UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

RESPOSTAS ANTIOXIDANTES DE CULTIVARES DE CANA-
DE-ACUCAR TOLERANTES A SECA E A HERBICIDAS AO
DEFICIT HIDRICO

Ricardo Jardim de Paula

Engenheiro Agrbnomo

2019



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

RESPOSTAS ANTIOXIDANTES DE CULTIVARES DE CANA-
DE-ACUCAR TOLERANTES A SECA E A HERBICIDAS AO
DEFICIT HIDRICO

Ricardo Jardim de Paula
Orientadora: Profa. Dra. Priscila Lupino Gratéao

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutor em Agronomia
(Producao Vegetal)

2019



P324r

Paula, Ricardo Jardim de

Respostas antioxidantes de cultivares de cana-de-agicar
tolerantes 4 seca e a herbicidas ao déficit hidnco / Ricardo
Jardim de Paula. — Jaboticabal, 2019

T9p.:il, tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Ciéncias Agrinias e Veterinirias,
Jaboticabal

Orientadora: Priscila Lupino Gratio

1. Cana-de-acucar. 2. Herbicidas. 3. Antioxidantes. 4.
Estresse abiotico. 5. Cultivares. I. Titulo.

Sistemna de geragio autematica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faruldade de Ciéncias Apranas e Vetennanas, Jaboticabal. Dados formecidos

pelo autor(a).
Essa ficha n3o pode ser modificada




o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp & Campus de Jaboticabal ’7

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: RESPOSTAS ANTIOXIDANTES DE CULTIVARES DE CANA-DE-AGUCAR
TOLERANTES A SECA E A HERBICIDAS AO DEFICIT HIDRICO

AUTOR: RICARDO JARDIM DE PAULA
ORIENTADORA: PRISCILA LUPINO GRATAO

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutor em AGRONOMIA
(PRODUGAO VEGETAL), pela Comissdo Examinadora:

Profa” Dra"PRISCILA LUPINO GRATAO
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

@m(wm by Booin
rofa. Dra. ANDRESSA PERES BINI

Centro q_e_ Qang—lnstituto Agrondmico-IAC / Ribeirao Preto/SP

o fos s AT

Prof. Dr. PEDRO LUIS DA COSTA AGUIAR ALVES
Diretoria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Mauw', \o e ‘)eTOmu cenO
Pés-doutoranda MARILUCE PASCOINA NEPOMUCENO
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Pesquisador Dr. TIAGO PEREIRA SALMGADO
Herbae Consultoria e Projetos Agricolas Ltda. / Jaboticabal/SP

Jaboticabal, 21 de margo de 2019

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Cmpus de Jaboticabal -
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n, 14884900, Jaboticabal - S&o Paulo
http://www fcav.unesp.br/#!/pos-graduacao/programas-pg/agronomia-producac-vegetal/apresentacao/CNPJ: 48.031.918/0012-87.



DADOS CURRICULARAES DO AUTOR

RICARDO JARDIM DE PAULA - nascido em 28 de abril de 1987 na cidade
de Barretos, Estado de Sdo Paulo. Entre fevereiro de 2006 e dezembro de 2010
cursou Agronomia na Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP — Campus
de Bandeirantes). De julho de 2008 a junho de 2009 residiu na Australia para
aperfeicoamento da lingua inglesa. Entre marco de 2011 e marco de 2012 atuou
como Engenheiro Agronomo na empresa CANAOESTE, filial em Barretos/SP,
fornecendo assisténcia técnica para fornecedores de cana-de-agucar dos municipios
de Barretos, Colina, Colémbia, Jaborandi, Olimpia e Guaira. Entre os anos de 2011
e 2013 cursou MBA em Gestéo do Agronegdcio na Fundacgéo Getulio Vargas. Desde
junho de 2012 até o momento atua na area de pesquisa e desenvolvimento de
produtos fitossanitarios na Herbae Consultoria e Projetos Agricolas Ltda. Em 2015
obteve o titulo de Mestre em Agronomia na area de Producédo Vegetal, na Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP). No mesmo ano, ingressou no curso de Doutorado em Producdo Vegetal

pela mesma instituicdo de ensino.



EPIGRAFE

“O que sabemos € uma gota; o

que ignoramos é um oceano.”

Isaac Newton



DEDICATORIA

Aos meus pais Amauri e Martinha Julia, ao
meu irmado Amauri, € a minha esposa
Camila que sempre estiveram ao meu lado
nessa jornada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me presentear com a vida repleta de saude corpérea, pela
familia que me concedeu fazer parte e por estar presente em todos 0s momentos.
Aos meus pais Amauri Stockmann de Paula e Martinha Julia Fernandes Jardim de
Paula pela educacdo recebida, pelos principios ensinados e por ndo medirem
esforcos para nos dar sempre o melhor.

Ao meu irmao Amauri Jardim de Paula, por ser fonte de inspiracdo como ser
humano de bem e profissional.

A minha esposa Camila Pereira Pimenta pelo amor, companheirismo, pelos
conselhos e pelo incentivo em me tornar uma pessoa melhor, sempre.

Aos meus familiares por sempre se fazerem presentes em todos os momentos da
vida.

A minha orientadora Profa. Dra. Priscila Lupino Gratdo, pela oportunidade
concedida, pela orientacdo dada, pelas conversas sdébias, pelos ensinamentos,
paciéncia e pela confianca.

A amiga Leticia Rodrigues Alves, por me ajudar de forma efetiva na execucgéo deste
trabalho com todo seu comprometimento, disponibilidade, conhecimento,
compreensao e paciéncia.

A Sénia Carregari, por toda ajuda prestada e conhecimento compartilhado dentro do
laboratério.

A UNESP/FCAV, campus de Jaboticabal/SP, por ter me proporcionado a
oportunidade de aprimoramento pessoal/profissional.

Ao amigo Leandro Boncompagni (Syngenta) pelo fornecimento das mudas de cana-
de-acucar.

Aos colegas Ricardo Borjas, Mariana Rodrigues, Clara Degli Esposti, Jeferson Silva
e Devair Gongalves, por contribuirem de alguma forma na conducéo do estudo.

Aos amigos Tiago Salgado e Marcos Kuva, pela amizade, aprendizado continuo e
inspiracédo na busca pelo conhecimento.

Aos membros da banca de qualificacdo Prof. Dr. Pedro Luis da Costa Aguiar Alves e
Prof. Dr. Leonardo Bianco de Carvalho pelas relevantes correcdes/sugestdes do

trabalho.



Aos membros da banca de defesa Dra. Andressa Bini, Dra. Mariluce Nepomuceno
de Melo, Prof. Dr. Pedro Luis da Costa Aguiar Alves e Dr. Tiago Pereira Salgado
pela participacao e correcdes da tese.

Ao Daniel de Bortoli Teixeira pela ajuda e sugestdes nas andlises estatisticas.

Ao amigo Bruno Henrique Polis (Centro de Tecnologia Canavieira — CTC) pela
contribuicdo através de informacdes que enriqueceram o trabalho.

Aos amigos de longa data Gustavo, Leonardo, Pedro Henrique, Rafael, Vinicius e
Vitor, que compartilham tanto dos momentos de aflicbes como dos momentos de
conquistas.

Aos amigos e companheiros de profissdo da Universidade Estadual do Norte do
Parana.

A todas as pessoas que contribuiram direta ou indiretamente com este estudo.

Meus sinceros agradecimentos.



2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.
3.10.
3.11.
3.12.

SUMARIO

Pagina
RESUMO ..ot e e et e e e e e e e e eaeees iii
AB ST R A CT o et e e e e e e e e e \Y
INTRODUGAO . ...ttt ettt anas 1
REVISAO DE LITERATURA ...ttt 3
(OF: 1o F= To (SR Tt U ot T SO URRTTR 3
DEFICIE NIANICO .t e e e e e e e e 4
(@70] 11 70] (=3 [ 111 (oo H SRR 6
ESreSSe OXIHALIVO ......cevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 10
SiStemMa e AEFESA ........ueiiiiiiiiii e 12
Mecanismos de tolerancia ao déficit NidriCO ... 14
MATERIAL E METODOS .......ci ottt eae e sae e see e 16
Material vegetal e condicoes do eXperimento.........ccceeeeeeeeveeiiiiiiiieeeeeeeeeeeviinnn 16
T (o) (o F= Tor= Lo N [T o o o= PR 18
(@] aTot= g1 itz Tor=To Jo [N = I T 19
ConCentraGao de ProlN@...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 19
Extracdo proteica e quantificacdo de proteinas........cccccccvvvveeeeveeiiieiieieiiieeeeeee, 20
Atividade da CAT ... 20
Atividade da APX ... 21
Atividade da glutationa redutase............ccccvvviiiiiiiiii e 21
ANalise da SOD €M gel......cooiiiiiiiiii 21
Caracterizacao das iSoformas da SOD ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 22
ANAlISE de CreSCIMENTO ........uuiiiiiiiiee et e e 23
Delineamento experimental e andlise estatistiCa.............ccccevvieiiiiiicieieiiiiinnnnn. 23
RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e enaans 24



4.1. Respostas bioquimicas para as plantas de cana-de-agucar apés 7 dias de
exposicdo ao déficit hidrico e aos herbicidas. .............cccoeei i 24

4.2. Respostas bioquimicas para as plantas de cana-de-aclUcar apés 28 dias de

exposicao ao déficit hidrico e aos herbicidas. .........ooovvviiiiiiiiiiii e, 31
B DISCUSSAD ..o et ———— 40
B.  CONCLUSOES. .. oottt ettt 46

7. REFERENCIAS ....ooiiitecteeee ettt 47



RESPOSTAS ANTIOXIDANTES DE CULTIVARES DE CANA-DE-ACUCAR
TOLERANTES A SECA E A HERBICIDAS AO DEFICIT HIDRICO

RESUMO- A seca € um problema substancial que afeta negativamente parte
das areas de cultivo de cana-de-agucar, o que limita a producdo das lavouras. O
déficit hidrico provoca uma reducéo no crescimento e desenvolvimento das plantas
devido a superproducdo descontrolada de espécies reativas de oxigénio (ERO). Por
outro lado, a aplicacdo de herbicidas para controle de plantas daninhas é uma
estratégia muito usual de manejo nas culturas para manter altos indices de
produtividade, mesmo quando as culturas sédo afetadas por condicbes adversas,
como a seca. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi investigar as diferentes respostas
bioquimicas e no crescimento de duas cultivares de cana-de-acucar, um tolerante a
seca (CTC 9002) e outra tolerante a herbicidas (CTC 2), que caracterizem maior
tolerancia a condicdo de déficit hidrico associada a aplicacdo de herbicidas com
diferentes mecanismos de acdo. Os tratamentos foram dispostos em esquema
fatorial triplo 2 x 2 x 3, sendo o fator cultivares CTC2 e CTC9002, fator condicéo
hidrica de 70% ou 35% da capacidade de campo e fator herbicida, ametrina (1750 g
i.a. ha), sulfentrazone (700 g i.a. ha') ou sem aplicacéo. A peroxidacdo lipidica, as
concentracbes de H202 e prolina; as atividades antioxidantes das enzimas
superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), ascorbato
peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2); e o acumulo
de massa seca da parte aérea e da raiz foram analisados. A aplicacdo do herbicida
ametrina foi prejudicial as plantas de cana-de-agucar em decorréncia da maior
peroxidacao lipidica e reducdo na massa seca das raizes. O aumento da atividade
da GR em resposta a aplicacdo do herbicida sulfentrazone indica que esta enzima
pode estar relacionada a um dos mecanismos de tolerancia deste grupo de
herbicidas. A cultivar CTC2 apresentou aumento da atividade das enzimas APX e
SOD quando submetida a aplicacao dos herbicidas em relagédo ao cultivar CTC9002.
A CTC2 é tolerante aos herbicidas ametrina e sulfentrazone em relacdo a CTC9002,
principalmente apds 7 dias da aplicagdo. Apds 28 dias de déficit hidrico, houve
aumento na atividade da enzima APX, o que indica que essa enzima esta
relacionada ao mecanismo de defesa a essa condicdo de estresse, contudo,
nenhuma das cultivares apresentou diferencas na producdo de ERO e no
crescimento. A combinacao de estresses abibticos envolve uma rede complexa de
respostas bioquimicas. Os parametros avaliados em ambas cultivares submetidas a
aplicagcédo de herbicida sob déficit hidrico ndo indicam caracteristicas bioquimicas
gue pudessem caracteriza-las como tolerantes aos estresses combinados.

