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RESUMO

O Brasil é o maior produtor e exportador de agucar e o segundo maior produtor e
exportador de etanol. No entanto, o déficit hidrico ocasiona perdas de até 60% na producéo
causando prejuizos econdmicos. Diante disso, objetivou-se avaliar o metabolismo de
carboidratos em duas variedades de cana-de-agUcar (Saccharum ssp.) submetidas a seca e
analisar sua relacdo com as estratégias de tolerancia e sensibilidade ao estresse hidrico. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, sendo duas variedades de cana-de-acucar
(RB855536-sensivel a seca e RB867515-tolerante a seca), plantadas em vasos de 3.8 litros.
Apo6s 91 dias do plantio as mudas foram submetidas aos seguintes tratamentos: (i) Irrigacdo e
(ii) déficit hidrico (DH), impostas com a suspensdo da rega por 8 dias, seguidas de reidratacao.
Foram realizadas duas coletas, sendo a primeira no periodo de maximo estresse (ME), e a
segunda ap6s a reidratacdo (REC). Foi realizada analise de crescimento semanalmente,
assimilacdo diurna de CO2 (A), potencial hidrico (w), contetdo relativo de dgua (CRA) e
determinacdo de macromoléculas (Acucares solUveis totais -AST, agUcares redutores- AR,
sacarose-SAC, amido-A e proteina total-PT) nos tecidos de folha, colmo e raiz nas duas coletas.
Para as variaveis de biometria analisadas o genétipo ndo promoveu melhor desempenho durante
0 estresse hidrico. As plantas sob maximo estresse, da variedade RB867515, apresentaram
maior conteldo de sacarose e amido apds a recuperacdo que a variedade RB855536. Esses
resultados indicam que a variedade RB867515 se mostrou mais tolerante a seca que a
RB855536 quando submetidas a deficiéncia hidrica, pois apds a reidratacdo essa apresentou

melhor recuperacdo devido a translocacao de carboidratos.

Palavras-chave: Estresse hidrico, estratégias de tolerancia, bioquimica, Saccharum ssp.,

fotossintese.



ABSTRACT

Brazil is the largest producer and exporter of sugar and the second largest producer and exporter
of ethanol. However, the water deficit causes losses of up to 60% in production causing
economic losses. Therefore, the objective was to evaluate the metabolism of carbohydrates in
two varieties of sugar cane (Saccharum ssp.) drought and analyze its relationship with the
strategies of tolerance and resistance to water stress. The experiment was conducted in a
greenhouse, with two varieties of sugarcane (RB85 5536-drought sensitive and RB86 7515-
drought tolerant) planted in 3.8-liter pots. After 91 of the planting, the seedlings were submitted
to the following treatments: (i) Irrigated and (ii) water deficit (DH), imposed with the
suspension of irrigation for 8 days, followed by rehydration. Two collections were carried out,
the first in the period of maximum stress (ME), and the second after rehydration (REC).
Analysis of growth was performed weekly, daytime assimilation of CO2 (A), water potential
(w), relative water content (CRA) and determination of macromolecules (Total soluble sugars
-AST, reducing sugars-AR, sucrose-SAC, starch- A and total protein-PT) in leaf, stem and root
tissues in both collections. For the biometric variables analyzed, the genotype did not promote
better performance during water stress. The plants under maximum stress, of the RB867515
variety after recovery, had higher sucrose and starch content than the RB855536 variety. These
results suggest that the variety RB867515, was more tolerant to drought, than the variety RB
85 5536 when submitted to water deficiency, because after its rehydration it presented better

recovery due to translocation of carbohydrates.

Keywords: Water stress, tolerance strategies, biochemistry, Saccharum ssp., Photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

Devido a grande importancia econdmica e producao de bioenergia, a cana-de-actcar
(Saccharum ssp.) vem sendo cada vez mais estudada para aumentar a sua produtividade,
principalmente em locais com restri¢cdo hidrica. Além disso uma das maiores restri¢des na
producdo mundial da cana-de-acucar € a limitacdo da agua, pois o estresse hidrico reduz o seu
rendimento (BASNAYAKE et al., 2012). A cana-de-acucar é uma cultura que demanda alta
quantidade de agua, essa escassez diminui a sua produtividade e a leva depende do grau de falta
de agua a deficiéncia hidrica.

Quando a demanda por agua € maior do que a capacidade das plantas em absorver e
transportar dgua pelas raizes, ocorre a deficiéncia hidrica (AROCA et al., 2011). Durante seca,
as plantas ttm o seu metabolismo alterado pela ativacdo de diferentes mecanismos de
resisténcia para buscar tolarerancia ao deéficit hidrico (BRITO et al., 2008).

Com a falta de agua a fotossintese é afetada pois a planta tera menor area foliar. E
consequentemente, menor conversao de energia luminosa em energia quimica (ATP e NADPH)
usada na assimilacdo de COz2 atmosférico e formacdo de acUcares, alterando 0s processos
bioguimicos e diminuindo a quantidade de biomassa da planta, prejudicando a produtividade.

A falta de agua nas plantas modifica os seus tecidos e estruturas, e a desidratacao faz
com que a planta feche os seus estdmatos para evitar a perda de d&gua (ASADA et I., 1999). No
entanto, existe variacdo nas respostas para essa condicdo abiotica e ela pode estar condicionada
ao genatipo, como em materiais tolerantes e sensiveis a seca. Plantas tolerantes a seca possuem
a capacidade de diminuir o metabolismo com intuito de economizar energia em resposta ao
estresse hidrico, suportando longos periodos de falta de &gua (SOUZA LUTTGE, 2015). Dessa
forma, é importante comparar os mecanismos fisiologicos e bioguimicos de tolerancia e
sensibilidade a seca para conhecer as suas diferencas, sendo possivel contribuir com os estudos
envolvidos na compreensao de tolerancia ao estresse hidrico.

A falta de agua nas plantas modifica os seus tecidos e estruturas, e a desidratacdo faz
com que a planta feche os seus estbmatos para evitar a perda de agua (ASADA et al., 1999).
No entanto, existe variagdo nas respostas para essa condicdo abidtica e ela pode estar
condicionada ao gendtipo, como em materiais tolerantes e sensiveis a seca. Plantas tolerantes a
seca possuem a capacidade de diminuir o metabolismo com intuito de economizar energia em
resposta ao estresse hidrico, suportando longos periodos de falta de agua (SOUZA LUTTGE,

2015). Dessa forma, é importante comparar os mecanismos fisiolégicos e bioquimicos de
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tolerancia e sensibilidade & seca para conhecer as suas diferencas, sendo possivel contribuir
com os estudos envolvidos na compreensdo de tolerancia ao estresse hidrico.

Foi testada a hipdtese de que as plantas de cana-de-agucar tolerantes a seca, quando
submetidas a deficiéncia hidrica, irdo se recuperar mais rapidamente que as plantas sensiveis
devido ao maior acimulo de carboidratos que podem ser remobilizados por outras partes da
planta. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi testar essa hipdtese usando variedades de
cana-de-acucar que apresentam sensibilidade e toleréncia a seca. Existem variedades que
diferem na resposta a eventos de seca, temos plantas resistentes e sensiveis, dentro dos
mecanismos de resisténcia, em especial no de toleréncia as alteracbes no metabolismo de
carboidratos (remobilizacdo) ndo tém sido consideradas como estratégia para lidar com o evento
estressante. por tanto observar se existe um comportamento diferencial entre plantas tolerantes
e sensiveis no metabolismo de carboidratos e que esteja associado a remobilizacdo de
carboidratos pode ser de utilidade para elucidar o porqué as plantas tolerantes apresentam maior

vantagem do que sensiveis

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cana-de-acUcar

Originaria do sul e sudeste da Asia, com o centro de diversidade em Nova Guiné, a cana-
de-acucar (Saccharum spp.) € uma graminea C4, da familia Poaceae, género Saccharum; os
cultivares comerciais atuais sdo hibridos interespecificas e as principais espécies sdo
Saccharum officinarum, S. robustum Brandes e Jeswiet ex Grassi, S. barberi Jeswiet, S. sinensis
Roxb., S. spontaneum L. e Sedule Hassk.

Suas folhas alternas, opostas e sdo presas ao colmo, que € constituido por nds e entrends,
contendo uma gema em cada, € uma planta alogama, com inflorescéncia do tipo panicula. Sua
propagacao é assexuada, por meio de colmos divididos em toletes de aproximadamente 7 cm
com 3 a 2 gemas. Surgiu a partir de S. robustum, sendo que a selecéo para obtencdo de colmos
mais grossos e com maior quantidade de sacarose, aconteceu durante a sua domesticagcdo em
Nova Guine.

A cultura foi introduzida no Brasil no inicio do século XVI, inicialmente no nordeste, a
principal atividade era a extragdo do agUcar; porém, atualmente a cana tem sido usada para
outras finalidades como alimentacdo animal e humana, bioenergia, cachaga entre outras. A

primeira cultivar introduzida foi crioula, um hibrido natural de Saccharum officinarum x
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Saccharum barberi, em 1532, na Capitania de S&o Vicente. O Brasil atualmente é o maior
produtor de cana-de-agUcar, cultivando aproximadamente 8,61 milhdes de hectares (CONAB,
2019). Devido a sua importancia econémica, tem-se aumentado a demanda da cultura para a
sua utilizacdo na producdo de energia sustentavel. No pais, o seu principal uso é para a producao
de etanol (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al. 2011).

