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ESTRESSE POR ALUMINIO EM CULTIVARES DE CANA-DE-ACUCAR:
CRESCIMENTO RADICULAR E ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Autor: LUCAS SMITH PIMENTA
Orientadora: Prof?. Dr?. MONALISA SAMPAIO CARNEIRO

RESUMO

A cana-de-acgUcar (Saccharum spp.) é a cultura agricola mais importante da
economia de mais de cem paises tropicais e subtropicais, sendo responsavel por
70% do aclcar e 40% do etanol produzidos no mundo. A toxidez por aluminio (A*")
em solos &cidos € o segundo maior estresse abidtico, depois da seca, afetando a
produtividade das culturas. O AP** limita diretamente a produtividade da cana-de-
acucar através da inibicdo do desenvolvimento radicular, promovendo ainda o
desequilibrio entre a producdo e eliminacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). O uso da calagem para correcdo da acidez do solo € uma solugéo
dispendiosa e temporaria, sendo a adocdo de cultivares tolerantes ao AlI** uma
pratica mais sustentavel em longo prazo. Diversas espécies de gramineas possuem
cultivares tolerantes ao AI**, os quais vém sendo estudados e utilizados com
sucesso na obtencdo de gendtipos mais produtivos. O presente estudo teve por
objetivo avaliar a tolerancia ao AI** em um grupo de cultivares de cana-de-aclcar,
através do crescimento radicular e atividade de enzimas antioxidantes (APX, CAT e
SOD). Foi conduzida uma série de experimentos em hidroponia, com a finalidade de
definir a atividade de AI** e os tempos minimos de aclimatacdo e exposicéo,
necessarios para verificar o comportamento dos cultivares. O sistema proposto, com
sete dias de aclimatacéo e trés dias de exposicdo a 143 pM AlI**, foi adequado para
estudar os cultivares. Nos ultimos experimentos conduzidos, foram avaliados nove
cultivares na auséncia (0 uM AI**) ou presenca do AP* (143 pM APPY), os quais foram
separados em dois grupos, baseado no crescimento radicular relativo (CRR). No
experimento controle (0 uM AI**) o CRR nao apresentou correlaco significativa com
a atividade de nenhuma das enzimas antioxidantes estudadas. Em contrapartida, no
experimento desafio (143 uM AI**), foram obtidas correlacdes significativas (p<0,05)
entre o CRR e a atividade das enzimas CAT e SOD. Os resultados indicam um
possivel papel destas enzimas na manutengéo do estado oxidativo e do crescimento
radicular em plantas de cana-de-aglcar expostas ao Al*".

Palavras-chave: aluminio toxico, EROs, aluminio, enzimas antioxidantes
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ALUMINIUM STRESS IN SUGARCANE CULTIVARS: ROOT GROWTH AND
ACTIVITY OF ANTIOXIDANT ENZYMES

Author: LUCAS SMITH PIMENTA
Adviser: Prof. Dr. MONALISA SAMPAIO CARNEIRO

ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) is the most important crop for the economy of more
than a hundred tropical and subtropical countries, accounting for 70% of the sugar
and 40% of the ethanol production worldwide. Aluminium toxicity (AI**) on acidic soils
is the second major abiotic stress, after drought, affecting crop’s productivity. Al**
directly limits sugarcane productivity through the inhibition of root development,
promoting yet the unbalance between the production and elimination of reactive
oxygen species (ROS). The use of liming for correcting soil acidity is an expensive
and temporary solution, being the adoption of cultivars tolerant to AI** a more
sustainable practice in the long term. Several grass species have A" tolerant
cultivars, which have been studied and successfully used to obtain more productive
genotypes. The present study aimed to evaluate the tolerance to A** in a group of
sugarcane cultivars, through root growth and antioxidant enzymes activities (APX,
CAT and SOD). A series of hydroponics experiments were conducted to define AlI®*
activity and the minimum acclimation and exposure periods required to verify the
behavior of the cultivars. The proposed system, with seven days of acclimatization
and three days of exposure to 143 uM AI**, was adequate to study the cultivars. In
the last experiments conducted, nine cultivars were evaluated in the absence (0 uM
AIP*) or presence of 143 uM AP*, which were separated into two groups, based on
the relative root growth (RRG). In the control experiment (0 uM AI**) RRG showed no
significant correlation with the activity of any of the antioxidant enzymes studied. In
contrast, in the Al treatment experiment (143 uM AP"), significant correlations
(p<0.05) were obtained between RRG and the enzymes CAT and SOD. The results
indicate a possible role of these enzymes in the maintenance of the oxidative status
and root growth in sugarcane plants exposed to AI**.

Key-words: toxic aluminium, ROS, aluminium, antioxidant enzymes.



1 INTRODUCAO
A cana-de-acgUcar € uma cultura com forte presenca em paises tropicais,

tendo grande relevancia para diversas economias emergentes de paises em
desenvolvimento, podendo ter sua producdo destinada a producdo de
combustiveis renovaveis ou alimentos. Um dos maiores obstaculos para a
produtividade sdo os solos acidos (pH < 5,0), onde o aluminio apresenta maior
solubilidade de sua forma téxica AI** (Kochian et al., 2015).

Estima-se que 40% dos solos cultivaveis do mundo sejam &cidos,
podendo apresentar entdo o Al toéxico (VON UEXKULL; MUTERT, 1995).
Apenas no Brasil, mais de 500 milhdes de hectares de terra sdo acidos,
representando dois tercos de seu territdrio total, configurando a maior area de
solos acidos dentro de um mesmo pais (VITORELLO et al., 2005). A solugéo
mais utilizada para corrigir a acidez do solo e reduzir os prejuizos ocasionados
pelo AP* é a aplicagdo de calcéario, uma estratégia que utiliza um recurso
mineral ndo renovavel e que apresenta baixa eficiéncia, pois atinge apenas a
camada mais superficial do solo. Aléem disso, esta operacdo apresenta
dificuldades para ser repetida ao longo do tempo em uma cultura semi perene
como a cana-de-agucar (LANDELL et al., 2003). Desta forma, uma solugéo
mais eficiente para o cultivo sustentavel em longo prazo, aumentando o tempo
necessario entre as reformas do canavial, seria a oferta de cultivares capazes

de tolerar a presenca do AlI**, entregando produtividades elevadas mesmo em



solos desfavoraveis. De certa maneira, os programas de melhoramento
genético da cana-de-agUcar acabam selecionando indiretamente os individuos
que apresentam maior tolerancia ao AI**, pois os hibridos s&o testados em
diversas regides de solos acidos, sendo selecionados com base em diversas
caracteristicas, dentre elas a produtividade, a qual pode ser influenciada pelo
nivel de tolerancia ao AI** da planta.

O AP®** causa severos danos nutricionais a planta, prejudicando a divisdo
e elongamento celular nos &pices radiculares, regido responsavel pelo
crescimento das raizes (KOPITTKE; BLAMEY, 2016; LOSKUTOV et al., 2016;
KOCHIAN et al., 2005). Cultivares tolerantes ao AI** sdo capazes de
desenvolver melhor seu sistema radicular em solos &cidos, explorando melhor
as reservas nutricionais do solo e se tornando mais resilientes a periodos de
seca (LANDELL et al, 2003). Os prejuizos causados pelo AI** podem ocorrer
através de diversos mecanismos, como a competicdo com ions importantes
como o Ca** e Mg?, ligacdo a membranas celulares causando perda de
fluidez, interacdo com proteinas, inativacdo enzimas e até causar danos ao
DNA, podendo alterar a expressdao de genes (AZEVEDO et al., 2011,
KOCHIAN et al., 2005).

Em diversas espécies de gramineas, como sorgo, milho, arroz e trigo, a
tolerancia ao AI** é uma caracteristica que vem sendo estudada (KOPITTKE et
al., 2016; MA et al.,, 2014; WU et al., 2014; FAMOSO et al., 2010), e este
conhecimento tem contribuido para o aumento da adaptabilidade e
produtividade nestas culturas. A maneira mais comum de se avaliar genétipos
quanto & tolerAncia ao AI** é através do cultivo em sistema hidroponico,
utilizando solug¢des nutrientes (KOPITTKE; BLAMEY, 2016; LOSKUTOQV et al.,
2016; CANIATO et al., 2007; WATT, 2003). Este método apresenta vantagens
operacionais sobre o cultivo em solos, permitindo a avaliagdo de um grande
namero de gendtipos com menor custo e tempo (KOPITTKE; BLAMEY, 2016;
LOSKUTOV et al.,, 2016; CANIATO et al., 2007). Diferente do solo, que
apresenta grande heterogeneidade de composi¢do, o cultivo hidrop6nico
permite total controle sobre o pH e atividade de AI** no meio (KOPITTKE;
BLAMEY, 2016; CANIATO et al., 2007; WATT, 2003). Além disso, as raizes
ficam acessiveis em sistemas hidroponicos, facilitando avalia¢cdes de tolerancia
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ao Al°", visto que o crescimento radicular € o principal parametro avaliado em



estudos deste tipo (LOSKUTOV et al.,, 2016; KOCHIAN et al., 2005). A
atividade de AI** e o tempo de exposicéo sdo parAmetros importantes a serem
definidos quando se estuda esta caracteristica, visto que existe grande
variabilidade nos niveis criticos de AI** entre espécies e entre cultivares
(FAMOSO et al., 2010; CANIATO et al., 2007; HETHERINGTON et al., 1986,
1988).

