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RESUMO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar (Saccharum spp.).
Sua producdo encontra-se em expansao, para regides caracterizadas por
apresentarem solos de baixa fertilidade e elevada acidez. A influéncia da toxidez por
Al sobre o desenvolvimento do sistema radicular e na interferéncia da absorcéo de
nutrientes tem sido apresentada como uma das principais causas da baixa
produtividade de muitos solos. Os objetivos deste estudo foram: avaliar o
desenvolvimento radicular das variedades RB855156, SP81-3250 e RB935744 de
cana-de-acgucar em solucao nutritiva com diferentes condi¢des de estresse por Al (O,
70, 130, 380, 800, 1400 e 2000 umol L?); examinar alteracdes morfolégicas nas
raizes da cana-de-acUcar através de microscopia 6ptica; verificar a penetracao do Al
no tecido radicular com o uso de corantes complexantes de Al; testar a eficiéncia
dos corantes hematoxilina e violeta de pirocatecol como indicadores da presenca de
Al no tecido radicular. O experimento foi conduzido em condicdes de laboratorio, em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. Os resultados de
taxa de crescimento radicular (cm dia™*) foram submetidos & andlise de variancia e
comparados pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia. Parametros
morfologicos do Al nos tecidos radiculares, indicados pela coloracdo, foram
explorados na forma de imagens por registro fotografico das observacdes ao
microscopio Optico. O aumento da concentracdo de Al em solucdo causou
diminuicdo da taxa de alongamento radicular. A concentracdo critica de Al em
solucéo, independente da variedade, segundo analise estatistica foi de 1400 pumol Al
L. As principais alteracdes morfolégicas das raizes foram observadas a partir da
concentracdo critica de 800 pmol Al L™ em solucao, e incluem a producéo de calose
e 0 colapso e a deformacédo da coifa. O corante hematoxilina foi mais eficiente do
que o violeta de pirocatecol para indicar o acumulo e localizacdo de Al no tecido
radicular. A sequéncia de tolerancia das variedades de cana-de acucar ao Al em
solucdo foi RB935744 (tardia)>SP81-3250 (média)> RB855156 (precoce), e esta

pode estar correlacionada com o ciclo das variedades.
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1 INTRODUCAO

No Brasil existe uma grande extensao territorial de cultivo com a cultura da
cana-de-agucar, com tendéncias de expansdo, tanto para territérios com ambiente
de producdo adequado como também para areas de dificil manejo da cultura, com
déficits hidricos e solos de baixa fertilidade.

Entre os componentes que interferem na producéo, o solo se destaca pela
importante funcdo de disponibilizar nutrientes, dgua e dar sustentacdo a planta.
Segundo Lepsch (1987) é fundamental o conhecimento dos fatores edaficos para se
classificar o potencial agricola. Dentre os atributos fisicos do solo, destacam-se a
textura, a disponibilidade de agua, a porosidade, a aeracdo e a resisténcia a
penetracdo, que constituem de fatores ligados diretamente ao crescimento radicular.
Porém, os atributos quimicos sdo 0s mais restritivos ao pleno desenvolvimento
vegetal em solos das regifes tropicais e subtropicais. No Brasil, a ocorréncia de
solos com potencial para atividade agricola e afetados por problemas de toxidez por
Al é da ordem de 60% (ABREU Jr. et al., 2003). Cerca de 70% das &reas cultivadas
com cana-de-agucar no Brasil estdo sobre solos &cidos (SALDANHA et al., 2007),
com severas limitagcbes em termos de fertilidade, principalmente pela influéncia da
toxidez por Al sobre o desenvolvimento do sistema radicular, que interfere na
absorcdo de &gua e de nutrientes, limitando a produtividade (SOBRAL &
GUIMARAES, 1992; ABREU Jr. et al., 2003).

Os principais Programas de Melhoramento Genético de Cana-de-Acucar do
pais [Programas de Melhoramento Genético da Cana-de-Acucar (PMGCA) da Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA) -
variedades RB; Centro de Tecnologia Canavieira (CTC - antiga Copersucar) —
variedades SP/CTC; Instituto Agronémico de Campinas — variedades IAC;
CanaVialis — variedades CV] detém importantes informacdes sobre o potencial de
producdo de suas variedades, tais como os aspectos fitotécnicos (altura, diametro
de colmo, brotacdo, perfilhamento, fechamento, florescimento, tombamento,
resisténcia a pragas e doencas, etc.) e os parametros tecnologicos (teores de
sacarose e de fibras) (HOFFMAN et al., 2008), mas geralmente abordam com muita
superficialidade os fatores ligados aos atributos do solo, baseando-se em frageis
aproximacOes para ambientes de producdo, empregando os termos “ambiente
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favoravel e desfavoravel”, “baixa-média-alta exigéncia em ambientes”, “baixa-média-
alta exigéncia em fertilidade do solo”, etc.. O sistema de classificacdo de ambientes
de producdo da cana-de-acucar sugerido por Prado (2005) destaca a textura, a
disponibilidade de agua e a fertilidade da camada aravel e do subsolo, isto €, os
aspectos fisico-hidricos, quimicos e morfolégicos do solo. Os critérios para
engquadramento nos ambientes A, B, C, D e E envolvem a agua disponivel (AD), a
saturacao por bases [eutréfico (V%>50) e distréfico (V%<50)], a capacidade de troca
de cations (CTC), a saturacdo por aluminio (alico m%>50) e as perspectivas de
produtividade (t/ha). Trata-se, até o0 momento, do sistema mais amplamente usado
para alocacdo de variedades e que estd de acordo com diversos estudos que tém
demonstrado a influéncia dos atributos do solo sobre a produtividade da cana-de-
acucar, com respostas distintas para a camada aravel e para a camada
subsuperficial, sendo que muitos deles tém ratificado que a produtividade depende
dos atributos de subsuperficie (SOBRAL & GUIMARAES, 1992; LANDELL et al.,
2003).

Ainda néo ha referencial tedrico consolidado sobre a tolerancia de variedades
de cana-de-acgucar, sobretudo das RBs, a condi¢cdes adversas de acidez extrema e,
principalmente, a alta saturacdo por Al do solo. A identificagdo destas variedades
pode contribuir para sistemas sustentaveis de producgdo, jA& que a selecdo de
genatipos tolerantes a condicdes restritivas de fertilidade do solo, com énfase aos
atributos de subsuperficie limitantes a expansado do sistema radicular, pode
maximizar a eficiéncia de utilizagdo dos insumos e minimizar o risco imposto pela
combinacdo de diversas caracteristicas restritivas do ambiente que impedem a

maxima expressao genética das variedades.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANA-DE-ACUCAR

2.1.1 ORIGEM E CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Originalmente, a Saccharum officinarum era a principal espécie de cana-de-
acucar cultivada no Sudeste Asiatico. Porém, como o cultivo era muito sensivel aos
estresses ambientais, foram surgindo hibridos de cruzamentos interespecificos e de
cruzamentos entre espécies mais resistentes, adaptados as diversidades climaticas
(MATSUOKA et al., 1999), ocasionando o aprimoramento da classificacao

taxondémica da cana-de-acgucar, principalmente no nivel de espécies.

Diviséao: Embryophyta siphonogama

Subdivisdo: Angiospermae

Classe: Liliopsida
Ordem: Glumiflorae
Familia: Poaceae

Tribo: Andropogoneae
Subtribo: Sacchareae
Genéro: Saccharum

Espécies:  Saccharum barberi, Jeswiet
Saccharum edule, Hask
Saccharum officinarum, L.
Saccharum robustum, Jeswiet
Saccharum sinensis, (Roxb) Jeswiet

Saccharum spontaneum, L.

2.2 A CANA-DE-ACUCAR NO BRASIL

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acUcar (Saccharum spp.),
matéria-prima para a producéo de acucar e etanol. Estimativas da Unido da Industria
de Cana-de-Acucar (UNICA, 2010) mostraram que 0 pais exportou, com a safra
2008/2009, 20,7 milhdes de toneladas de acucar (U$ 6 milhdes) e 4,7 bilhdes de
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litros de etanol (U$ 2,2 bilhdes). Segundo o ultimo levantamento da Companhia
Nacional de Abastecimento, a produgdo brasileira de cana-de-agucar na safra
2009/2010 foi de 612,2 milhdes de toneladas (CONAB, 2010), permitindo ao Brasil
produzir 34,6 milhdes de toneladas de acucar e 25,8 bilhdes de litros de etanol.
Houve aumento de 7,1% na producdo e a produtividade média passou de 80,9 t/ha
para 81,3 t/ha, ou seja, um incremento de 0,4% quando comparada com a safra
2008/2009. Apesar da ampliacdo da area plantada, regibes importantes para a
canavicultura nacional, como o Norte/Nordeste, apresentaram queda na producéo (-
3,2%) e na produtividade média (-4,8%). Por outro lado, algumas regides
promissoras para a expansdo do cultivo da cana-de-agucar, sobretudo a Centro-
Oeste, apresentaram aumento de 12,7% na produtividade média e de 30,4% na
producdo. De acordo com avaliagdo quinzenal da safra 2010/2011 feita pelo
Departamento de Economia e Estatistica da Unido da Industria de Cana-de-acgUcar
(UNICA, 2010), a regiao Centro-Sul j& apresentou aumento de 52,2% na producéo

de cana-de-acucar, atingindo 26,2 milhdes de toneladas.