Palavras chave: Saccharum spp.; estresse oxidativo; enzimas antioxidante;

ametrina; sulfentrazone



ANTIOXIDANT RESPONSES OF DROUGHT OR HERBICIDE-TOLERANT
SUGARCANE CULTIVARS TO DROUGHT STRESS

ABSTRACT - Drought is currently a substantial problem worldwide, affecting
part of sugarcane grown areas, and it is the main yield-limiting factor of crops.
Drought stress provokes a reduction in growth and development due to uncontrolled
overproduction of reactive oxygen species (ROS). By the other way, herbicide
application to control weeds is a common crop management strategy to maintain
high sugarcane yields, even when crops are affected by adverse conditions, such as
drought. Thus, the aim of this study was to investigate differences in biochemical and
growth responses of two sugarcane genotypes, drought-and herbicide-tolerant, which
characterize a greater tolerance to drought stress condition combined to herbicides
application with different modes of action. The treatments were arranged ina 2 X 2 X
3 triple factorial scheme, with the cultivar factor CTC2 and CTC9002, a water
condition factor of 70% or 35% of field capacity and herbicide factor, ametryn (1750 g
a.i hat), sulfentrazone (700 g a.i ha't) or without application. Lipid peroxidation, H202
and proline content; the activities of superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1),
catalase (CAT, EC 1.11.1.6), ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), glutathione
reductase (GR, EC 1.6.4.2); and shoot and root dry mass accumulation were
analyzed. The ametryn herbicide application was harmful to sugarcane plants due to
the higher lipid peroxidation and root dry mass reduction. Increased GR activity in
response to sulfentrazone application may indicate that GR enzyme is related to
tolerance mechanisms of this herbicide group. The cultivar CTC2 showed an
increase in the activity of the APX and SOD enzymes when submitted to herbicide
application when compared to CTC9002. Based on these responses, cultivar CTC2
is tolerant to the herbicides ametryn and sulfentrazone in relation of CTC9002,
mainly after 7 days of application. Plants which exhibited an increase in APX activity
after 28 days of drought stress could indicate that APX enzyme is related to
mechanism of tolerance to this stress condition. However, none of the cultivars
presented differences in ROS production and growth parameters. The combination of
abiotic stresses involves a complex network of biochemical responses. The
parameters evaluated in both cultivars submitted to herbicide application under
drought stress conditions do not indicate biochemical characteristics that could
characterize them as tolerant to the combined stresses.

Key words: Saccharum spp.; oxidative stress; antioxidant enzymes; ametryn;

sulfentrazone



1. INTRODUCAO

O Brasil é lider mundial na producéo de acucar e etanol derivados da cana-
de-acucar e, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018), a
producdo estimada para a safra 2018/2019 no Brasil sera de aproximadamente
615,84 milhdes de toneladas distribuidos em 8,63 milh6es de hectares. Um desafio
global para aumentar a producdo de acucar e etanol a partir da cana-de-acucar € a
limitacdo da expansédo das lavouras em regifes marginais, como o oeste do Estado
de S&o Paulo, sudoeste de Minas Gerais, além dos Estados de Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso e Goias, conhecidos por apresentaram déficit hidrico por longos
periodos no ano.

Entre os estresses abidticos, o déficit hidrico € o principal fator limitante de
produtividade em diversas culturas, assim como na cana-de-acucar. Como
organismos sésseis, as plantas precisam lidar com o déficit hidrico pelo menos em
algum momento do seu ciclo. Dentre os efeitos da restricdo de agua para a cana-de-
acucar, destaca-se o fechamento estomatico, inibicdo do crescimento das folhas e
colmos, senescéncia e menor area foliar (MACHADO et al., 2009; INMAN-BAMBER
et al., 2012).

Com o ajuste da condutancia estomatica, as plantas sdo capazes de controlar
a perda de 4gua reduzindo o fluxo de transpiracdo o que, entretanto, limita a entrada
de CO:2 com consequente efeito direto na reducdo de fotossintese liquida e na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nas plantas sob déficit hidrico
(MITTLER, 2002). A limitac@o da fotossintese leva ao excesso de energia livre, que
se ndo dissipada com seguranca, pode causar superexcitacdo dos centros de
reacoes dos fotossistemas Il (FSIlI) e | (FSI), e aumentar a producdo de ERO (CRUZ
de CARVALHO, 2008).

A producdo excessiva de ERO provoca um desequilibrio redox,
interrompendo a cadeia de transporte de elétrons e desencadeando um estresse
oxidativo devido a acdo toxica das ERO (GRATAO et al., 2005). Devido aos
possiveis danos causados pelas ERO, ocorre a indugéo ou o estimulo de sistemas
capazes de prevenir a oxidacdo descontrolada, aos quais incluem os sistemas

antioxidantes ndo enzimaticos como 0s compostos prolina, ascorbato, glutationa,



alcaléides, fendis, tocoferdis e carotenoides, ou o sistema antioxidante enzimatico,
como a superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6),
ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) e glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2).

A aplicacao de herbicidas para controle de plantas daninhas € uma estratégia
de manejo muito consolidada para manter altos patamares de produtividade da
cana-de-agUcar, mesmo nas épocas secas do ano. As aplicagcbes de herbicidas
podem causar efeitos fitotoxicos nas culturas, principalmente se ndo forem usados
de acordo com as doses recomendadas. Mesmo que o herbicida seja seletivo para a
cultura e ndo cause danos substanciais as plantas, alteracdes bioquimicas e
fisiolégicas podem ocorrer, como o aumento na producdo de ERO.

Pesquisas sobre estresse oxidativo e respostas antioxidantes causadas por
déficit hidrico e aplicacdo de herbicida em plantas de cana-de-acUcar sdo escassas
e, portanto, necessdarias. Essa condicdo é comumente encontrada em &reas
comerciais com menor disponibilidade hidrica, e as aplicacdes de herbicidas séo
uma atividade essencial. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar as
diferentes respostas bioquimicas e de crescimento de duas cultivares de cana-de-
acucar, um tolerante a seca e outro tolerante a herbicidas, que caracterizem maior
tolerdncia a condicdo de déficit hidrico associada a aplicagdo de herbicidas com

diferentes mecanismos de agéo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cana-de-acucar

A cultura da cana-de-acucar (Saccharum spp.) destaca-se entre as mais
importantes do Brasil. Estima-se que a area cultivada com cana-de-agUcar que sera
colhida e destinada a atividade sucroalcooleira na safra 2018/19 esta em 8,63
milhdes de hectares, distribuidas principalmente nos estados de Séo Paulo, Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana, Alagoas e Pernambuco (CONAB, 2018).
O Estado de S&o Paulo é responsavel por 5,164 milhdes de hectares do total
nacional. Se confirmada, sera a segunda queda consecutiva na area a ser colhida.
Nas Regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul, devera ocorrer reducdo de 1% e nas
Regibes Norte e Nordeste, a previsdo € de uma area colhida 1,6% menor que na
safra passada. A produtividade média estimada para a safra 2018/19 é de 71,3 t/ha,
valor 1,7% menor do que os 72,5 t/ha obtidos na safra 2017/18. O envelhecimento
das lavouras, a baixa taxa de renovacdo, a falta de investimento em algumas
regibes, prejuizos ocasionados por fatores bidticos e abidticos e a reducdo do
pacote tecnologico tém mantido as médias brasileiras inferiores a 80 t/ha. Além
disso, nessa safra, houve uma longa estiagem no meio do ano, bem como altas
temperaturas, sobretudo nos estados do Centro-Sul, acelerando a maturacdo e
acarretando em baixo crescimento e falta de peso dos colmos (CONAB, 2018).

De acordo com UNICA (2018), o Produto Interno Bruto (PIB) do setor
sucroenergético em 2017 foi de cerca de US$ 43 bilhdes, montante equivalente a
2% do PIB nacional. Sdo 367 unidades industriais em atividade no Pais, com mais
de 794 mil empregos formais gerados apenas pelo setor produtivo. Somando 0s
empregos indiretos gerados pelo setor, emprega-se cerca de 2,4 milhdes de
pessoas na cadeia da cana-de-acucar. Além disso, cerca de 70 mil € o total de
produtores rurais independentes de cana-de-agucar.

Recentemente, ha uma grande demanda por fontes de energia renovaveis
para substituir os combustiveis fosseis. Neste cenario, a producdo de etanol
proveniente da cana-de-aclcar tem sido destacado como um substituto potencial

(GOLDEMBERG , 2007). Entretanto, para atender a essa crescente demanda de



etanol, houve uma expansao do cultivo da cana-de-agucar para regides marginais,
onde a disponibilidade de agua é limitada ou altamente variavel de acordo com a
época do ano (LACLAU & LACLAU, 2009; AZEVEDO et al , 2011; CARR & KNOX,
2011). A expansao da areas plantadas deu-se principalmente no noroetes paulista e
em grande parte, em regides do centro-oeste, com crescimento expressivo no
estado de Goias. Em algumas destas regides, o0 periodo de seca se estende por
meses, no qual se faz necessario o uso de variedades que possuem caracteristicas

adaptativas para tolerarem estes periodos de estresse por déficit hidrico.

2.2. Déficit hidrico

Entre as caracteristicas da cultura, sabe-se que a cana-de-aclUcar possui
metabolismo C4, apresenta boa adaptacdo em regides tropicais e tem alta eficiéncia
na conversao de energia luminosa em biomassa (ENDRES et al., 2010). Mesmo
assim, para demonstrar 0 seu maximo potencial de producdo, a cana exige
condicbes ambientais favoraveis, dentre os quais, a disponibilidade de agua entre
1200 a 2500 mm durante a fase de crescimento (DOORENBOS & KASSAM, 1979;
SINGH et al., 2007). A garantia desta quantidade de agua em condi¢cBes de campo
tem sido um problema, pois a maioria das areas de producao sofrem com periodos
sazonais de déficit hidrico (CHAVES et al., 2002).

As necessidades hidricas na cultura da cana tém sido supridas pelo regime
de chuvas das regides produtoras e complementadas pela aplicagdo da vinhacga,
subproduto da producdo do etanol, rica em agua e nutrientes organicos. Contudo,
nos ultimos anos, tem-se observado alteracdo no regime de chuvas durante a fase
de producdo da cultura. Diferentes trabalhos relacionam esta alteracdo com o
aguecimento global e prevéem aumento na irregularidade de distribuicdo das
chuvas, caso a concentragdo de CO2 na atmosfera continue a aumentar (PALL et
al., 2007; SOLOMON et al., 2009).

O déficit hidrico € considerado um dos principais estresses abidticos em
plantas cultivadas (SILVA et al., 2014) e o fator que mais limita a produtividade nos
mais diversos cultivos (AZEVEDO & LEA, 2011; DAVIES et al., 2011; TAVARINI et



al.,, 2011; AZEVEDO, 2012). De maneira negativa, é o estresse que mais influencia a
produtividade da cana-de-agucar no Brasil (SILVA et al., 2014).

Os efeitos do déficit hidrico sobre as plantas incluem a reducdo na
assimilacdo de CO2, taxa de transpiracdo, de crescimento, na abertura estomatica
(TAIZ & ZEIGER, 2013), crescimento dos perfilhos e altura final dos colmos
(SUGIHARTO, 2004). As necessidades hidricas da cana-de-acucar variam de
acordo com a variedade e o estadio vegetativo da planta (AUDE, 1993). Os estadios
fenolégicos da cana-de-acucar sdo divididos em quatro fases: brotacdo e
estabelecimento, perfilhamento, crescimento dos colmos e maturagcdo. A
suscetibilidade da cana-de-aglcar ao déficit hidrico é maior nas fases de
perfilhnamento e crescimento dos colmos (INMAN-BAMBER & SMITH, 2005;
MACHADO et al., 2009), sendo o crescimento dos colmos e das folhas mais afetado
que outras partes da planta (RAMESH, 2000; MACHADO et al.,, 2009). O
desenvolvimento das raizes também é influenciado negativamente pelo déficit
hidrico, mas relativamente menos afetado do que a parte area da cana-de-acglcar
(INMAN-BAMBER & SMITH, 2005).

O déficit hidrico desencadeia o fechamento estomatico e a planta adota uma
estratégia de economia de agua. Com o ajuste da condutancia estomética, as
plantas sdo capazes de controlar a perda de agua reduzindo o fluxo de transpiracao,
mas ao mesmo tempo ocorre a limitacdo da entrada de COo.. Isso tera efeitos diretos
e indiretos na reducao de fotossintese liquida e na producdo de ERO nas plantas
sob déficit hidrico (MITTLER, 2002). A limitacdo da fixacdo de CO:2 reduzir a
regeneracao de NADP* através do ciclo de Calvin, o que provoca uma reducao na
cadeia de transporte de elétron fotossintético. Durante a fotossintese e sob
condicBes de déficit hidrico h4 um maior extravasamento de elétrons para Oz pela
reacao de Mehler (SMIRNOFF, 1993).

A consequéncia do déficit hidrico é a limitacdo da fotossintese que leva a
exposicao das plantas ao excesso da energia livre, que caso nao seja dissipada
pode causar hiperexcitabilidade dos centros de reag&o do fotossistema Il (FSII) e |
(FSI), elevando a producao de ERO nos cloroplastos e causando efeito fitotoxico nas
plantas (CRUZ de CARVALHO, 2008).



2.3. Controle quimico

A aplicacdo dos herbicidas para controlar plantas daninhas é uma
necessidade indispensavel em areas de cana-de-acucar, e é de extrema importancia
durante o estabelecimento da cana-planta e das soqueiras subsequentes
(CAMPBELL, 2008). Dentre os fatores bidticos, a incidéncia de plantas daninhas
contribui para o declinio acentuado da producdo e quando ndo controladas de modo
adequado, podem limitar o desenvolvimento da cultura, dificultar a colheita e reduzir
a longevidade do canavial (PROCOPIO et al., 2004). Os herbicidas tém sido
amplamente utilizados para prevenir a interferéncia das plantas daninhas na cana-
de-acucar, o que é justificado pela maior eficacia, viabilidade econbmica e
rendimento do método quimico quando comparado aos métodos mecanicos ou
fisicos (MONQUERO et al., 2008).

