducédo para
RB867515 de 18% e RB855453 42% (Figura 6). No tratamento —-D as médias de

fotossitese foram maiores, indicando maior assimilacdo de CO, sob hidratacdo adequada.
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O horério das 7 horas se mostrou eficiente quando se trata da variavel fotossintese
bem como para contetido de clorofila (Figura 1) na indicagdo de estresse nas cultivares. De
acordo a Taiz e Zeiger (2013) a taxa de assimilagdo de CO2 se associa com o conteido de
pigmentos nas folhas, pois a aborcdo de luz para a fotossintese ocorre nas clorofilas que

determinam a eficiéncia fotossintética.

Tabela 15. Desdobramento da interacéo entre cultivares (RB 867515 e RB 855453) de
cana-de-agUcar submetidas aos regimes hidricos adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D)
para taxa de assimilagdo de CO,, A (umol CO, m? s™) . Botucatu — SP, 2013.

A (umol CO, m?s™)

7 Horas
-D +D
RB867515 9,95 aA 8,15 aB
RB855453 8,60 bA 4,98 bB

Meédias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilida.
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Figura 6. Taxa de assimilacdo de CO2 (A, pmol CO2 m? s™) ao longo do dia nas
cultivares RB867515 e RB855453 submetida aos regimes hidricos adequado (-D) e
deficiéncia hidrica (+D). Cada simbolo indica o valor médio de quatro repeti¢des + desvio-
padréo.

Considerando-se a curva de assimilacdo de CO, ao longo do dia,
pode-se observar picos de fotossintese em diferentes horarios do dia em plantas hidratadas.
Também foi verificado maiores reducfes da taxa fotossintética as 10 horas e 13 horas em
ambas as cultivares sob condicdes de estresse, para RB867515 de 31% e 27% e RB855453
de 35% e 37% respectivamente (Figura 6).

Os resultados corroboram com o estudo da taxa de assimilacdo de
CO; em folhas de laranjeira “Valéncia” (Citrus sinensis L.), em que foi observado que a
taxa de fotossintese foi maior no periodo da manha (aproximadamente 10 horas) do que na
parte da tarde (MACHADO et al., 2002). Analogamente, em Guazuma ulmifolia (Lam.) e
Croton spp., espécies arbdreas pioneiras, 0s valores de fotossintese sdo também maiores
nas primeiras horas da manha (RIBEIRO et al., 2005).

A inibicdo da fotossintese induzida pelo estresse hidrico pode ser
devida a limitacdo estomatica, como verificado em quatro diferentes espécies de

gramineas, por Ghannoum et al. (2003). Gongalves et al. (2008), analisando gendtipos de
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cana-de-agucar sob déficit hidrico, verificaram que as plantas do tratamento de irrigacéo
adequada (-D), embora com os estdmatos parcialmente fechados, mostraram tendéncia em
manter ou reduzir em menor propor¢do a taxa de fotossintese liquida. A assimilacdo de
CO, depende ndo s6 do grau de abertura dos estdbmatos, mas, também, do aumento da
resisténcia de COe atividade enzimética (INMAN-BAMBER; SMIT, 2005).

6.5.3 Transpiracao

A analise de variancia para transpiracdo indicou efeito significativo
para cultivar em todos os periodos analisados. Ja o regime hidrico promoveu efeito
significativo nos horérios a partir das 10 horas (Tabela 16).

Tabela 16. Resumo da analise de variancia da Transpiracdo em cana-de-agucar sob efeito
de cultivares, regimes hidricos e horarios de avalia¢gdes. Botucatu — SP, 2013.