A demanda crescente dos mercados interno e externo (EUA, Japao e
Europa), principalmente por combustiveis renovaveis como o etanol, encontra
suporte no Brasil, que detém a tecnologia de producéo e areas agricolas disponiveis
para a expansdo da canavicultura, ja que apenas 1,5% das terras agricolas
brasileiras sdo ocupadas pela cana-de-acucar. A demanda mundial projetada de
etanol para o ano de 2010 € de aproximadamente 30 bilhdes de litros e esta
baseada nas previsdes de aumento do consumo interno de etanol combustivel e das
exportacdes brasileiras do produto, decorrente do interesse mundial pela mistura do
alcool a gasolina e da producéo brasileira de biodiesel utilizando-se o etanol anidro
na transesterificacdo de Oleos vegetais (UNICA, 2010). As projecdes para longo
prazo mostram que o Brasil produzira 829 milhdes de toneladas de cana-de-agucar
na safra 2015/2016, convertendo em 41,3 milhdes de toneladas de acucar e 46,9
bilhdes de litros de etanol. Para atender as previsdes, estima-se que o Brasil
ampliara a atual area plantada de 7,5 para 12,2 milhdes de hectares (TORQUATO,
2006).
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2.3 EXPANSAO DA FRONTEIRA AGRICOLA DA CANAVICULTURA

A crescente demanda dos derivados da cana-de-acucar esta exigindo com
que a cultura se expanda para novas areas. Esta expansdo devera ocorrer
principalmente nas regiées Centro-Sul e Centro-Oeste do pais, englobando o Oeste
do Estado de S&o Paulo, o Sudoeste de Minas Gerais e os Estados de Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Parana. Estas areas sao predominantemente
cobertas por pastagens e caracterizadas por um inverno seco, com periodos de

deficiéncia hidrica bastante pronunciada.

Os programas de melhoramento genético da cana-de-aclucar tém buscado
priorizar os processos de hibridacdo e de selecdo, na tentativa de obter cultivares
mais produtivas e adaptadas as regides de expansado, melhorando a compreensao
sobre as caracteristicas morfologicas e fisioldgicas que estariam associadas a

resposta ao estresse hidrico e nutricional.

As perspectivas mais promissoras de novos aumentos de produtividade estéao
baseadas na adequacdo das variedades de cana-de-agUcar ao zoneamento
climatico e, principalmente, aos diferentes tipos de solos. Um programa de
melhoramento genético da cana-de-acgUcar inicia-se com a obtencéo de populagcbes
com ampla variabilidade genética e com a selecdo dos individuos com potencial
produtivo superior. No entanto, 0 sucesso desta atividade pode ser comprometido
em razdo da insercdo desses individuos em ambientes incompativeis com o
potencial genético, desconsiderando o seu potencial edafoclimatico (MAULE et al.,
2001; SCARPARI & BEAUCLAIR, 2004; LANDELL et al., 2005).

2.4 FATORES INTERFERENTES NA PRODUTIVIDADE DA CANA- DE-ACUCAR

O desenvolvimento e a produtividade da cana-de-acUcar séo limitados por
fatores bioticos e abidticos, que incluem a variedade (LANDELL et al., 2005), o
manejo fitotécnico, como o espacamento (GALVANI et al., 1997), controle de plantas
infestantes (KUVA et al., 2003), pragas (DINARDO-MIRANDA et al., 2008) e
doencas (FERRO et al., 2007), correcdo e adubacao do solo (BITTENCOURT et al.,
1990; BENEDINi & KORNDOFER, 1992; MORELLI et al., 1992; DEMATTE, 2005;
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SALDANHA et al.,, 2007), nutricdo mineral da cultura (VITTI & MAZZA, 2002,
ROSSETTO et al., 2004) e, sobretudo, a interacdo entre estes fatores, ja que eles
tém efeito sobre as respostas fisioldgicas da cultura em relacdo ao metabolismo de
crescimento e desenvolvimento dos colmos, na formagdo da panicula floral, na
época de maturacao e, por fim, na produtividade.

O solo é um dos componentes mais importantes de um conjunto complexo de
fatores de producdo, que se destaca pelo seu importante papel de fornecer as
plantas suporte fisico, agua e nutrientes. E indiscutivel a importancia da
disponibilidade de 4gua e de nutrientes para as plantas, mas é necessario que haja
uma eficiente estrutura de captacdo destes recursos. Portanto, o conhecimento dos
fatores edaficos € importante para julgar o potencial de producéo agricola e para
alocar de maneira mais eficiente as variedades de cana-de-acucar nos ambientes
mais promissores (MAULE et al., 2001; LANDELL et al., 2003).

Diversos estudos tém demonstrado a influéncia dos atributos do solo sobre a
produtividade da cana-de-aglcar com respostas distintas para a camada aravel e
para a camada subsuperficial (SOBRAL & GUIMARAES, 1992; LANDELL et al.,
2003), e muitos deles tém ratificado que a produtividade depende dos atributos de
subsuperficie (LANDELL et al., 2003).

Impedimentos fisicos e quimicos do solo tém sido as causas mais frequentes
do reduzido crescimento radicular no subsolo (VASCONCELOS & GARCIA, 2005).
Dentre os atributos fisicos do solo, destacam-se a textura, a disponibilidade de agua,
a porosidade, a aeracdo e a resisténcia a penetracdo, que constituem de fatores
ligados diretamente ao crescimento radicular. Porém, os atributos quimicos sdo os
mais restritivos ao pleno desenvolvimento vegetal em solos das regifes tropicais e
subtropicais. Predominantemente, tratam-se de solos acidos, pertencentes, em sua
maioria, as Ordens dos LATOSSOLOS e dos ARGISSOLOS. Possuem severas
limitagGes em termos de fertilidade, com baixa reserva de nutrientes, principalmente,
Ca e P, baixas saturacao por bases (V%) e capacidade de troca de cations (CTC) e
alta saturacdo por aluminio (m%) (SOBRAL et al.,, 1992; ABREU et al., 2003;
LANDELL et al., 2003).
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2.5 SISTEMA RADICULAR DA CANA-DE-AGUCAR

A cana-de-agucar possui um sistema radicular diferente do das culturas
anuais, o que permite a exploragao das camadas mais profundas do solo. Trata-se
de uma cultura semi-perene com ciclo de 5 a 7 anos, cujo desenvolvimento radicular
em maior profundidade é fundamental para o acréscimo de produtividade em solos
de baixa fertilidade e de baixa retengdo de umidade (EVANS, 1964; BALL-COELHO,
1992; DEMATTE, 2005).

As raizes da cana-de-agucar desenvolvem-se logo em seguida ao plantio, a
partir das reservas do tolete (Figura 1). No inicio do desenvolvimento radicular, sao
formadas as raizes de fixagdo que suprirdo os rebentos que brotardo das gemas
(ALVAREZ et al., 2000). As raizes do tolete tém elongacso inicial de poucos mm d,
podendo alcangar 20 mm d”' em poucos dias apds a germinacdo, sob condigdes
favoraveis. Raizes dos brotos crescem mais rapidamente, com taxas maximas de
elongacdo de 80 mm d™', mas em curtos periodos. As taxas de crescimento médio
para raizes dos brotos apds 10 dias sdo de 40 mm d”', em solos arenosos, e de 28
mm d™ em solos argilosos (SMITH et al., 1998). A taxa média de penetraczo, isto &,
a taxa de crescimento descendente do sistema radicular pode chegar a 20-30 mmd”’
(EVANS, 1964; SMITH et al., 2005) (Figura 1).

Broto
secundario

Raizes dos
brotos =<

_ Raizesde
aprofundamento

Profundidade do solo (m)

‘ S

.|

I 1 i L
2.0 1.5 1.0 05 0 0.5 1.0 1.5 3.0

1%

" Raizes dos Distancia a partir do centro da touceira (m)

{ { toletes

Figura 1. A - Sistema radicular de uma planta jovem de cana-de-agucar, mostrando raizes
crescendo a partir dos toletes e raizes emergindo da base dos brotos novos; B - Sistema
radicular de uma touceira de cana-de-agucar bem estabelecida, indicando trés tipos de
raizes funcionais, as superficiais, as de sustentacdo e as de aprofundamento, e a
profundidade de penetracao e distribuicdo no solo (adaptado de Smith et al., 1999).
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A dificuldade de expanséo do volume radicular incide diretamente no menor
volume de solo explorado pelo sistema radicular e na menor produtividade. Kofler
(1986) comparou a profundidade do sistema radicular de diversas culturas no Brasil
e em outros paises e observou que, no Brasil, a profundidade do sistema radicular
da cana-de-agucar atinge 60 cm, contra 160-200 cm em outros paises.

O desenvolvimento do sistema radicular tem influéncia direta sobre alguns
fatores determinantes para a produtividade final, tais como: resisténcia a seca,
eficiéncia na absorcdo dos nutrientes do solo, tolerancia ao ataque de pragas do
solo, capacidade de germinacgéo e/ou brotagéo, porte, tolerancia a movimentacao de
maquinas, etc. (KOFFLER, 1986; PEARSON, 1996; VASCONCELOS et al., 2003;
COSTA et al.,, 2007). Aspectos de longevidade da planta também dependem do
sistema radicular. Alteracdes estruturais nas raizes em resposta a seca sao
permanentes e o restabelecimento do crescimento apos a rehidratacdo envolve,
usualmente, a formacgéo de novas raizes laterais. Além disso, o sistema radicular de
cana-de-acucar € essencial para a regeneracdo das soqueiras apods a colheita
(SAMPAIO et al., 1987; ALVAREZ et al., 2000).

O tamanho e a distribuicdo do sistema radicular € fortemente afetado pela
distribuicdo e disponibilidade de agua (KOFFLER, 1986) e de nutrientes (SAMPAIO
et al., 1987) no solo, causando diferengas na capacidade das culturas em explorar
recursos do solo em camadas mais profundas (EVANS, 1964; SMITH et al., 2005).
Todos os fatores que favorecem a expansdo do sistema radicular sdo importantes
para aumentar a produtividade da cana-de-agucar, jA que seu carater semi-perene
permite e exige que a planta explore maior volume de solo em maiores

profundidades.