Em cana-de-acglcar, a tolerancia ao AlI** ainda é uma caracteristica
pouco estudada, sendo que a maior parte dos estudos tem foco em
caracteristicas da parte aérea da planta, como acumulo de biomassa, contetudo
de aclUcares ou capacidade fotossintética. Alguns estudos sobre o assunto
foram feitos com cultivo em solos, entretanto este método sofre interferéncias
de diversos fatores do ambiente, podendo apresentar resultados enviesados
(KOPITTKE; BLAMEY, 2016; LOSKUTOV et al., 2016). Além disso, pouca
atencao foi dada ao estudo do metabolismo antioxidante da cana-de-agucar na
presenca do AI**, o que poderia trazer maior compreensdo sobre o estresse
oxidativo causado por este metal (AZEVEDO et al.,, 2011), oferecendo
contribuicbes para o melhoramento genético da cultura e aumento de sua

produtividade.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar cultivares de cana-de-aclicar quanto a sua tolerancia ao A** em
cultivo hidropdnico, através da analise do crescimento radicular e atividade de
enzimas antioxidantes (APX, CAT e SOD).

2.2. Objetivos Especificos
a) Determinar a atividade de AI** e periodo de exposicdo minimo, na
presenca ou auséncia do Al**, que permitam avaliar os cultivares de cana-de-

acucar.

b) Avaliar o efeito da exposicdo ao Al** sobre o crescimento radicular e
metabolismo oxidativo dos cultivares de cana-de-acUcar, a partir da atividade
de enzimas antioxidantes (APX, CAT e SOD).



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cana-de-acucar (Saccharum spp.)

A cana-de-acUcar é uma planta pertencente a familia das Poaceae
(gramineas), tribo Andropogoneae e género Saccharum. As cultivares
modernas de cana-de-acUcar sdo hibridos complexos, autopoliploides e
aneuploides, originados majoritariamente de cruzamentos interespecificos
entre progenitores de Saccharum officinarum L. (2n = 80), espécie com alto
conteudo de acucares, e S. spontaneum L. (2n = 40-128), que possui maior
vigor e resisténcia a pragas e estresses abidticos (HOANG et al., 2015;
CARDOSO-SILVA et al., 2014; GRIVET; ARRUDA, 2002), possuindo ainda
pequenas contribuicbes de outras espécies do género Saccharum,
principalmente de S. robustum (2n = 60-160) (CARDOSO-SILVA et al., 2014;
de SETTA et al., 2014; ZHANG et al., 2013).

3.2 Aspectos produtivos e econémicos da cana-de-agucar

A cana-de-acucar € um dos produtos agricolas mais importantes, tendo
relacdo direta com os mercados de alimento e bioenergia. Além de ser a fonte
de 70% do acucar e 40% do bioetanol produzidos no mundo (MAPA, 2015;
ZHANG et al., 2013; AZEVEDO et al., 2011), a cana-de-acUcar € matéria prima
para produtos renovaveis como bioetanol (1* e 2% geracdo), bioplasticos e

cogeracao de energia, tendo grande importancia para as economias



emergentes de paises tropicais e subtropicais (HOANG et al., 2015; KOCHIAN
et al., 2015). A cana-de-acucar € a cultura mais importante para cerca de cem
paises, com uma area de producdo de 26,9 milh6es de hectares, producéo
total de 1,9 bilhdes de toneladas e produtividade de 70,9 toneladas de cana
fresca por hectare (OECD/FAO, 2016). Na safra brasileira de 2014/15 a area
plantada com cana-de-acucar, foi de 9 milhdes de hectares (CONAB, 2015),
apresentando um aumento de 2,1% em relag&o a safra anterior, e o estado de
Séo Paulo como maior produtor nacional, foi o principal responsavel por este
aumento (IBGE, 2015).

A producdo da cana-de-agcUcar vem aumentando ao longo dos anos,
tendo dobrado no periodo de 2000 a 2013, no entanto, 88% deste aumento
decorreram da expansao de areas cultivadas e, apenas 12% devido a ganhos
em produtividade (MARIN et al., 2016). Atualmente, os principais desafios a
serem vencidos, sdo: a necessidade de adaptacéo a diferentes tipos de solos,
regimes hidricos e nutricionais restritivos, além de estresses bidticos e
abidticos (VALDES, 2011). A cana-de-acucar representa uma das melhores
alternativas para a producdo de combustiveis renovaveis em paises tropicais, e
a tendéncia é que haja um aumento significativo na demanda por estes
produtos na proxima década, algo que pode ser atendido com uma expansao
de 13% na éarea cultivada ou, até mesmo uma reducédo de 18% em um cenario
de baixa demanda. Para que esta demanda seja atendida, sem a necessidade
de expansdo de areas, estima-se que um aumento de até 45% na
produtividade seja necessario, tornando evidente a necessidade de

investimento em pesquisa cientifica sobre esta questdo (MARIN, 2016).

3.3 Sistema radicular da cana-de-acgucar

A cana-de-acUcar é uma cultura semiperene, podendo ser colhida em
média durante cinco ciclos, até ser necessaria a reforma do canavial. Os
colmos da cana-de-agucar possuem gemas e primordios radiculares em cada
entrend e, ao final de cada ciclo produtivo, alguns colmos sao deitados a
campo, recebendo a denominacao de toletes, o que permite que estas gemas e
primordios radiculares se desenvolvam e originem novas plantas (SMITH et al.,

2005; VAN DILLEWIJN, 1952). Este processo de propagacao vegetativa gera



plantas com um sistema radicular fasciculado bastante complexo, sendo
composto inicialmente por raizes do tolete, as quais sdo substituidas
gradativamente por raizes do perfilho, que sdo mais grossas e vinculadas
diretamente & base da nova planta (SMITH et al., 2005) (Figura 1). Cerca de
trés meses apos o inicio do novo ciclo, as raizes do tolete correspondem a
menos de 2% da massa seca das raizes e, assim, as raizes do perfilho passam
a serem as principais responséaveis pela exploragcdo do solo e nutricdo da
planta (SMITH et al., 2005; VAN DILLEWIJN, 1952). SMITH et al. (2005) citam
uma possivel relacdo entre os aumentos de produtividade da cana-de-acucar
com uma melhoria indireta na arquitetura do sistema radicular dos hibridos
através de programas de melhoramento genético, um fato pouco estudado,
porém muito importante para a obtencdo de cultivares mais produtivas em

solos com condi¢des desfavoraveis.

_ Perfilho
primario

Raizes do
perfilho

Raizes do
tolete

Figura 1. Sistema radicular de uma planta de cana-de-acgucar jovem. (SMITH et
al., 2005; BLACKBURN, 1984).



A cana de acguUcar possui um sistema radicular de morfologia mais
complexa em relagdo a outras culturas utilizadas em estudos sobre tolerancia
ao aluminio, onde geralmente ha uma raiz principal, medida sem maiores
dificuldades, e que reflete de forma confiavel a influéncia do AI** sobre a planta.
Além disso, apresenta elevada variacgdo em sua arquitetura do sistema
radicular, portanto ndo se deve esperar observar padrées fixos entre genotipos,
tanto morfologicamente como em resposta a estresses (SMITH et al., 2005).
Assim, as caracteristicas do sistema radicular de cana-de-aglUcar, em mudas
produzidas a partir de toletes, sdo um desafio adicional para a avaliacao de seu

desenvolvimento.

3.4 Solos acidos e AI®*

Estima-se que entre 40-50% dos solos potencialmente cultivAveis no
mundo sdo acidos, sendo que 60% deste total estdo localizados em paises de
regides tropicais e subtropicais, nos quais a producdo de alimentos e energia é
um fator crucial na economia (KOCHIAN et al., 2015; VON UEXKULL;
MUTERT, 1995). Neste tipo de solo, ocorre reducdo nos teores de célcio e
magneésio, afetando negativamente o crescimento e produtividade das plantas
e também reduzindo a disponibilidade de fésforo, devido a sua adsorcéo e
precipitacdo por ferro e aluminio.