Uma das maiores restrigdes na producdo mundial da cana-de-agucar é a limitacdo da
agua, pois o estresse hidrico reduz o seu rendimento (BASNAYAKE et al., 2012). O teor
hidrico das plantas diminui quando as taxas de transpiracdo excedem as de absorcdo da agua
(MARENCO e LOPES, 2013). Assim, o rendimento e a produtividade das plantas s&o afetados
pelo estresse abidtico, diminuindo o seu desenvolvimento (KIM e GLENN 2015). Sabe-se que
plantas expostas a deficiéncia hidrica tem o seu metabolismo alterado pela ativacdo de
diferentes respostas sob a condicdo de seca, como afirma Brito et, al. (2008).

De acordo com os dados da CONAB de 2020, a producéo de cana-de-agUcar é bastante
afetada pelo déficit hidrico, pois se teve uma reducdo na producédo na regido sudeste do Brasil,
no qual ocorre a principal producéo desta cultura, dessa maneira a falta de &gua diminuiu a safra
de 2019-2020.

2.2 Estresse hidrico

A &gua é de extrema importancia para o desenvolvimento da planta, o desequilibrio
entre absorcdo e transporte de agua causam deficiéncias hidricas, tornando
ineficiente os processos celulares. O equilibrio hidrico é dado pela diferenca entre a absor¢do
de dgua e a sua perda. A falta de &gua nas plantas modifica 0s seus tecidos e estruturas, e a
desidratacdo faz com que a planta feche os seus estbmatos para evitar a perda de dgua. Para
tentar buscar mais agua, as raizes apresentam maior crescimento, pois a captacdo de agua nas
raizes acontece por meio de duas forcas que regulam a sua entrada, séo elas as for¢as osmoticas
e hidrostaticas (AROCA et al., 2011).

Por serem sésseis, elas ndo conseguem escapar de fatores abi6ticos que podem Ihe
causar estresse. Assim, elas desenvolvem estratégias adaptativas para conseguir sobreviver
como a reducdo do seu crescimento, diminuicdo da fotossintese, danos oxidativos, alteracGes
hormonais e acimulo de proteinas relacionadas ao estresse (AROCA et al., 2011).

Cultivares de cana-de-agucar com caracteristicas de tolerancia a seca podem diminuir
0s problemas relacionados a seca e reduzir as perdas de rendimento de estresse por seca

(JANGPROMMA et al., 2012). Toleréncia a seca é uma das alternativas das plantas para manter
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a producdo de maneira econémica sob restri¢oes hidricas, pois, com a sele¢ao das caracteristicas
fisioldgicas relevantes para a tolerancia a seca indicam que podem aumentar o melhoramento

da cana para esse fator, como afirma Munns (2002)

2.3 Metabolismo de carboidratos em plantas

Para que as plantas sintetizem compostos organicos é necessario que aconteca a
fotossintese, a energia armazenada é usada em processos metabolicos e como fonte de energia
para a planta suprir as suas necessidades fisioldgicas (Marenco e Lopes, 2013). O tecido
fotossintetizador mais ativo é o mesofilo, por conter cloroplastos, que sdo organelas ricas em
pigmentos especializados em absorver luz, as clorofilas (TAIZ, L.; ZEIGER. 2017). Para
formar os compostos organicos, como os carboidratos, é preciso que a agua seja oxidada e o
CO2 reduzido (MARENCO e LOPES, 2013). Nos tilacoides, a energia da luz é usada para
oxidar a molécula de &gua e formar triofosfato de adenosina (ATP) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), compostos altamente energéticos, utilizados na sintese de
acucares nas reacGes de fixacdo de carbono (TAIZ, L.; ZEIGER. 2017). Dentro dos
cloroplastos, existem pequenas estruturas denominadas tilacoides, rodeadas pelo fluido que
preenche o cloroplasto, chamado estroma, neste local, sdo sintetizadas as trioses fosfato e
acontece o ciclo de Calvin, as reac6es dependentes de luz ocorrem no tilacoide.

No PSII, os elétrons energizados passam do centro de reacdo para uma cadeia de
transporte de elétrons, os elétrons perdidos pelo PSII sdo substituidos por um processo
denominado fotolise, que envolve a oxidacdo de uma molécula de agua, produzindo elétrons
livres e O2. O O2 é um subproduto da fotossintese, que é importante para as vias de respiracdo
celular. A medida que os elétrons passam pela cadeia de transporte de elétrons, a energia do
elétron € usada para transportar ions hidrogénio do estroma para o limen, criando um gradiente
de concentracdo. Esse gradiente de concentracdo permite o funcionamento da proteina ATP-
sintase, que fosforila 0 ADP para ATP, os elétrons de baixa energia que saem do PSII, sdo
entregues ao PSI. No PSI, os elétrons de baixa energia sdo reenergizados e passam por outra
cadeia de elétrons.

Quando os cloroplastos recebem um suprimento satisfatorio de fotons, as moléculas de
NADPH e ATP sdo usadas para 0s processos metabolicos do estroma. Portanto, 0o NADPH e o
ATP formados durante as reacdes luminosas sdo usadas no estroma como combustiveis para as

reacOes do Ciclo de Calvin.



18

O Ciclo de Calvin, consistem em uma série de rea¢fes que reduzem CO2 para produzir
o carboidrato gliceraldeido-3-fosfato (G3P). O ciclo acontece em trés etapas: carboxilagdo da
molécula aceptora de CO2 a Ribulosel-5 bofosfato RUBP reacdo que é catalisada pela
RUBISCO, gerando duas moléculas de um intermediario de trés carbonos, a 3-fosfoglicerato
(PGA). A segunda etapa € a reducdo do 3-fosfoglicerato, nela acontece uma série de reagdes
enzimaticas acionada por NADPH e ATP gerados fotoquimicamente para reduzir o diéxido de
carbono em 1,3-bisfosfoglicerato. Na etapa final, acontece a regeneracdo da ribulosel,5-
bifosfato (TAIZ, L.; ZEIGER. 2017). Para cada trés voltas no ciclo, 5 moléculas de G3P séo
usadas para formar novamente trés moléculas de RuBP, o G3P remanescente € usado para fazer
glicose, acidos graxos ou glicerol.

Séo gastas duas moléculas de G3P para produzir uma molécula de glicose fosfato, assim,
o ciclo de Calvin precisa girar seis vezes para produzir uma molécula de glicose. Essas
moléculas podem ter o fosfato removido e uma frutose adicionada para formar a sacarose, a
molécula que as plantas usam para transportar carboidratos pelo seu sistema. A glicose fosfato
é também o ponto de partida para a sintese de amido e celulose; plantas produzem moléculas
de acucar para usar como moléculas de armazenamento e componentes estruturais em seu
proprio beneficio (TAIZ, L.; ZEIGER. 2017). Ao usar a energia do sol e as entradas de H20 e
COg, as plantas conseguem produzir glicose e 0 Oz é um subproduto da fotossintese.

As plantas do tipo C3 apresentam o mecanismo para producdo de aglcares exatamente
como descrito acima. No entanto, as plantas do tipo C4, como a cana-de-agUcar, apresentam
diferencas bioquimica e anatdbmicas particulares, pois apresentam dois tipos celulares
diferentes: as células do mesofilo e as da bainha do feixe vascular.

O feixe vascular é cercado pela bainha do feixe vascular clorenquimatosa, produzindo
a anatomia Kranz. O ciclo fotossintético C4 do carbono ird fixar o CO2 atmosférico via
PEPCase, tendo como produtos finais acidos de quatro carbonos, que sdo levados para outro
compartimento da célula; o COz2 liberado dessa reacao € refixado pela rubisco. Acredita-se que
esse mecanismo seja uma adaptacdo de plantas ancestrais que apresentavam mecanismo do tipo
C3 (TAIZ, L.; ZEIGER 2017).

Sabe-se que os fotoassimilados sdo transportados por fluxo de massa entre a fonte e o
dreno; portanto, esse processo é regulado pela condutancia hidraulica do floema, representada
pela diferenca de presséo hidrostatica da fonte e o dreno, area transversal dos elementos de tubo
crivado e a concentracdo de fotoassimilados transportados (RIBEIRO et al., 2020).

Os estudos fisiologicos e bioquimicos de plantas sdo importantes porque é por meio

deles que se conhece as aclimatagdes das plantas a condicdes de estresse ambientais e, por ele
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que se pode compreender os processos basicos de seu metabolismo. De acordo com PASSOS
(1996) apud Santos et al. (2010) os carboidratos sdo metabdlitos primarios, os quais fornecem
esqueletos de carbono e energia para a biossintese de compostos organicos envolvidos no
metabolismo celular e determinam os seus niveis, mostrando a reserva disponivel para o

crescimento da planta; isso geraré vérias aplica¢fes nos estudos em fisiologia vegetal.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de estudo e material vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no departamento de Fisiologia
Vegetal da UFLA, utilizando duas variedades de cana-de-agucar (Saccharum spp.). A
RB855536, apresentando caracteristicas de alta produtividade agroindustrial e susceptibilidade
a seca e a variedade RB867515 que atende as necessidades canaviais que apresentam solos
arenosos, fertilidade baixa e restricdes hidricas. Ambos os materiais liberados pela Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergéico (RIDESA BRASIL,2010,

margo).