O sistema de plantio através de mudas pré-brotadas (MPB) vem ganhando
espaco por aumentar a eficiéncia econbmica e minimizar os problemas
fitossanitarios na implantacéo de viveiros, replantio, renovagcédo e expansao de areas
comerciais de cana-de-acucar (LANDELL et al., 2012; XAVIER et al.,, 2014). As
mudas pré-brotadas também estdo sendo amplamente utilizadas em éareas de
MEIOSI - Método Interrotacional Ocorrendo Simultaneamente (AZANIA et al., 2014),
gue consiste em intercalar lavouras de interesse econémico e agronémico com o
canavial para reduzir custos de implantacdo e melhorar o sistema de logistica na
distribuicdo dos colmos para o plantio (SNA, 2016). Nesse caso, com objetivo de
atingir alto rendimento, € necessario um planejamento adequado do tempo entre o
plantio das mudas pré-brotadas e a utilizacdo destas para o plantio do novo
canavial. Na maioria dos plantios de MEIOSI, o estabelecimento das mudas pré-
brotadas ocorre na época seca do ano (entre julho a setembro) e, mesmo nessas
condicles, ndo é descartado a necessidade de aplicacao de herbicidas.

O emprego dos herbicidas de forma incorreta tem impactos negativos
consideraveis sobre o meio ambiente e a saude humana (BENNETT et al., 2004).
Além disso, os herbicidas devem ser criteriosamente selecionados e aplicados de
acordo com suas funcbes de interromper processos essenciais nas plantas (por

exemplo, a fotossintese e biossintese de aminoacidos) que pode ser compartilhado



tanto pela cultura em questédo quanto pelas plantas daninhas (SANDHU et al.,2002;
MULWA & MWANZA.,2006). Mesmo que um determinado ingrediente ativo seja
seletivo para determinada cultura e ndo cause danos substanciais as plantas,
alteracdes bioquimicas e fisioldgicas podem ocorrer, como um aumento na producao
de H202 e O? (SONG et al., 2007).

A ametrina, pertencente ao grupo de inibidores do Fotossistema Il (FSII), é
um herbicida eficaz para controle de plantas daninhas de folhas largas e estreitas
com amplo uso ao longo de décadas em muitas culturas, como milho, abacaxi e
cana-de-acucar (NAVARATNA et al.,, 2012). O grupo de inibidores do FSIl séo
considerados inibidores do transporte de elétrons (BALKE, 1985), uma vez que
resultam na remocao ou inativacdo de um ou mais carregadores intermediarios do
transporte de elétrons. A inibicdo da fotossintese ocorre pela ligacdo do herbicida
deste grupo ao sitio de ligacdo da Qg, na proteina D1 do fotossistema Il, o qual se
localiza nas membranas dos tilacoides dos cloroplastos, ocasionando o bloqueio do
transporte de elétrons de Qa para Qs (Figura 1). A interrupcéo do fluxo de elétrons no
FSIl gera um estado energético muito elevado da clorofila (estado triplet), que
sobrecarrega o efeito de atenuacdo de energia promovido pelos pigmentos
carotenoides (OLIVEIRA JR et al., 2011). O excesso de clorofila triplet pode iniciar o
processo de peroxidacao lipidica por meio de dois mecanismos (DAN HESS, 1994):
o primeiro é a formacao direta de radicais lipidicos nos acidos graxos insaturados
constituintes das membranas; o segundo é que a clorofila triplet pode reagir com o
oxigénio para produzir oxigénio singlet. O oxigénio pode reagir com estes radicais
para iniciar o processo de peroxidacéo lipidica, resultando em danos as membranas.
A peroxidacdo de lipidios é autocatalitica e se espalha para outros lipideos
constituintes de membranas, como as do cloroplasto e de outras estruturas
celulares. Estas reacBes promovem a destruicdo das membranas e a perda de
clorofila, resultando em aumento de tamanho e da desorganizacéao dos tilacoides e
de outras membranas celulares (BARTELS, 1985).
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Figura 1. Visualizagdo dos sitios de ligacéo dos herbicidas inibidores do fotossistema
Il ao complexo protéico QB na membrana dos cloroplastos. Herbicidas do grupo das
triazinas (ametrina) ligam-se aos sitios 2 e 3 (GRESSEL, 1985).

Entre as outras diversas opcdes de herbicidas registrados para uso na cultura
da cana-de-acucar, o sulfentrazone, pertencente ao grupo de inibidores da
PROTOX, é uma das opc¢fes mais utilizadas no setor produtivo (CARVALHO et al.,
2012). O mecanismo de acao deste grupo parece estar relacionado com a inibicao
da enzima protoporfirinogénio oxidase (PPO ou PROTOX), que atua na oxidacao de
protoporfirinogénio a protoporfirina (precursores da clorofila) (OLIVEIRA JR et al.,
2011). A inibicio da PROTOX induz um acumulo descontrolado de
protoporfirinogénio IX, que extravasa da membrana externa do cloroplasto para o
citoplasma, onde é convertido em um composto altamente fotodinAmico denominado
Proto. Na presenca de luz, o Proto gera o oxigénio singleto altamente reativo que
induz a peroxidacao lipidica (DEVINE et al., 1993; LEE et al., 1993) (Figura 2). As
consequéncias catastroficas do acumulo desregulado de protoporfirina no citosol e
subsequente formacdo de espécies reativas de oxigénio também tem efeito
secundario em outros processos fisioldgicos da planta, como a estabilidade dos
centros de reacdes do PSI e PSII (TRIPATHY et al., 2007).
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Figura 2. Esquema simplificado do mecanismo de acao dos herbicidas inibidores da
PROTOX. (a) Reagao de conversao do protoporfirinogénio-IX em protoporfirina-IX;
(b) Presenca do herbicida e inibicdo competitiva da PROTOX; (c) Difusdo do
protoporfirinogénio-IX acumulado para fora do citoplasma; (d) Oxidacdo do
protoporfirinogénio-IX a protoporfirina-1X; (e) Protoporfirina-IX ndo pode retornar ao
cloroplasto; (f) Formagao de oxigénio ‘singlet’, peroxidacao lipidica e necrose da
célula (CARVALHO & LOPEZ-OVEJERO, 2008).

Protox

Acredita-se que alguns herbicidas possam influenciar a eficiéncia do uso da
agua pelo efeito negativo direto sobre a fotossintese, ou indiretamente, pela reducdo
da taxa metabdlica da planta. Além disso, acredita-se que as diferencas marcantes
entre genotipos de uma mesma espécie podem ser avaliadas quanto a diferencas na
condutancia estomética, taxa transpiratoria, temperatura da folha e acumulo de
massa seca quando sao tratados com herbicidas. Dessa forma, a associacao
genatipo/herbicida pode determinar aqueles que possam sobressair sob déficit
hidrico quando submetidos a aplicagdo de herbicidas e, assim, garantir melhores

producdes na lavoura (GALON et al., 2010).
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2.4. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € um fator central nos fendémenos de estresse abioticos e
bidticos que ocorrem quando existe um desequilibrio em qualquer compartimento da
célula entre a producdo de ERO e atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante
(Figura 3) (FOYER & SHIGEOKA, 2010).

O oxigénio molecular (O2) possui baixa reatividade devido a configuragcéo
paralela de seus elétrons nos dois ultimos orbitais incompletos. Esta organizacéo
impde que a redugédo do O2 deve ser efetuada por transferéncias consecutivas de
um anico elétron, sendo que os produtos resultantes da reducado do Oz formam as
ERO. Estas incluem os radicais superoxido (Oz2), peroxido de hidrogénio (H202),
radical hidroxila (OH") e oxigénio singleto (*O2). Sob condi¢cdes normais, estes séo
gerados pelo metabolismo dos organismos aerébicos, principalmente através da
fotossintese e respiracdo, porém mantidos em niveis basais através de sistemas
antioxidantes de defesa (GRATAO et al., 2005).

A producédo das ERO pode ser intensificada devido a exposicdo das plantas a
estresses abidticos como temperaturas extremas (GAVELIENE et al., 2013), metais
pesados (GRATAO et al., 2012), déficit hidrico (JEYARAMRAJA & THUSHARA,
2013), altas concentracfes salinas (ELLOUZI et al., 2011), aplicacdo de herbicidas
(ZABALZA et al., 2007; ZOBIOLE et al., 2010), entre outros.

A planta sob condicBes estressantes pode elevar a producdo de ERO em
concentracfes superiores a capacidade antioxidante da célula, o que provoca um
desequilibrio redox, interrompendo a cadeia de transporte de elétrons e
desencadeando um estresse oxidativo devido & acéo toxica das ERO (GRATAO et
al., 2015).

O estresse oxidativo pode ativar a morte celular programada devido a
peroxidacao lipidica de membranas, oxidacdo de proteinas, inibicdo enzimatica e
danos ao DNA e RNA. A peroxidagéo lipidica é um processo fisioldgico que ocorre
em todas as células aerdbias sendo iniciada pela extragdo ou adi¢cdo de um radical
hidrogénio. A peroxidacdo é um dos principais mecanismos moleculares envolvidos

no dano oxidativo a estruturas celulares. Os acidos graxos insaturados, que Sao
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parte estrutural das membranas celulares sédo submetidos a peroxidacao lipidica por
reacOes em cadeia ndo enziméticas e de ERO (REPETTO et al., 2012).

Além disso, as ERO também podem agir como sinalizadores em varios
processos de crescimento e desenvolvimento (PITZSCHKE et al., 2006), atuando
como mensageiros secundarios envolvidos na ativacdo de genes de resposta aos
estresses e possiveis rotas de defesa (DESIKAN et al., 2001; KNIGHT & KNIGHT,
2001).

Luz intensa Metais pesados
Temperatura Herbicidas
Ozbnio Hipoxia
Déficit hidrico Luz UV
Salinidade Patogenos

. ? Y,

Diferentes tipos de estresses
causam produgio de ERO

iOA.II? Ilez( Eliminagao insuficiente AsA Pro

APX MDHAR das ERO leva ao TOCs CARs
estresse oxidativo GSH FAVs

GPX DHAR Pas GB

GST MSR

SISTEMA l SISTEMA ANTIOXIDANTE
ANTIOXIDANTE Danos no DNA, NAO-ENZIMATICO
ENZIMATICO proteinas e lipidios

Figura 3. Representacdo diagramética de varios agentes geradores de ERO em
plantas e os respectivos sistemas de defesa antioxidante (adaptado de TEOTIA &
SINGH, 2014).
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2.5. Sistema de defesa

Varios mecanismos sao utilizados para eliminar e/ou desintoxicar as ERO nas
plantas, como os sistemas antioxidantes de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos.
(MARQUEZ-GARCIA et al., 2011;.AZEVEDO et al., 2012;. GALLEGO et al., 2012).
O sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico compreende oS compostos como a
glutationa (GSH), o ascorbato (AsA), alcaldides, fendis, tocoferdis, carotenoides e
prolina (GRATAO et al., 2005).

Em condi¢cbes de estresse, o metabolismo de aminoacidos é amplamente
alterado, sendo a sintese de proteinas diminuida e a protedlise aumentada (SODEK,
2004). O acumulo do aminoéacido prolina sob condicdes de estresse da-se atraves
do aumento de sua sintese e reducéo da oxidacdo (HARE & CRESS, 1998). Varias
funcbes sdo propostas para este acumulo, como ajuste osmotico, reserva de
carbono e nitrogénio utilizada para o restabelecimento apos estresse, desintoxicacao
do excesso de amonia, estabilizador de proteinas e membranas e eliminadores de
ERO (KAVI-KISHOR et al., 2005). Por possuir um anel pirrolina, que apresenta baixa
capacidade em ceder elétrons, acredita-se que a prolina possa sequestrar o Oz livre
(REDDY et al.,, 2004). Ainda, existem evidéncias de que a biossintese desse
aminoacido poderia estar associada a regulacdo do pH citosolico ou a manutencéo
da razdo NADP*/NADPH, controlando o fluxo de carbono devido a via oxidativa da
pentose fosfato (HARE & CRESS, 1998), além de atuar como fonte de energia, onde
uma unica molécula oxidada é capaz de produzir 30 ATP (KAVI-KISHOR et al.,
2005). O acumulo do aminoacido prolina tem sido amplamente utilizado como um
indicador fisioldgico-bioquimico do estresse hidrico (Shao et al., 2006) e 0 aumento
de sua concentracdo pode ser correlacionada com uma elevada tolerancia a seca
(MOLINARI et al., 2007).

Entre as enzimas que compdem o sistema de defesa antioxidante enzimatico,
inclui a superéxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1). Esta enzima faz parte de um
grupo de metaloproteinas que catalisam a formacédo de H202 a partir do radical
superéxido (O2), sendo a Unica enzima cuja atividade controla a concentracdo de
O2~ e H202, substratos da reacao de Haber-Weiss, desempenhando, papel central

no mecanismo de defesa ao prevenir a formacéao do radical OH® (BOWLER et al.,
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1992). Esta enzima € considerada a primeira linha de defesa contra as ERO nas
células (SCANDALIOS, 2005). Trés classes de SODs foram encontradas em plantas
e classificadas de acordo com seu co-fator metalico: manganés (Mn), cobre/zinco
(Cu/zn) ou ferro (Fe) (ALSCHER et al., 2002). As Mn-SODs estéo localizadas nas
mitocondrias e peroxissomos (DEL RIO et al, 2002), mas também foram
encontradas nos cloroplastos de algumas plantas (HAYAKAWA et al., 1984). As Fe-
SODs sdo encontradas em um numero limitado de espécies vegetais e estdo
localizadas nos cloroplastos (ALSCHER et al., 2002). As Cu/Zn-SODs sao as mais
abundantes em folhas verdes e sdo encontradas no citosol, nos cloroplastos e
peroxissomos (DEL RIO et al., 2002).