O aluminio (Al) € o metal mais abundante na crosta terrestre,
representando 8% de seu peso, e o terceiro elemento mais comum depois do
oxigénio e silicio (SPOSITO, 2008). O Al ndo produz efeito sobre o crescimento
radicular de plantas em solos com pH préximos da neutralidade, no entanto,
em solos acidos (pH < 5,5) o aluminio (Al) se solubiliza na sua forma toxica
AP**, que rapidamente inibe o desenvolvimento radicular (KOCHIAN et al.,
2015; DELHAIZE et al., 2012). A toxidez por AI** em solos acidos é a segunda
maior limitacdo para a producdo de alimentos e bioenergia, perdendo apenas
para a seca (KOCHIAN et al., 2015; AZEVEDO et al., 2011; ZSOLDOS et al.,
2001).

O aluminio pode estar presente no solo de forma livre ou complexado
com minerais ou matéria organica. A disponibilidade das formas do Al varia

conforme o pH do meio, sendo que a forma fitotoxica AlI** tem sua atividade



aumentada em 1000 vezes para cada unidade a menos no pH (Figura 2)
(KOPITTKE; BLAMEY, 2016; SPRY; WIENER, 1991).

Espécies dissolvidas do Al
100

10 +-

1 -

0.1 4

Al (mM)

0.01 -
0.001 -
0.0001 -
0.00001
3 4 5 ] 7 8 9
pH

Figura 2. Especiacdo quimica do aluminio, em mM, de acordo com o pH da
solugéo. (Fonte: SPRY; WIENER, 1991).

Atualmente, a solucdo mais utilizada para corrigir a acidez do solo e
reduzir os prejuizos ocasionados pelo AI** é a aplicacdo de calcario, uma
operacdo que utiliza um recurso mineral ndo renovavel e que apresenta baixa
eficiéncia, pois atinge apenas a camada mais superficial do solo (0-20 cm), n&o
prevenindo a acdo nociva do AI** presente em perfis mais profundos, os quais
devem ser explorados pela planta, para que tenha maior disponibilidade
nutricional e tolerancia a periodos de seca (LANDELL et al., 2003). Outro
problema é que esta técnica ndo pode ser repetida ao longo do tempo em uma
cultura semi perene como a cana-de-acgucar, perdendo eficiéncia ao longo dos
cortes (HARTWIG et al, 2007; LANDELL et al., 2003).

Com a crescente demanda por alimentos e energia renovavel, a cana-
de-actcar vem aumentando sua area de cultivo (HOANG et al.,, 2015) e,
inevitavelmente, sendo expandida sobre areas marginais, onde a presencga do
AP** no solo é mais acentuada (AZEVEDO et al., 2011). A cana-de-aclcar é
considerada uma espécie tropical robusta e de crescimento vigoroso

(AZEVEDO et al., 2011), sendo mais tolerante a metais toxicos, como o
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aluminio, em relacdo a outras gramineas (WATT, 2003; HETHERINGTON et
al., 1986). Entretanto, apesar de ter um grau de tolerancia ao Al aparentemente
elevado, a extenséo e severidade da acidificacdo do solo decorrente do cultivo
da cana-de-aclcar, sugerem que até mesmo uma pequena suscetibilidade ao
Al pode gerar perdas econdmicas sensiveis nesta cultura (WATT, 2003). Em
um trabalho publicado em 2003, Landell et al. demonstraram que, a partir do
terceiro corte, houve reducdo na produtividade média dos clones de cana-de-
acucar estudados, em relacdo as classes de fertilidade do solo, seguindo a

ordem: eutroficos > mesotroficos > distréficos > acricos > alicos (Figura 3).

0.40 -
0.35 A

0.30 A O 1° corte

2° corte
0.25 4

t.ha™.dia™

B8 3°corte

0.20 A

0.15 A

0.10

acrico distréfico  mesotréfico eutroéfico

Desfavoravel Favoravel

Ambientes | D2, E1, E2 I C1,C2,D1 | A1, A2, B1, B2

Figura 3. Produtividade diaria média de clones de cana-de-acUcar para cada
corte em solos com diferentes classificacoes (LANDELL et al., 2003).

Nos dois primeiros cortes, a produtividade geralmente se manteve
elevada, pois o0 sistema radicular explora a camada mais superficial do solo,
que € manejada e homogeneizada. Porém, a partir do terceiro corte, a nutricdo
da planta passa a depender de perfis mais profundos do solo, os quais mantém

suas caracteristicas originais (LANDELL et al., 2003).

Dias et al. (1999), analisaram seis cultivares de cana-de-acucar em seis

localidades, fazendo uma correlacdo entre produtividade e caracteristicas
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climaticas, fisicas e quimicas do solo, separando a analise entre os horizontes
A e B do solo. Seus resultados demonstraram que a produtividade encontra
correlagdes muito maiores com os atributos quimicos do solo no horizonte B,
sendo que o teor de Al e Al + H" apresentaram coeficientes de correlacio de

Pearson de -0,79 e -0,69, respectivamente.

Joaquim et al. (1994) relacionaram a produtividade da cana-de-acgUcar
com os solos, constatando que os mais produtivos foram o0s solos de textura
argilosa (teor de argila maior que 35%) e eutroficos, seguidos dos solos
distréficos, também de textura argilosa ou média (teor de argila entre 25-35%).
Os solos de textura média ou mais arenosos e, principalmente, de

caracteristica alica, tiveram as produtividades mais baixas (BARBOSA, 2017).

Portanto, a solucdo mais eficiente para um cultivo sustentavel da cana-
de-acucar em longo prazo seria a oferta de cultivares capazes de tolerar a
presenca do AI**, entregando produtividades elevadas em solos &cidos
(AZEVEDO et al., 2011; CAIRES et al., 2004; LANDELL et al., 2003).

3.5 Sintomas da toxidez por AI**

O efeito mais rapido e evidente da toxidez por AI** é a inibicdo do
crescimento radicular, gerando encurtamento e engrossamento de raizes
(KOCHIAN et al., 2015; DELHAIZE; RYAN, 1995), fazendo com que a planta
perca eficiéncia em absorver agua e nutrientes (GUPTA et al., 2013) e gerando
perdas consideraveis de produtividade (CANIATO et al., 2014). Isto ocorre
devido ao sitio priméario de acdo do Al ser o apice radicular, regido onde ocorre
a maior parte dos processos celulares responsaveis pelo crescimento das
raizes, como a divisdo e alongamento celular (Figura 4) (KOPITTKE; WANG,
2017; KOCHIAN et al., 2015; HARTWIG et al., 2007; DELHAIZE; RYAN, 1995).
Assim, a maioria das pesquisas sobre tolerancia ao aluminio utiliza o
crescimento radicular apos exposicdo ao Al como parametro principal
(KOPITKKE et al., 2016; LOSKUTOV et al.,, 2016; CANIATO et al., 2007;
WATT, 2003; MARTINS et al.,, 1999), podendo ser aliado a outras medidas
bioquimicas ou moleculares (CANIATO et al., 2014; FAMOSO et al., 2011;
KOCHIAN et al., 2005).
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75uM Al, 48 h

Figura 4. Efeito da toxidez do AI** sobre apices radiculares (esq.) (DELHAIZE;
RYAN, 1995) e zona de elongacao radicular (dir.) (KOPITTKE; WANG, 2017).

O AP* também pode causar deficiéncia de P, Ca e Mg, alteracdo na
permeabilidade e fluidez da membrana plasmatica, interferéncia em vias de
sinalizacao, alteracdo da expressao de genes e mutacées no DNA (KOCHIAN
et al., 2015; PANDA et al., 2009; WATT, 2003). Outro problema grave gerado
pelo AI** é o estresse oxidativo, causado através da peroxidacdo lipidica e
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou da inativacdo de enzimas
antioxidantes (AZEVEDO et al., 2011; EZAKI et al., 2000).

3.5.1 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) fazem parte de um grupo de
substancias com propriedades oxidativas, que tém a capacidade de obter
elétrons de materiais adjacentes (XU et al., 2017). O termo ‘estresse oxidativo’
e definido como uma perturbacdo do equilibrio entre substancias oxidantes e
antioxidantes, podendo ser originado a partir do aumento na producédo EROs
ou da diminuicdo na capacidade do organismo em remover estas moléculas
prejudiciais (FOYER et al., 2017; SHARMA et al., 2017; KEHRER, 2000).