Valores de F
Fonte de variacéo GL Horario
7 10 13 16
Cultivar (C) 1 12.07” 28.03” 12.80™ 0.00"
Regime hidrico (Rh) 1 4.94" 26.05" 15.52" 12.03™
C x Rh 1 2.49™ 0.56™ 1.02™ 3.25™
CV% 31.08 27.44 23.15 29.77

ns: ndo significativo; * significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.: coeficiente de variacao.
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Figura 7. Transpiracdo (E, umol H,O m? s™) ao longo do dia nas cultivares RB867515 e
RB855453 submetida aos regimes hidricos adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D). Cada
simbolo indica o valor médio de quatro repeticdes + desvio-padrao.

A transpiracdo das plantas em ambas as variedades foi maior
quando estas se encontravam hidratadas (Figura 7). Para a cultivar RB867515 a maior
diferenca entre os regimes hidricos se deu as 10 horas, onde as plantas hidratadas
apresentaram uma transpiracao 45% maior que as plantas sob deficiéncia hidrica. Ja para a
cultivar RB855453, essa diferenca também foi maior no periodo de 10h, revelando reducao
de 63% na transpiracdo quando submetidas ao déficit hidrico. O potencial hidrico foliar

teve a maior queda neste mesmo horario, explicando assim tal reducéo na transpiracéo.

Reduces significativas na transpiracdo foliar também foram
observadas em gendtipos de milho (Cruz, 2006), assim como em variedades de cana-de
acucar (Arias et al., 1996) submetidas a deficiéncia hidrica.Nable et al. (1999) também
encontraram reducgdes nas taxas transpiratorias em sorgo e cana-de-agucar, sendo que nesta

Gltima foram mais severas, sempre que a fracdo de dgua disponivel no solo decrescia.
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A andlise de variancia revelou efeito significativo sobre a eficiéncia
do uso da agua as 13h promovido pela causa de variacdo cultivar e as 7 e 16h pela causa de

variacdo regime hidrico (Tabela 17).

Tabela 17. Resumo da analise de variancia da Eficiéncia do uso da 4gua em cana-de-
acucar sob efeito de cultivares, regimes hidricos e horarios de avalia¢cdes. Botucatu — SP,

2013.
Valores de F
Fonte de variacéo GL Horario
7 10 13 16

Cultivar (C) 1 0.0046™ 0.40™ 17.92” 1.28™
Regime hidrico (Rh) 1 11.89™ 0.20™ 1.40™ 8.83"
C xRh 1 0.98™ 0.31™ 1.60™ 3.52™
CV% 69.29 94.66 40 52.81

ns: ndo significativo; * significativo (P<0,05); **: significativo (P<0,01); C.V.: coeficiente de variacao.
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Figura 8. Eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol CO, (umol H,0)™) ao longo do dia nas
cultivares RB867515 e RB855453 submetida aos regimes hidricos adequado (-D) e
deficiéncia hidrica (+D). Cada simbolo indica o valor médio de quatro repeticdes + desvio-
padréo.

A eficiéncia do uso da &gua na cultivar RB867515 apresentou
valores maiores quando submetida ao déficit hidrico em todo o periodo analisado, tendo a
maior diferenca entre os regimes hidricos as 7 e 16h. No primeiro periodo as plantas sob
déficit hidrico tiveram valores de eficiéncia do uso da agua maiores que quando hidratadas,
de 86% e 60% para a RB867515 e RB855453 respectivamente. Ja no periodo de 16h essa
diferenca foi de 29% e 71% para as cultivares.

De modo geral, sob estresse hidrico as plantas adotam um
mecanismo conservativo, reduzindo a condutancia estomética e a transpiracdo e
aumentando a eficiéncia do uso da agua. Nessas condi¢des, a taxa de fotossintese também
acaba sendo reduzida.
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6.7 Méxima eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm)

N&o houve efeito significativo das causas de variagdo cultivar e
regime hidrico para a Fv/Fm, com excecdo de regime hidrico as 7 h (Tabela 18). Isso
revela que a cultivar e o regime hidrico ndo influenciaram para essa variacdo durante os

periodos analisados.