A catalase (CAT — EC 1.11.1.6) é uma enzima tetramétrica Ferro porfirina que
catalisa a conversdo de H202 em agua e Oz liberado durante a transformacdo do
glicolato a glioxalato durante a fotorrespiragdo (IGAMBERDIEV & Lea, 2002) ou
durante a B-oxidacdo de acidos graxos (HOLTMAN et al., 1994). A CAT possui baixa
afinidade pelo H202 requerendo a ligacdo de duas dessas moléculas para que a
reacao ocorra. Sendo assim, a CAT provavelmente apresenta funcdo na remocéao do
excesso de ERO durante a condicdo de estresse (GRATAO et al., 2005), além de
proteger a SOD da inativacdo por altos niveis de H202 (FRIDOVICH, 1995). Em
baixas concentragfes de H202 (< 1 uM) a CAT apresenta funcdo peroxidativa, onde
o Fe interage com o H202 formando peroxido de Fe, este pode ser reduzido por
doadores de hidrogénio (H), como o acido ascérbico. Em elevadas concentracdes a
CAT possui fungéo catalitica formando H20 e O2 (SCANDALIOS, 2005).

A ascorbato peroxidase (APX — EC 1.11.1.11) é uma heme peroxidase
encontrada nos cloroplastos, citosol, mitocondrias e peroxissomos (ASADA, 1999).
Assim como a CAT, a APX converte o0 H202 em agua e Oz, contudo, apresentam
afinidades diferentes por essa ERO. A APX demonstra afinidade pelo H202 na
ordem de micromolar, enquanto a CAT milimolar. Assim, a APX parece ser
responsavel pela fina regulacéo da resposta as ERO (MITTLER, 2002), todavia tem
elevada importdncia na protecdo contra o dano oxidativo em compartimentos
subcelulares onde a CAT ndo estd presente, como 0s cloroplastos, onde sao
encontradas duas isoformas, sendo uma ligada ao tilacoide e a outra dispersa no

estroma (ASADA, 1999). A APX reduz o H202 a agua utilizando o ascorbato como
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doador de elétrons. Neste processo, um intermediario de dois elétrons oxidados da
APX ¢é formado, este oxida o ascorbato produzindo duas moléculas de
monodehidroascorbato sendo, entdo, reduzido novamente (ASADA, 1999).

A glutationa redutase (GR — EC 1.6.4.2) é uma flavoproteina que catalisa a
reducdo da GSSG em GSH, em um processo dependente de NADPH. Apesar de ser
sintetizada no citoplasma, esta enzima pode ser direcionada para cloroplastos e
mitocondrias (CREISSEN, 1997), na qual pode atuar no combate das ERO, mais
especificamente o O2* e H202. Em plantas superiores, enquanto a GR esté envolvida
na defesa contra o estresse oxidativo, a GSH desempenha varios papéis como a
participacdo no ciclo ascorbato glutationa, manutencdo dos grupos sulfidrilas de
cisteinas na forma reduzida, estocagem de enxofre reduzido e substrato para a
glutationa-S-transferase (GST) (GRATAO et al., 2005), outra enzima antioxidante
gue catalisa a ligacdo da glutationa a uma ampla gama de substratos hidrofébicos,
eletrofilicos e citotoxicos (MARRS, 1996).

2.6. Mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico

A tolerancia a seca € um mecanismo que permite que as plantas mantenham
seu metabolismo seguido de uma reducédo do potencial hidrico nos tecidos (MITRA,
2001). Neste processo, ocorre uma série de interagdes fisioldgicas, bioquimicas e de
regulacdo de genes (BERNSTEIN et al., 2010;. MONDINI et al., 2010;. SARLIKIOTI
et al., 2010;. SONG et al., 2010, ROGIERS et al., 2011; DEL POZO et al., 2012),
bem como interagdes entre as plantas e microrganismos (Khan et al., 2011). Ao
longo do tempo, as plantas desenvolveram diferentes estratégias de tolerancia ao
déficit hidrico, como alteracbes no ciclo de vida, modulagdo no
crescimento/desenvolvimento para combinar com o suprimento de agua, regulacao
de funcbes de toda a planta para a realocacdo de recursos para o0 crescimento e
adaptacdo ao déficit hidrico, e evolugcdo na percepcédo de sinalizacdo do estresse
para expressao de tolerancia ao déficit hidrico no curto e longo prazo (HU & XIONG,
2014; YOU & CHAN, 2015).

Dentre as mudancas que ocorrem nas plantas, o acumulo de solutos

compativeis e maior capacidade antioxidante foram relatados como mecanismos
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que permitem que as plantas tolerem a reducdo do potencial hidrico do solo
(SAIRAM et al., 2002; MOUSSA & ABDEL-AZIZ, 2008).

Alguns trabalhos relacionados com o estresse oxidativo desencadeado pelo
déficit hidrico em cana-de-aguUcar ja sdo encontrados na literatura (MOLINARI et al.,
2007;. AZEVEDO et al., 2011;. KIDO et al., 2012;. LEMBKE et al., 2012). Além disso,
tem-se dado uma atencdo a selecdo de variedades de cana tolerantes a estresses
bidticos e abiodticos, com base no desempenho da planta na atividade antioxidante
contra o estresse oxidativo, como encontrado em estudos sobre déficit hidrico (CIA
et al., 2012).

Por outro lado, trabalhos relacionados ao estresse oxidativo e mecanismos
antioxidantes relacionados por aplicacdo de herbicidas em cana-de-acucar Sao
escassos. Estudos com respostas fisioldégicas e bioquimicas na cana-de-acucar ao
estresse oxidativo induzido por deficiéncia hidrica e ao herbicida paraquat foram
realizados por dos Santos & de Almeida Silva (2015). No entanto, o herbicida
paraquat € um herbicida dessecante de acao de contato sem apresentar seletividade
a cultura, sendo pouco utilizado comercialmente na cultura em questdo, o qual é
empregado nos estudos de estresse oxidativo como uma ferramenta de inducdo ao
estresse.

Portanto, faz-se necesséaria a investigacdo do estresse oxidativo e das
respostas antioxidantes sobre os estresses em conjunto ocasionados pelo déficit
hidrico e pela aplicacdo de herbicidas sobre as plantas de cana-de-aglcar, uma vez
que esse tipo de situacdo € comumente encontrada em areas com menor

disponibilidade de 4gua no solo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condi¢cdes do experimento

O experimento foi instalado e conduzido sob condi¢cbes de casa de vegetacéo
entre os meses de junho a setembro de 2018 na Universidade Estadual Paulista,
campus de Jaboticabal, Estado de S&o Paulo. A casa de vegetacdo foi
georreferenciada com coordenadas geograficas 21°14°46,68”S, 48°18°'6,39”0 e 600
m de altitude. Os vasos plasticos com dimensdes de 27,5 cm de diametro e 24,0 cm
de profundidade (11 L de capacidade volumétrica) foram preenchidos com um
substrato proveniente de mistura de um latossolo e areia (2:1). Uma andlise
composta com as caracteristicas quimicas e fisicas deste substrato apresentaram o
seguinte resultado: pH (CaClz2) = 5,0; P (mg dm3) = 32; K (mmolc dm3) = 0,8; Ca
(mmolc dm3) = 19; H + Al (mmolc dm3) = 22; M.O (g dm) = 22; SB (mmolc dm) =
25,8; CTC (mmolc dm=3) = 47,5; V (%) = 54, argila = 19,4%; silte = 5,2% e areia total
=75,4%.

As mudas pré-brotadas de cana-de-acUcar foram transplantadas para os
vasos plasticos em 20/06/2017. Antes do transplantio, 5,0 g vaso?! do adubo
formulado 08-28-16 (NPK) foram adicionadas nas covas para suplementagéo
nutricional. As plantas foram expostas ao fotoperiodo natural e a umidade relativa
média da casa de vegetacdo foi de 51,5%. A temperatura maxima, média e a
minima obtidas ao longo do estudo foram de 35,9°C, 24,9°C e 13,9°C,
respectivamente. A Figura 4 apresenta as leituras diarias de temperatura maxima,

minima, umidade relativa do ar maxima e minima.
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Figura 4. Leituras diarias de temperatura maxima, minima, umidade relativa do ar
méaxima e minima ao longo do estudo dentro da casa de vegetacao.

As cultivares do Centro de Tecnologia Canavieira CTC2, que de acordo com
Ferreira et al. (2010) apresenta tolerancia diferencial a herbicidas, incluindo ametrina
e sulfentrazone, e CTC9002, descrita pela empresa de melhoramento como
tolerante a seca, foram submetidas ao déficit hidrico e a aplicacdo de cada um dos
dois herbicidas, ametrina (inibidor do FSII) ou sulfentrazone (inibidor da PPO). Os
tratamentos foram dispostos em esquema fatorial triplo 2 x 2 x 3, sendo o fator (Cv)
as cultivares CTC2 e CTC9002, fator condicdo hidrica (CH) de 70% ou 35% da
capacidade de campo, e o fator herbicida (Hb), o qual foram utilizados a ametrina
(1750 g i.a. hal), sulfentrazone (700 g i.a. ha'l) e um tratamento sem aplicagdo de
herbicidas, completando o esquema fatorial 2 x 2 x 3 (Cv x CH x Hb).

Os niveis de agua no solo foram definidos como controle (70% da capacidade
de campo do vaso — cc) e condicao de déficit hidrico (35% cc). Para esta definicao,
foi utilizado o método direto em vasos, no qual foi considerado como capacidade de
campo (cc) o conteudo de &gua retido pelo solo do vaso, apés sofrer saturacdo e
consequentemente acdo da gravidade, sendo calculada por diferengca de pesagem,

com auxilio de uma balanca de precisédo. Para o calculo do valor de referéncia
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(100% cc), os vasos foram saturados e cobertos com plastico na parte superior para
evitar perda de agua por evaporacdo e, depois de decorrido o tempo de drenagem
natural, foi determinada a massa a partir de dois vasos, para cada tratamento
estudado. Como valor de referéncia de 0% cc foi utilizada a massa do solo seco em
volume correspondente a capacidade de um vaso. O solo foi seco em estufa de
circulacao forgada por 72 horas a 80 °C (ECCO et al., 2014).

Os vasos foram pesados a cada dois dias para determinar o volume de agua
necessario a ser adicionado para manter as plantas com 70% cc até o dia da
aplicacé@o dos herbicidas, a qual foi realizada em 16/08/2017 (57 dias apds o plantio
das mudas). Para a aplicacdo dos herbicidas utilizou-se um costal pressurizado
(CO2) equipado com barra de aplicacdo contendo duas pontas de pulverizacdo do
tipo Al 11002. O conjunto foi regulado para manter a pressao constante de 3,2 bar a
fim de distribuir o volume de calda equivalente a 200 L ha'! a uma velocidade
constante de 1 m s*. No momento da aplicacdo dos herbicidas a umidade relativa
do ar e a temperatura eram de 64% e 23,3 °C, respectivamente. Apés a aplicacao,
os tratamentos com déficit hidrico foram mantidos com 35% da capacidade de
campo.

Com 7 e 28 dias ap0s a aplicacdo dos herbicidas e inicio do déficit hidrico, o
que correspondia a 64 e 85 dias ap0s o plantio das mudas, respectivamente, as
folhas +1 e +2 com a ligula totalmente visivel foram coletadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e, logo condicionadas em ultra freezer (-80°C) para
as posteriores analises bioquimicas. A definicdo do intervalo entre o inicio do déficit
hidrico e as coletas das folhas foi devido a essa condi¢do de limitacdo de agua no
solo ser muito comum em areas com cultivo da cana-de-acUcar, perdurando mais

gue 90 dias em algumas regides.

3.2. Peroxidacao lipidica

A peroxidacéo lipidica foi determinada pela estimativa do conteddo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) com descrito por Heath e
Packer (1968). Assim, 300 mg de material vegetal foram macerados em 3 mL de

acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v), contendo aproximadamente 20% de
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polivinilpirrolidona (PVPP). Apés a perfeita homogeneizacdo o extrato foi
centrifugado a 11200 g, 15 °C por 5 minutos. A um volume de 250 pL do
sobrenadante adicionou- se 1 mL de solugdo contendo TCA 20% (p/v) e acido
tiobarbittrico (TBA) 0,5% (p/v). As amostras foram mantidas por 30 minutos a 95 °C
e, em seqguida, transferidas para banho de gelo. Apés o completo resfriamento, as
amostras foram centrifugadas a 11200 g, 15 °C por 10 minutos, com o intuito de
separar qualquer residuo sélido formado durante o aquecimento e também clarear
as amostras. As leituras foram realizadas, em triplicata, em espectrofotdmetro a 535
e 600 nm. A determinacgdo do equivalente da concentracdo de malondialdeido (MDA)
foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 155 mM.cm?! (GRATAO et

al., 2012). Os resultados foram expressos em nmol de MDA/g de massa fresa (MF).