A producdo de EROs é uma consequéncia natural de processos
metabdlicos como a fotossintese e respiracdo celular (FOYER et al., 2017;
NOCTOR et al., 2017; CERON-GARCIA et al., 2012), nos quais, durante a
cadeia de transporte de elétrons, uma carga negativa pode ser redirecionada

para o oxigénio molecular, dando origem ao radical superoxido.
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O balanco preciso das EROs é importante para a regulacdo do
crescimento e desenvolvimento vegetal, agindo como moléculas prejudiciais ou
sinalizadoras, dependendo do equilibrio entre producdo e remoc¢do destas
moléculas (NOCTOR et al., 2017; ZHAO et al., 2016). Sob condi¢cdes normais,
sabe-se que até 2% do consumo mitocondrial de oxigénio pode dar origem a
EROs, no entanto dependendo de fatores como danos fisicos ou quimicos a
mitocondria, disponibilidade de oxigénio e presenca de xenobibticos, a
producdo de EROs pode aumentar muito, levando ao estresse oxidativo
(KEHRER, 2000).

Os principais tipos de EROs sdo o oxigénio singlet (*O,), radical
superoxido (0O,7), perdxido de hidrogénio (H.O,) e o radical hidroxila (OH")
(SHIVASHANKARA et al., 2016). Duas das EROs mais prejudiciais ao
metabolismo da planta sdo o OH' e 0 HO,', que sdo altamente reativos e, por
isso, ndo podem ser removidos pela planta, causando peroxidacgéo lipidica e
danos em proteinas, membranas e ao DNA (SHARMA et al., 2017; ZHAO et
al., 2016; CERON-GARCIA et al., 2012). Ambos tém origem a partir do O;",
através da protonacdo em meios acidos e das reacdes de Haber-Weiss (I) e de
Fenton (II):

0," + H,0, — OH™ + OH + O3 (1)
Fe?/Cu* + H,0, — Fe**/Cu®" + OH" + OH (Il

Assim, as plantas desenvolveram um complexo mecanismo de remocao
de EROs, incluindo respostas enzimaticas (ex.: APX, CAT, GPX e SOD) e ndo
enzimaticas (ex.: ascorbato, glutationa, carotenoides) (SHARMA et al., 2017),
com a finalidade de remover as EROs ou prevenir a sua formacéo, defendendo
macromoléculas importantes para a estrutura e funcionamento da célula, como
lipideos, proteinas e acidos nucléicos (NOCTOR et al., 2017; CERON-GARCIA
et al.,, 2012; BOWLER et al., 1992).

Sendo as plantas seres sésseis, estdo sujeitas a diversos fatores
ambientais adversos que dificultam sua sobrevivéncia, o que pode causar
prejuizos a produtividade agricola. Estresses abidticos como a seca,

salinidade, temperaturas extremas ou metais pesados, causam a perda da
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homeostase celular, resultando no estresse oxidativo (Sharma et al., 2017;
SHA VALLI KHAN et al., 2014; CERON-GARCIA et al., 2012). Quando o
agente estressor excede o limite homeostatico do organismo, seja por
intensidade ou duracdo da exposicdo, sao ativados mecanismos de resposta
aos niveis molecular, bioquimico, fisiolégico e morfologico (ZHAO et al., 2016;
SHA VALLI KHAN et al., 2014).

A capacidade da planta em detectar e reagir a uma condi¢do abibtica
estressante € um fator importante para sua sobrevivéncia, pois dispara
cascatas de sinalizacdo que irdo ativar canais i6nicos, quinases, acumulacao
de hormonios vegetais e producao de EROs (FOYER et al., 2017; NOCTOR et
al., 2017; SHA VALLI KHAN et al., 2014). A manutencdo homeostatica das
EROs possui um papel importante no desenvolvimento radicular sendo que, em
guantidades bem definidas, agem como sinalizadoras em diversas situacoes,
como elongacao e diferenciacdo das células de raizes (ZHAO et al., 2016) e
regulacdo da defesa contra patéogenos (CERON-GARCIA et al., 2012). O
acumulo de EROs pode agir de, basicamente, duas maneiras: causando danos
irreversiveis que levam a necrose e morte do tecido (SHA VALLI KHAN et al.,
2014), ou afetando a expressdo de um conjunto especifico de genes que irdo
formar uma resposta de defesa do organismo aquele desafio (APEL; HIRT,
2004).

3.5.1.1 Estresse oxidativo causado por Al**

Dentre os metais presentes nos solos, existem aqueles que sao
bioativos, os quais séo divididos em dois grupos, de acordo suas propriedades
fisico-quimicas: os metais redox (Cr, Cu, Mn e Fe) e os metais ndo-redox (Cd,
Ni, Hg, Zn e Al) (BUCKER-NETO et al., 2017). O grupo dos metais redox pode
gerar danos oxidativos de forma direta as plantas, através das reacdes de
Haber-Weiss e Fenton, gerando EROs e interferindo na homeostase celular
(JOZEFCZAK et al., 2012). De forma indireta, os metais ndo-redox atuam como
agentes de estresse oxidativo, através de mecanismos como deplecdo da
glutationa, ligacdo a grupos sulfihidrilicos de proteinas, inibindo enzimas
antioxidantes ou induzindo a producgéo de enzimas geradoras de EROs como a
NADPH oxidase (BIELEN et al., 2013).
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Alguns metais agem como catalisadores na formacdo de EROs e
induzem danos oxidativo em plantas. O Al ndo € um metal de transicdo e ndo
pode catalisar reacdes de reducdo, no entanto ocasiona estresse oxidativo. Os
ions de Al formam ligacGes eletrostaticas, preferencialmente com ligantes
doadores de oxigénio, a pectina presente na parede celular e a superficie

externa da membrana plasmatica (SILVA, 2012).

O Al trivalente (AI**) é um dos principais estressores abiéticos em solos
acidos (KOCHIAN et al., 2015), agindo diretamente sob o desenvolvimento
radicular da planta e induzindo o estresse oxidativo, aumento da atividade de
enzimas relacionadas a peroxidacéo lipidica e producdo de EROs, oxidacdo de
componentes celulares e morte celular (KOPITTKE et al., 2016). Portanto,
pode-se deduzir que a producdo de EROs € um fator importante na toxidez do
AP (SHARMA et al.,, 2017), e ndo apenas uma consequéncia dos danos

celulares causados por este ion (NUNES-NESI et al., 2014).

3.6 Mecanismos de tolerancia ao Al** em plantas

Devido aos efeitos que causa nas plantas, o AI** impde uma presséo de
selecdo muito forte e, com isso, diversas espécies vegetais desenvolveram
mecanismos de tolerancia para lidar com sua toxidez, dando origem a espécies
e cultivares bem adaptados aos solos acidos (DRUMMOND et al., 2001). Além
disso, programas de melhoramento genético selecionam hibridos com base em
diversas caracteristicas, dentre elas a produtividade, que pode ser influenciada
pelo nivel de tolerancia ao AI** (WATT, 2003). Assim, genes de tolerancia ao
Al, frequentemente encontrados em cultivares tolerantes, podem ter passado
por uma fixacao aleatoria ou serem um produto secundario da selecdo baseada
em outras caracteristicas agrondémicas, visto que os hibridos sao testados em
diversas regides de solos acidos (WENZL et al., 2001; MCNEILLY, 1994).

A grande maioria dos estudos sobre tolerancia ao AI** possui foco na
exsudacao de acidos organicos, que € aceito como o0 um dos mecanismos mais
importantes da tolerancia ao AI** em plantas (KOCHIAN et al., 2015; MA et al.,
2014), podendo ocorrer tanto interna quanto externamente as células,
decorrendo da exsudacgdo através dos 4pices radiculares ou da complexacéo
intracelular e sequestro nos vacuolos (KOCHIAN et al., 2015; MA et al., 2014).
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Entretanto, outros estudos apontam que o aumento na producdo de EROs
devido a exposicdo ao Al** estd associada a peroxidacdo lipidica de
membranas (Figura 5) e consequente reducdo no crescimento radicular
(KOCHIAN et al., 2015). Outros autores também demonstraram que a
exposicdo ao AI** interfere na expressdo de genes relacionados ao estresse
oxidativo (WATT, 2003), como por exemplo, de enzimas antioxidantes
(DRUMMOND et al., 2001).

0> Estresse
bidtico/abidtico
¢ D
L ano
02 oxidativo
SOD
Dano

H02 —— «OH —

CAT
APX

oxidativo

H20 H20 + O2

Figura 5. Esquema simplificado da geracdo e remocao enzimatica de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em plantas.