Tabela 18. Resumo da analise de variancia da maxima eficiéncia fotoquimica da
fotossistema Il (F,/F,) em cana-de-acucar sob efeito de cultivares, regimes hidricos e
horérios de avaliagbes. Botucatu — SP, 2013.

Valores de F
Fonte de variacao Horario
7 10 13 16
Cultivar(C) 0.05™ 0.17™ 0.00™ 0.35"
Regime hidrico (Rh) 5.93" 0.65™ 1.61™ 1.19™
C x Rh 3.02"™ 0.27" 1.84"™ 1.48"™
CV% 1.51 4.01 5.95 3.09

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

A eficiéncia fotoquimica méaxima do fotossistema Il, representada
pela razdo Fv/Fm ndo se constatou alteracdo significativa entre os tratamentos em ambas
cultivares, foi verificada na cultivar RB867515 razdo de Fv/Fm entre 0,73 a 0,79 no
controle e 0,75 a 0,82 sob deficiéncia hidrica (Figura 7). Valores de Fv/Fm proximo ao
controle e maiores ou igual 0,75, indicam nesse estudo que a maior parte da radiacao talvez
estivesse sendo utilizada na fase fotoquimica da fotossintese ndo havendo, portanto,
comprometimento do PSII em virtude do estresse hidrico (GONCALVES et al., 2010;
SILVA et al., 2014 b).

Ja a cultivar RB855453 apresentou valores médios de Fv/Fm entre
0,79 a 0,75 no controle e 0,82 a 0,75 sob estresse. Observa-se em RB855453 uma maior
reducdo as 13 horas com valor médio de Fv/Fm (7,5%) (Figura 7) mostrando maior
sensibilidade na relacdo Fv/Fm em funcdo do estresse hidrico nesse horario. Entretanto, no
presente trabalho verificou-se que no periodo em que a Fv/Fm teve alteracdo foi 0 mesmo

em que a temperatura e radia¢do se encontravam em valores maximos durante o dia.
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Figura 9. Maxima eficiéncia fotoquimica da fotossistema Il (Fv/Fm) ao longo do dia nas
cultivares RB867515 e RB 855453 submetida aos regimes hidricos: adequado (-D) e
deficiéncia hidrica (+D). Cada simbolo indica o valor médio de quatro repeti¢des + desvio-
padréo.

De acordo com Silva et al. (2007), a habilidade de manter altos
valores de Fv/Fm sob condicdes de estresse promovido por deficiéncia hidrica indica que a
planta mantém a alta eficiéncia do uso da radiacdo pela fotoquimica e assimilacdo de
carbono. Ainda, Colom e Vazzana (2003) relataram correlacdo positiva entre tolerancia a
seca e altos valores de Fv/Fm assim como entre susceptibilidade a seca e baixos valores de
Fv/Fm.

Reducbes mais severas de Fv/Fm foram apresentadas por
Goncalves et al. (2010); Santos (2013) e Silva et al. (2014b) esses autores observaram
valores Fv/Fm abaixo de 0,75 em cultivares de cana-de-aclcar suscetiveis a seca,
indicando danos ao aparato fotossintético atribuindo-se, ainda, este fato, a menor eficiéncia

do fotossistema I1.
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6.8 Massa de matéria seca

Na anélise de varidncia para matéria seca de parte aérea (MSPA) e
raiz (MSR) a causa de variagdo cultivar teve efeito significativo somente para MSPA,
enquanto o regime hidrico produziu efeito significativo em ambas as partes da planta
(Tabela 19).

Tabela 19. Resumo da analise de massa de matéria seca de parte aérea (MSPA) e massa de
matéria seca de raiz (MSR) em cana-de-acUcar sob efeito de cultivares e regimes hidricos.
Botucatu — SP, 2013.

Valores de F
Fonte de variacéo
MSPA (9) MSR (g)
Cultivar(C) 11.90” 1.44™
Regime hidrico (Rh) 82.23" 26.63”
CxRh 0.13"™ 3.52™
CV% 31,66 61.11

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

Tanto a producdo de matéria seca da parte aérea como a de raizes
sdo varidveis 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 reducGes no acumulo de matéria seca
nessas regides (SADRAS; MILROY, 1996).