3.3. Concentracao de H202

A concentragcdo dos niveis de H20:2 foi estimada seguindo metodologia
proposta por Alexieva et al. (2001). Para tanto, 300 mg de material vegetal foram
macerados em nitrogénio liquido até a obtencdo de um p6 fino e homogeneizados
em acido tiobarbitarico (0,1%) e, centrifugados a 11200 g, a 4 °C por 10 min. O
sobrenadante foi adicionado a 100 mM de tampé&o fosfato de potassio (pH 7,50) e 1
M de solucéo de iodeto de potassio. As amostras foram incubadas em gelo durante
uma hora, a absorvancia foi lida a 390 nm em triplicatas e o teor de H20: foi
determinado utilizando uma curva de concentracdo de H202 conhecida como

padréo. Os resultados foram expressos em pumol de H202/g de massa fresca (MF).

3.4. Concentracao de prolina

A determinacdo da concentracdo de prolina nas folhas foi realizada de
acordo com Bates et al. (1973). Assim, 50 mg de tecido vegetal foram macerados
em nitrogénio liquido até a obtenc¢édo de um po fino, ao qual adicionou-se 3 mL de
acido sulfosalicilico 3% (p/v). Em seguida, o extrato foi centrifugado a 6720 g, 15
°C por 30 minutos. Foram coletados 2 mL do sobrenadante, aos quais

acrescentaram-se 2 mL de ninidrina acida (1,25 g de nihidrina; 30 ml de acido
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aceético glacial; 20 ml de &cido fosforico 6M) e 2 mL de &cido acético glacial. As
amostras foram incubadas a 100 °C por 1 hora e, em seguida, transferidas para o
banho de gelo. Apés o completo resfriamento das amostras, foram realizadas as
leituras, em triplicata, em espectrofotometro a 520 nm. Os resultados foram

expressos em pmol de prolina/g de massa fresca (MF).

3.5. Extracao proteica e quantificacao de proteinas

Para a extracdo enzimatica e quantificacdo de proteina, aproximadamente 1 g
de material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido usando um tampé&o de
extracdo contendo tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), &cido
etilenodiamino tetra-acético 1 mM (EDTA), DL-ditiotreitol 3 mM e 5% (p / v) de
polivinilpolipirrolidona insolivel (BOARETTO et al., 2014) numa relacdo volume /
peso fresco 3: 1. O homogeneizado foi centrifugado a 11200 g, 4 °C por 30 min, e 0
sobrenadante foi estocado em aliquotas separadas e armazenadas a -80 °C para
posterior quantificacdo de proteinas e analise das atividades da CAT (EC 1.11.1.6),
GR (EC 1.8.1.7) e APX (EC 1.11.1.11). A concentracéo de proteina foi determinada
seguindo o método de Bradford (1976) utilizando BSA (Bovine Serum Abumin) como
padrdo. Foi utilizado o espectrofotometro para as leituras e os resultados das

guantificacbes se deram em mg/mL

3.6. Atividade da CAT

A atividade da CAT foi determinada em espectrofotdmetro a 25°C em solucéo
contendo 1 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5 e 25 uL de perdxido
de hidrogénio (H202) 1 mM. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 14 ulL de extrato
protéico e a atividade determinada seguindo-se a decomposi¢cdo do H202 por 60
segundos, atraves das alteracdes na absorbancia a 240 nm, em espectrofotdbmetro
como descritor por Nogueirol et al. (2015). Os resultados de atividade da CAT foram

expressos em ymol min-t mg* proteina.
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3.7. Atividade da APX

A  atividade da  ascorbato peroxidase (APX) foi medida
espectrofotometricamente em uma reacdo consistindo de extrato vegetal, tampéao
fosfato de potassio 80 mM (pH 7,0) contendo ascorbato 5 mM, EDTA1 mMe 1 mM
(GRATAO et al., 2012). A atividade da APX foi determinada pelo monitoramento da
taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a 30 °C, durante 60 segundos. Os
resultados da atividade da APX foram expressos em nmol ascorbatoe mint mg?

proteina.

3.8. Atividade da glutationa redutase

A atividade da glutationa redutase (GR) foi medida espectrofotometricamente
a 30 °C, conforme descrito em Carvalho et al. (2013). O meio de reagao consistiu de
uma solucdo composta de 1 mL de tampao de fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5)
contendo 1 mM de 2-4cido nitrobenzdico (DTNB), 1 mM de glutationa oxidada
(GSSG) e 0,1 mM NADPH. A reacao foi iniciada pela adicdo de 50 uL de extrato
protéico. A atividade da GR foi estimada pela reducdo de GSSG, acompanhada por
monitoramento na alteracdo da absorbancia a 412 nm, por 60 segundos, em
espectrofotdbmetro. Os valores da atividade da GR foram expressos em mmol min-t

mg proteina.

3.9. Analise da SOD em gel

A atividade da SOD foi determinada através de eletroforese em gel de
poliacrilamida (12%) conforme descrito por Beauchamp e Fridovich (1971) e
modificado por Azevedo et al. (1998), utilizando o sistema Mini Protean Il (Bio-Rad).
O gel apresentou espessura de 1,5 mm, altura de 6,5 cm e largura 7,3 cm. Para
confecgdo do gel de resolucdo foram utilizados 3 mL de uma solugcdo 40% de
acrilamida (Sigma), 2,5 mL de tampé&o Tris-HCI 3M, pH 8,9, 19 uL de TEMED, 25 uL
de persulfato de amoénio 1% e 4,5 mL de agua destilada. O gel de empacotamento
foi preparado utilizando-se 500 L de acrilamida, 1,25 mL tamp&o Tris-HCI 500 mM,
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pH 6,7, 10 uL de TEMED, 50 pyL de persulfato de aménio 1% e 2,75 mL de &gua
destilada. A eletroforese foi realizada a 4 °C, em corrente constante de 15 mA/placa.
O tampao de eletrodo era composto por Tris 25 mM, pH 8,3 acrescido de 192 mM de
glicina - 5X concentrado, sendo diluido para 1X e reutilizado até 3 vezes. Em cada
gel foi aplicado 10 pL do padrdo de SOD (Sigma) e 50 pg de proteina dos extratos
de cana-de-acucar.

Apés a separacdo das proteinas por eletroforese, a atividade de SOD foi
determinada de acordo com Gomes-Junior et al. (2006). Os géis foram lavados em
agua deionizada e incubados no escuro, a temperatura ambiente, em uma solucéo
contendo 50 mM de tampéo fosfato de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05 mM
riboflavina, 0,1 mM nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3% de TEMED. Ao final de 30
minutos, os géis foram colocados em agua deionizada e expostos a luz até o
aparecimento das bandas. Nestas condicdes ocorre a fotoxidagdo do gel,
promovendo a formagdo de uma coloracdo puarpura, enquanto as bandas
correspondentes a atividade de SOD nado sofrem reacdo, proporcionando uma
revelacdo negativa. A fotoxidacao foi interrompida mergulhando-se o gel em solucéo

de &cido acético (7%) por 15 minutos.

3.10. Caracterizacéo das isoformas da SOD

As isoformas da SOD foram caracterizadas em PAGE. Os géis foram
confeccionados da mesma forma descrita no item anterior. Foram utilizados 50 pg
do extrato de proteina e 10 pL do padrdo da SOD. Ao final da eletroforese, o gel foi
dividido verticalmente em trés partes, as quais foram distribuidas em tampao fosfato
de potassio 100 mM, pH 7,8; tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8 contendo
2mM de KCN e 1,27 mM de EDTA, tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8
contendo 5 mM de H202 e 1,27 mM de EDTA. Todos os passos descritos foram
realizados no escuro. Apds 20 minutos, os geéis foram submetidos a revelagdo com
NBT e riboflavina, como descrito anteriormente. Ao final da revelacéo, foi analisada
a presenca ou auséncia de bandas no controle, e nos tratamentos com KCN e H20:2.
As isoformas foram entéo classificadas como Mn-SOD, Fe-SOD ou Cu/Zn-SOD. Mn-
SOD é resistente a ambos os inibidores (KCN e H202), Fe-SOD é resistente ao KCN
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e inibida por H202 e Cu/Zn-SOD ¢é inibida por ambas as substancias (AZEVEDO et
al., 1998).

3.11. Analise de crescimento

Ao final do experimento (28 dias apdés a aplicacdo dos herbicidas), foram
determinadas as massas seca da parte aérea e raizes. Para tanto, as plantas foram
cortadas rente ao solo para separacdo das partes. As raizes lavadas e a parte aérea
foram condicionadas em sacos de papel devidamente identificadas e postas para
secagem e estufa com circulacao forcada de ar a uma temperatura de 70 °C por 72
horas até atingirem massa constante. Com balanca de precisdo, obteve-se a massa

seca da parte aérea e raizes dos tratamentos.

3.12. Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC),
utilizando nove plantas/vasos por tratamento, sendo trés repeticbes para cada
periodo de coleta e trés repeticdes para as andlises de crescimento. Os resultados
para cada tratamento foram expressos como a média de trés repeticbes para
crescimento de plantas, peroxidacéo lipidica, concentracdo de H202 e de prolina,
extrato proteico para analise da atividade da CAT, APX e GR. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguida pelos testes de mdltiplas faixas
de Duncan (DMRT) em P <0,10. As pressuposi¢cdes da andlise de variancia foram
avaliadas por meio do teste de Shapiro-Wilk e Bartlett, ambos a 5% de

probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1. Respostas bioguimicas para as plantas de cana-de-agucar ap6s 7 dias

de exposicdo ao déficit hidrico e aos herbicidas.

Com base nos resultados da andlise de variancia dos diferentes parametros
avaliados (Tabela 1), houve interacao tripla significativa (p <0,10) para o MDA entre
os fatores cultivar, condicdo hidrica e herbicidas. Para o parametro peroxido de
hidrogénio (H202) na primeira coleta realizada n&o foi observado interagdes
significativas entre os fatores, nem tampouco houve diferenca nos fatores isolados.
O mesmo comportamento foi evidenciado para conteudo de prolina, na qual os
fatores isolados néo diferiram estatisticamente e ndo houve interacdes significativas
entre os fatores. Com relacdo a enzima catalase (CAT), ndo se observa interacdes
significativas entre os fatores, contudo, houve diferenca significativa para os fatores
isolados cultivar (p <0,05) e condi¢do hidrica (p <0,10). Os resultados da atividade
da enzima glutationa redutase (GR) também néo apresentou interacdes
significativas entre os fatores, mas diferiu significativamente quando analisado o
fator herbicida isoladamente (p <0,05). A atividade da enzima ascorbato peroxidase
(APX) apresentou diferenga significativa quando analisado o fator cultivar isolado (p
<0,05), entretanto, ndo houve diferencas nos demais fatores isolados e nem
interacdes significativas entre os fatores.

Com base na interacgdao tripla dos fatores para o parametro MDA (Figura 5 e 6)
e isolando a cultivar CTC2, nota-se que a condi¢cdo de déficit hidrico (35% cc)
apresentou maior média de MDA quando o herbicida sulfentrazone foi aplicado. Nos
tratamentos com o herbicida ametrina e sem a aplicacdo de herbicida ndo houve
diferencgas significativas entre as condi¢Bes hidricas. Ainda, nos tratamentos sem
déficit hidrico (70% cc) ndo houve diferenca nas médias de MDA em relagdo aos
herbicidas, ao passo que, nos tratamentos com déficit hidrico (35% cc) a aplicacédo
de sulfentrazone apresentou maior MDA em relacdo a ametrina e ao tratamento sem
herbicida. Ao isolar a cultivar CTC9002, o tratamento a 70% cc apresentou conteudo
de MDA superior ao tratamento com déficit hidrico, ambos com aplicacdo da

ametrina. Nado houve diferencas significativas entre os herbicidas para as duas
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condi¢des hidricas. Ao isolar a condi¢do hidrica de 70% cc, a cultivar CTC9002
apresentou maior conteido de MDA nos tratamentos com aplicacdo dos herbicidas
(sulfentrazone e ametrina), ao passo que, ndo houve diferenca entre as cultivares
nos tratamentos sem uso de herbicidas. Na condicdo de déficit hidrico, a cultivar
CTC9002 apontou maior conteudo de MDA em comparacdo a CTC2 nos
tratamentos com uso da ametrina e sem herbicidas.

Tratando-se dos resultados do contetudo de perdxido de hidrogénio obtidos na
primeira coleta (Figura 7), ndo houve diferencas significativas entre as cultivares,
entre as condi¢Bes hidricas, nem tampouco para o fator herbicidas.

Para o conteudo de prolina na primeira coleta (Figura 8), novamente é
observado que os fatores cultivar (Cv), condicéo hidrica (CH) e herbicidas (HB) néo
apresentaram diferencas significativas.

A atividade da enzima glutationa redutase (GR) no primeiro periodo de coleta
ndo apresentou diferencas estatisticas para os fatores cultivares (Cv) e condicao
hidrica (CH) (Figura 9). No entanto, considerando os herbicidas, os tratamentos
submetidos a aplicacdo de sulfentrazone promoveram um aumento significativo na
atividade da GR em comparacéo aos tratamentos sem herbicida e com aplicacao de
ametrina.