3.2 Conducéao do experimento

Foram plantados mini-toletes colmos dos materiais descritos anteriormente, em
citropotes de 3,8 litros cada, com uma mistura de terra com areia na propor¢do (2:1). A
temperatura da casa de vegetacao foi monitorada durante a conducéo do experimento.

O déficit hidrico teve inicio 91 dias apds o plantio (DAP), mediante a suspensdo da
irrigacao por 8 dias, este periodo foi o tempo no qual as plantas conseguiram atingir o ponto de
maximo estresse (ME). O ME foi estabelecido mediante avaliacdes de A com valores proximos
a zero e mediante a observacao de sintomas de seca nas plantas (clorose de folhas e enrolamento
das mesmas). Neste primeiro ponto (ME) a metade das plantas foi coletada enquanto a outra
metade foi reidratada e mantida por mais 4 dias e logo ap0s isso ocorreu a segunda coleta na
recuperacdo (REC). Para cada tempo de coleta se teve plantas controle, que correspondiam as
plantas irrigadas durante todo o experimento. Figura 3.1.
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Figura 3.1: Fotografia montagem do experimento (A) plantio dos toletes de cana-de-aglcar em citropotes (B)
toletes com a gema utilizado para o plantio e (C) Viséao geral do crescimento da cana-de-aglcar 27 dias ap6s do
plantio (DAP).

3.3 Variaveis Analisadas

3.3.1 Avaliac6es morfologicas

Foi acompanhado o crescimento das plantas de cana-de-agucar, sendo avaliados a cada
trés dias a altura (H) das plantas (colo até a insercéo da folha +1), altura e didmetro dos colmos,
namero de folhas secas e verdes, area foliar (AF), utilizando uma régua comum de madeira e

um paquimetro.

3.3.2 AvaliacGes fisioldgicas

As avaliacdes de assimilacdo de CO2 (A) em planta inteira aconteceram 91, 95 e 99 dias
apos o plantio (DAP), para isso foi utilizado um medidor portatil de CO: e H:0, (SBA-5, PP
Systems, EUA) acoplado a uma camara de sistema fechado (sem renovacao do ar). Assim e de
acordo com Ribeiro (2006) a avaliagdo fotossintética foi medida pela quantidade de didxido de
carbono atmosférico absorvido pelas plantas, durante a fotossintese. A cdmera com volume de
0,0037 m3 teve a sua temperatura monitorada com um termohidrémetro digital Instrutherm
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(modelo HT-500), cada medigdo com duracdo de 3 minutos. A taxa de assimilagéo de CO2, foi
calculada a partir das seguintes equacdes descritas por (MITCHELL, 2002):
AF=C #L #0,75 #[N+2|
1010

[ T2-T1| #v =l
L

PN =

(Equacdo 1) Estimacdo da area foliar. A letra L indica a largura da folha, C o comprimento da
folha e N é a quantidade de folhas presentes no vaso, 0,75 fator de correcdo considerando o
formato da folha (MITCHELL, 2002).

(Equacdo 2) Taxa de assimilacdo fotossintética (PN). Os termos Cl e C2, indicam a
concentracdo de CO2 presente na cAmara durante o tempo inicial o tempo final. O volume é

indicado em m?®, por v e L é a area foliar em m?2.

3.3.3 Potencial hidrico foliar

Na madrugada antes da coleta, foi realizada a medicdo de potencial hidrico foliar com
0 auxilio da Camara de pressao de Scholander (PMS Instruments Company — Albany, OR,
EUA). A determinacdo foi realizada entre as 04:00 h e 05:00 h da manha e a tarde entre 12:00
h e 13:00h.

3.3.4 Avaliacédo do conteudo relativo da agua na folha CRA.

No dia da coleta, 5 discos de igual tamanho foram tirados de (folha +1, bainha e raiz
pesados em fresco e armazenados em placas de petri contendo agua, no seguinte dia, foram
pesados para obter o peso turgido e em seguida foram colocados em estufa a 60° C onde
permaneceram por mais 72 horas até atingir peso estavel, neste ponto, foram pesados mais uma
vez com a finalidade de obter peso seco. O CRA foi calculado segundo método proposto por
WEATHERLEY (1950).

MF — M5
A |
CRA|% MT—MSXIDD

3.3.5 Biomassa
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As plantas foram coletadas e separadas, a parte area da parte radicular e colocadas na
estufa de circulacdo forcada a 60 °C em sacos de papel pardo, uma vez atingiram peso estavel

foram pesadas para estimar a quantidade de massa seca da raiz, folha e bainha.

3.4 Conteuido de carboidratos

Em laboratério foram realizadas analises de carboidratos utilizando tecidos de folha,
bainha e raiz, conforme os protocolos descritos. Para ditas analises foi utilizado parte do

material seco obtido nos dias de coleta.

3.4.1 Extracdo de macromoléculas

Conforme o protocolo de Extracdo de macro e micromoléculas de Zanandrea et al.
(2010), 0,2g de massa seca foi homogenizada em 10mL de tampéo fosfato de potéssio 0,1 M
pH 7,0 e levada ao banho-maria em 40°C, por 30 minutos. Em seguida as amostras foram
centrifugadas durante 10 minutos a 5.000g. Esse extrato foi usado para a quantificacdo de

acucares redutores, agucares sollveis totais e proteinas totais.

3.4.2 AgUcares soluveis totais

A avaliacdo de agucares sollveis totais (AST), pelo Método da Antrona —Yemm Willis
(1954). Foram adicionadas as aliquotas 0,4 mL para folha e raiz e para a bainha foi feita uma
diluicdo de 19 vezes, usando uma aliquota de 0,1 mL dos extratos, adicionados a 0,98 mL de
agua destilada e 2 mL de reagente antrona. Em seguida os tubos foram agitados e levados ao
banho-maria a 100°C durante 5 minutos. A quantificacdo foi realizada no espectrofotdmetro a
620nm, baseada em uma curva padrdo de glicose. Por fim foi realizado a avaliagdo do contetdo
de sacarose, o teor de sacarose foi obtido a partir dos valores encontrados da subtracdo do AST

com o AR.
3.4.3 Acgucares redutores
A quantificacdo de aclcares redutores pelo Método do Acido Dinitrosalicidico (DNS)

— Miller (1959). E um dos métodos colorimétricos mais utilizado para quantificar os aglicares

redutores usando o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) como agente oxidante. Foi utilizado
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aliquotas 0,4 mL para folha e bainha e 0,6mL para raiz, adicionando 0,35 mL e 0,15 mL de
agua destilada respectivamente e 0,5 mL do reagente DNS, as amostras foram agitadas e levadas
ao banho-maria durante 5 minutos a 100°C. As anélises foram feitas a partir de uma curva

padrdo de glicose no espectrofotdmetro a 595 nm.

3.4.4 Amido

Foi ressuspendido o pellet dos extratos brutos com 8mL do tampao acetato de potassio
200mM pH 4,8. Adicionado 2mL da solucéo da enzima amiloglucosidade 1mg/mL, em seguida
foi incubado no banho-maria por 40°C, durante duas horas. A centrifugacdo foi a 5.000g por
20 min, foi completado o sobrenadante e completado com 15mL de 4gua. A avaliagcdo de amido,

ocorreu pelo Método da Antrona — Yemm Willis (1954).

3.4.5 Proteina

As proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford, sendo uma atividade
de baixo custo de reagentes, é utilizada para detectar somente moléculas de proteinas com 8-9
ligacOes petidicas (Bradford, 1976). Foi retirado uma aliquota de 0,6 uL para folha e bainha e
0,1 uL de raiz e foi adicionado 0,3 mL de Comassie Blue G-250. A analise foi baseada em uma

curva padrdo e a leitura foi feita no espectrofotdmetro a 595nm.

3.5 Delineamento experimental e analises de resultados

O delineamento experimental usado foi inteiramente causalizado em arranjo fatorial
2x2, sendo o primeiro fator a variedade com dois niveis (RB855536, RB867515) e 0 segundo
fator a condicéo hidrica também com dois niveis (irrigada e déficit hidrico), em cada coleta se
tinham plantas controle. Considerando 4 repeti¢es para um total de 19 plantas por coleta. A
significancia (testes F) dos efeitos principais e interacGes entre os fatores de tratamento foi
avaliado pela andlise de variancia (ANOVA). Os pares de médias foram avaliados e separados
pelo erro padrdo da diferenca entre as médias (SED) e o teste de diferenca minima significativa
protegida de Fisher (LSD) em p<0,05, usando o programa estatistico R Studio.

4 RESULTADOS
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Na casa de vegetacdo, a temperatura média (T) durante o experimento variou de 23 a
31°C e a Umidade Relativa do Ar (URA) obteve variacdo entre 40 a 71% (FIGURA 4.1).