3.6.1 Enzimas antioxidantes

As enzimas antioxidantes atuam na remocédo de EROs e sua atividade
catalitica pode ser negativamente afetada por uma ou mais condicbes
estressantes agindo sobre a planta simultaneamente, o que permite o acumulo
de EROs, tornando o estresse oxidativo um distarbio irreversivel (CERON-
GARCIA et al., 2012). Existem trés antioxidantes enzimaticos essenciais
para a remocado de EROs, a superéxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e catalase (CAT) (Figura 5). A primeira barreira enzimatica
contra EROs é a SOD, que catalisa a dismutagdo de duas moléculas de O,
em O, e H,0,. CAT e APX reduzem H,0, em H,0, sendo que a segunda utiliza
o0 ascorbato como doador de elétrons. Desta forma, a formacédo do radical
hidroxila através da reacdo entre O," e H,O, é prevenida pela acdo destas trés
enzimas (Figura 6) (TANG et al., 2016; SHIVASHANKARA et al., 2016).
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Figura 6. Esquema geral da producdo e remocdo enzimatica de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em plantas (SHIVASHANKARA et al., 2016).

A SOD é Unica em sua funcéo, determinando a concentracdo de O," e
H.O,, os dois substratos para a reacdo de Haber-Weiss. Esta enzima ocorre
em todos o0s organismos aerObicos e esta presente em todos o0s
compartimentos subcelulares nos quais pode ocorrer o estresse oxidativo
(BOWLER, 1992). Existem diferentes tipos de SOD, classificadas de acordo
com o metal utilizado como cofator, como Fe-SOD, Mn-SOD e Cu/Zn-SOD,
sendo que cada isoforma esta mais presente em determinados compartimentos
celulares. Fe-SOD ficam localizadas no cloroplasto, Mn-SOD estéo localizadas
nas mitocondrias e peroxissomos, e Cu/Zn-SOD estdo no cloroplasto, no
citosol e no espaco extracelular (SHARMA et al.,, 2017; XU et al.,, 2017;
ALSCHER et al., 2002). Uma forma experimental de diferenciar as isoformas
de SOD é atraves de sua sensibilidade ao H,O, ou KCN, sendo Cu/Zn-SOD
sensivel a ambos inibidores, Fe-SOD sensivel ao H,O, e Mn-SOD resistente a
ambos (BOWLER, 1992). Apesar de desempenhar uma funcdo essencial, a
SOD apenas converte 0 O, em H,0,, outra ERO que também é prejudicial e
precisa ser removida (SHARMA et al., 2017). Para isso, as plantas possuem

outras enzimas degradadoras de H,O,, a CAT e a APX.
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A CAT é uma enzima que ndo necessita de um agente redutor
correspondente para desempenhar sua funcdo, possuindo alta reatividade,
porém baixa afinidade por H,O, (ZHAO et al., 2016). CAT € a principal
removedora de EROs em plantas sob estresse abidtico (NOCTOR et al., 2017;
MITTLER, 2002), removendo H,0O,, principalmente, dos peroxissomos durante
a fotorrespiracdo, sendo sua atividade reduzida sob condi¢cdes que suprimem
este processo (SHIVASHANKARA et al., 2016).

A APX utiliza ascorbato como agente redutor, participando assim do
ciclo de ascorbato-glutationa. Assim como a SOD, a APX possui isoformas
presentes em diferentes compartimentos da célula: uma peroxissomal, duas
cloroplasméticas e uma mitocondrial, cada uma com uma funcdo antioxidante
especifica, sendo ativadas ou inibidas em resposta a diferentes sinalizacfes
celulares, desencadeados por estresses bidticos ou abidticos (CERON-
GARCIA et al.,, 2012). A isoforma da APX presente no citosol possui uma
rapida resposta contra o H,O, devido a sua localizacdo, sendo a primeira a
receber sinalizacdes decorrentes de estresse, prevenindo rapidamente contra

danos mais graves a nivel celular e tecidual (CERON-GARCIA et al., 2012).

A Tabela 1 mostra alguns exemplos de trabalhos que avaliaram a
atividade antioxidante de diferentes culturas quando expostas ao Al.
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Tabela 1. Publicagfes relacionadas a atividade de enzimas antioxidantes (APX,
CAT e SOD) em resposta ao Al, espécies estudadas e resultado observado.

Publicacao Espécie Resposta antioxidante enziméatica

HUANG et al., 2017 Soja Al aumentou a expressédo de miRNAs
relacionados a dois tipos de SOD e
também diminuiu a expressao de
miRNAs relacionados ao controle da
producdo de H,0,, levando ao
estresse oxidativo

ZHAO etal., 2017 Milho Al aumentou a atividade de APX,
CAT e SOD
ZHOU et al., 2017 Sorgo Al aumentou a expressdo de

proteinas envolvidas no sistema
antioxidante na variedade tolerante
em relacao a sensivel

Ll etal., 2016 Citrus Al aumentou a atividade de APX e
SOD e diminuiu de CAT em folhas

SHARMA et al., 2016 Grao-de-bico Al aumentou a atividade de CAT e
SOD no cultivar tolerante. A atividade
de APX néo teve diferenca entre o
cultivar tolerante e o sensivel.

BHOOMIKA et al., 2013 Arroz Al aumentou expressdo de CAT e
SOD na cultivar tolerante

QIN et al., 2010 Cebola Al aumentou a atividade de SOD e
diminuiu CAT

RICHARDS et al., 1998 Arabidopsis Al aumentou a expressao de SOD

3.7 Cultivo em solucéao nutriente

Dada a importancia de identificar gendtipos de cana-de-agUcar
tolerantes ao Al**, é necessario um método répido e eficaz para a avaliacéo de
um numero elevado de plantas. Para isto, diferentes métodos tém sido
aplicados, como cultivos a campo, em casa de vegetacao utilizando o solo em
condicbes controladas, ou em hidroponia com solugcbes nutrientes. O solo
possui a vantagem de simular condi¢des mais proximas da realidade, e os
dados finais refletem a interagcdo dos diferentes fatores existentes a campo.
Entretanto, tais experimentos demandam um maior periodo de tempo, maior
investimento, sofrem efeitos da baixa homogeneidade da composi¢ao do solo
e, mesmo nos experimentos conduzidos com solos em condi¢gbes controladas,
o substrato sdlido dificulta a visualizagdo do sistema radicular, sitio primario da
acdo toxica do AI** nas plantas (ECHART et al., 2001).

Por outro lado, experimentos em hidroponia possibilitam controle sobre o
pH e a atividade do AI** em solucdo, podendo ser utilizada, durante o periodo
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de exposicdo, uma solucdo nutriente simples contendo apenas Ca e Al,
eliminando o viés da complexacdo do Al com P ou Fe (KOPITKKE; BLAMEY,
2016; CANIATO et al., 2014; KOPP et al., 2012; WATT, 2003), por exemplo. O
cultivo hidropdnico permite acompanhar e mensurar o desenvolvimento das
raizes ao longo do tempo, permitindo facil acesso para o experimentador e

reduzindo as injarias decorrentes da manipulacdo do sistema radicular.

Em plantas, existe uma grande variagéo nos niveis de tolerancia ao Al*",

tanto entre espécies quanto de maneira intraespecifica. Trabalhos anteriores

mostram que a atividade de AI**

em solugdo nutriente necessaria para inibir em
50% o crescimento radicular varia, sendo 75-200 uM para alguns cultivares
tolerantes de arroz (Oryza sativa) e 20-50 uM para cultivares sensiveis, 15-20
MM para o milho (Zea mays), 5 UM para o trigo (Triticum aestivum) e 10 uM
para o0 sorgo (Sorghum bicolor) (KOPITTKE et al.,, 2016; WU et al., 2014;
FAMOSO et al., 2010). Da mesma forma, o germoplasma da cana-de-agucar
apresenta uma grande diversidade de niveis de tolerancia ao AlI** (LANDELL,
1989). Os danos ao sistema radicular, causados por Al**, também variam de
acordo com o tempo de exposi¢cao, sendo que uma reducdo inicial nas taxas de
alongamento radicular pode ser detectada em poucos minutos, chegando a até
90% dentro de 48h. Portanto, o tempo de exposicdo também é um importante
parametro a ser avaliado em experimentos de toxidez por AP** (KOPITKKE et

al., 2016).

3.8 Medidas de avaliacéo de raizes em resposta a toxidez do Al**

A toxidez do AI** pode ser avaliada através da comparacdo do
comprimento ou peso das raizes ou parte aérea de plantas expostas com o de
plantas em grupos controle, ndo expostas ao Al** (KOPP et al., 2012). A forma
de avaliacdo mais utilizada, entretanto, € a analise do crescimento radicular
apos exposicdo ao AI** em hidroponia, pois se trata de um experimento de
conducdo mais simples e a medida reflete de forma confiavel o nivel de
tolerancia da planta, pois tem foco no principal sintoma causado por este metal.
Existem diferentes medidas de crescimento radicular utilizadas para entender a

interacdo das plantas com o Al** (Tabela 2).
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Tabela 2. Exemplos de medidas radiculares utilizadas para avaliar e comparar
a tolerancia ao AI** entre genétipos ou espécies.