2.6 EFEITO DO ALUMINIO (Al) SOBRE O DESENVOLVIMENTO VEGETAL

O aluminio (Al), considerado como principal fator de toxicidade em solos
acidos, € o metal mais abundante e o terceiro elemento mais comum na crosta
terrestre. Suas espécies ibnicas possuem efeito tdxico para a grande maioria dos
vegetais, em concentra¢gdes da ordem de micromolar na solugéo do solo (FOY et al,
1978).

Em solugdes &cidas (pH < 5), o Al predomina na forma de seu fon livre (A"

hexahidratado Al(H20)e3", espécie quimica trivalente mais toxica as plantas
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(HOWELER, 1991). Quando o pH se eleva, a espécie Al(H20)s 3" sofre sucessivas
desprotonacdes para formar Al(OH)2" e Al(OH)2" (KOCHIAN, 1995). Condi¢cdes com
pH de solo acima de 5,5 favorecem a precipitacao do Al na sua forma relativamente
insoltvel de AI(OH)s (gibsita). No interior da célula vegetal, principalmente para o pH
comumente estabelecido no citoplasma (~pH 7,4), o ion aluminato, Al(OH)4™, é a
espécie dominante (KOCHIAN, 1995).

Em solos das regides tropicais e subtropicais Umidas, a alta acidez e os altos
que restringem a producao agricola (ABREU Jr. et al., 2003). Cerca de 70% das
areas cultivadas com cana-de-acicar no Brasil estdo sobre solos acidos
(SALDANHA et al., 2007).

Em seu estudo, Abreu Jr. et al. (2003) mostraram que 75% dos valores de pH
da camada superficial de solos de 26 regides brasileiras estiveram entre 3,78 e 5,52
e que o AI** foi o cation trocavel predominante em mais de 30% dos solos com pH
inferior a 5,6. Para valores de pH menores que 5,6, a dissolucdo das formas soélidas
do Al tende a aumentar, ocorrendo liberacdo de formas ibnicas na solucao do solo
(RITCHIE, 1994). Sendo assim, a medida que os solos se acidificam, a
concentracdo de Al na solugdo do solo aumenta, ocupando as posi¢cdes de troca
catidnica.

De todos os atributos quimicos, a toxidez por Al é considerada a barreira
quimica que mais limita o aprofundamento do sistema radicular. A influéncia da
toxidez por Al sobre o desenvolvimento do sistema radicular e na interferéncia da
absorcdo de nutrientes tem sido apresentada como uma das principais causas da
baixa produtividade de muitos solos (SOBRAL & GUIMARAES, 1992; ABREU Jr. et
al., 2003). Em um LATOSSOLO VERMELHO Alico, isto é, com saturacdo por Al
maior do que 50% (m%>50), Alvarez et al. (2000) encontraram 90% da biomassa
radicular da cana-de-agucar nos primeiros 30 cm, aos 10,6 meses do plantio.

Sob condi¢cdes de elevada toxidez por Al, as raizes tém suas funcdes
bioquimicas e crescimento prejudicados, em decorréncia do processo celular por
ligacdo do Al com acidos nucléicos, além das alteracbes na deposicdo de
polissacarideos na parede celular, o que dificulta a absor¢do de nutrientes. H&
inibicdo de crescimento das raizes, que tornam-se curtas, grossas, com coloracao
castanha e limitada formacéo de pélos radiculares. Dentre os efeitos e bioquimicos
destacam-se o0 aumento na viscosidade do protoplasma das células das raizes com

consequente decréscimo da permeabilidade a 4gua, sais e corantes, a reducdo na
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habilidade de uso de sacarose para a formacdo de polissacarideos nas paredes
celulares, a inibicdo de desidrogenase isocitrica e de enzimas méalicas, a reducdo na
fosforilase de acucares, na respiracdo e na sintese de DNA, o déficit nutricional
(fésforo, potéassio, calcio, magnésio e molibdénio), uma vez que ele interfere no
processo de absorcdo, translocagdo, transporte e utilizacdo de nutrientes,
principalmente Ca e P, além de aumentar a predisposicdo da planta injuriada a
infeccdes por fungos (KOCHIAN, 1995).

Duas maneiras sao propostas para contornar o problema de excesso de Al no
solo. A primeira € explorar a tolerancia de espécies e de variedades as condi¢des de
acidez do solo (FOY,1997; DELHAIZE & RYAN, 1995; BRACCINI et al., 2000ab;
SILVA et al., 2002) e a segunda é promover a neutralizacdo das condi¢cdes acidas
(QUAGGIO, 2000).

A incorporacdo superficial do calcdrio é pratica comum empregada na
agricultura tropical como forma de elevar o pH do solo e de promover a detoxificacdo
do Al, mediante a sua precipitacdo quimica na forma de hidroxido. Porém, existe a
dificuldade da neutralizacdo da acidez subsuperficial, atribuida a lenta solubilidade
do calcéario. Com isso, € muito freqiente o confinamento do sistema radicular no
horizonte superficial, 0 que traz consequéncias restritivas para o crescimento da
parte aérea, assim como para o pleno crescimento e desenvolvimento da planta.
Essa limitacdo adquire maior relevancia durante periodos de deficiéncia hidrica,
quando a aquisi¢cdo de agua e de nutrientes das camadas mais profundas pode ser
decisiva para a sobrevivéncia das plantas (FIDALSKI & TORMENA, 2005).

Ainda que existam praticas alternativas, como a incorporacdo profunda do
calcario, ou 0 uso de sais mais solGveis, como 0 gesso agricola, tais op¢des sofrem
restricbes de ordem técnica ou econbémica, que podem inviabilizar sua utilizacdo. Em
vista dessa situacao, a busca de variedades produtivas e tolerantes a toxidez por Al
surge como alternativa importante dentro das estratégias de manejo dos solos
acidos.

Ha dificuldade para a definicdo de um valor critico para o Al do solo que
provoca toxidez as plantas, pois ndo existe consisténcia entre os diferentes
resultados experimentais, em razdo das diferencas genéticas entre as espécies
testadas, os solos e as condi¢gbes experimentais (QUAGGIO, 2000). No entanto, ha
certa unanimidade em admitir que a cana-de-agUcar nao é tdo sensivel a acidez do

solo quando comparada com outras espécies vegetais (MARINHO & ARAUJO
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FILHO, 1983; VIANA et al., 1983; SOBRAL & GUIMARAES, 1992), mas ha relatos
de grande variacao entre os cultivares com respeito a capacidade de expansao e
aprofundamento do sistema radicular (Figura 2), principalmente em resposta ao
estresse causado pelo Al, assim como diferencas entre os padrbes de
desenvolvimento radicular de cana-planta e cana-soca (SMITH et al.,, 2005;
VASCONCELOS & GARCIA, 2005).

IAC 87-3396 RB 72454

Profundidade Profundidade
aoem _ 59.9% 2o em - so.z%

40-60 cm . 8.8% 40-60 m l 10.5%
60-80cm . 9,9% 60-80 cm . 11,6%
SP 80-1842 RB 8755536
Profundidade Profundidade

20-40 cm - 26,9% 20-40 cm - 19.3%

40-60 cm - 20,9% 40-60 cm 73%
l 10,3% 60-80 cm . 8,4%

Figura 2. Distribuicdo do sistema radicular de algumas variedades de cana-de-
acucar aos 16,5 meses de idade, no ciclo de cana-planta, em um LATOSSOLO
VERMELHO com caréter alico (Vasconcelos & Garcia, 2005).

60-80 cm

Baixas concentracfes de Al na solucao do solo sao toxicas para a maioria das
espécies vegetais, primariamente por lesar o funcionamento normal das raizes,
inibindo drasticamente seu crescimento e bloqueando os mecanismos de aquisicao
e de transporte de 4gua e de nutrientes. A area mais afetada pela toxidez pelo Al
sdo as extremidades das raizes, ocorrendo auséncia de ramificacGes finais e

diminuicdo da area superficial do sistema radicular (Figura 3).
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Figura 3. Aspectos morfolégicos de raizes de plantulas de trigo afetadas pelo
aluminio do solo: (A) efeito do Al no crescimento das raizes; (B) microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) do é&pice radicular de variedades tolerante (B) e
sensivel (direita) ao aluminio do solo (C) (Delhaize & Ryan, 1995).

Ha a répida inibicdo do processo de elongacao radicular (cerca de 1-2 h apos
0 contato com o Al toxico), em razdo da paralisacdo da divisdo celular (WRIGHT,
1989; DELHAIZE & RYAN, 1995; KOCHIAN, 1995).

A exposicdo continua ao Al conduz a alteracbes morfolégicas, como o
engrossamento e encurtamento das raizes, com aspecto quebradico (DELHAIZE &
RYAN, 1995), o desenvolvimento de cor castanha na regido apical e alteracdes na
arquitetura do sistema radicular, reprimindo o crescimento das laterais e conduzindo
a formacdo de sistemas radiculares com menor area e volume (Figura 4)
(ROSSIELLO & JACOB NETO, 2006).

Figura 4. (A) Reducdo no sistema radicular da cana-de-acUcar causada pela
presenca de Al associada a deficiéncia de Ca; (B) espessamento do apice radicular
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das raizes de cana-de-acucar sob condicbes de estresse por aluminio do solo
(ANDERSON & BOWEN, 1990).

N&o existe consenso entre 0s pesquisadores na proposi¢cao de condi¢cdes e
de critérios experimentais para avaliar a sensibilidade de espécies ou variedades a
toxidez por Al. Braccini et al. (2000ab) propuseram combina¢des de duas variaveis
ou mais, especialmente aquelas envolvendo parte aérea e raizes, como 0s critérios
que apresentam resultados mais consistentes.