Figura 4.1 — Representagdo da Temperatura e Umidade Relativa do Ar em casa de vegetagdo, durante a execucéo

do experimento.
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4.1 Analise de variaveis biométricas

Durante o Maximo Estresse (ME) a variedade RB855536 apresentou maior matéria seca
foliar (MSF) (4,25 £ 0,24 g) que as plantas da variedade RB867515. A condi¢éo hidrica ndo
alterou essa varidvel para as variedades (TABELA 1). Ap6s a Recuperacdo (REC), foi
observado que o material RB867515 teve maior acimulo de MSF (3,79 +0,39 g) e a variedade
RB855536 apresentou a menor MSF (2,76+0,28 g). Notou-se também, que as plantas irrigadas
tiveram a maior MSF (TABELAZ2). No acimulo de matéria seca no colmo (MSC), as plantas
irrigadas apresentaram maiores valores quando comparadas com as plantas sob seca tanto no
ME como na REC (TABELAS 4.1 e 4.2). J4 a variedade como fator isolado, foi determinante
nesta variavel, porém, so durante 0 ME. Sendo que o material RB855536 apresentou maior peso
seco neste 6rgdo do que a variedade RB867515 (2,89 £ 0,22 e 2,32 £ 0,26, respetivamente),
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ndo foi observada interacéo entre variedade e condi¢do hidrica (TABELA 4.1). Durante a REC,
os fatores regime hidrico e variedade apresentaram diferencas significativas para matéria seca
da raiz (MSR). Ja no ME, o regime hidrico foi determinante no acimulo de MSR (TABELAS
1 e 2). A quantidade de biomassa total (BT) foi afetada so pela variedade na REC, sendo que
plantas do material RB867515 mostraram maior acimulo (10,64 + 0,66) do que plantas da
variedade RB855536 (8,66 £0,54) (TABELA 4.2).

Nos resultados de altura da planta (AP) ME houve diferenca estatistica significativa
(p<0,05) para a condi¢do hidrica, sendo que plantas irrigadas apresentaram um maior
crescimento do que plantas sob déficit hidrico. Observou-se que plantas da variedade
RB867515 apresentaram maior AP do que variedade RB855536 (97.25 + 1.47 cm e 88.38 +
3.62, respetivamente). Nao foi observado interacdo entre variedade e regime hidrico (Tabela 1).
Durante o0 ME a condic¢éo hidrica e a variedade nao interferiram na altura do colmo (AC), pois
em ambas as condigOes as variedades RB855536 e RB867515 responderam de maneira
semelhante. A AC Do material RB867515 na REC apresentaram melhor desempenho, com
valores de 19.06 £ 0.58 cm. As plantas irrigadas, com 18.44 + 0.84 cm, tiveram AC maior que
as plantas que passaram pela seca (TABELA 4.2). Os fatores regime hidrico e variedade
apresentaram diferencas significativas (p<0.05) isoladamente no periodo de REC, sendo que
maiores AC foram registradas para plantas sob irrigacdo adequada e para plantas da variedade
RB867515.

No diametro do colmo (DC) durante 0 ME, a variedade RB855536 apresentou melhor
desempenho que o material RB867515, com valores de 13.9 +0.57 e 10.00 e 10.37+0.61,
respectivamente, enquanto a condicdo hidrica as plantas mantidas sob irrigacdo apresentaram
maior DC, com valor de 12.7+0.817 (TABELA 4.1). Durante a recuperacdo o ndo foi observado
diferenca de DC (TABELA 4.2).

Tabela 4.1 — Crescimento e acimulo da matéria seca de folhas, caule, raizes e total de duas variedades de cana-

de-actcar (RB855536 e RB867515) cultivadas em duas condigdes hidricas e coletadas no maximo estresse (ME).



Observacio. SED, erro padrio da diferenca entre duas médias de tratamento; LSD 0,05, diferenca minima
significativa em p <0,05: graus residuais de liberdade = 12 para todas as varidveis. Os valores sio
apresentados como médias + erro padrao (n = 8 para V e CC).

Variiveis de crescimento e biomassa- ME

Mass

a seca

Fator Mas‘sa seca do Massa? seca  Biomassa Altura da Alturado  Diametro do
foliar (g) colmo(g) de raiz (g) total (g) planta (cm) colmo (¢cm) colmo (mm)
Variedade
(V)
RB855536 4254024 2.89+0.218 6.64=090 13.78+1.22 8838+3.62 17.69=0.42 13.90+0.57
RB867515 2990312 2.32:£0.256 7.33=0.83 12.64£0.97  97.25+1.47  17.69=0.35 10.37x0.61
SED 031 0.32 - - 3.91 - 0.78
LSDo.os 0.70 0.54 - - 6.86 o 1.66
Condi¢io
Hidrica
(CC)
Controle  3.72+0.31 2992022  7.69=0.97 14.4+1.24 96.63+£2.86  17.94=0.44 12.75+0.82
Seca 3524038 222021  6.28=0.66  12.02%0.75 89+2 95 17.4420.27 11.5120.96
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Tabela 4.2 — Crescimento e acimulo da matéria seca de folhas, caule, raizes e total de duas variedades de cana-

de-aclcar (RB855536 e RB867515) cultivadas em duas condic¢Bes hidricas e coletadas 4 dias ap0s reidratacdo

(REC).

Observagao. SED, erro padrio da diferenga entre duas médias de tratamento; LSD 0,05, diferenga minima
significativa em p <0,05; graus residuais de liberdade = 12 para todas as varidveis. Os valores sio
apresentados como médias = erro padrio (n = 8 para V e CC).

Variaveis de crescimento ¢ biomassa- REC

s MR My Biomassa Altura da Altura do I et
Fator seca seca do seca de % do colmo
foliar(g)  colmo (g) raiz (g) total (g) planta (cm) colmo (cm) (mm)
Variedade (V)

RB§5S5S36 2760283 2062018 385:037 8660538 77.88:3.013 14692092 96540 13)

RBS6TS1S 3790394 2424014 4.43:0465 10.6420.659 106.88+2.035 19:0620.584 g o9g.( 346
i 0394 0.796 3.636 1.019
s 0.638 - 1.863 4412 1222856 -

Condigio

Hidrica (CC)

Cenbole 382033 2440136 3.52:0352 9.76:0.735 97.13z5.168 184420842 ¢ 584296
S 2.75:0.257 2.03+0.172 4760361 95420707 87.63x6.913 1331=L115 90540248
SER 0392 0205 0472 £.074 1.307
Eilnss 0.638 0.376 1.044 - 4412 1.222

4.2 Analise de variaveis Fisiologicas

Durante 0 ME o contetdo relativo de agua (CRA), foi dependente da condigdo hidrica

(p<0,0001), desta forma plantas sob irrigacdo apresentaram maiores valores nesta variavel do
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que plantas sob seca. Igualmente a variedade como fator isolado mostrou significancia
(p<0,0002), sendo que plantas do gendtipo RB855536 apresentaram valores maiores do que
plantas do gendtipo RB867515 (93.35+0.99 e 89.29+1.32, respetivamente) (TABELA 4.3).
Né&o se teve interacdo entre variedade e condicdo hidrica para nenhuma das coletas, nem para
fatores isolados na REC (TABELA 4.3 e 4.4).

O potencial hidrico (yw) da tarde foi determinado s6 pela variedade (p<0,05) durante o
ME e durante a REC, porém, no ME a variedade que apresentou maior g, foi a RB855536 (-
0.53%0.08), enquanto na REC foi a RB867515 (-0.39+0.04), ja a condicdo hidrica ndo afetou
esta variavel em nenhuma das coletas (Tabela 3 e4). Para 0 w da manhd& durante o ME o déficit
hidrico promoveu uma diminui¢do nos valores de -0.13Mpa+0.01 em plantas controle para -
0.19£0.013 nas plantas submetidas a seca (TABELA 4.3). A variedade como fator isolado
determinou o w durante o ME, sendo que o maior valor foi registrado para o material RB867515
(-0.1+0.013) (TABELA 4.3). Durante a recuperacdo, ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas para os fatores avaliados nem para a interacdo entre eles (TABELA
4.4).

Nas avaliacOes realizadas de fotossintese (A) durante o0 ME observou-se que, o déficit
hidrico promoveu uma queda na atividade fotossintética do 62,93%, independente da variedade
(TABELA 4.3). Por sua vez na REC, notou-se taxas fotossintéticas maiores para plantas que
tinham passado pelo estresse ao ser comparadas com plantas controle (21.81+1.77 e
15.05+1.43, respetivamente), isso independente da variedade (TABELA 4.4).

Durante o ME as plantas irrigadas da variedade RB867515 (0.29+0,01), apresentaram
maior &rea foliar (AF) que a RB855536 (0.28+0.01). Para os materiais ndo irrigados, a
variedade RB855536 (0.17+0.02), também obteve a menor area foliar. Apds a reidratacéo, ndo

foram observadas diferencas entre os tratamentos (TABELAS 4.3 e 4.4).

Tabela 4.3 — Variaveis fisioldgicas de duas variedades de cana-de-agucar cultivadas em duas condic8es hidricas e

coletadas no maximo estresse (ME).