Medida Espécie Trabalho

'RR = *CRM abaixo do corante Aveia IéglsGKUTOV et al,
Arroz e outros FAMOSO et al., 2011,

ZCRR = *CRMajuminio/*CRMcontrole cereais 2010

SlRCR = 1‘(*CRMa|um|’ni0/*CRMcontr0|e) Cana WATT, 2003

4CRL = (*CRMﬁna| — *CRMiniciaI) Milho MARTINS et aI., 1999

. MARTINS et al., 1999:

SCRR = *CRL/*CRMipicial Milho MAGNAVAGA. 1082

STAR = *CRL/n° dias Cana-de- OLIVEIRA, 2012
actcar

*CRM (Comprimento Radicular Médio) = ) Comprimento raizes/n°® raizes
medidas; 'RR = Recrescimento Radicular; “CRR = Crescimento Radicular
Relativo (em relacéo ao controle); ]IRCR = Inibicdo Relativa do Crescimento
Radicular; *CLR = Crescimento Radicular Liquido; >CRR = Crescimento
Radicular Relativo (em relacdo ao comprimento inicial); °TAR = Taxa de
Alongamento Radicular.

Para a maioria das espécies estudadas, como milho, trigo, soja ou
sorgo, pode-se distinguir facilmente uma raiz seminal principal e acompanha-la

I** sobre o desenvolvimento radicular da

para medir os efeitos da toxidez do A
planta (MARIANO et al.,, 2015; CANIATO et al.,, 2007), algo dificilmente
exequivel para a cana-de-acUcar. A cana-de-agclUcar apresenta um sistema
radicular fasciculado bastante complexo, que ndo permite definir uma raiz
principal. Sendo assim, para medir os efeitos de toxidez do AI**, faz-se uma
média do comprimento de trés raizes metabolicamente ativas, que sdo aquelas
emitidas a partir da base do perfilho (RPs), e que sustentam a nutricdo e
desenvolvimento da planta ap6s um periodo de estabelecimento inicial (SMITH

et al., 2005; VAN DILLEWEJN, 1952).
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4 MATERIAIS E METODOS

Com base no painel brasileiro de diversidade (GARCIA et al., 2013),
foram selecionados onze cultivares de cana-de-acucar para o presente estudo:
IAC66-6, RB835486, RB855156, RB855453, RB855536, RB867515, RB92579,
RB928064, RB935744, RB985476 e SP80-3280. O material vegetal foi
fornecido pelo Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-AcgUcar
(PMGCA), ligado a Rede Interinstitucional para Desenvolvimento do Setor
Sucroenergético (RIDESA). Os cultivares selecionados sdo recomendados
para ambientes de producdo diversos (Tabela 3), segundo classificacdo
proposta por Landell et al. (2003), a qual leva em consideracao, dentre outros
fatores, a disponibilidade de aluminio do solo. O projeto foi executado no
Laboratério de Biotecnologia de Plantas do Centro de Ciéncias Agrarias,
localizado no campus de Araras/SP da Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar). A Figura 7 ilustra, de maneira geral, como foram feitos os

experimentos.
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Tabela 3. Cultivares de cana-de-acucar utilizados durante os experimentos em
cultivo hidroponico, seus genitores e exigéncia em ambientes de produgéo.

Cultivar

IAC66-6"1

RB835486"
RB855156"
RB855453!
RB855536"
RB867515*
RB925792

RB928064"
RB935744*
RB985476°
SP80-3280*

n/d = Nao

Genitores

(Co419 x Co356)
(L60-14 x ?)
(RB72454 x TUC71-7)
(TUC71-7 x ?)
(SP70-1143 x RB72454)
(RB72454 x ?)
(RB75126 x RB72199)
(SP70-1143 x ?)
(RB835089 x RB765418)
(H53-3989 x RB855206)
(SP71-1088 x H57-5028)
disponivel.

Referéncias:

Exigéncia

(Ambientes de producéao)
n/d

Baixa/Média (B, C e D)
Baixa/Média (B, C e D)
Alta (A e B)

Alta (A e B)

Baixa (C, D e E)
Baixa/Média (A, B e C)
Média/Alta (A e B)
Média (B, C e D)
Média (A, B, C e D)
Média/Alta (A, B e C)

'WARIEDADES...  (2008);

2LANCAMENTO...(2005); *LIBERACAO... (2015); “MARIN (2007).
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Figura 7. Visdo geral dos experimentos em cultivo hidropdnico para avaliacdo de tolerancia ao AI** de cultivares de cana-de-acucar.
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4.1 Material vegetal

Segmentos do colmo com aproximadamente 4,5 cm, contendo um entreno6 e
uma gema axilar intacta, denominados minitoletes, foram coletados a partir do terco
mediano do colmo de plantas de cana-de-acucar cultivadas a campo (OLORIZ et al.,
2012; WATT, 2003). Estes minitoletes foram colocados para germinar,
individualmente, em copos plasticos de 180 mL de volume, preenchidos com
substrato sélido Plantmax®. Bandejas contendo os copos com os minitoletes foram
dispostas em casa de vegetacdo para brotacdo das gemas e crescimento das
plantas (Figura 7). O sistema de controle de temperatura foi ajustado para manté-la
a 32°C e o sistema de irrigacao automatico programado para aciona-la trés vezes ao
dia, durante 30 minutos as 7h da manha e por 15 minutos as 12h e 17h. O cultivo
em substrato solido ocorreu por, aproximadamente, 50 dias, quando foi verificado

que todos cultivares haviam emitido raizes do perfilho (RPS).

4.2 Cultivo em hidroponia e solugdes nutrientes

Aproximadamente 50 dias apdés o plantio, as plantas foram removidas do
substrato solido e tiveram suas raizes limpas com agua. Em seguida, foi realizada
uma selecéo visual baseada na homogeneidade do sistema radicular e parte aérea
entre plantas do mesmo cultivar. As plantas selecionadas desta forma foram
identificadas e utilizadas nos experimentos em hidroponia (Figura 7). Os recipientes
utilizados durante os experimentos em hidroponia foram caixas plasticas, padrdo
Marfinite® (22,5 x 35 x 50 cm), com volume de 26L, de cor preta e opaca, para evitar
a incidéncia de luz sobre as raizes durante os experimentos. As plantas foram
distribuidas em grupos homogéneos entre as caixas, sendo inseridas em suportes
de isopor com espessura de 30 mm, dimensionados na mesma medida da abertura

superior da caixa, permitindo total contato das raizes com a solu¢éo nutriente.

As solugdes nutrientes foram preparadas diretamente nas caixas, adicionando
os devidos volumes das solucdes estoque e completando para 20L com agua
destilada e, em seguida, acidificando com solucéo HCI| 10 M para atingir o pH de 4,0
+ 0,1 (Figura 8).
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Figura 8. Preparo e acidificacdo das solugbes nutriente (completa ou simples),

utilizadas durante os experimentos de cultivo hidropdnico dos cultivares de cana-de-
acucar (MARIANO et al., 2015 (modificado); HOAGLAND; ARNON, 1950)

As caixas foram dispostas em mesas de um ambiente da casa de vegetacéo,
onde a temperatura foi regulada para 32°C (Figura 9). A solugdo nas caixas foi
agitada/aerada continuamente através de mangueiras acopladas a uma bomba
pneumatica sem 0leo, com acionamento controlado por temporizador, desligando o
equipamento durante 15 minutos a cada 3 horas de funcionamento, a fim de evitar o
aguecimento excessivo. O pH e temperatura das solugbes nutriente foram
monitorados trés vezes ao dia com pHmetro digital (W3B, Bel Engineering®,
Piracicaba-SP, Brasil) (Figura 8), sendo o pH controlado em 4,0 £ 0,1, conforme
necessario, utilizando solugdes de HCI 1,0 M ou NaOH 1,0 M (KOPP et al., 2012).

As solucgdes nutrientes foram trocadas ap0s sete dias no Experimento 1.
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Figura 9. Sistema de cultivo hidroponico instalado em casa de vegetagdo em
experimentos de avaliacdo da tolerancia ao AI** em cana-de-agcucar.
4.2.1 Aclimatacéo a hidroponia — Soluc¢éo nutriente completa

Antes da transferéncia para o cultivo hidropdnico, as plantas passaram pelo
procedimento denominado toilette, tendo suas raizes do tolete removidas com o
auxilio de uma tesoura. No periodo de aclimatacdo a hidroponia foi utilizada solugéo
nutriente completa durante sete dias. A solucdo nutriente completa foi composta por
macronutrientes conforme proposto por Mariano et al. (2015) com modificacdes, e
de micronutrientes conforme o coquetel classico proposto por Hoagland e Arnon
(1950) (Tabela 4).
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Tabela 4. Composicéo da solucdo nutriente completa, em macro e micronutrientes,
utilizada para aclimatacdo das plantas de cana-de-acUcar durante os experimentos
em hidroponia (MARIANO et al., 2015 (modificado); HOAGLAND; ARNON, 1950).