Entretanto, Rossiello & Jacob Neto (2006) relataram que a grande maioria das
culturas anuais de interesse econdmico nao possui habilidade de acumulo de Al na
parte aérea e, portanto, € improvavel que atributos como peso ou area foliar, nimero
de ramos, perfilhos ou altura, sejam afetados diretamente pela presenca do Al nos
tecidos. Logo, os melhores indicadores da variabilidade genotipica para a tolerancia
ao Al toxico sdo aqueles ligados as raizes (FERREIRA et al., 2006). Na
caracterizacdo de genotipos tolerantes a Al, existem procedimentos que podem ser
classificados em 5 categorias: (a) avaliacdes, em solucdo nutritiva, do crescimento
da parte aérea e do sistema radicular, na presenca e na auséncia de Al (CAMBRAIA
et al., 1991); (b) cultivo em solo com diferentes saturacdes por Al em casa-de-
vegetacdo (DAL BO et al., 1986ab); (c) testes de coloragdo que avaliam o acimulo
de Al na extremidade das raizes, como a hematoxilina, pirocatecol, nitrato de prata,
papel-solucdo (BRACCINI et al., 2000ab), aluminon (MATSUMOTO & MORIMURA,
1980) e morin (ETICHA et al.,, 2005); (d) cultura de tecidos; (e) medida da
capacidade de troca de cations das raizes (CROOKE, 1964; ABU-ZEID, 1975;
1979).

Muitos estudos avaliaram a sensibilidade de cultivares, linhagens e hibridos
de gramineas cultivadas (BRENES & PEARSON, 1973) ao Al no solo ou em
solucéo, principalmente milho (Zea mays L.) (FURLANI et al., 1986; PINTRO et al.,
1995), arroz (Oryza sativa L.) (VASCONCELOS et al.,2002; KIKUI et al., 2005) e
trigo (Triticum aestivum L.) (CAMARGO et al.,, 1987; CARVER & OWNBY, 1995;
SOUZA, 1998; VOSS et al., 2006). MASCARENHAS et al. (1984), MENOSSO et al.
(2000) e SILVA et al. (2005) avaliaram a tolerancia de plantas de soja [Glycine max
(L.) Merr.], enquanto Braccini et al. (2000ab) e Mattielo et al. (2008) estudaram
plantas de café (Coffea arabica e Coffea canephora) sob estresse por Al. Outros

estudos apresentaram avaliagbes comparativas entre cana-de-acucar, feijdo, soja e
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milho (HETHERINGTON et al., 1988) e entre arroz, feijao e milho (GAMA & KIEHL,
1999). Dentre os poucos trabalhos que estudaram a tolerancia da cultura da cana-
de-acucar ao Al estdo os de Hetherington et al. (1988) e de Sobral & Guimaraes
(1992).

2.7 MECANISMOS BIOQUIMICOS DE TOLERANCIA AO ALUMINI O

Nem todas as espécies respondem igualmente ao estresse por Al, em razao
de haver tolerancia diferencial ao elemento entre espécies e cultivares (CANCADO,
LOPES & PAIVA, 1999). De acordo com Taylor (1988), a tolerancia das plantas ao
Al é dividida em dois grupos principais:

a) tolerancia em decorréncia de mecanismos de exclusdo, em que o Al é
impedido de alcangar seus sitios de toxicidade e, assim, conferir seu efeito fitotoxico;

b) tolerancia decorrente de mecanismos internos, em que o Al consegue
penetrar no interior da célula, mas tem sua acado fitotoxica neutralizada por
compartimentalizacdo em nivel subcelular, principalmente no vacuolo.

A tolerancia esta relacionada a capacidade de continuidade da divisdo e
elongacdo celular sob condi¢cdes de estresse, a modificacdo do ambiente radicular
reduzindo a concentracdo de Al disponivel e a possibilidade de manter areas
meristematicas viaveis para formacao de novos tecidos (FOY et al, 1978).

Para Rengel (1996), a baixa capacidade de troca catidnica (CTC) da parede
celular da raiz tem sido considerada como um mecanismo externo de tolerancia ao
Al, sugerindo que plantas com menor CTC apresentariam uma menor capacidade de
absorver este ion toxico para o interior da célula. Entretanto, Blamey et al. (1992)
estudaram a tolerancia de mono e dicotiledbneas e concluiram que ndo ha
associacao entre as espécies de maior tolerancia ao Al e a baixa CTC radicular, ndo
sendo a CTC radicular um bom parametro para a tolerancia ao aluminio.

A membrana plasmatica poderia atuar como uma barreira a absorcédo do Al,
uma vez que alteragbes na composicdo de fosfolipideos podem promover a
modificacdo de suas propriedades elétricas. Isso dificulta a interacdo do Al com a
membrana plasmética (YERMIYAHU et al., 1997) e a producdo de proteinas
genotipo-especificas de transporte do Al através da membrana, decorrente da
supresséo da expressao de genes que as codificam, resultando no menor fluxo de Al

para o interior da célula em gendtipos tolerantes (ZHANG et al., 1995).
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A inducdo de uma barreira de pH na interface solo-raiz também seria uma
forma de exclusdo do Al (TAYLOR, 1998). O aumento do pH na regiao da rizosfera
proporciona a precipitacdo deste elemento, impossibilitando sua absorcao
(CANCADO et al., 1998).

Outras barreiras que o Al pode enfrentar para atingir as regides sensiveis do
meristema radicular sdo a mucilagem (ARCHAMBAULT et al., 1996) e a deposicao
de calose (ZHANG et al., 1995),substancias formadas por polissacarideos e que
revestem a superficie radicular, protegendo as regides de crescimento da raiz,
retendo o Al presente no apoplasto.

Cancado et al. (1999) destacaram a importancia da inativagdo do Al pela
exsudacdo de moléculas quelantes que complexam este ion metalico. Tais
quelantes séo liberados no apoplasto e/ou na rizosfera, impedindo que o Al alcance
seus sitios de toxidez. Uma vez complexado com a molécula exsudada pela raiz o Al
perde seu efeito fitotoxico. Acidos organicos sdo uma importante classe destes
quelantes. Segundo Suhayda & Haug (1986) e Delhaize et al. (1993), os gendtipos
tolerantes ao Al secretam altos niveis de acidos organicos.

Basu et al. (1994), citados por Cancado et al. (1999), observaram que 0
acumulo de polipeptidios em solugcdo contendo Al, na qual cresciam plantulas de
trigo, elevava-se com o tempo, até 120 horas, restando pouco Al apés esse periodo.
Esse padrdo de exsudacéo néo foi afetado a 100 pmol™ de Al nos cultivares de trigo
tolerantes. Segundo os autores, polipeptidios exsudados pela raiz podem
complementar possiveis polipeptidios citossélicos que se ligam ao Al, por quelatizar
o Al soliavel nas proximidades da raiz, limitando sua entrada no interior do
simplasma e permitindo, dessa forma, o crescimento da planta em solos com Al
toxico.

Com relagcdo aos mecanismos de tolerancia interna, além da existéncia de
polipeptideos que atuariam no citossol, como moléculas quelantes, complexando o
Al presente no interior da célula, acredita-se também na existéncia de enzimas que
nao teriam sua atividade prejudicada na presenca do Al, bem como a eliminacdo do
Al do ambiente celular por compartimentalizacdo no vacuolo ou em outra estrutura
similar (TAYLOR, 1988).

Genotipos tolerantes de muitas espécies cultivadas possuem a capacidade de
reconhecer a presenca do Al no ambiente de cultivo e estimular a exudacao destes

compostos pelas células do tecido apical da rizosfera, formando ligantes com o Al
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impedindo sua entrada na raiz, e auxiliando na fitodisponibilizacdo de nutrientes que
sdo complexados pelo ion toxico, como o P (KLIMASHEVSKII & CHERNYSHEVA,
1980; LEE & FOY, 1986; MIYASAKA et al., 1991).

N&o ha evidéncias que suportem o conceito de que um uUnico gene de efeito
maior controle a tolerancia ao Al, sendo provavel um sistema mais complexo que
garante a heranca genética. Em geral, para a maioria das espécies vegetais, a
tolerancia ao Al é tida como caracteristica dominante, poligénica e que pode ser
controlada por um ou mais genes de acao maior, além de varios genes
modificadores (KOCHIAN, 1995).

3. OBJETIVOS DO TRABALHO

O objetivo geral do trabalho foi estudar a sensibilidade das variedades
RB855156, SP81-3250 e RB935744 de cana-de-acucar ao aluminio em solucéo.

Os obijetivos especificos foram:

a) avaliar o desenvolvimento radicular das variedades de cana-de-agucar em
solucéo nutritiva com diferentes condicdes de estresse por Al,

b) examinar alteracdes morfolégicas nas raizes da cana-de-acucar através
de microscopia optica;

c) verificar a penetracdo do Al no tecido radicular com o0 uso de corantes
complexantes de Al,

d) testar a eficiéncia dos corantes hematoxilina e violeta de pirocatecol como
indicadores da presenca de Al no tecido radicular;

e) elaborar uma escala numérica para a tolerancia das variedades de cana-

de-agUcar ao estresse por Al.

4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em condi¢cdes de laboratério, no Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA), campus de Araras-SP da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar) no periodo de junho de 2010 a junho de 2011.

Foram utilizadas 3 variedades de cana-de-acucar, sendo uma de ciclo
precoce (RB855156), uma de ciclo médio (SP81-3250) e uma de ciclo tardio
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(RB935744). O material biolégico, na forma de mini-toletes com gema unica
termicamente tratados, foi fornecido pelo Programa de Melhoramento Genético de
Cana-de-Acgucar (PMGCA) do CCA-UFSCar.