Varidveis fisiolégicas- ME

Factor CRA Yw (Manha) Yw (Tarde) Fotossintese Area foliar
Variedade (V)
RB855536 93.35+0.99 -0.18+0.02 -0.53+0.08 29414625 0.22+0.02
RB867515 89.29+1.32 -0.14+0.01 -0.81+£0.13  24.5+1.85 0.29+0.01
SED 4.37 0.02 0.14 .. 0.02
LSDo.s 2.33 0.03 0.16 ... 0.03
Condigao Hidrica
(CO)
Controle 93.45+0.73 -0.13+0.01 -0.61+0.06 33.08+5.04 0.29+0.01
Seca 89.19+1.43 -0.19+0.01 -0.72£0.16 20.82+£2.62 0.23£0.03
SED 1.504 0.018 ... 5.31 0.03
LSDo.0s 2.33 0.032 .. 7.56 0.03
Interacgio
Condicio hidrica (CC) x Variedade (V) ¥w (Tarde) Area foliar Fotossintese
Controle-RB855536 -0.7+0.08 0.28+0.01 43.06+:6.41
Controle-RB867515 -0.53+0.09 0.29+0.01 23.1+£2.92
Seca-RB855536 -0.35+0.06 0.17+£0.02 15.75+2.47
Seca-RB867515 -1.09+0.09 0.29+0.03 2594290
SED 0.14 0.03 6.94
LSDo.0s 0.22 0.04 10.68
Tabela 4.4 — Variaveis fisioldgicas de duas variedades de cana-de-agUcar cultivadas em
duas condices hidricas e coletadas na recuperacdo (REC)
Varidveis fisioldgicas- REC
Rt CRA ¥'w (Manha) Yw (Tarde) Fotossintese :: E::.
Variedade (V)
RBR&55536 87.68+1.25 ~0.1140.01 -0.66+0.05 18.91+1.71 0.24+0.02
RB867515 90.46=+0 86 -0.11£0.01 -0.3920.04 17952243 0224001
LSDyus 0.124 ..
Condigdo Hidrica
(CC)
Controle 90.1x1.30 -0.11£0.01 -0.51=0.07 1505143 026002
Seca 88.04:0.94 -0.1140.01 -0.54=0.07 21.81=1.77 0.21+0.01
LSDy.5 4.492 0.04

4.3 Analise de variaveis Bioquimicas
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Durante 0 ME, o teor de Acucares Sollveis Totais (AST) em folha das variedades

avaliadas foi parecido dentro de cada condigdo hidrica. Igualmente, foi notado que

independente da condigéo hidrica as variedades ndo apresentaram mudancgas no contetido destes

carboidratos para esse periodo (FIGURA 4.2A). Ja na REC, tanto para plantas irrigadas quanto



29

para as sob seca, a variedade RB867515 apresentou maior conteudo de AST na folha do que a
variedade RB855536. Notou-se igualmente na variedade RB867515, que as plantas que
passaram pelo estresse, uma vez reidratadas, atingiram um maior acimulo de AST do que as
plantas que permaneceram o tempo todo sob irrigagdo adequada (704.89+ 17.03 e
431.19+£26.97, respectivamente). Por sua vez, o material RB855536 apresentou os maiores
valores para esta varidvel em plantas sob irrigacdo comparadas as plantas submetidas a
condicdo estressante (FIGURA 4.2B).

No colmo durante 0 ME, as plantas irrigadas das variedades RB855536 e RB867515
apresentaram conteidos de AST semelhantes (759.06 + 74.09 e 728+ 82.54, respectivamente),
o mesmo foi observado para ambas as variedades em condicdo de seca. No entanto, as
variedades irrigadas apresentaram maior acimulo de AST que as plantas que passaram pelo
estresse hidrico (FIGURA 4.2C). Durante a reidratacdo, as plantas da variedade RB867515
(912.4 + 28.84) irrigadas apresentaram quantidade de AST superiores & da variedade RB855536
(202.545 + 66.23). A seca nédo proporcionou diferenca entre as variedades estudadas, uma vez
que elas apresentaram quantidades similares desse aglUcar. Notou-se que, para a variedade
RB867515 o déficit hidrico acarretou quedas de quase 40% no acumulo de AST no colmo,
reducdo que se manteve mesmo apds a reidratacdo das plantas (FIGURA 4.2C e 4.2D).

Nas raizes durante o ME, a variedade RB855536 e RB867515 tiveram acumulo
similares para a condi¢do hidrica irrigada (356.135 + 14.61 e 398.73.145 + 40.06,
respectivamente), o mesmo foi observado para as plantas na condicdo de estresse (377.44
+22.39 para a variedade RB855536 e 315.425 + 18.68 para a variedade RB867515). Porém, foi
observado que a variedade RB867515 apresentou uma diminuicdo de AST quando submetida
a seca (FIGURA 4.2E).

Observando a condicdo irrigada no periodo de REC notou-se que variedade RB867515
teve um menor conteido de AST nas raizes que plantas da variedade RB855536, esse mesmo
padrdo foi notado nas variedades sob estresse hidrico; as plantas da variedade RB855536
conseguiram acumular mais AST que as da variedade RB867515 em sua raiz. A condi¢éo

hidrica ndo afetou o conteldo de AST na raiz para nenhuma variedade (FIGURA 4. 2E).

Figura 4.2 — Anélise do teor de Acucar SollGvel Total (AST) em plantas de cana-de-agUcar das variedades
RB855536 e RB867515 submetidas aos tratamentos irrigada e estresse hidrico em (A) folhas durante 0 maximo
estresse, (B) folhas durante a recuperacéo, (C) colmo durante 0 maximo estresse, (D) colmo durante a recuperacéo,
(E) raiz durante o maximo estresse e (F) raiz durante 0 maximo estresse. As barras de erro nos histogramas indicam
0 erro, as letras mindsculas comparam as variedades dentro da mesma condicdo hidrica e as letras maiGsculas

comparam a condicdo hidrica dentro de cada variedade.
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Condigao hidrica

Independente da variedade e da condi¢do hidrica, o conteudo de sacarose nas folhas
durante o ME foi similar para todas as plantas, todavia, as variedades RB855536 e RB867515
se comportaram de maneira semelhante (FIGURA 4.3A).

ApOs a reidratagdo as plantas irrigadas da variedade RB867515 (324.97+19.34),
apresentaram maior teor de sacarose nas folhas, a variedade RB855536 (225.04 £56) teve
menores quantidades. Na condigéo seca, as plantas da variedade RB867515 apresentaram a
maior concentragdo de sacarose. Em estresse hidrico, a variedade BR355536 apresentou

diminuicdo de sacarose e variedade RB867515 acumulou esse acucar (FIGURA 4.3B).
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A variedade que apresentou melhor desempenho nas analises de AR em folha foi a
RB867515 na recuperagdo durante o estresse hidrico. No colmo, foi observado que durante o
ME as plantas irrigadas e em seca das variedades RB855536 e RB867515 apresentam respostas
semelhantes nas concentragdes de sacarose neste 6rgao. As variedades RB867515 e RB855536
apresentam maior acumulo de sacarose quando estdo irrigadas (559.24 + 78.82 e 582.42 +
81.04, respectivamente) e quando estdo sob estresse hidrico, apresentam menores teores de
sacarose (172.72 £ 43.45 e 257.39¢g + 35.58, respectivamente) (FIGURA 4.3C).

Na REC, em condicdo irrigada, a variedade RB867515 (699.35 + 31.47) teve maior
quantidade de sacarose que a variedade RB855536 (267.2125 + 102.72). Ja para a condi¢do
seca, as plantas de ambas as variedades apresentaram teores similares de sacarose no colmo
(FIGURA 4.3D). A variedade RB867515 irrigada, apds a reidratacdo apresentou maior teor
desse aclcar, acumulando a maior quantidade de sacarose no colmo. Em raiz, as plantas das
variedades RB855536 e RB867515 apresentaram comportamento parecidos quando irrigadas.
Jé& sob déficit hidrico, a variedade RB855536 (319.20 +£15.45) teve maior acimulo de sacarose
que a variedade RB867515 (227.49 £21.21).

A variedade RB855536 apresentou valores de sacarose semelhantes durante a condi¢édo
irrigada e na condicdo de seca; j& a variedade RB867515, quando estava na condicao de déficit
hidrico, teve uma queda de (335.03 +31.11 para 227.49 +21.21) (FIGURA 4.3E). Quando
reidratadas, foi observado que a variedade RB855536 irrigada apresentou maior quantidade que
as plantas da variedade RB867515, e durante o déficit hidrico, as variedades apresentaram
teores de sacarose similares. A variedade RB855536 irrigada e em estresse hidrico apresentou
teores de sacarose parecidos, e na variedade RB867515, nota-se que em estresse hidrico as
plantas apresentaram maior quantidade de sacarose nas raizes que as plantas irrigadas (FIGURA
4.3F).

Figura 4.3 — Andlise do teor de sacarose em plantas de cana-de-agUcar das variedades RB855536 e RB867515
submetidas ao tratamento irrigada e estresse hidrico em (A) folhas durante 0 maximo estresse, (B) folhas durante
a recuperacao, (C) colmo durante o0 maximo estresse, (D) colmo durante a recuperagdo, (E) raiz durante o0 maximo
estresse e (F) raiz durante a recuperagdo. As barras de erro nos histogramas indicam o erro, as letras mindsculas
compraram as variedades dentro da mesma condicdo hidrica e as letras maitsculas comparam a condicédo hidrica

dentro de cada variedade.
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Nas analises realizadas para Ac¢ucares Redutores (AR) durante o0 ME, foi observado que

para as plantas irrigadas a variedade RB867515 apresentou maiores quantidades de AR (84.55

+1.45) que a variedade RB855536 (57.55 +4.54). Na condic&o de seca, as plantas responderam

de maneira semelhante. O material RB855536 irrigada apresentou menor quantidade de AR nas

folhas (FIGURA 4.4A).