Com relacdo a atividade da catalase (CAT) no primeiro periodo de coleta
(Figura 10), observa-se que os tratamentos com a cultivar CTC9002 promoveram
maior atividade enzimética em relacéo a cultivar CTC2. Além disso, os tratamentos
sob déficit hidrico (35% cc) apresentaram atividade da CAT inferior aos tratamentos
com 70% cc. Para o fator herbicidas, nenhuma diferenca significativa entre
sulfentrazone, ametrina e os tratamentos sem aplicacao foi demonstrada.

Com base nos resultados apontados na Figura 11, a atividade da enzima
ascorbato peroxidase (APX) nos tratamentos com a cultivar CTC2 apresentou média
significativamente superior aos tratamentos com a cultivar CTC9002. Considerando
os fatores condicdo hidrica (CH) e herbicidas (HB), ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos estudados.

A atividade da SOD das plantas de cana-de-acucar apos a eletroforese
evidenciou a existéncia de trés bandas para a cultivar CTC2 e cinco bandas para a

cultivar CTC9002 (Figura 12). As cinco bandas de SOD foram caracterizadas como
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Mn-SOD (SOD 1) e Cu / Zn-SOD (SOD Il a V). As isoformas Il e V foram as
predominantes para a maioria da atividade da SOD. As bandas I, Il e V de SOD
foram as Unicas presentes nas duas cultivares. Os perfis de isoformas das cultivares
CTC2 e CTC9002 foram distintos. Aos 7 dias apoés o inicio do déficit hidrico (Figura
9), ndo foram observadas grandes alteragBes na atividade da SOD. Neste periodo,
ambas as cultivares apresentaram atividade da SOD levemente mais pronunciadas

nas plantas sob 70% cc com aplicacGes de herbicida sulfentrazone.

Tabela 1. Resultados da analise de variancia (ANOVA) para os parametros MDA,
perdxido de hidrogénio (H20z2,), Prolina, atividade da CAT, GR e APX para o primeiro
periodo de coleta.

MDA H20:2 Prolina
F p F p F p

Cultivar (Cv) 27,23 <0.01 | 0,02 0,90 2,06 0,16

Condicéo Hidrica (CH) 0,31 0,58 | 1,34 0,26 0,46 0,50

Herbicida (Hb) 0,09 0,92 | 0,94 0,40 0,04 0,96

CvxCH 3,23 0,09 | 2,65 0,12 0,26 0,61

Cv x Hb 1,18 0,32 | 1,34 0,28 0,47 0,63

CH x Hb 2,32 0,12 | 0,35 0,71 0,92 0,41

CvxCHxHb 3,32 0,05 | 0,82 0,45 0,38 0,69
CV (%) 17,69 62,76 25,75
Shapiro-Wilk (p) 0,29 0,48 0,68
Bartlett (p) 0,20 0,07 0,29
CAT GR APX

F p F p F p
Cultivar (Cv) 6,57 0,02 | 0,00 0,99 11,33 2,6x1073

Condicéo Hidrica (CH) 3,23 0,09 | 0,31 0,58 0,14 0,71

Herbicida (Hb) 1,77 0,19 | 9,36 1,0x10° | 0,03 0,97

Cv x CH 2,50 0,13 | 0,32 0,58 1,62 0,21

Cv x Hb 2,11 0,14 | 1,42 0,26 1,37 0,27

CH x Hb 0,21 0,82 | 1,10 0,35 0,58 0,57

CvxCHxHb 1,70 0,20 | 0,43 0,66 1,06 0,36
CV (%) 8,99 23,86 0,20
Shapiro-Wilk (p) 0,56 0,47 0,99
Bartlett (p) 0,18 0,83 0,34
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Figura 5. Peroxidacé@o lipidica nas folhas de cana-de-agUcar, mensurada como conteudo de
malondialdeido (MDA) (nmol g?! massa fresca) obtidas no primeiro periodo de coleta para as
diferentes cultivares, sob condi¢do de 70% ou 35% cc, submetidas ou ndo a aplicacdo de herbicidas.
Médias seguidas pela mesma letra mailsculas para condi¢do hidrica e minasculas para herbicidas
néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 10% de probabilidade.
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Figura 6. Peroxidacdo lipidica nas folhas de cana-de-agUcar, mensurada como conteldo de
malondialdeido (MDA) (nmol g?! massa fresca) obtidas no primeiro periodo de coleta para as
diferentes cultivares, sob condi¢do de 70% ou 35% cc, submetidas ou ndo a aplicacdo de herbicidas.
Médias seguidas pela mesma letra mailsculas para cultlivares ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan a 10% de probabilidade.
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Figura 7. Contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) nas folhas de cana-de-agucar (umol g* massa
fresca) obtidas no primeiro periodo de coleta para os fatores cultivares (CTC2 ou CTC9002),
condicdo hidrica (70% ou 35% cc) e herbicidas (amet: ametrina; sulfen: sulfentrazone e sem
herbicidas). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 10% de
probabilidade.
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Figura 8. Contetdo de prolina nas folhas de cana-de-agicar (umol g! massa fresca) obtidas no
primeiro periodo de coleta para os fatores cultivares (CTC2 ou CTC9002), condi¢&o hidrica (70% ou
35% cc) e herbicidas (amet: ametrina; sulfen: sulfentrazone e sem herbicidas). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 10% de probabilidade.
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Figura 9. Atividade especifica da glutationa redutase (GR) nas folhas de cana-de-agucar (umol min-t
mg! proteina) obtidas no primeiro periodo de coleta para os fatores cultivares (CTC2 ou CTC9002),
condicdo hidrica (70% ou 35% cc) e herbicidas (amet: ametrina; sulfen: sulfentrazone e sem
herbicidas). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 10% de
probabilidade.
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Figura 10. Atividade especifica da catalase (CAT) nas folhas de cana-de-acUcar (umol mint mg?
proteina) obtidas no primeiro periodo de coleta para os fatores cultivares (CTC2 ou CTC9002),
condicdo hidrica (70% ou 35% cc) e herbicidas (amet: ametrina; sulfen: sulfentrazone e sem
herbicidas). Médias seguidas pela mesma letra n&do diferem entre si pelo teste de Duncan a 10% de
probabilidade.
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Figura 11. Atividade especifica da ascorbato peroxidase (APX) nas folhas de cana-de-acucar (umol
min-t mg? proteina) obtidas no primeiro periodo de coleta para os fatores cultivares (CTC2 ou
CTC9002), condi¢céo hidrica (70% ou 35% cc) e herbicidas (amet: ametrina; sulfen: sulfentrazone e
sem herbicidas). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 10%
de probabilidade.
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Figura 12. Revelacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD) apds eletroforese em gel de
poliacrilamida do extrato das folhas de cana-de-agUcar no primeiro periodo de coleta. (S) Padrao
SOD bovino. (1) 70% cc. (2) 70% cc + herbicida sulfentrazone. (3) 70% cc + herbicida ametrina. (4)
35% cc. (5) 35% cc + herbicida sulfentrazone. (6) 35% cc + herbicida ametrina. As isoenzimas SOD
foram caracterizadas como: (I) MnSOD; (11-V) Cu / ZnSOD.
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4.2. Respostas bioquimicas para as plantas de cana-de-agUcar apés 28 dias
de exposicdo ao déficit hidrico e aos herbicidas.

Os resultados da analise de variancia dos diferentes parametros avaliados na
segunda coleta estdo expressos na Tabela 2. Com relacdo ao conteudo de MDA, é
observado diferencas significativas para os fatores cultivares (p <0,01) e herbicidas
(p <0,10). O conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) também apresentou
interacao tripla significativa (p <0,05) entre os fatores cultivar x condicdo hidrica x
herbicidas. Em relacdo ao conteddo de prolina, observa-se que os trés fatores
estudados apresentaram interacdo significativa (p <0,10) neste periodo de coleta.
Referindo-se a atividade da enzima CAT, ndo se observou interacdes significativas
entre os fatores, no entanto, houve diferenca significativa para os fatores isolados
cultivar (p <0,10) e condicdo hidrica (p <0,01). A atividade da enzima GR néo
apresentou interagdes triplas ou duplas entre os fatores, entretanto, houve diferenca
significativa para o fator herbicida (p <0,10). Para a atividade da enzima APX, esta
apresentou interacdo significativa entre os fatores cultivar x herbicidas (p <0,01),
bem como diferengas significativas nos trés fatores isolados. A massa seca da parte
aérea (MSPA) diferiu significativamente no fator condi¢ao hidrica (p <0,01), ao passo
que a massa seca das raizes (MSR) mostrou diferencas significativas para o fator
herbicida e condicao hidrica (p <0,05).

Com base nos resultados apresentados na Figura 13, a cultivar CTC9002
apresentou maior conteuddo de MDA em relacdo a cultivar CTC2 nesse segundo
periodo de coleta. Entre as condi¢cdes hidricas, ndo se verificou diferencas
significativas. No entanto, no fator herbicidas houve aumento significativo no
conteudo de MDA sob aplicacdo de ametrina em comparacdo a auséncia de
herbicidas.

Tratando-se dos resultados de conteudo de H202 (Figuras 14 e 15), ao isolar
a cultivar CTC2 na auséncia de aplicacdo de herbicida, a condicdo de déficit hidrico
apresentou menor conteudo de H202em relagdo a condicdo de 70% cc. Nos demais
tratamentos herbicidas ndo houve diferenca significativa entre as condi¢des hidricas.
Nota-se também que ndo houve diferencas entre os herbicidas tanto para a

condicdo de 70% quanto para a 35% de cc. Ao analisar a cultivar CTC9002,
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constata-se que nos tratamentos com os herbicidas ametrina e sulfentrazone a
condicao de 35% cc apresentou médias inferiores as da condicdo de 70% cc. No
tratamento sem herbicidas, diferencas significativas entre as condi¢des hidricas nédo
foram observadas. Entre os herbicidas, ndo foram evidenciadas diferencas
significativas para as condi¢fes de 70% e 35% cc. Quando a condi¢cdo hidrica de
70% cc foi isolada, o tratamento com aplicagdo de ametrina, a cultivar CTC2
apresentou média de H20: significativamente inferior a obtida na CTC9002. No
tratamento sem herbicidas e com aplicacdo de sulfentrazone as cultivares nao
apresentaram diferengas significativas. Na condicdo de déficit hidrico (35% cc)
isolada ndo houve diferencas nas médias de conteudo de H20: entre as cultivares
combinada com a aplicacao ou ndo dos herbicidas.

Os resultados de contetdo de prolina obtidos na interacédo tripla dos fatores
estdo apresentados nas Figuras 16 e 17. Ao analisar somente a cultivar CTC2, nota-
se que o tratamento com aplicacdo de sulfetrazone sob condicdo de 35% cc
proporcionou maior conteudo de prolina em relacdo a condicdo de 70% cc. Nos
tratamentos com ametrina e sem herbicidas as condi¢cdes hidricas ndo diferiram
significativamente. Entre os herbicidas, ndo se observou diferengas estatisticas nas
duas condicbes hidricas testadas. Para a cultivar CTC9002, evidencia-se que 0s
tratamentos com ametrina e sem herbicidas na condicdo de 35% cc apresentaram
maior contetdo de prolina em comparacao a condicdo de 70% cc. Na condi¢cédo de
déficit hidrico, o tratamento com ametrina apresentou média superior aos
tratamentos com sulfentrazone e sem aplicacdo de herbicidas. J& na condicdo de
70% cc ndo houve diferencas significativas entre os herbicidas. Com a condicéo
hidrica de 70% cc isolada, nota-se que ndo houve diferencas significativas entre as
cultivares, enquanto que, ao isolar a condi¢do de 35% cc, a CTC2 com aplicacéo de
ametrina apresentou menor conteudo de prolina em relagdo a CTC9002.

A atividade da GR nao apresentou diferencas estatisticas para os fatores
cultivares (Cv) e condicéo hidrica (CH) (Figura 18). Em relacdo ao fator herbicidas, é
verificado que os tratamentos submetidos a aplicacdo de sulfentrazone
apresentaram maior atividade da GR em relacdo ao tratamento sem exposicdo aos

herbicidas.
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Referindo-se a atividade da CAT (Figura 19), nota-se novamente que 0sS
tratamentos com a cultivar CTC9002 apresentaram maior atividade enzimatica em
comparacao a cultivar CTC2. Ademais, os tratamentos na condicdo de 35% cc
apresentaram menor atividade enzimatica em relacédo aos tratamentos com 70% cc.
Com relagdo aos herbicidas, ndo se observou diferengas significativas entre a
ametrina, sulfentrazone e o tratamento sem aplicagao.

Em relacdo aos resultados da atividade da APX na segunda coleta (Figura
20), nota-se que a aplicacdo de ametrina sob as plantas da cultivar CTC2
demonstraram maior atividade enzimética em relagdo a cultivar CTC9002. A
auséncia de herbicidas e a aplicagcdo de sulfentrazone apresentaram atividade
enzimatica semelhante entre as duas cultivares. Na cultivar CTC2 houve diferencas
significativas entre os dois herbicidas e o tratamento sem aplicacdo. Sem 0 uso de
herbicidas foi constatado a menor atividade da APX, seguido pelo tratamento com
sulfentrazone, ao passo que, a aplicacado de ametrina resultou em maior atividade da
APX. Para o fator condicdo hidrica, observa-se que o déficit hidrico promoveu um
aumento significativo da atividade da APX em relacédo a condicéo de 70% cc.