A deficiéncia hidrica reduziu as massas de matéria seca da parte
aérea nas duas cultivares, no entanto foi verificado que na RB867515 houve reducéo de
46,5% enquanto na RB855453 e reducdo foi de 60,4% (Figura 10), indicando maior
sensibilidade dessa cultivar. Silva (2010), trabalhando com cana-de-aclcar sob déficit
hidrico, encontrou reducdes de 40% na matéria seca da parte aérea. JA& Gongalves (2008),
em experimento semelhante, encontrou reducbes de até 52% trabalhando com plantas

estressadas pela seca.
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Figura 10. Matéria seca da parte aérea MSPA (g) das cultivares RB867515 e RB 855453

submetida aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D). Cada barra
indica o valor médio de quatro repeticdes + desvio-padrao.
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Figura 11. Matéria seca de raiz MSR (g) das cultivares RB867515 e RB 855453 submetida
aos regimes hidricos: adequado (-D) e deficiéncia hidrica (+D). Cada barra indica o valor
médio de quatro repeticdes + desvio-padréo.



51

Considerando a massa de matéria seca das raizes, a deficiéncia
hidrica também reduziu a producdo de raizes nas duas cultivares. Observa-se que houve
reducdo de 66% na RB867515 e de 43,2% na RB855453 (Figura 11). Nota-se que a
primeira, considerada tolerante ao déficit hidrico, apresentou reducdo mais acentuada na
producdo de raizes indicando que tal cultivar, provavelmente tenha investido mais no
crescimento da parte aérea sob restricdo hidrica.

Tal fato é controverso ao relatado pela literatura. Em cana-de-
acucar, as caracteristicas do sistema radicular influenciam na resposta da planta ao déficit
hidrico. Em condi¢bes hidricas restritivas, as gramineas tendem a diminuir o
desenvolvimento foliar, priorizando o crescimento radicular (RAMESH, 2000; DIAS-
FILHO, 2011). O desenvolvimento de sistemas radiculares mais profundos permite a
captacdo de aguas profundas, reduzindo a vulnerabilidade da planta a seca (KULKARNI et
al., 2008). Provavelmente, neste trabalho, as raizes das plantas da RB867515 tenham sido
limitadas pelo espago do vaso, levando ao investimento no crescimento da parte aérea sob
restricao hidrica.

O menor acumulo de matéria seca pelas plantas sob deficiéncia
hidrica é consequéncia do decréscimo do contetdo total de clorofila na folha, e reducdo na
condutancia estomatica, o que leva certamente a diminuicdo da assimilacdo de CO, e

reducdo no acumulo de biomassa pelas plantas estressadas pela seca.
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7 CONCLUSOES

O horario de avaliacdo, por apresentar caracteristicas ambientais
proprias, tem grande influéncia nas variaveis fisiologicas avaliadas.

O indice SPAD, conteudo de clorofila, temperatura e potencial
hidrico foliar sdo ferramentas eficientes em diferenciar cultivares de cana-de-acUcar quanto
a sensibilidade a seca entre 10 e 13 h.

As variaveis de trocas gasosas sao bons marcadores fisiologicos
para diferenciar cultivares de cana-de-acucar tolerante a deficiéncia hidrica entre o periodo
de 7 has 13h.

A cultivar RB855453 possui caracteristicas fisiologicas de maior
susceptibilidade a seca, como aumento da TF, intensa redugédo de gs, A, ¥w ao longo do
dia, além de apresentar menor taxa de clorofila e matéria seca. Por outro lado, se
comparada a cultivar tolerante (RB867515), apresenta maior eficiéncia do uso da agua e

menor transpiracdo ao longo do dia quando submetida ao déficit hidrico.
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