Na REC na condicéo irrigada, a variedade RB867515 (120 £ 9.12) apresentou melhor
teor de AR em folha que a variedade RB855536 (90.95 +5.44); na condicdo de seca, as

variedades acumularam quantidades semelhantes de AR. A variedade RB867515, em estresse

hidrico teve a menor quantidade de AR que quando irrigada (FIGURA 4.4B).
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Observou-se que variedade RB867515 irrigada apos a REC teve os maiores valores de
AR entre as duas coletas. No colmo durante 0 ME e a REC, as plantas irrigadas e em estresse
hidrico apresentaram quantidades similares para acimulo de AR (FIGURA 4.4C e 4.4D). Tanto
a condicdo hidrica como a variedade nédo interferiram nos teores de AR para o colmo. Em
condig&o irrigada durante o ME, a variedade RB855536 (79.98 + 11.34) apresentou maiores
quantidades AR nas raizes que a variedade RB867515(39.17 +16.02). Em condicdo de seca,
ambas variedades tiveram acumulo de AR semelhantes. A variedade RB855536 apresentou
comportamento similar em condicdo de irrigada e em seca. A variedade RB867515, em estresse
hidrico, teve maiores teores de AR nas raizes que quando irrigada (FIGURA 4.4E). Na REC,
as variedades RB855536 e RB867515 ndo sofreram interferéncia com a condicéo hidrica na
qual foram expostas, pois, independentes se irrigadas ou nao, elas apresentaram a mesma
guantidade de AR nas raizes. O tipo de variedade também ndo foi importante no acimulo de

AR, ja que também apresentaram comportamento parecido (FIGURA 4.4F).

Figura 4.4 — Anélise do teor de Acucar Redutor (AR) em plantas de cana-de-agucar das variedades RB855536 e
RB867515 submetidas aos tratamentos irrigada e estresse hidrico em (A) folhas durante 0 maximo estresse, (B)
folhas durante a recuperacéo, (C) colmo durante 0 maximo estresse, (D) colmo durante a recuperacao, (E) raiz
durante o maximo estresse e (F) raiz durante 0 maximo estresse. As barras de erro nos histogramas indicam o erro,
as letras mindsculas comparam as variedades dentro da mesma condicdo hidrica e as letras maitsculas comparam

a condicdo hidrica dentro de cada variedade.
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Condi¢do hidrica

A variedade RB867515 apresentou maior acimulo de amido nas folhas (25.29 +1.46) e
a RB855536 0 menor acumulo (15.78 + 1.00) quando estavam na condicédo irrigada, e em
condicdo de seca, a variedade RB85536 teve o maior teor de amido (22.31 £1.82) quando
comparado a variedade RB867515 (16.57 £1.82) durante o ME. A variedade RB867515 teve
maior acimulo de amido (25.29 +1.46) na condicdo irrigado, e em condigdo de seca ela
apresentou diminuicdo desse amido (16.57 +1.82) e, para a RB85536, notou-se que durante a
seca (22.31 +1.82) ela conseguiu aumentar o amido nas folhas que quando estava sendo irrigada
(15.78 £ 1.00) (FIGURA 4.5A). A variedade RB867515 apresentou maior acimulo de amido
nas folhas (25.29 +1.46) e a RB855536 0 menor acumulo (15.78 + 1.00) quando estavam na
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condicéo irrigada, e em condigéo de seca, a variedade RB85536 teve o maior teor de amido
(22.31 £1.82) quando comparado a variedade RB867515 (16.57 +1.82) durante 0 ME. A
variedade RB867515 teve maior acimulo de amido (25.29 £1.46) na condicéo irrigado, € em
condicdo de seca ela apresentou diminuicdo desse amido (16.57 £1.82) e, para a RB85536,
notou-se que durante a seca (22.31 +1.82) ela conseguiu aumentar o amido nas folhas que
quando estava sendo irrigada (15.78 + 1.00) (FIGURA 4.5A).

Quando reidratadas, as variedades RB855536 e RB867515 irrigadas apresentaram
teores de amido em folha semelhante e em estresse hidrico o0 mesmo foi observado. As
condiges irrigadas e seca para as variedades néo tiveram influéncia na quantidade de amido
produzido (FIGURA 4.5B).

Para o colmo durante o ME e a REC, a condicao hidrica e o tipo de variedade nao
influenciaram no contetdo de amido, pois, em ambos 0s tratamentos, a quantidade de amido
foi semelhante (FIGURA 4.5C e 4.5D). Para a condicédo irrigada e em seca durante o0 ME,
observou-se que as variedades apresentaram quantidades semelhantes de amido em raiz. O
amido contido na variedade RB867515 durante a condicdo irrigada (25.295 + 1.4) diminuiu
guando a planta estava em estresse hidrico (16.57 = 1.82), e a variedade RB855536 se
comportou de maneira semelhante em ambas as condicdes hidricas (FIGURA 4.5E).

A variedade RB867515 irrigada (35.22 = 3.28) durante o REC teve maiores
concentracdes que a RB855536 (26.155 * 2.07) para amido em raiz; em condi¢do de seca, as
variedades apresentaram teor de amido semelhante. A quantidade de amido na raiz para as
variedades RB855636 e RB867515 ndo foram alteradas pela condicdo hidrica, pois, quanto
irrigadas como em estresse hidrico as médias ndo foram afetadas (FIGURA 4.5F).

Figura 4.5 — Andlise do teor de amido em plantas de cana-de-aclcar das variedades RB855536 ¢ RB867515
submetidas ao tratamento irrigada e estresse hidrico em (A) folhas durante o méximo estresse, (B) folhas durante
a reidratagdo, (C) colmo durante o maximo estresse, (D) colmo durante a reidratacéo, (E) raiz durante 0 maximo
estresse e (F) raiz durante a reidratagdo. As barras de erro nos histogramas indicam o erro, as letras mindsculas
comparam as variedades dentro da mesma condicdo hidrica e as letras maitsculas comparam a condigdo hidrica

dentro de cada variedade.
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Condicao hidrica

As plantas irrigadas durante o ME a variedade RB855536 apresentaram maior
guantidade de proteina em folha (1142.65-10.46) que a variedade RB867515, a qual apresentou
valores de (727.14 £37.21), para a condicdo de seca. A variedade RB867515 mostrou acimulo
maior de proteinas (1066.11+31.08) que a variedade RB855536 (828.28 +36.36). Foi observado
que na RB855536 durante o estresse hidrico, a variedade teve menores quantidades de
proteinas, e a variedade RB867515 teve maiores quantidades de proteinas sob seca do que
quando estava sendo irrigada (FIGURA 4.6A).

Na REC, as plantas irrigadas de ambas as variedades produziram quantidades de
proteina semelhantes; em condicéo de seca, a variedade RB855536 (1566.36+73.53) apresentou
mais proteina que a variedade RB867515 (1121.93+24.60). A variedade RB855536 conseguiu
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ter mais proteina foliar em plantas que passaram pela seca e logo foram reidratadas que plantas
que permaneceram o tempo todo sob irrigacdo adequada, e a variedade RB867515 permaneceu
igual em ambas as condi¢es hidricas (FIGURA 4. 6B).

Em condicdo hidratada, as duas variedades no ME tiveram valores parecidos para
proteina no colmo; jé a as plantas sob seca, a variedade que conseguiu 0 maior acumulo de
proteinas foi a RB867515. Quando irrigadas, a variedade RB855536 (3307.68 +122.22) teve
maior producdo de proteinas que quando estava em estresse hidrico, e na variedade RB867515
observou-se maior acimulo e proteina em seu colmo durante a condi¢do seca (4920.523
+223.19) e menor acumulo na condicdo irrigada (3663.05 + 70.58) (FIGURA 4.6C).

Durante a reidratacdo, a variedade RB867515 (5207.55 + 561.72) conseguiu acumular
mais proteina no colmo que as plantas da variedade RB855536 (2460.26 + 291.87); quando
irrigadas e durante a seca, as variedades apresentaram quantidades de proteina semelhantes.
Quando a variedade RB867515 (5204.55 + 561.72) estava bem hidratada, conseguiu acumular
mais proteina que quando estava na condicao de seca (3307.682 + 472.68). Para a RB855536 a
condicdo hidrica ndo fez diferenca para o seu contetido de proteina em colmo (FIGURA 4.6D).

Nas analises realizadas para proteina em colmo, foi observado que a variedade
RB867515 apresentou 0s maiores teores durante 0 méaximo estresse quando estavam em
condicdo de seca e quando irrigada apds a recuperacdao. No ME, tanto a condi¢do hidrica como
a variedade ndo interferiram na quantidade de proteina encontrada na raiz, portanto, as
variedades estudadas acumularam valores semelhantes (FIGURA 4.6E). Ap0s a recuperacao as
plantas irrigadas e em estresse hidrico apresentaram teores parecidos de proteina na raiz. A
variedade RB855536 ndo apresentou alteracdo no teor quando irrigada e quando em seca; ja a
variedade RB867515, durante a restricdo hidrica, teve uma diminuicdo quando comparado
guando estava irrigada (FIGURA 4.6F). A variedade RB867515 teve maior quantidade de

proteina em raiz apos a reidratacdo quando estava sendo irrigada.