4.1 PRE-GERMINACAO DOS MINI-TOLETES DE CANA-DE-ACUCAR COM
GEMA UNICA

Testes de eficiéncia de pré-germinagédo com 40 mini-toletes foram realizados
em cartuchos de papel germiteste (figura 5) e em bandejas contendo vermiculita
média expandida (figura 6), acondicionados em camara de germinagdo a

temperatura de 30°C e fotoperiodo ininterrupto.

Figura 5. A) Pré-germinacdo de mini-toletes de cana-de-agucar em cartuchos de
papel germiteste; B) disposicdo dos cartuchos em bandejas com lamina de solugao
de CaCl, 0,001 mol L.

Figura 6. Pré-germinacdo dos mini-toletes de cana-de-agucar em bandejas
contendo vermiculita expandida média, umedecida na proporgéo vermiculita:agua de
1:0,8.

As bandejas contendo os cartuchos de germiteste eram mantidas com lamina

de soluczo de CaCl, 0,001 mol L™, reposta a cada 48 horas. Para a pré-germinacao
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em vermiculita, uma camada de 4-5 cm de material previamente umedecido (relagcéo
vermiculita:dgua 1:0,8) foi colocada em bandeja para o plantio dos mini-toletes, os
quais foram cobertos com uma fina camada de vermiculita. A umidade das bandejas
foi monitorada diariamente, havendo necessidade de reposi¢cao por borrifamento de
dgua a cada 48 horas. Antes de serem submetidos a pré-germinagcdo, as
extremidades dos mini-toletes foram seladas com parafina para evitar sua
deterioracdo durante o periodo de imersdo em solucéo nutritiva. ApoOs o periodo de
15 dias, procedeu-se a triagem de mini-toletes com uniformidade de
desenvolvimento radicular. Os testes apontaram a maior eficiéncia da vermiculita
que, por ter proporcionado maiores uniformidade e tamanho de raizes, foi adotada

como meio padréo de germinacdo neste estudo.

4.2 SOLUCAO NUTRITIVA E TEMPO DE CULTIVO DE MINI-TO LETES DE CANA-
DE-ACUCAR

A adequada nutricdo mineral dos mini-toletes de cana-de-acucar, antes de
serem submetidos ao estresse por Al, foi feita por uma adaptacdo da classica
solucdo de Hoagland & Arnon, preparada com fundamento nos teores foliares de

nutrientes considerados adequados para a cultura de cana-de-acglcar (Tabela 1).

Tabela 1. Teores foliares de macro e de micronutrientes considerados adequados
para a cultura da cana-de-acucar.

Nutriente | Teores foliares
Macronutrientes (g kg'')

N 18-25

P 1,5-3,0

K 10-16
Ca 2,0-8,0
Mg 1,0-3,0

S 1,5-3,0

Micronutrientes (mg kg-')

B 10-30
Cu 6-15
Fe 40-250
Mn 25-250
Mo 0,05-0,20
Zn 10-50

Fonte: Raij et al. (1996)
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A composicao e a concentracdo da solugéo nutritiva de macro (Tabela 2) e de
micronutrientes (Tabela 3) adequadas para a cultura da cana-de-acgucar foram
calculadas conforme o método pratico de Cometti et al. (2006). A solucao nutritiva foi
usada para garantir aos toletes e, principalmente, as suas raizes plenas condi¢bes
de fornecimento balanceado de nutrientes, de forma a evitar que o sistema radicular

apresentasse limitagbes que n&o fossem decorrentes do estresse pelo Al.

Tabela 2. Fontes e concentragcdes de macronutrientes utilizadas na composicédo da
solucéo nutritiva para cultivo de mini-toletes de cana-de-acucar.

Nutriente Sal/Fertilizante Concegt/ra]l%%%all-dotada
N Nitrato de calcio 407
K Nitrato de potassio 547
P Fosfato monoaménico (MAP) 181
Mg Sulfato de magnésio 150

Tabela 3. Fontes e concentracfes de micronutrientes utilizadas na composicéo da
solucéo nutritiva para cultivo de mini-toletes de cana-de-acucar.

Nutriente Sal/Fertilizante Concentragéo adotada mg L™
B Acido bérico 0,30
Cu Sulfato de cobre 0,15
Fe Fe-EDTA 2,40
Mn Sulfato de manganés 1,50
Mo Molibdato de sddio 0,03
Zn Sulfato de zinco 0,15

Os mini-toletes selecionados das bandejas (figura 7A) foram transferidos para
tanques de 25 L de solugéo nutritiva, identificados e fixados em placa de isopor para
imersdo do sistema radicular (figura 7B). O sistema foi mantido sob arejamento
continuo da solucéo, por borbulhamento de ar suprido por moto-compressor, e sob
iluminacao fluorescente artificial permanente de 5000 lux (figura 7C). Em seis dias,

as raizes alcancaram vigor, comprimento e uniformidade adequados para imersao
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em solucado nutritiva adicionada de concentracdes crescentes de Al, ocasido em que
tiveram seu comprimento inicial medido (figura 7D).

4.3 FAIXA DE CONCENTRAGCAO DE ALUMINIO EM SOLUGAO NU TRITIVA

Apés o periodo de 6 dias de imersdao em solucdo nutritiva, foram
selecionados, para cada variedade, 28 mini-toletes com uniformidade radicular, os
quais foram submetidos a 7 tratamentos com Al, com 4 réplicas cada (figura 8A). O
experimento de exposi¢ao do sistema radicular de mini-toletes de cana-de-aclcar a
condicdes de estresse por Al foi desenvolvido em recipientes de PVC rigido, de 10

cm de didmetro, 20 cm de altura e capacidade de 2,7 L (figura 8B).

iz R e

Figura 7: A) Mini-toletes de cana-de-acucar retirados da bandeja de vermiculita,
lavados e selecionados para imersao em solucdo nutritiva; B) mini-toletes com
sistema radicular imerso em solucdo nutritiva; C) sistema de arejamento e
iluminacao artificial;, D) afericdo do comprimento radicular inicial dos mini-toletes em
fase que antecede o contato com solucéo contendo Al.
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Os mini-toletes foram transferidos para o0s recipientes contendo solucdo
nutritiva e doses crescentes de Al, fornecido na forma de AICI;.6H,O nas
concentragdes de 0, 70, 130, 380, 800, 1400 e 2000 pmol L%, escolhidas conforme
Hetherington et al. (1988) para constituirem os tratamentos T1 (testemunha), T2, T3,
T4, T5, T6 e T7, respectivamente. O pH da solucéo nutritiva contendo Al foi ajustado
para 4,0 diariamente com HCI 0,05 mol L™ para garantir o predominio da espécie
livre trivalente de Al [Al(H20)6%"] (Rossiello & Jacob Neto, 2006). Nesta etapa, Fe foi
omitido da solugéo, para evitar a interferéncia e assegurar a atuagdo dos corantes
pela complexacao exclusiva do Al, e a concentracdo de P foi reduzida para 0,0025
mmol L™, para contornar problemas de precipitacdo com Al (Braccini et al., 2000ab).

Figura 8: A) Réplicas de mini-toletes de cana-de-agucar selecionadas para imersao
em recipientes contendo concentracdes crescentes de Al (0, 70, 130, 380, 800, 1400
e 2000 pmol LY. B) Mini-toletes imersos em recipientes de PVC rigido, contendo
concentracdes crescentes de Al (0, 70, 130, 380, 800, 1400 e 2000 pmol L™).

4.4 TEMPO DE EXPOSICAO DAS RAIZES AO ESTRESSE POR Al

Como nao ha indicacdo consolidada em referéncias bibliograficas sobre o
tempo necessario de imersado de raizes de cana-de-agucar em solu¢des contendo
Al, foram considerados os trabalhos de Vasconcelos et al. (2002), que identificaram
diferencas na tolerancia ao Al entre varias cultivares de arroz em apenas quatro
dias de exposicdo a uma solucéo contendo 80 mmol L™ de Al, e o de Braccini et al.
(2000ab), que avaliaram as raizes de plantulas de café ap6s um periodo de 80 dias
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em solucéo nutritiva, quando entéo foram submetidas a solucdo com Al durante 20
horas.

As raizes ficaram expostas a solucdo contendo Al por seis dias. Apos este
periodo, as plantulas tiveram suas raizes medidas e transferidas para bandejas que
continham agua destilada, para que os procedimentos de coloracdo pudessem ser

realizados.

45 AVALIACAO DAS ALTERACOES RADICULARES CAUSADAS P ELA
EXPOSICAO AO Al EM SOLUCAO

4.5.1 TESTE DE COLORACAO DAS RAIZES COM INDICADORES E ALOCACAO
DO Al NOS TECIDOS RADICULARES

O acumulo de aluminio nos épices das raizes foi avaliado pela coloracdo com
dois corantes complexadores de Al:

(a) hematoxilina: corante que produz coloracdo violeta quando complexado
com o Al (figura 10). Foi pioneiramente usado por Polle et al. (1978), teve o emprego
bem-sucedido por Braccini et al. (2000ab) e é recomendado por Rossiello & Jacob-
Neto (2006) para gramineas. A solugdo foi preparada pela dissolugdo de 1 g de
hematoxilina, 0,1 g de NalOs e uma gota de NaOH 0,1 mol L™ em um litro de agua
destilada.

(b) violeta de pirocatecol (Jacob-Neto, 1993): corante que produz coloracao
azul quando um complexo quelatado € formado com Al (figura 11). A solucdo
estoque de violeta de pirocatecol foi preparada com a concentracdo de 1,1 mM L™,
com posterior diluicdo de 1mL em 24 mL de agua destilada.