Nutriente Concentrac&o (mg.L™) Reagente utilizado
N 140 NH4NO3

P 31 NaH2PO4

K 98 KCI

Ca 60 CaCl,

Mg 15 MgSQO,

S 20 MgSO,

B 0,5 H3BO3

Cu 0,02 CuS0,4.5H,0
Fe 5,0 Fe-EDTA

Mn 0,5 MnSO,

Mo 0,01 Na;Mo00,4.2H,0
Zn 0,05 ZnS04.7H,0

4.2.2 Exposicdo ao AlI** - Solucdo nutriente simples

13

Para o periodo de exposicao ao AlI°" foi utilizada solugcao nutriente simples,

13

composta apenas por célcio (Ca*) e aluminio (AP"), evitando desta forma a

complexacédo do AI**
atividade desta forma iénica na solugéo (KOPP et al., 2012; WATT, 2003). O Ca** foi
disponibilizado a uma concentracdo constante de 1000 uM através de CacCl,
(KOPITTKE; BLAMEY, 2016; WATT, 2003), e o AI*" foi fornecido através de

AlICI;.6H,O em doses variadas, conforme o experimento realizado. O pH das

com outras moléculas e permitindo maior controle sobre a

solugBes nutriente simples foi rigorosamente monitorado trés vezes ao dia (Figura 9)
e regulado para 4,0 + 0,1 sempre que necessario, através da adicdo de solugbes 1M
de HCl ou NaOH, garantindo a prevaléncia da espécie livre Al(H.0)s** (AIP")
(KOPITTKE; BLAMEY, 2016; ROSSIELLO; JACOB NETTO, 2006).

4.3 Medic&o do comprimento radicular médio (CRM)

O desenvolvimento radicular foi acompanhado ao longo dos periodos de
exposicdo atraves da medicdo do comprimento radicular médio (CRM) das plantas
(HEIDARABADI et al., 2011; MARON et al., 2008) (Figura 10). Para cada planta, trés
raizes do perfilno foram marcadas e medidas da base do perfilho até o apice,
utilizando uma régua comum (cm). O CRM serviu de base para calcular os
parametros de desenvolvimento radicular, utilizados ao longo dos experimentos
(Tabela 2).
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Figura 10. Medicao das raizes para obtengdo do comprimento radicular médio (CRM
= YComprimento raizes/n° raizes medidas) das plantas de cana-de-acucar,
utilizando uma régua (cm).

|3

4.4 Experimentos em hidroponia para avaliacdo da tolerancia ao Al°" dos

cultivares de cana-de-agucar

4.4.1 Experimento |: Determinacdo do tempo de exposicdo e dose de Al** para
avaliacdo da tolerancia em cultivares de cana-de-acucar

O objetivo deste experimento foi determinar os parametros atividade de A** e
tempo de exposicdo em hidroponia, utilizando solugcdo nutriente simples, para
avaliacdo dos cultivares de cana-de-aclicar quanto & tolerancia ao Al**. Estes
parametros foram utilizados em etapas posteriores do projeto, envolvendo um
namero maior de cultivares. O experimento consistiu de um fatorial 2x6x3, seguindo
delineamento de parcelas sub-subdivididas, com duas repeticdes. Foram avaliadas
seis doses de Al (0, 150, 300, 700, 1500 e 3000 uM), correspondendo as atividades
de (0, 77, 143, 293, 503 e 643 uM AI**), respectivamente, considerando-se a adicdo
de 1000 pM de CaCl, Os célculos de atividade do AI** foram feitos através da
equacao de Debye e Huckel (1923), utilizando o software WinlAP (HEPPERLE,
2016).
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Foram utilizados os cultivares RB835486 e SP80-3280, sendo selecionadas
12 plantas de cada cultivar, conforme o item 4.2, as quais foram submetidas ao
periodo de aclimatagdo descrito no item 4.2.1. Neste experimento,
excepcionalmente, os recipientes utilizados para o periodo de exposicdo ao Al**
foram 12 vasos pretos e opacos, com volume de 1,7L. Cada um dos 12 vasos
recebeu 1,5L de solug&o nutriente simples com determinada dose de Al (parcela).
Em cada vaso foi colocada uma planta (subparcela) de cada cultivar, as quais foram

avaliadas em trés periodos de tempo (sub-subparcela) (Figura 11).

Figura 11. Sistema de cultivo hidropénico de cultivares de cana-de-acguUcar, instalado
em casa de vegetacdo durante o Experimento I.

O CRM das plantas foi medido em quatro momentos (DO, D3, D7 e D14),
relativo ao nimero de dias de exposicdo ao AI**. Assim, foram avaliados, o tempo
minimo de exposicéo e a dose de AI** necessarios para diferenciar as cultivares em

sensivel ou tolerante ao Al, baseado nas médias de TAR (Tabela 2) dos cultivares.

4.4.2 Experimento Il: Avaliacdo de nove cultivares de cana-de-acUcar quanto a
tolerancia ao AI**

O objetivo deste experimento foi determinar, dentre nove cultivares de cana-
de-acucar, dois significativamente contrastantes para a tolerancia ao Al. Para fins de

analise estatistica considerou-se que cada combinagcédo entre os fatores cultivar e
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{AI**} representou um tratamento, totalizando desta forma dezoito tratamentos, com

seis repeticdes cada.

Neste experimento foram comparados nove cultivares de cana-de-acucar:
RB855536, RB855156, RB855453, RB867515, RB92579, RB928064, RB935744,
RB985476 e IAC66-6. Com base nos critérios descritos no item 4.2, foram
selecionadas 12 plantas de cada cultivar, as quais foram distribuidas em grupos
homogéneos entre seis caixas. Cada caixa recebeu duas plantas de cada cultivar,
totalizando 18 plantas por caixa. As plantas foram aclimatadas a hidroponia segundo
descrito no item 4.2.1. Ap6s o periodo de aclimatacédo, as plantas foram submetidas
ao tratamento determinado no Experimento | (item 4.4.1), em relacdo a atividade de
APP* e tempo de exposicdo. O CRM foi medido ao inicio e final do periodo de
exposicdo ao AI**, conforme determinado no Experimento | (item 4.4.1), sendo
utilizado para calculo da TAR das plantas.

4.4.3 Experimento lll: Comparacdo entre dois cultivares contrastantes para
tolerancia ao Al**

O objetivo deste experimento foi comparar dois cultivares de cana-de-agUcar
contrastantes para a tolerancia ao AI** através da TAR. O experimento seguiu
delineamento de parcelas subdivididas, com quatro repeticbes, sendo cada caixa

correspondente a uma parcela e cada planta a uma subparcela.

Neste experimento foram comparados os dois cultivares determinados no
Experimento Il (item 4.4.2), sendo selecionadas 32 plantas de cada cultivar,
conforme o item 4.2. A partir deste experimento, passaram a serem adotados dois
procedimentos para aumentar a assertividade da medicao de raizes, visando reduzir
os coeficientes de variacdo (CV). O primeiro foi o processo denominado toilette de
raizes, no qual foram removidas as raizes do minitolete com auxilio de uma tesoura,
mantendo apenas as raizes do perfilho (Figura 12-A), e o segundo foi marcar as
raizes a serem medidas com uma linha colorida, gentilmente amarrada a base da
raiz para nao ocasionar lesdes (Figura 12-B), de forma a medir sempre as mesmas

raizes ao inicio e final do periodo de exposic¢éo ao Al.
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Figura 12. A) Planta de cana-de-acucar ap0s o toilette, e B) marcacao, com linha
colorida, de trés raizes do perfilho selecionadas.

As plantas foram distribuidas em grupos homogéneos entre as caixas. Cada
caixa recebeu quatro plantas de cada cultivar, totalizando oito plantas por caixa. As
plantas foram submetidas a aclimatacdo conforme descrito no item 4.2.1 e, a seguir,
ao tratamento determinado no Experimento | (item 4.4.1). O CRM das plantas foi
medido ao inicio e final do periodo de exposi¢cdo, conforme determinado no
Experimento | (item 4.4.1). Ao final do experimento os apices radiculares de cada
planta foram coletados individualmente em tubos criogénicos, sendo imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para posterior analise de

atividade de enzimas antioxidantes.