Figura 4.6 — Analise do teor de proteina em plantas de cana-de-agucar das variedades RB855536 e RB867515
submetidas ao tratamento irrigada e estresse hidrico em (A) folhas durante 0 maximo estresse, (B) folhas durante
a recuperacao, (C) colmo durante 0 méaximo estresse, (D) colmo durante a recuperacao, (E) raiz durante o maximo
estresse e (F) raiz durante a recuperacdo. As barras de erro nos histogramas indicam o erro, as letras mindsculas
comparam as variedades dentro da mesma condicdo hidrica e as letras mailsculas comparam a condi¢do hidrica

dentro de cada variedade.
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Condigdo hidrica

5 DISCUSSAO

A cana-de-acucar é uma planta com metabolismo C4, isso ajuda com que ela se
desenvolva melhor em regides de clima tropical como o Brasil; porém, para atingir seu
potencial produtivo é preciso uma disponibilidade de dgua ao longo de seu ciclo (ENDRES et
al., 2010). Devido a alta demanda hidrica desta cultura, periodos de déficit hidrico acarretam
diminuicdo tanto no crescimento quanto no acimulo de biomassa, alteragdes fisioldgicas e

bioguimicas que resultam em variagdes nas atividades celulares e metabdlicas da planta.



39

Neste sentido, este estudo evidenciou esse comportamento, uma vez que plantas sob
seca apresentaram diminuicao na altura da planta, menor acimulo de biomassa no colmo, massa
seca de raiz, massa seca foliar e biomassa total (TABELA 1 e 2). Alguns autores como Lobell
etal,. (2011), Rampino et al., (2006), Machado et al,. (2009), indicam que esse tipo de respostas
ja tem sido amplamente reportado sendo esperado quando se apresenta um evento de seca.
Porém, existem outros fatores que influenciam a variagdo nas respostas da planta em condi¢des
de seca, dentre eles podem ser citados o genotipo e periodos de aclimatacéo.

A variacdo nas respostas para essa condicdo abiotica pode estar condicionada ao
genotipo, sabe-se que existem materiais tolerantes e sensiveis a seca. As variedades tolerantes
tentam manter as suas funcdes fisiologicas em equilibrio durante o periodo de deficiéncia
hidrica interna mesmo com potencial hidrico reduzido (DENADAI KLAR 1995); as plantas
tolerantes, possuem a capacidade de reduzir o seu metabolismo para economizar energia em
resposta a seca, suportando um periodo mais longo de falta de &gua do que as plantas sensiveis
(SOUZA LUTTGE, 2015). No entanto, foi observado que as variedades RB855536 e
RB867515 foram afetadas, apresentando as mesmas alteracdes.

Portanto, o gen6tipo nao promoveu melhor desempenho durante o estresse hidrico para
as variaveis de biometria analisadas. Também foi observado que apds a reidratacdo o
crescimento e 0 acumulo de massa de ambos os materiais foram afetados, pois as plantas que
passaram pela seca obtiveram acumulos menores de biomassa e queda no crescimento.
Contudo, foi observado em um experimento realizado por SILVERIO (2016), que as variedades
tolerantes em condicdo de seca apresentaram as melhores respostas que as plantas de materiais
tolerantes, pois elas obtiveram as menores reducGes em volume de raiz e a variedade sensivel
as menores perdas em volume de raiz

O metabolismo de carbono das folhas corresponde as necessidades de energia e
crescimento dos tecidos dreno, a quantidade abundante de aclcares nas folhas auxilia no
crescimento da planta e armazenamento de carboidratos em 6rgdos de reserva (TAIZ, L.;
ZEIGER. 2017). A maior produtividade das plantas tolerantes a seca esta relacionada ao maior
namero de folhas, peso, nimeros de colmos e altura da planta SILVA et al (2008). Portanto,
pode-se dizer que durante as avaliagcdes de crescimento a variedade RB867515, apresentou a
maior massa seca de colmo, independente da condicao hidrica. Dessa maneira, este material
apresenta caracteristicas melhores de crescimento que as da variedade RB855536, tais
caracteristicas podem ser mais vantajosas durante a seca, porém isso ndo foi observado no
experimento (TABELA 4.1 ¢ 4.2).
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Independente da variedade, as plantas em condigdo de seca apesentaram a maior
biomassa de raiz. Sabe-se que as caracteristicas da raiz também sdo indicadores de
aclimatizacdo a seca, pois as raizes mais profundas e com maior sistema radicular proporcionam
maior extracdo de agua em ambientes com limitacdo hidrica (SONGSRI et al., 2008 ;WANG
et al., 2009; SMITH et al., 2005; TARDIEU et al., 1992; BLUM, 2005; TARDIEU, 2012)
(TABELA4.1e4.2).

Como foi visto durante 0 ME, as variedades em condicéo de seca apresentaram menor
conteddo relativo de agua (CRA) e diminuicdo na fotossintese, portanto, a disponibilidade
hidrica é um dos fatores mais limitantes para a fotossintese (LANCHER, 1995). Logicamente,
para tentar controlar a perda de gua pelos estdmatos, a planta regula a abertura estomatica das
folhas se fechando parcialmente ou totalmente, reduzindo a perda de dgua na forma de vapor,
controlando a respiracdo estomatica, que é negativa para o balanco hidrico (PRADO e CASALLI,
2006) (TABELA 4.3 e 4.4).

O fechamento estomaético causa limitacGes de tipo difusivo na planta, pois com isso se
tem a diminuicdo das trocas gasosas de CO2, causando diminui¢do da produtividade primaria
principalmente em temporadas de seca (PRADO e CASALLI, 2006); o que sugere que pode ter
acontecido com as plantas das variedades RB867515 e RB855536, que apresentaram uma
diminuicdo da fotossintese durante 0 ME quando ndo irrigadas. Sendo assim, esse resultado
difere do que foi observado por SILVA et,. al (2012) para a variedade RB867515 sob seca, eles
mostraram que este material descrito como tolerante apresentou menores reducdes no
desempenho fotossintético quando submetidos a restricao hidrica ndo severa.

As plantas da variedade RB855536 durante a restricdo hidrica apresentaram a menor
area foliar, ou seja, menor concentracao de area verde. Assim, seu desempenho é mais limitado
em condicdo de seca. Plantas em estresse hidrico apresentam reducédo no acimulo de biomassa,
area foliar, fixacdo de carbono com a diminuicdo desses parametros, a produtividade de
acucares decai (BLUM, 2005; TARDIEU, 2012; COMINELLI et al., 2013).

Como dito anteriormente, as plantas usam diversas estratégias para passar pelo periodo
de restricdo hidrica, dessa maneira elas conseguem completar o seu ciclo de vida antes que a
seca lhes cause a morte (KOOYERS 2015). Para isso ocorreré a diminuicdo da fotossintese, e
inicialmente a planta usara as suas reservas de carbono para tentar manter as suas func¢des; uma
das reservas usadas pode ser o amido, que € estocado em grande quantidade nas células das
plantas (PRADO e CASALLI, 2006). A fim de observar mais profundamente quais foram as
estratégias de sobrevivéncia dos materiais estudados, foi feita a analise do metabolismo de

carboidratos nas plantas.
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Ao observar os resultados de metabolismo de carboidratos, percebe-se que as plantas
n&o irrigadas da variedade RB855536 durante o ME apresentaram concentragoes

maiores de AST nas folhas e no colmo; no entanto, apos a reidratacdo, houve uma
diminuicdo desses teores. Ndo foi observado diferenca na quantidade AR nos tecidos das
plantas apds a reidratagdo, somente a sacarose em folha apresentou altera¢éo, com diminuicdo
em seus teores. Na variedade RB867515, as plantas em estresse hidrico ap6s a reidratagdo
tiveram aumento de AST nas folhas, colmo e raiz. Para os AR néo foi observado diferenca entre
0 ME e a REC, porém, para sacarose houve aumento nos teores desses acucares apds a
reidratacdo (FIGURAS 4.2B, D, F;4.2B, D, F;4.4B, D e F).

Parte dos acUcares na folha podem ter sido transcolados para o colmo e raiz, no material
RB867515, ja que a maior producdo acontece na folha, pois a producdo da sacarose junto ao
carregamento e a translocacao no floema faz com que a planta tenha um fornecimento adequado
de carboidratos para o seu desenvolvimento. Além disso, participa do status de carbono e
energia dos tecidos, ocorrendo a distribui¢do dos produtos da assimilacao fotossintética de CO2
(TAIZ, L.; ZEIGER. 2017).

Em folhas, a sacarose € sintetizada no citosol podendo ser transportada para o vacuolo
(MARENCO e LOPES, 2013), pois sabe-se que os carboidratos transcolados sdo geralmente
o0s agucares ndo redutores, eles sdo os principais compostos transcolados pelo floema por serem
menos reativos que os aglcares redutores (TAIZ, L.; ZEIGER. 2017).

A variedade RB855536 apresentou aumento nos contetdos de proteina em folhas apds
a reidratacdo em plantdo ndo irrigadas, nos tecidos de colmo e raiz os teores de proteina
permaneceram semelhantes. Nas folhas da variedade RB867515 houve aumento de proteina e
diminuicdo no colmo, ambos ap6s a reidratacdo em plantas nao irrigadas (FIGURAS 4.6B, D e
F).