ApOs o periodo de exposicdo ao Al, as plantulas foram transferidas para
bandejas que continham agua destilada e mantidas sob arejamento constante, por
30 min. Em seguida, as raizes foram separadas dos toletes, submetidas a solucéo
de hematoxilina e de violeta de pirocatecol, por 5 e 10 minutos, respectivamente, em
placas de Petri e com quantidade suficiente para cobrir as raizes (figuras 9 e 10).
Apébs o periodo de atuacdo do corante, as raizes foram lavadas em agua corrente
por cerca de um minuto e, novamente, mantidas em agua destilada por 40 minutos
para remocao do excesso de corante.

ApOs o periodo de coloracéo, as raizes foram submetidas a cortes de 1,5 cm,

a fim de avaliar o apice radicular por meio da escala de coloracdo (Figura 11)
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elaborada por Braccini et al (2000a) para raizes de plantulas de cafeeiro e que foi,

neste estudo, adaptada para cana-de-agucar, conforme a intensidade e localizagao
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Figura 9. A) Placas de Petri contendo solugdo do corante hematoxilina; B) Raizes
da variedade RB935744 submetidas a hematoxilina apds estresse por Al.

Figura 10. A) Placas de Petri contendo solugao do corante violeta de pirocatecol; B)
Raizes da variedade RB935744 submetidas ao violeta de pirocatecol apds estresse
por Al.

da regido colorida.

Classe
1 2 3 4 5 6
U U ' ' i
D Sem coloracao . Levemente colorido . Coloragao intensa

Figura 11. Escala de avaliagdo do acumulo de aluminio em raizes de plantas de
cafeeiro por meio do teste de coloragao pela hematoxilina (extraido de Braccini et
al., 2000a).
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Segundo Braccini et al. (2000a), as classes 3 e 4 sdo zonas de exclusdo em
razdo dos genotipos mais tolerantes acumularem Al na regido basal dos apices
radiculares , enquanto os genotipos sensiveis apresentam acumulo de Al na regiao
meristematica dos apices radiculares; regido responsavel pelo crescimento e

diferenciacao do tecido.

45.2. ESTIMATIVAS DAS TAXAS DE ALONGAMENTO RADICUL AR
(ROSSIELLO & JACOB-NETO, 2006)

Medidas biométricas dos comprimentos radiculares de todos os mini-toletes
foram registradas de forma a obter dois grupos de medidas do comprimento inicial
(Ci):

a) Ci (Alp): comprimento inicial (mm) da raiz seminal, antes da exposicdo a
solugao teste sem Al,

b) Ci (Aly): comprimento inicial (mm) da raiz seminal, antes da exposicdo a
solucéo teste na dose “x” de Al.

Apbs o periodo de 6 dias de exposicdo ao estresse por Al, os mini-toletes
foram transferidos para solugéo nutritiva livre de Al, e o seu comprimento radicular

foi medido novamente, obtendo-se:

a) Cf (Alp): comprimento final (mm) da raiz seminal, ap0s a exposicao a solucao
teste sem Al;

b) Cf (Al): comprimento final (mm) da raiz seminal, ap0s a exposi¢do a solucao
teste na dose “x” de Al
Com as medidas iniciais e finais de comprimento radicular, foram calculadas

as taxas de alongamento (TA):

Cf,, —Ci Cf, —Ci
TA, = Ny A TA, = AL AL
’ Tf-TO0 : Tf-TO

em que a TA é a taxa de alongamento expressa em cm dia™; Ti-T, representa o
intervalo de tempo desde o inicio dos tratamentos com Al. Os valores de Ciajo, Ciai,

Cfan € Cfa, foram constituidos pela média do comprimento das trés maiores
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radicelas, na ocasido de cada medida. Os valores absolutos das taxas de alongacao

dos controles foram comparados diretamente com os do tratamento.

4.6 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Devido as condi¢des controladas em laboratorio, o experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, com esquema fatorial 7x3 (7
concentracbes de Al em solucdo e 3 variedades de cana-de-aglcar), com quatro
réplicas. A tolerdncia das variedades da cana-de-agucar ao Al em solugdo foram
avaliadas pelos seguintes critérios:

a) resultados da taxa de alongamento radicular foram submetidos a analise de
variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de significancia, para a identificacdo de diferencgas significativas
entre os tratamentos e variedades. Como ndo houve significancia estatistica
na interacdo concentracdo de Al x variedades, os graus de liberdade dos
tratamentos ndo foram desdobrados para o estudo dos efeitos principais dos
fatores e os efeitos das interagbes entre fatores.

b) parametros morfolégicos do Al nos tecidos radiculares, indicados pela
coloracgdo, foram explorados na forma de imagens por registro fotografico das
observacbes ao microscopio optico e comparados por meio de escala de
acumulo de Al sugerida por Braccini et al. (2000a), adaptada para cana-de-

acucar.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, o exame dos apices radiculares revelou a aparéncia
engrossada e escurecida (amarronzada), além de outras injurias tipicas, tais como o
aspecto retorcido, deformado e quebradico, também observado por Lagos et al.
(1991) e por Dornelles et al. (1996) em seus estudos sobre os efeitos do Al em

raizes vegetais.
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5.1 TESTE DE COLORACAO DAS RAIZES COM CORANTES INDI CADORES

Os apices radiculares (1,5 cm) das variedades de cana-de-acucar foram
submetidos aos corantes hematoxilina e violeta de pirocatecol, apds crescimento em
solucdo com 0, 70, 130, 380, 800, 1400 e 2000 puM de Al L™, a pH 4,0, por 6 dias, e
foram avaliados por meio da escala de coloracdo extraida de Braccini et al. (2000a)
(figura 11). Rossiello & Jacob Neto (2006) citaram os corantes violeta de pirocatecol
(VPC) e a hematoxilina como os métodos mais eficientes e baratos de localizar o Al

no apoplasma de raizes crescidas em meio hidropénico.

5.1.1. METODO DO CORANTE HEMATOXILINA

O principio desse método de avaliacdo baseia-se na oxidagdo da
hematoxilina para hemateina (por NalOsz, ou outros agentes oxidantes), que, em
presenca de ions metéalicos (Cr, Fe ou Al), tem a propriedade de corar acidos
nucléicos (GILL et al., 1974). A coloracdo das radiculas serd mais intensa nos
genotipos susceptiveis, pois maior quantidade de Al estara no interior das células
(MARTINES, 1977).

O uso do corante hematoxilina na coloracdo dos apices radiculares das
variedades de cana-de-acgucar possibilitou diferenciar a influéncia de doses
crescentes de Al em solugéo, tanto por meio da observagdo dos danos as raizes,
quanto pela indicacdo da penetracdo do Al no tecido radicular, representada pelo
aumento da intensidade de coloracdo que acompanhou 0 aumento da concentracéo
de Al em solugdo. Como esperado, as raizes submetidas as maiores concentragoes
de Al receberam as maiores notas, j& que a coloracdo das raizes tornou-se mais
intensa nas plantulas crescidas nas doses de 800, 14000 e 2000 pM.L™, nas trés
variedades estudadas (figuras 12, 13 e 14). As notas, dentro da escala humérica que
representou a intensidade de coloragdo e a localizagdo do Al no apice radicular,
foram semelhantes para as trés variedades estudadas. No entanto, o aspecto do
apice radicular da variedade RB855156, quando submetido a concentracdo de 800
umol L™ de Al, pode receber a nota 4, o que apontou para a maior tolerancia desta
variedade quando comparada a RB935744 e a SP81-3250, que apresentaram
mecanismos de exclusdo de Al (notas 3 ou 4) até a concentracdo de 380 umol L™ de

Al e foram, por este critério, as variedades mais sensiveis ao Al em solucéo.
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Figura 12. Apices radiculares de mini-toletes da variedade RB855156 de cana-de-
agucar, submetidos a concentra¢cdes crescentes de Al em solugdo e ao corante
indicador hematoxilina, e sua representacéo na escala de avaliagdo do acumulo de

Al proposta por Braccini et al. (2000a).
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Figura 13. Apices radiculares de mini-toletes da variedade SP81-3250 de cana-de-
agucar, submetidos a concentragcdes crescentes de Al em solugdo e ao corante
indicador hematoxilina, e sua representacéo na escala de avaliagdo do acumulo de
Al proposta por Braccini et al. (2000a).
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Figura 14. Apices radiculares de mini-toletes da variedade RB935744 de cana-de-
agucar, submetidos a concentra¢cdes crescentes de Al em solugdo e ao corante
indicador hematoxilina, e sua representacéo na escala de avaliagdo do acumulo de
Al proposta por Braccini et al. (2000a).

Uma correlagdo direta entre a tolerancia ao Al*® e a coloracéo das raizes com
hematoxilina férrica foi relatada em diversos trabalhos da literatura (Polle et al.,
1978; Delhaize et al., 1993; Wagatsuma et al., 1995).

5.1.2. METODO DO CORANTE VIOLETA DE PIROCATECOL (VPC)

O método colorimétrico do violeta de pirocatecol forma compostos com muitos
metais e os mais estaveis destes complexos sao formados no intervalo de pH 2,0 a
6,0. O violeta de pirocatecol € um agente quelante para alguns metais e, no caso do
Al, forma-se um complexo muito soluvel em agua, o que pode ter sido a razédo de
sua ineficacia para indicar a presenca do Al nos tecidos radiculares de mini-toletes

das variedades de cana-de-acgucar utilizadas neste estudo (figuras 15, 16 e 17).
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Figura 15. Apices radiculares de mini-toletes da variedade RB855156 de cana-de-
agucar, submetidos a concentra¢cdes crescentes de Al em solugdo e ao corante
indicador violeta de pirocatecol, e sua representacdo na escala de avaliagcdo do
acumulo de Al proposta por Braccini et al. (2000a).
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Figura 16. Apices radiculares de mini-toletes da variedade SP81-3250 de cana-de-
acgucar, submetidos a concentragcdes crescentes de Al em solugdo e ao corante
indicador violeta de pirocatecol, e sua representacédo na escala de avaliagdo do
acumulo de Al proposta por Braccini et al. (2000a)
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Figura 17. Apices radiculares de mini-toletes da variedade RB935744 de cana-de-
agucar, submetidos a concentragcdes crescentes de Al em solugcdo e ao corante
indicador violeta de pirocatecol, e sua representacédo na escala de avaliagcdo do
acumulo de Al proposta por Braccini et al. (2000a).