Como ja mencionado acima, foram identificadas trés isoformas para a cultivar
CTC2 e cinco isoformas para a cultivar CTC9002. As isoformas foram caracterizadas
como Mn-SOD (SOD 1) e Cu / Zn-SOD (SOD Il a V). A atividade da SOD na cultivar
CTC2 (Figura 21) nas isoformas SOD I, Il e V foi maior na condicéo hidrica de 70%
cc e aplicacao do herbicida sulfentrazone. Quando as plantas foram submetidas a 28
dias de déficit hidrico (35% cc), a aplicacdo dos herbicidas promoveu um intenso
aumento na atividade das isoformas I, Il e V (Figura 21, linhas 5-6 - CTC2). Na
cultivar CTC9002, ndo foram constatadas alterac6es expressivas entre as isoformas
da SOD, exceto nos tratamentos com aplicacdo de ametrina. Tanto as plantas sob
condicao de 70% cc (linha 3 - CTC9002) como as plantas com déficit hidrico (linha 6
- CTC9002) submetidas a aplicacdo de ametrina mostraram ligeiro aumento na
atividade da SOD, sendo o aumento mais pronunciado na condi¢cao de 70% cc do
gue nas plantas sob déficit hidrico.

A massa seca da parte aérea (Figura 22) na condicdo de déficit hidrico foi
substancialmente reduzida em relacdo a condicdo de 70% cc. Em relacdo aos

fatores cultivares e herbicidas, ndo se verificou diferengas significativas. Ja em
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relacdo & massa seca das raizes (Figura 23), ndo se constatou diferencas entre as

cultivares, no entanto, a condicdo de déficit hidrico promoveu reducéo significativa

na massa seca em relacdo a 70% cc. Para o fator herbicidas, observa-se que a

aplicacado de ametrina resultou em média de massa seca significativamente inferior

em comparacao a auséncia de herbicidas e aplicacéo de sulfentrazone.

Tabela 2. Resultados da analise de variancia (ANOVA) para os parametros MDA,
peroxido de hidrogénio (H202,), Prolina, atividade da CAT, GR, APX, massa seca da
parte aérea (MSPA) e massa seca de raizes (MSR) para o segundo periodo de

coleta.

MDA H20:2 Prolina CAT

F p F p F p F p
Cultivar (Cv) 19,50 2,0x10%4/1,55 0,23 | 0,66 0,42 |4,07 0,06

Condicéo Hidrica (CH) | 1,97 0,17 |7,69 0,01 | 14,44 9,0x10%|8,36 8,0x103

Herbicida (Hb) 280 0,08 |056 058 | 099 0,39 (0,32 0,73
CvxCH 0,79 0,38 (1,28 0,27 | 051 0,48 |0,50 0,49
CvxHb 0,63 054 (0,79 0,47 | 160 0,22 |0,64 0,53
CH x Hb 040 0,67 |046 0,64 | 0,40 0,67 |0,94 041
CvxCHx Hb 1,34 0,28 (4,19 0,03 | 257 0,09 (1,83 0,18

CV (%) 9,12 3,35 17,95 11,66

Shapiro-Wilk (p) 0,84 0,17 0,16 0,19

Bartlett (p) 0,56 0,91 0,13 0,51

GR APX MSPA MSR

F p F p F p F p
Cultivar (Cv) 0,08 0,78 |14,818,0x10%| 1,27 0,27 |0,24 0,63
Condicdo Hidrica (CH) | 0,02 0,89 (13,78 1,1x10%3|104,37 <0.01 |6,02 0,02
Herbicida (Hb) 2,69 0,09 (6,88 4,3x10%| 1,29 0,29 |3,29 0,05
CvxCH 0,20 0,66 (0,17 068 | 0,01 0,92 |0,45 0,51
CvxHb 0,66 0,53 |6,29 6,3x103 0,01 0,99 [0,20 0,82
CH x Hb 2,16 0,24 |0,00 1,00 | 053 0,59 |0,11 0,89
CvxCHxHb 0,67 052 (2,15 0,14 | 220 0,13 |0,68 0,52

CV (%) 25,80 0,19 15,52 54,27

Shapiro-Wilk (p) 0,31 1,00 0,86 0,20

Bartlett (p) 0,94 0,32 0,08 0,40
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CTC9002 CTC2 70% cc 35% cc amet sulfen  S. herbicida

Figura 13. Peroxidacéo lipidica nas folhas de cana-de-aglcar, mensurada como conteddo de
malondialdeido (MDA) (nmol g! massa fresca) obtidas no segundo periodo de coleta para os
fatores cultivares (CTC2 ou CTC9002), condi¢do hidrica (70% ou 35% cc) e herbicidas (amet:
ametrina; sulfen: sulfentrazone e sem herbicidas). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 10% de probabilidade.
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Figura 14. Conteddo de perdxido de hidrogénio (H202) nas folhas de cana-de-agucar (umol g*
massa fresca) obtidas no segundo periodo de coleta para as diferentes cultivares, sob condicao
de 70% ou 35% cc, submetidas ou ndo a aplicacdo de herbicidas. Médias seguidas pela mesma
letra mailsculas para condicdo hidrica e mindsculas para herbicidas ndo diferem entre si pelo
teste de Duncan a 10% de probabilidade.
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Figura 15. Contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) nas folhas de cana-de-aglcar (umol g
massa fresca) obtidas no segundo periodo de coleta para as diferentes cultivares, sob condi¢ao
de 70% ou 35% cc, submetidas ou ndo a aplicagcao de herbicidas. Médias seguidas pela mesma
letra mailsculas para cultivares nado diferem entre si pelo teste de Duncan a 10% de
probabilidade.
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Figura 16. Contetdo de prolina nas folhas de cana-de-aclcar (umol g-! massa fresca) obtidas no
segundo periodo de coleta para as diferentes cultivares, sob condicdo de 70% ou 35% cc,
submetidas ou ndo a aplicacao de herbicidas. Médias seguidas pela mesma letra maildsculas para
condicéo hidrica e mindsculas para herbicidas néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 10% de
probabilidade.
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Figura 17. Conteudo de prolina nas folhas de cana-de-aglcar (umol g! massa fresca) obtidas no
segundo periodo de coleta para as diferentes cultivares, sob condicdo de 70% ou 35% cc,
submetidas ou ndo a aplicacao de herbicidas. Médias seguidas pela mesma letra maildsculas para
cultivares nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 10% de probabilidade.
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Figura 18. Atividade especifica da glutationa redutase (GR) nas folhas de cana-de-acucar (umol
min-t mg? proteina) obtidas no segundo periodo de coleta para para os fatores cultivares (CTC2
ou CTC9002), condicdo hidrica (70% ou 35% cc) e herbicidas (amet: ametrina; sulfen:
sulfentrazone e sem herbicidas). Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo
teste de Duncan a 10% de probabilidade.
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CTC9002 CTC2 70% cc 35% cc amet sulfen  S. herbicida

Figura 19. Atividade especifica da catalase (CAT) nas folhas de cana-de-agucar (umol mint mg+?
proteina) obtidas no segundo periodo de coleta para os fatores cultivares (CTC2 ou CTC9002),
condicao hidrica (70% ou 35% cc) e herbicidas (amet: ametrina; sulfen: sulfentrazone e sem
herbicidas). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 10%
de probabilidade.
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Figura 20. Atividade especifica da ascorbato peroxidase (APX) nas folhas de cana-de-acUcar
(umol mint mg? proteina) obtidas no segundo periodo de coleta para a interacdo cultivares x
herbicidas (a) e para o fator isolado condi¢cao hidrica (b). Médias seguidas pela mesma letra
mailsculas para cultivares e mindsculas para herbicidas nao diferem entre si pelo teste de Duncan
a 10% de probabilidade (a). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan a 10% de probabilidade (b).
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Figura 21. Revelagcdo da atividade da superdxido dismutase (SOD) apés eletroforese em gel de
poliacrilamida do extrato das folhas de cana-de-acucar no segundo periodo de coleta. (S) Padrao
SOD bovino. (1) 70% cc. (2) 70% cc + herbicida sulfentrazone. (3) 70% cc + herbicida ametrina.
(4) 35% cc. (5) 35% cc + herbicida sulfentrazone. (6) 35% cc + herbicida ametrina. As isoenzimas
SOD foram caracterizadas como: (I) MnSOD; (II-V) Cu / ZnSOD.
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Figura 22. Acamulo de massa seca na parte aérea nas plantas de cana-de-agucar (g) obtido ao
final das avaliagcdes para os fatores cultivares (CTC2 ou CTC9002), condi¢do hidrica (70% ou
35% cc) e herbicidas (amet: ametrina; sulfen: sulfentrazone e sem herbicidas). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 10% de probabilidade.

Massa seca das raizes (g)
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Figura 23. Acumulo de massa seca nas raizes nas plantas de cana-de-agucar (g) obtido ao final
das avaliaces para os fatores cultivares (CTC2 ou CTC9002), condigdo hidrica (70% ou 35% cc)
e herbicidas (amet: ametrina; sulfen: sulfentrazone e sem herbicidas). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 10% de probabilidade.
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5. DISCUSSAO

Um grande conjunto de informacgfes e resultados estado disponiveis sobre
alteracdes fisioldgicas, moleculares e metabdlicas em plantas expostas a uma
condicao Unica de estresse (SUZUKI et al., 2014). No entanto, estas informacdes
sdo limitadas a uma Unica condicdo estressante. Sendo assim, a combinagéo de
estresses precisa ser avaliada como um diferente estado de estresse, pois as
estratégias de adaptacdo das plantas sob estas combinagdes podem ser
diferentes daquelas do estresse individual (PANDY et al., 2015).

A maioria dos parametros avaliados aos 7 dias de exposicdo ao déficit
hidrico e aos herbicidas ndo apresentaram diferencas significativas entre as
condicBes hidricas impostas. Este resultado pode estar relacionado ao curto
periodo (sete dias) apos a imposicdo do déficit hidrico, 0 que nao resultou em um
nivel severo de estresse nas plantas de cana-de-acucar.

O estresse oxidativo e o0s danos nas células sdo gerados como
consequéncia da duracao e intensidade do déficit hidrico, espécies de plantas e
dos gendtipos analisados (CHAVES et al., 2003; GHELFI et al., 2011). Neste
estudo, com 7 e 28 dias apds o inicio do déficit hidrico, ambas as cultivares
demonstraram diferentes respostas entre os parametros analisados.

A peroxidacao lipidica além de ser uma das consequéncias do estresse
oxidativo nas plantas (HUANG et al.,, 2012), € amplamente utilizada como um
biomarcador para selecdo de cultivares tolerantes a seca (LATA et al.,, 2011;
SHAO et al., 2005). O malondialdeido (MDA) é um produto desse processo e
causa alteracdes nas propriedades da membrana celular, como fluidez, transporte
de ions e atividade enzimatica (SHARMA et al., 2012). Aos 7 dias de exposicao
ao déficit hidrico e aos herbicidas, a cultivar CTC2, na condicdo de déficit hidrico
(35% cc) apresentou aumento do MDA quando se aplicou o herbicida
sulfentrazone. Em um estudo com aplicacdo do herbicida oxifluorfeno, mesmo
mecanismo de acdo do sulfentrazone, os autores observaram que as plantas de
soja submetidas a este herbicida apresentaram altos conteudos de MDA quando
comparados ao controle (CATANEO et al., 2010).

Apods 28 dias de déficit hidrico, a CTC9002 apresentou maior contetudo de
MDA em relacdo a cultivar CTC2, indicando que gendtipos podem apresentar

comportamentos distintos submetidos ao mesmo estresse. Além disso, é
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observado maior conteddo de MDA com aplicacdo de ametrina em comparacéo a
auséncia de herbicidas. Essa observacéo indica que os herbicidas podem causar
modificacdes na homeostase celular e alteracbes no metabolismo das plantas.
Vale ressaltar que a peroxidacao lipidica € a ultima consequéncia e também uma
acao fisica dos herbicidas relacionados direta ou indiretamente a fotossintese.

Os herbicidas inibidores da PROTOX (sulfentrazone) induzem um acumulo
descontrolado de protoporfirinogénio IX, que ao vazar da membrana externa do
cloroplasto para o citoplasma €é convertido em Proto, sendo altamente
fotodinamico. Na presenca de luz, o Proto gera o oxigénio singlet altamente
reativo que induz a peroxidacéo lipidica (DEVINE et al., 1993; LEE et al., 1993).
Os inibidores do FS Il (ametrina) inibem a fotossintese competindo com a PQ e
ocupando o sitio de ligacdo da QB na proteina D1. O deslocamento resultante da
plastoquinona (QB) interrompe o fluxo de elétrons do FSIl para o FSI. Como essa
transferéncia de elétrons é bloqueada, a energia da clorofila singleto ndo pode ser
transferida para o centro de reacdo PSII, resultando no acumulo da clorofila
singleto, clorofila tripleto e oxigénio singleto (HESS, 2000).