Em folhas e em raizes, foi notado um aumento de amido no material RB855536 ap0s a
reidratagdo em plantas em condicdo de seca. Na variedade RB867515 também foi observado
aumento nos teores de amido nos tecidos de folha e raiz nas plantas em restri¢do hidrica apos a
reidratacdo. (FIGURAS 5B e F). O mesmo foi observado por HUBER et al. (1984), em plantas
de soja, em sua pesquisa houve uma diminui¢do de amido e sacarose em condic¢do de estresse
e apds a reidratacdo esses teores aumentaram. O acumulo de amido apés a reidratacdo é um
indicador que a planta esta se preparando para um evento de seca posterior, ele pode ser
guebrado em AR na folha para que a planta consiga se proteger da seca. O amido, entdo, é um
polissacarideo de reserva principalmente, formados por unidades de glicose, sendo um dos

principais substratos metabdlicos, porém néo é o Unico (MARENCO e LOPES, 2013).
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A sacarose e 0 amido séo os principais produtos finais da fotossintese, (VILELA, 2011),
e 0 seu aumento nos tecidos da folha sdo indicativos de que a variedade RB867515 conseguiu
retomar a producéo de fotossintese de uma forma melhor que a RB855536.

Além disso, o aumento da concentracdo de sacarose € um indicativo de que ele esta
sendo remobilizado pela planta para outras partes; j& que por ser fundamental para o
metabolismo da planta, como um dos principais produtos da fotossintese e por representar uma
parte significativa do CO2 fixado, é a forma mais importante de translocacao de carbono em
grande parte das plantas, sendo a principal fonte de actcar de reserva (MARENCO e LOPES,
2013).

Ademais, o amido que é acumulado é usado como fonte de reserva temporéria na forma
de carbono sendo considerado como o principal componente do acimulo nas folhas maduras
em peso Seco, enquanto a sacarose € o0 meio de transporte que forma carboidrato disponivel
para exportacdo (HUBER et al. 1984) nos drenos para sustentar o gasto energético realizado
durante a respiracéo foliar (SINGH MALHOTRA, 2000).

6 CONCLUSAO

A variedade RB867515 apresentou aumento nas concentraces de AST, com um maior
acumulo para a sacarose. O maior investimento em sacarose é um indicativo que a planta esta
retomando o crescimento ap0s o evento de seca e se preparando para um possivel novo
momento de estresse hidrico.

Maiores teores de sacarose sao indicativos de que a planta conseguiu se recuperar mais
rapido do estresse hidrico que a variedade RB855536 e seu aumento contribuiu para que esses
acucares sejam translocados para outras partes da planta, como a raiz, por exemplo.

Ambas as variedades em condicdo de seca, apresentaram aumento no teor de amido ap6s
a reidratacdo. No entanto a variedade RB867515 apresentou maiores teores de amido que a

variedade RB855536, indicando que ela apresenta melhor recuperacao a seca.
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MATERIAL SUPLEMENTAR.

Tabela 1 - Valores F e niveis de significancia em ANOVA a dois vias para variaveis de
crescimento e biomassa de duas variedades de cana-de-agUcar cultivadas em duas
condicdes hidricas e coletadas no periodo de Maximo estresse (ME)

Variaveis de crescimento e biomassa (ME)

Fator Variedade (V) Condicéo hidrica (CC)

Masa seca foliar 15.657 *** 0.401 ns
Masa seca do caule 5202 * 9.644**
Masa seca de raiz 0.389 ns 1.584 ns
Biomassa total 0.639 ns 2.808 ns
Altura da planta 7.947 * 5.866 *
Altura do colmo 0 ns 0.932 ns
Diametro do colmo 21.587*** 2.653 ns

Observagdo. Os niveis de significancia sdo: *** (p <0,001), ** (p <0,01), * (p <0,05), “(p <0,1), ns, ndo

significativo.

Tabela 2 - Valores F e niveis de significancia em ANOVA a dois vias para variaveis
fisioldgicas de duas variedades de cana-de-acucar cultivadas em duas condicdes hidricas
e coletadas no méaximo estresse (ME).

Variaveis fisiologicas

Factor Variedade (V) Condic¢ao Hidrica (CC) V*CC
CRA 14.356** 15.864** 1.327 ns
Potencial hidrico foliar M 8.647* 14.294** 0.176 ns
Potencial hidrico foliar T 15.537** 2.217 ns 40.887***
Area foliar 21.034 *** 16.181 ** 14.154 **
Fotossintese 2.003 ns 12.481** 18.833***

Observagdo. Os niveis de significancia sao: *** (p <0,001), ** (p <0,01), * (p <0,05), “(p <0,1), ns, ndo

significativo.

Tabela 3 - Valores F e niveis de significancia em ANOVA a dois vias para contetdo de
carboidratos e proteina de duas variedades de cana-de-aclcar cultivadas em duas
condigdes hidricas e coletadas no Maximo estresse (ME)

Carboidratos e Proteina (ME)

Fator Varg\e/(;lade Condic6es hidricas (CC) VxCC
Amido folha 1.449 ns 0.492 ns 23.684***
Amido raiz 0.196 ns 4.327 ns 7.32%
Acucares redutores folha 8.564* 7.085* 19.558%**
Acucares redutores colmo 1.904 ns 6.029 * 0.843 ns
Acucares solveis totais folha 1.687 ns 3.205 ns 0ons
Acucares soluveis totais colmo 0.858 ns 27.586%** 0.199 ns
Acucares soluveis totais de raiz 0.121 ns 1.241 ns 3.535ns
Proteina folha 8.344 * 0.1599 ns 112.812***
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Proteina colmo 126.282*** 0.362 ns 74.456 ***
Proteina raiz 0.709 ns 0.937 ns 0.252 ns
Sacarose folha 4.866* 4.435 ns 0.098 ns
Sacarose colmo 0.729 ns 31.738 *** 0.237 ns
Sacarose raiz 0.644 ns 2.486 ns 13.558**

Observagdo. Os niveis de significancia sdo: *** (p <0,001), ** (p <0,01), * (p <0,05), “(p <0,1), ns, ndo
significativo.

Tabela 4 - Valores F e niveis de significancia em ANOVA a dois vias para variaveis de
crescimento e biomassa de duas variedades de cana-de-acUcar cultivadas em duas
condic@es hidricas e coletadas 4 dias apos reidratacdo (REC)

Variaveis de crescimento e biomassa (REC)

Factor Variedade (V) Condicao hidrica (CC)

Masa seca foliar 12.490 ** 12.781**
Masa seca do caule 4.355 ns 5.726 *
Masa seca de raiz 1.487 ns 6.715 ns
Biomassa total 5.361 * 0.064 ns
Altura da planta 205.435%** 22.045%**
Altura do colmo 60.743*** 30.991***
Didmetro do colmo 4.010 ns 2.617 ns

Observagdo. Os niveis de significancia sao: *** (p <0,001), ** (p <0,01), * (p <0,05), “(p <0,1), ns, ndo
significativo.

Tabela 5 - Valores F e niveis de significancia em ANOVA a dois vias para variaveis
fisioldgicas de duas variedades de cana-de-acucar cultivadas em duas condic¢des hidricas
e coletadas 4 dias apoés reidratacdo (REC)

Variaveis fisiologicas

Fator Variedade (V)  Condic&o Hidrica (CC)
CRA 4.051 ns 2.217 ns
Potencial hidrico foliar M 0.2 ns 0.2 ns
Potencial hidrico foliar T 19,894 *** 0.180 ns
Area foliar 2.187 ns 8.830 *
Fotossintese 0.216 ns 10.741%**

Observagdo. Os niveis de significancia sao: *** (p <0,001), ** (p <0,01), * (p <0,05), “(p <0,1), ns, ndo
significativo.

Tabela 6 - Valores F e niveis de significancia em ANOVA a dois vias para contetdo de
carboidratos e proteina de duas variedades de cana-de-aclcar cultivadas em duas
condiges hidricas e coletadas 4 dias apos reidratacdo (REC)

Carboidratos e Proteina (REC)

Variedade

Fator V) Condicdes hidricas (CC) V xCC
Amido folha 4,114 ns 0.594 ns 0.427 ns
Amido colmo 0.008 ns 0.076 ns 0.611ns

Amido raiz 11.646 ** 0.003 ns 0.041 ns



Acucares redutores folha
Acucares redutores colmo
Acucares redutores raiz
Acucares soluveis totais folha
Acucares soluveis totais colmo
Acucares soluveis totais de raiz
Proteina folha
Proteina colmo
Proteina raiz
Sacarose folha
Sacarose colmo
Sacarose raiz

4998 *
0.194 ns
0.361 ns
328.703***
53.166***
11.091**
5.163*
19.099***
3.037 ns
107.148%**
17.393**
16.219**

13.879**
2471 ns
3.502 ns
9.925%*
3.232 ns

7.206*

10.398**

5.442%*

14.334**
3.796 ns
9.397%**
2.559 ns
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6.553*
1.810 ns
0.126 ns
81.145%**
15.258**
0.0015 ns
10.121**
4.992*
0.901 ns
52.780***
2.632ns
3.478 ns

Observagdo. Os niveis de significancia sdo: *** (p <0,001), ** (p <0,01), * (p <0,05), “(p <0,1), ns, ndo

significativo.