As notas dentro da escala numérica que representou a intensidade de
coloracéo e a localizacao do Al no apice radicular foram pouco consistentes quando
comparadas aquelas obtidas para o corante hematoxilina e nao permitiram
resultados conclusivos. As maiores concentragdes de Al em solugdo geraram
coloragcéo compativel com notas 3 e 4 que, segundo Braccini et al. (2000a), indicam
mecanismos de exclusdo de Al. As notas foram semelhantes para as duas
variedades RB, as quais foram interpretadas como mecanismos de exclusdo de Al,
pelo fato de, em alguns tratamentos, existirem partes das raizes com auséncia de
coloracdo. Entretando, o violeta de pirocatecol n&o resultou em coloragéo das raizes
da variedade SP, cujos apices radiculares receberam nota 1 para toda a faixa de
concentracédo de Al estudada. Uma hipotese para explicar o baixo desempenho do
método seria a formagdo de um elevado teor de acidos organicos nos tecidos
radiculares, interferindo na formagdo do complexo responsavel pelo
desenvolvimento da cor pelo violeta de pirocatecol, como foi observado por Ebeling
(2006) em seu estudo de acidez em ORGANOSSOLOS.



40

5.1.3. ANALISE COMPARATIVA DA EFICIENCIA DE CORANTE S INDICADORES
DA PRESENCA DE Al EM TECIDOS RADICULARES DE CANA-DE -ACUCAR

Embora o principio do potencial indicador dos corantes hematoxilina e violeta
de pirocatecol seja semelhante, ou seja, a formacédo de complexos com elementos
metélicos, os indicadores apresentaram diferencas na coloragcdo dos 4apices
radiculares para as variedades de cana-de-acUcar e para as concentracdes de Al em
solucdo usadas neste trabalho. O emprego da escala de avaliagdo do acumulo de Al
em raizes preconizado por Braccini et al. (2000a) revelou que ndo houve relacéo
entre os resultados obtidos pelo uso da hematoxilina e do violeta de pirocatecol
(tabela 4).

Tabela 4. Potencial indicador dos corantes hematoxilina e violeta de pirocatecol
conforme a escala de avaliacdo do acumulo de Al em &pices radiculares sugerida

por Braccini et al. (2000a).

[Al] RB855156 SP81-3250 RB935744
(umol L) HX VPC HX VPC HX VPC

0 1 1 1 1 1 1
70 3 2 3 1 3 2
130 3 2 3 1 3 2
380 3 2 3 1 3 2
800 4 3 5 1 5 3
1400 5 3 S 1 6 3
2000 6 4 6 1 6 4

HX - hematoxilina; VPC — violeta de pirocatecol; numeros em negrito indicam tolerancia ao Al em solug&o, conforme a escala da Figura 11 (Braccini
etal., 2000a)

Os resultados obtidos pelo uso da hematoxilina como indicador da presenca
do Al no tecido radicular se adequaram a interpretacdo de Braccini et al. (2000a),
Como a hematoxilina permitiu maior variagcdo de coloracdo, resultando em ampla
variacdo na escala numérica de Braccini et al. (2000a) que permite aponta-la como o
corante mais sensivel as variagdes de Al no tecido radicular. No entanto, entende-se
que ha inconsisténcia nessa afirmacdo pela auséncia de um método que seja

considerado padréo.
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Por outro lado, a interpretagéo dos resultados obtidos para o corante violeta
de pirocatecol indica que as variedades RB foram tolerantes a concentracdo mais
alta de Al em solucdo, ou seja, 2000 pmol L™ de Al. Este método ndo permitiu a
interpretacdo para a variedade SP, ja que, para toda a faixa de concentracdo de Al,
a aparéncia dos apices radiculares relacionou-se com a nota 1 da escala.

Existe muita limitacdo em correlacionar a quantidade de Al presente na célula
com a intensidade da coloracao produzida pelos corantes, pois, de acordo com Clark
& Krueger (1985), a intensidade da cor € influenciada pelo tipo de célula, pH
intracelular, temperatura da reacdo, entre outras interferéncias ainda nao

conhecidas.

5.2 MICROSCOPIA OPTICA DE APICES RADICULARES DE MIN I-TOLETES DE
CANA-DE-ACUCAR SUBMETIDOS AO ESTRESSE POR Al

Para ilustracdo dos efeitos do AI** sobre a morfologia externa dos &pices
radiculares, amostras das variedades de cana-de-agucar foram seccionadas,
lavadas e observadas em microscopio 6ptico, apos 6 dias de permanéncia em
solucédo nutritiva contendo doses crescentes de Al (0, 70, 130, 380, 800, 1400 e
2000 pmol de Al L™Y).

Os tecidos celulares da coifa das raizes das variedades RB855156 (figura 18
E, F e G) e SP81-3250 (figura 19 E, F e G) foram os mais afetados, principalmente a
partir das concentraces de Al > 800 pmol L. Como a coifa tem a funcéo de
proteger o meristema apical de lesbes mecanicas (TAIZ & ZEIGER, 2004),
sobretudo pela excrecdo de mucilagens, sua deterioracdo prejudicou o meristema
apical das raizes dessas duas variedades. Utilizando microscopia eletrbnica,
Eleftheriou et al. (1993) também observaram que os efeitos mais intensos da
toxicidade causada pelo Al*® no sistema radicular ocorrem nas paredes celulares da

epiderme e nas células da coifa.

A variedade RB855156 (figura 18) foi a variedade que mais sofreu
deformacéo nas células da coifa das raizes. O Al em solucéo foi danoso as raizes
nas concentracdes de 800, 1400 e 2000 pmol L™. A coifa e a zona de alongamento

foram totalmente destruidas nas duas concentracbes mais altas de Al. Houve



42

diminuicdo no tamanho da coifa e formacédo de calose a partir da concentracao de
800 pmol L?, evoluindo com o aumento das doses. Calose é um acimulo de
poliglicosideo na parede celular em resposta das plantas a diversos tipos de
estresses (TAIZ & ZEIGER, 2004).

.
G calose
Figura 18. Apices radiculares da variedade RB855156 em microscopio 6ptico

(ampliacdo 10 x) apds exposicdo a doses crescentes de Al (0, 70, 130, 380, 800,
1400 e 2000 pmol L), representadas por A, B, C, D, E, F e G respectivamente.

A variedade SP81-3250 teve destruicao da coifa e formacéo de calose nas
concentracdes de 1400 e 2000 pumol L™ de Al (figura 19), demonstrando maior
tolerancia ao Al quando comparada a variedade RB855156.
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Figura 19. AApices radiculares da variedade SP81-3250 em microscépio Optico
(ampliacdo 10x) apés exposicado a doses crescentes de Al (0, 70, 130, 380, 800,
1400 e 2000 pmol LY, representadas por A, B, C, D, E, F e G respectivamente.

A variedade RB935744 (figura 20) ndo apresentou deformacao nas células da
coifa, nem a formacao de calose, mesmo quando seus mini-toletes foram expostos
as maiores doses de Al, sugerindo que esta variedade apresente algum mecanismo

de tolerancia ao estresse causado por este elemento.
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Figura 20. Apices radiculares da variedade RB935744 em microscopio 6ptico
(ampliacdo 10x) apés exposicado a doses crescentes de Al (0, 70, 130, 380, 800,
1400 e 2000 pmol LY, representadas por A, B, C, D, E, F e G respectivamente.

Kochian (1995) e Sivaguru & Horst (1998) constataram que, apds a
exposi¢cdo a concentracdes mais elevadas de Al, ocorrem rapidamente atrofias e
injurias no meristema radicular, especificamente na parte distal da zona de transicao
no apice das raizes, onde as células estdo entrando em fase de alongamento, que é

o sitio da acéo toxica do Al.

A calose é um indicador particular de sensibilidade a toxidez causada pelo Al
que pode ser prontamente observada através de microscépio (figura 19). Kauss
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(1989) associou a rizodeposicado de calose a injurias da membrana plasmatica, ja
gue Wagatsuma et al. (1988) relataram que o Al é conhecido por danificar estas
estruturas. A deposicdo de calose foi correlacionada com a presenca de Al nas
raizes de Glycine max (Wissemeier et al., 1992) e de Picea abies (Jorns et al.,
1991). De acordo com Kauss (1990), polications, poliaminas e AI** sdo promotores
potenciais da sintese de calose. Esses polications se ligam as cargas negativas da

superficie de membrana causando um decréscimo de fluidez.

Além da producdo de calose, as raizes afetadas pelo Al apresentaram
mudancas estruturais na coifa, bem como mudancas na curvatura da raiz, ou seja,
um conjunto de sintomas muito semelhante ao observado por Eleftherios et al
(1993). Constatou-se também que, apds exposicdo das plantas ao Al*® por 6 dias,
houve atrofiamento e desintegracédo de tecidos da epiderme nos apices das raizes
das trés variedades, nas concentracdes de 1400 e 2000 pmol L™ . Resultados
similares foram observados por Wagatsuma et al. (1995), em raizes de ervilha, por
Delima e Copeland (1994), em raizes de trigo, e por Lenoble et al.(1996), em raizes

de abodbora.