Altos niveis de H202 seguidos por um aumento na peroxidacgéo lipidica foram
observados em plantas de cana-de-acUcar durante a fase inicial de crescimento
sob déficit hidrico severo (BOARETTO et al., 2014). Além disso, foi relatada uma
correlacdo entre a tolerancia ao déficit hidrico e niveis mais baixos de
peroxidacao lipidica (CIA et al., 2012; SALES et al., 2015). Conforme relatado por
ABBAS et al. (2014), a peroxidacdo lipidica pode ser considerada um bom
parametro para identificar cultivares de cana-de-acucar tolerantes ao déficit
hidrico. Entretanto, este comportamento ndo foi constatado na condicédo hidrica
de 35% cc. Esses resultados podem ser relacionados a conversao do H202 em
outras ERO que possuem alto potencial oxidativo, atacam rapidamente a
membrana e podem causar danos a célula. Assim, a baixa producao de H202 em
plantas sob déficit hidrico ou com estresse ocasionado por herbicidas nem
sempre esta relacionada a um nivel de estresse mais brando (LANGARO et al.,
2016).

O acumulo de prolina esta relacionado a melhoria do status hidrico celular
e a eliminacdo de ERO na cana-de-acucar (MOLINARI et al., 2007; WAHID &
CLOSE, 2007). Em relacdo aos resultados deste estudo, nota-se um ligeiro

aumento no conteudo de prolina nas folhas em ambas as cultivares quando
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comparadas as avaliagbes apds 7 e 28 dias de imposi¢cao ao déficit hidrico. Aos
28 dias, os conteudos de prolina foram afetados pela interacdo dos trés fatores
impostos, evidenciando que em condi¢cbes de déficit hidrico e aplicacdo de
ametrina, a cultivar CTC9002 (tolerante a seca) apresentou maior acumulo desse
aminoacido em comparagdo a CTC2. Além do acumulo de prolina na cultivar
tolerante a seca, outras estratégias para superar a condicdo de déficit devem ser
exploradas. Cia et al. (2012) mostraram que genotipos tolerantes a seca exibiram
um menor acumulo de prolina do que em comparacdo aos genotipos sensiveis a
seca apo6s 10 dias de seca, mas os teores de prolina foram muito semelhantes em
plantas expostas a 20 dias sob déficit hidrico.

Como resposta ao estresse, 0 sistema antioxidante de resposta é capaz de
operar metabolizando ERO toxicas (AZEVEDO et al., 2012; GRATAO et al.,
2012). No entanto, a resposta pode variar dependendo da cultivar de cana-de-
acucar analisada, pois diferentes gendtipos exibem diversos mecanismos
adaptativos para regular seus estados redox. O aumento na atividade das
enzimas antioxidantes em resposta ao déficit hidrico tem sido usado como um
indicador de tolerancia a seca (APEL & HIRT, 2004).

A SOD é considerada a primeira linha de defesa contra os danos causados
pelas ERO, catalisando a conversédo do anion superoéxido (Oz27) em H202 e O2 nos
cloroplastos, mitocéndrias, citoplasma e peroxissomos (WANG et al., 2012). Duas
isoformas (SOD IlI e 1V), caracterizadas como Cu/Zn-SODs, foram observadas na
cultivar CTC9002 em comparagdo com a CTC2. De acordo com os dados desse
estudo, ndo foram observadas mudancas na atividade da SOD entre os
tratamentos na cultivar CTC9002, tolerante a seca. Em trabalhos com milho, a
linhagem tolerante a seca pareceu estar ligada a presenca das isoformas Cu/Zn-
SOD (MALAN et al., 1990). A manutencgdo ou aumento da atividade da SOD sob
condicbes de seca tem sido considerada um atributo de tolerancia; ao mesmo
tempo, uma reducdo na atividade da SOD poderia indicar certo grau de
susceptibilidade ao déficit hidrico (BASU et al., 2010; SRIVALLI et al., 2003). As
isoformas Cu/Zn-SOD desempenham um papel importante no metabolismo das
plantas e sdo encontradas no citosol, cloroplastos e peroxissomos (AIRAKI et al.,
2012; DEL RIO et al., 2002).

Com base nos resultados obtidos, a isoforma Fe-SOD néo foi encontrada

em ambos cultivares, o que corrobora com relatos anteriores de Fornazier et al.
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(2002a, b), na qual ndo se constatou a isoforma em folhas de cana-de-agucar e
cultura in vitro. Embora os herbicidas sejam seletivos para a cultura, a atividade
da SOD aumentou nas plantas submetidas a aplicacéo de sulfentrazone nas duas
cultivares. No entanto, plantas de arroz apresentaram aumento na atividade da
SOD de até 243% quando a atrazina foi aplicada (ZHANG et al., 2014). Plantas
de trigo submetidas a aplicacdo de paraquat (EKMEKCI &TERZIOGLU, 2005),
plantas de arroz sob aplicacédo de glifosato (AHSAN et al., 2008) e fluroxipir (WU
et al., 2010), além de soja submetida a aplicacdo de lactofen (FERREIRA et al.,
2010) também mostraram um aumento na atividade da SOD.

A CAT é a principal enzima que trabalha na defesa contra o excesso de
ERO, mesmo apresentando menor afinidade pelo H202. Comparada a APX, a
atividade da CAT é essencial no inicio do estresse e auxilia a acdo de outras
enzimas do sistema antioxidante na reducédo da acdo das ERO (MHAMDI et al.,
2010). Vilela et al. (2017) sugeriram que na cana-de-agucar, a maior atividade da
CAT na cultivar RB867515 pode ser um indicativo de maior tolerancia a seca.
Boaretto et al. (2014) também observaram diferencas na atividade da CAT em
gendtipos de cana-de-agUcar com respostas contrastantes a seca.

No estudo em questdo, a atividade da CAT aos 28 dias foi
significativamente maior na cultivar CTC9002 em relacdo a CTC2, além de
apresentar maior atividade na condicédo de 70% cc em comparacédo a condicao de
déficit hidrico. Provavelmente, outras enzimas atuam na eliminagdo das ERO e
colaboram na manutencéo do equilibrio celular e na atividade da CAT.

A acdo integrada das enzimas GR, CAT e SOD é uma importante funcéo
da tolerancia ao déficit hidrico. Chagas et al. (2008) mostraram que a atividade da
APX foi inversamente relacionada ao dano oxidativo na cana-de-acucar, 0 que
corrobora com a maior atividade da APX na cultivar CTC2 tolerante a herbicida
aos 28 dias quando submetida a aplicacdo de ametrina. Vilela et al. (2017)
relataram que a atividade antioxidante da APX foi 34% maior no gendétipo mais
tolerante RB86 7515 em comparac¢do com o genotipo menos tolerante RB85 5536
em resposta as condigbes de déficit hidrico. Em um experimento comparando
cultivares de cana-de-acucar que diferiam em relacdo a tolerancia a seca, 0s
autores constataram um aumento na atividade das enzimas SOD e CAT nos
cultivares tolerantes quando o déficit hidrico foi imposto (CIA et al.,, 2012). Em

relacdo aos resultados deste estudo, uma maior atividade de APX foi observada
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nas plantas CTC2 tolerantes a herbicidas em comparacdo com CTC9002
tolerante a seca quando submetidas a aplicacédo do herbicida ametrina.

A cultivar CTC2 tolerante a herbicida, apresentou maior atividade de APX
aos 28 dias com exposicao ao déficit hidrico e aos herbicidas. Sendo assim, fica
evidente que a aplicacdo dos herbicidas ocasionou alteragdes na atividade da
APX, 0 que sugere que estes provocam mudancas no metabolismo da planta
mesmo sendo recomendados para a cultura.

A enzima GR pode patrticipar indiretamente na regeneracdo do ascorbato
previamente oxidado pela APX. O ciclo ascorbato-glutationa € um importante
mecanismo nas plantas C4 e C3 para conter os danos oxidativos (FORNAZIER et
al., 2002a; GRATAO et al., 2012; NAYYAR e GUPTA, 2006). Parte da atividade
da GR esté localizada nos cloroplastos (EDREVA, 2005; FOYER et al., 2012), e a
adaptacdo a condicbes de déficit hidrico tem sido relacionada ao aumento da
atividade das enzimas relacionadas a glutationa (TAUSZ et al., 2004).

Nesse sentido, os resultados deste estudo ndo revelaram maior atividade
de GR quando as plantas foram expostas ao déficit hidrico. Entretanto, aos 7 e 28
dias, houve um aumento significativo na atividade da GR nas plantas expostas ao
herbicida sulfentrazone. Este resultado pode ser devido ao modo de acao do
sulfentrazone, sendo que este herbicida inibe a PROTOX, uma enzima precursora
da clorofila, que indiretamente gera O- dentro das células e promove a
peroxidacao lipidica da membrana (CARVALHO & LOPEZ-OVEJERO, 2008). Cia
et al. (2012) verificaram que a atividade da GR aumentou consideravelmente nas
cultivares SP83 5073, SP90 3414 e SP90 1638, 20 dias apos o inicio do periodo
de seca.

Resultados semelhantes foram encontrados por Boaretto et al. (2014), na
qual relataram que a atividade GR nédo se alterou em cultivares tolerantes a seca
IACSP94 2094 sob um déficit hidrico moderado. As plantas estressadas desta
cultivar apresentaram menor atividade da GR em comparacéo as plantas controle,
inferindo que a IACSP94 2094 foi capaz de tolerar o déficit hidrico moderado e
somente aumentou a atividade da GR quando o déficit hidrico imposto foi severo.
O mesmo estudo mostrou que a cultivar de cana-de-agucar IACSP95 5000 exibiu
maior atividade da GR, mesmo sob déficit moderado de seca.

E bem estabelecido que o déficit hidrico afeta o crescimento e o

desenvolvimento das plantas (LAWLOR, 2013). Considerando os resultados
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obtidos neste estudo, a condicdo hidrica de 35% cc acarretou em menor acumulo
de massa seca da parte aérea comparado a condicdo de 70% cc. A exposi¢cado
das plantas de cana-de-acucar a 28 dias de déficit hidrico resultou em reducéo de
aproximadamente 40% na massa seca da parte aérea em relacdo a condicao
hidrica de 70% cc. Resultados semelhantes foram constatados por Medeiros et al.
(2013), na qual a producdo da massa seca da parte aérea e raizes na cultivar
RB86 7515 diminuiu em resposta ao déficit hidrico. Esses autores observaram
decréscimos na ordem de 32,2; 55,2 e 49,0% para a massa seca da parte aérea,
raiz e total, respectivamente. Em outros experimentos, a limitacao hidrica afetou o
crescimento do cultivar IACSP96 2042, resultado em uma reducdo de
aproximadamente 50% da producdo de massa seca, enquanto os genotipos SP87
365 e IACSP94 2094 nao foram afetados pelo déficit hidrico (RIBEIRO et al.,
2013).

Considerando os dados obtidos no presente estudo, ndo houve interacdes
triplas ou duplas entre os fatores no parametro massa seca da parte aérea e
raizes, no entanto, o déficit hidrico foi prejudicial ao desenvolvimento da parte
aérea e raizes das plantas de cana-de-acucar. Além disso, nos tratamentos
submetidos a aplicacao do herbicida ametrina houve reducdo na massa seca das
raizes das plantas quando comparadas ao tratamento com sulfentrazone e sem
uso de herbicidas. Uma mesma cultivar pode apresentar diferentes niveis de
reducdo na producdo, quando submetido a aplicagdo de ametrina ou
trifloxysulfuron-sodium isolados ou em conjunto, j& que estes herbicidas possuem
mecanismos diferentes de acdo (GALON et al., 2010b). De maneira similar, as
cultivares respondem diferentemente em relacdo a perda de rendimento quando
submetidos a aplicacdo de um Unico herbicida, o trifloxysulfuron-sodium (GALON
et al., 2010Db).



46

6. CONCLUSOES

A aplicacdo do herbicida ametrina foi prejudicial as plantas de cana-de-
acucar em decorréncia da maior peroxidacao lipidica e reducdo na massa seca
das raizes. Além disso, o aumento da atividade da GR em resposta a aplicacao
do herbicida sulfentrazone, independentemente da cultivar, indica que esta
enzima pode estar relacionada a um dos mecanismos de tolerancia deste grupo
de herbicidas.

A cultivar CTC2 apresentou um aumento da atividade das enzimas APX e
SOD quando submetidas a aplicacdo dos herbicidas em relacdo ao cultivar
CTC9002. Baseado nestes parametros, infere-se que a CTC2 € tolerante aos
herbicidas ametrina e sulfentrazone em relacdo a CTC9002, principalmente apoés
7 dias da aplicagao.

Quando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico por 28 dias,
independente da cultivar, houve aumento na atividade da enzima APX, o que
indica que essa enzima estd relacionada ao mecanismo de defesa a essa
condicédo de estresse. No entanto nenhuma das cultivares apresentou diferencas
na producgdo de ERO e crescimento.

A combinacdo de estresses abidticos envolve uma rede complexa de
respostas bioquimicas. Os parametros avaliados em ambas cultivares submetidas
a aplicacdo de herbicida sob déficit hidrico ndo indicam caracteristicas
bioguimicas que pudessem caracteriza-las como tolerantes aos estresses

combinados.
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