Keser et al. (1977), trabalhando com beterraba agucareira, demonstraram a
ocorréncia de graves anomalias morfolégicas nas zonas de crescimento radicular
em variedades sensiveis ao Al. Observaram que células corticais, cultivadas em 8 a
12 mg L* de Al, eram grandes, anormais e irregularmente divididas, além de
apresentarem desintegracao na regido da coifa e do cértex, tornando a regido apical

indistinguivel (figuras 18 e 19).

O atrofiamento do sistema radicular pode ser associado ao efeito direto da
toxidez por Al (SCOTT et al, 1992; DELHAIZE & RYAN, 1995) embora em
determinadas condi¢cdes de meio de crescimento, como em solu¢do nutritiva, o
efeito do ion hidrogénio também pode causar toxidez, principalmente nas
condi¢cbes de baixo pH ([14,0) necessarias para o predominio da espécie trivalente

livre de Al.

Evans & Kamprath (1970) demonstraram que diferencas consistentes na
tolerancia ao Al sdo encontradas entre espécies de plantas e entre cultivares da
mesma espécie. E consensual que a cana-de-aglcar é relativamente tolerante a

acidez do solo quando comparada a outras especies vegetais de interesse
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econdmico (ARAUJO FILHO et al., 1980; VIANA et al., 1983). Entretanto, ainda n&o
existe um indice ou valor que defina a concentracdo critica do Al no solo e que
provoca toxicidez as plantas. Esta dificuldade é decorrente da inconsisténcia entre
os diferentes resultados experimentais, em razao das diferencas genéticas entre as
espécies testadas, 0s solos e os protocolos experimentais (QUAGGIO, 2000).

5.3 TAXAS DE ALONGAMENTO RADICULAR

As variedades RB855156, SP81-3250 e RB935744 de cana-de-acUcar
apresentaram decréscimo na taxa de alongamento radicular quando submetidas a
concentragdes crescentes de Al em solugdo. A variedade RB935744 destacou-se
guanto a tolerancia ao Al em solucao, enquanto as variedades RB855156 e SP81-
3250 foram mais sensiveis (Figura 21).

Figura 21. Comparacdo das taxas de alongamento radicular de mini-toletes de
diferentes variedades de cana-de-agucar submetidos a concentracdes crescentes de
Al em solucéao.
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Os resultados da taxa de alongamento radicular foram submetidos a analise de
variancia (Tabela 5) para atestar a consisténcia das constatacfes feitas a partir da
figura 21.
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Tabela 5. Resumo da andlise de variancia (ANOVA) de taxa de alongamento
radicular de mini-toletes de variedades de cana-de-acUcar submetidos a

concentracdes crescentes de Al em solucéo.

Fonte de variagao GL Valor F
Variedades 2 25,60**
Concentragdes de Al 6 6,18*
Variedades x Al 12 0,67 ns
Residuo 144
Total 164

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05);
ns n&o significativo (p >= 0,05)

Houve alta significancia estatistica para a influéncia isolada dos fatores
testados (Tabela 5). Portanto, o teste de comparacdo de médias (Tukey a 5%) foi
aplicado somente para variedades (Tabela 6) e para concentracdo de Al em solucdo
(Tabela 7). Nao foi aplicado o teste de comparacdo de médias para a interacado dos

fatores, ja que, pelo teste F, ndo houve significancia estatistica (Tabela 5).

Tabela 6. Média geral da taxa de alongamento radicular de mini-toletes, de cada

variedade de cana-de-agucar, submetidos ao Al em solucéo.

Médias da taxa de alongamento radicular

Variedades
(cm dia)
RB855156 0,249 a
SP81-3250 0,323 a
RB935744 0,677b

DMS = 0,154

Médias seguidas de letras mintsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

A variedade RB935744 apresentou taxa de crescimento radicular
estatisticamente superior as variedades RB855156 e SP81-3250, implicando em

maior tolerancia da primeira e maior sensibilidade das demais ao Al em solucéo.
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Tabela 7. Médias de taxa de alongamento radicular de mini-toletes de variedades de
cana-de-acgucar em resposta a cada concentracdo de Al em solucao.

Concentragoes de Al em solugao Médias da taxa de alongamento radicular
pumol L (cm dia)
0 0,588 a
70 0,525a
130 0,565 a
380 0,509 ab
800 0,341 abc
1400 0174 c
2000 0,215 bc
DMS = 0,297

Médias seguidas de letras mintsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

Decréscimos significativos na taxa de alongamento radicular foram
observados a partir da concentracdo de 1400 pmol Al L™ (Figura 21 e Tabela 7),
considerado, neste estudo, valor critico a partir do qual tem inicio a influéncia do Al
sobre o desenvolvimento radicular da cana-de-acucar. Hetherington et al. (1988)
estudaram a sensibilidade ao Al em solucdo das variedades Q77, Q113 e Q117,
amplamente cultivadas em solos &acidos da Australia. Segundo os autores, o
alongamento radicular da variedade Q113 foi significativamente reduzido quando
exposta a 80 pmol L™, enquanto as variedades mais tolerantes, Q77 e Q117, tiveram
o desenvolvimento radicular negativamente afetados a partir da concentragdo 320
umol L™ Neste contexto, as variedades brasileiras RB855156, SP81-3250 e
RB935744 sdo mais tolerantes ao Al em solu¢cdo quando comparadas as variedades
australianas Q77, Q113 e Q117.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foram testados trés métodos para estimar a sensibilidade de
primordios radiculares de variedades de cana-de-agUcar a concentracdes crescentes
de Al em solucdo. A escala numérica de avaliagdo do acumulo de Al em raizes
preconizada por Braccini et al. (2000a), e que teve sua aplicacdo bem-sucedida no
estudo com plantas de cafeeiro, auxiliou na interpretacdo do comportamento de

variedades de cana-de-acucar expostas ao Al em solucdo. No entanto, varias
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inconsisténcias foram observadas no ajuste da escala para cana-de-aglcar,
principalmente porque sua construgcdo dependeu do potencial dos corantes
hematoxilina e violeta de pirocatecol em indicar a o acumulo e a localizacdo do Al
nos apices radiculares. No entanto, foi evidente que a hematoxilina se destacou
sobre o violeta de pirocatecol no que se refere a indicar com clareza a penetracéo
do Al nos tecidos radiculares. Mesmo que a hematoxilina tenha sido considerada
mais adequada que o violeta de pirocatecol para os propositos deste estudo, tanto
Ryan et al. (1993) quanto Braccini et al. (1996) ressaltaram que o teste com
hematoxilina ndo deve ser aplicado isoladamente para discriminacao entre genotipos
tolerantes ou sensiveis ao Al em solucdo. De fato, a observacdo dos apices
radiculares ao microscopio optico revelou aspectos adicionais da alteracéo radicular
na presenca do Al, sobretudo da coifa, o que incluiu a formacdo da calose,
considerado neste estudo um importante indicador visual da sensibilidade das raizes
ao Al. A interagcao entre os aspectos visuais obtidos da microscopia e da coloracéo
com indicadores constituiu um artificio complementar importante na interpretacao
dos efeitos do Al sobre as raizes. A biometria das raizes foi o parametro mais
consistente para avaliar o efeito de concentracées crescentes de Al em solucéo
sobre o sistema radicular. A interpretacdo dos resultados de taxa de alongagéo
radicular indicou que danos significativos aos primordios radiculares dos mini-toletes
de cana-de-aclcar se iniciaram a partir da concentracdo 1400 umol Al L™, o que
corresponde a concentracao 4,2 mmol. de Al disponivel na solugcéo do solo.

Embora os experimentos de laboratorio contribuam na elucidacdo do
comportamento vegetal perante a situagfes diversas de estresse, é preciso
reconhecer a dificuldade de sua aplicagéao direta na forma de recomendagé&o para o
setor produtivo. Assim, este estudo também aponta para a necessidade de
continuidade de experimentos com cana-de-agcucar em condicdes de casa-de-
vegetacao e, principalmente, em condi¢des de campo.

O referencial tedrico e experimental sobre a tolerancia de variedades de cana-
de-acucar a condicdes adversas de acidez extrema e, principalmente, a alta
saturacao por Al, ainda é inconclusivo. No entanto, a identificacdo dos gendtipos
mais tolerantes a estas condi¢des de estresse contribui para a sintese de variedades
por processos biotecnoldgicos em programas de melhoramento genético, para a
devida alocacdo das variedades no campo e para a conducdo de sistemas

sustentaveis de producéo.
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7. CONCLUSOES

Para as variedades RB855156, SP81-3250 e RB935744 e nas condicdes

experimentais em que este estudo foi conduzido, concluiu-se que:

0 aumento da concentracdo de Al em solucdo causou diminuicdo da taxa de

alongamento radicular (cm dia™);

a concentracdo critica de Al em solugcdo, e que iniciou 0s processos de
deterioracéo do apice radicular, foi de 1400 umol Al L™, independentemente

da variedade;

as principais alteracdes morfolégicas das raizes, a partir da concentracao
critica de 1400 umol Al L™ em solucdo, foram a producédo de calose e o

colapso e a deformacéo da coifa;

o corante hematoxilina foi mais eficiente do que o violeta de pirocatecol para
indicar o acumulo e localizacédo de Al no tecido radicular, mas ndo permitiu a
elaboracdo de uma escala numérica para sua interpretacao;

os resultados combinados de biometria, coloracdo e microscopia Optica das
raizes indicaram que a sequéncia de tolerancia das variedades de cana-de
acucar ao Al em solucdo foi RB935744 (tardia)>SP81-3250 (médio)>
RB855156 (precoce), podendo estar correlacionada com o ciclo das

variedades.
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