4.4.4 Experimento IV: Comparagdo entre nove cultivares de cana-de-agucar e
avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes para tolerancia ao Al**

Nestes experimentos foram utilizados nove cultivares de cana-de-agucar:
RB835486, RB855156, RB855453, RB855536, RB867515, RB92579, RB928064,
RB985476 e SP80-3280. Os experimentos seguiram delineamento de blocos
casualizados, com cinco repeticdes, sendo cada caixa correspondente a um bloco e
cada planta a uma parcela.

Para o cultivo hidropbnico foram selecionadas 20 plantas de cada cultivar,
conforme descrito no item 4.2, sendo submetidas aos procedimentos adotados no

Experimento 1l (item 4.4.3). A marcacdo das raizes com linhas coloridas foi
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substituida por fitas adesivas com cores diferentes, reduzindo o risco de danificar as
raizes.

As plantas foram distribuidas, em grupos homogéneos, entre dez caixas.
Cada caixa recebeu duas plantas de cada um dos nove cultivares, totalizando 18
plantas por caixa. As plantas foram aclimatadas a hidroponia segundo descrito no
item 4.2.1. Ao término do periodo de aclimatacdo, as dez caixas foram divididas
igualmente entre dois experimentos: experimento em condicdo 143 pM {Al**} e
experimento em condicdo 0 uM {AI**}. Em ambos os experimentos, a solucdo
nutriente completa foi substituida por um volume igual de solugéo nutriente simples,

sendo que no experimento em condigéo 143 uM {AI**

} foi adicionada uma dose de Al
conforme determinado no Experimento | (item 4.4.1).

O CRM das plantas foi medido ao inicio e final do periodo de exposicéo,
conforme determinado no Experimento | (item 4.4.1). A TAR foi substituida pelo CRR
(Tabela 2) como parametro para o desenvolvimento radicular, de forma a amenizar o
efeito das diferencas de comprimento inicial das raizes sobre o CV dos
experimentos. Ao final do experimento os apices radiculares (Figura 13) de cada
planta foram coletados individualmente em tubos criogénicos, sendo imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para posterior analise de

atividade de enzimas antioxidantes.
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Figura 13. Apices radiculares de cana-de-acUcar coletados apés cultivo hidropdnico
em solucéo nutriente simples na presenca do AI**.

4.4.4.1 Extracdo de proteinas sollveis totais (PST)

A extracdo das proteinas solluveis totais (PST) foi feita de acordo com
Azevedo et al. (1998). O material vegetal foi pesado (~1,0 g) e colocado em um
cadinho gelado, sendo macerado em nitrogénio liquido até a obtencdo de um poé
fino. Em seguida adicionou-se 4% (g g™ tecido) de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e
tampao de extracdo, na proporcdo de 2:1 (mL g™ tecido), composto por EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético) 1 mM, DTT (ditiotreitol) 3 mM e tampé&o fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5). O homogeneizado foi centrifugado a 10000 rpm durante
30 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi coletado e dividido em quatro aliquotas de 200 pl cada,
sendo congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para posterior

quantificacdo de PST e atividade de enzimas antioxidantes.

4.4.4.2 Quantificacdo de proteinas sollveis totais (PST)
A quantificacdo de proteinas solluveis totais (PST) foi feita de acordo com
Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. A amostra

foi diluida trés vezes em tampao fosfato de potassio (pH 7,5), sendo adicionado 1
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mL de corante (Biorad®) em 20 pl de amostra, para a leitura de absorbancia, feita em
espectrofotometro a 595 nm.

4.4.4.3 Atividade da ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) foi determinada como
descrito por Moldes et al. (2008). A reacao foi preparada com a adicdo de 25 pl de
amostra a uma cubeta de quartzo, em seguida adiciona-se 875 pl de um mix
(mantido em banho-maria a 30°C) composto por 675 pl de tampéo fosfato de
potassio 80 mM, 100 ul de ascorbato 5 mM e 100 pl de EDTA 1 mM, e a reacéo foi
iniciada com a adi¢éo de 100 pl de H,O, 1mM, totalizando 1 mL de reagéao.

A leitura, feita em espectrofotometro a 290 nm, foi iniciada imediatamente
apos a adicao do H,O, ao meio de reacao, o qual foi monitorado durante 1 minuto,
em intervalos de 10s. Os valores de atividade sdo expressos em nmol.mint.mg™* de

proteina.

4.4.4.4 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada segundo Kraus et al.
(1995), com algumas modificacdes conforme Azevedo et al. (1998). O ensaio foi
realizado a 25°C, utilizando cubetas de quartzo. A reacédo € iniciada pela adicao de
25 pl de amostra a 1 mL de um mix, composto por 10 mL de tampéao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 pl de H,0, (reagente concentrado a 30%). O branco
é feito da mesma forma, substituindo-se o extrato proteico da amostra por 25 ul de
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5).

A atividade foi determinada em espectrofotdbmetro, monitorando a degradacao
do H,O, a 240 nm durante 1 minuto, em intervalos de 10 segundos entre cada

leitura. Os resultados sdo expressos em pmol.min.mg™ de proteina.

4.4.4.5 Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada segundo
Giannopolitis e Ries (1977) e Cembrawska-Lech et al. (2015). A reacao foi
conduzida em tubos de ensaio, colocados em uma camara de reacdo (caixa), sob
iluminacdo de lampada fluorescente, a 25°C. Foram adicionados 15 pl de amostra a
um meio de reacdo composto por tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8),
metionina 13 mM, NBT (nitro blue tetrazolium) 63 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 1,3

MM, totalizando 1,5 mL de reagéao.
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Neste ensaio foram utilizados dois brancos, seguindo a mesma reacéo,
excluindo-se o extrato proteico. O branco do escuro permaneceu fora da caixa,
tampado com papel aluminio, para que nao recebesse luz, e o branco do claro foi
colocado na caixa junto das amostras.

Os tubos foram colocados no interior da caixa, isolados de qualquer luz
exterior. Em seguida, a luz no interior da caixa foi acesa e mantida por 5 minutos,
tempo no qual é formado o composto blue formazana, através da fotorredugédo do
NBT. Apos o tempo de exposicdo a luz, a medida foi realizada em espectrofotémetro
a 560 nm. Os resultados sdo expressos em U SOD.mg™ proteina, sendo que 1
unidade de SOD equivale a concentracdo de enzima necessaria para inibir 50% da

fotorreducéo do NBT para formazana.

4.5 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas no software R (R Development Core
Team, 2011), considerando o delineamento e numero de repeticbes citados para
cada experimento. Os parametros de desenvolvimento radicular (TAR ou CRR) e de
atividade de enzimas antioxidantes (APX, CAT e SOD) foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e, quando apropriado, foi realizado o teste de médias Scott-
Knott (p<0,05). No Experimento IV (item 4.4.4), foram calculadas as correlacbes de
Pearson entre os dados de crescimento radicular relativo (CRR) e de atividade de
cada enzima antioxidante (APX, CAT e SOD).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao do material vegetal

A variacdo fenotipica do sistema radicular entre variedades de uma mesma
espécie é um fenémeno relatado por diversos autores (KOPITTKE et al., 2016; MA
et al., 2014; WU et al., 2014; FAMOSO et al., 2010), inclusive para a cana-de-agucar
(SMITH et al., 2005; LANDELL, 1989). Em cana-de-acucar, as mudas sao obtidas
via propagacao vegetativa, assim, a reserva nutricional inicial de cada minitolete
pode ser influenciada por fatores como genétipo, idade da planta e por¢cdo do colmo
utilizada no plantio (MUHAMMAD et al., 2016; MARTINS et al., 1999). Estes fatores
influenciam no vigor inicial das plantas e nas diferengcas fenotipicas observadas
entre e dentro de variedades (SMITH et al., 2005; MARTINS et al., 1999). Nos
experimentos conduzidos durante este trabalho estes fatores foram controlados,
tendo sido colhidas plantas com a mesma idade a campo, das quais foram utilizados
apenas segmentos do terco mediano dos colmos na producdo dos minitoletes, que
por sua vez tiveram um tamanho padronizado em 4,5 cm. As variedades de cana-
de-acucar utilizadas nos experimentos apresentaram diferencas nitidas entre o
namero de raizes dos perfilhos e o comprimento das mesmas (Figura 14), no
entanto, considerando as precaucgfes tomadas durante 0s experimentos, estas

diferencas podem ser atribuidas com seguranca ao fator genétipo.
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Figura 14. Sistema radicular de plantas de cana-de-acUcar cultivadas durante sete
dias em hidroponia com solucédo nutriente completa. Estrutura do minitolete: P =
perfilno; RP = raiz do perfilho; MT = minitolete e RT = raiz do minitolete. A —
RB855536; B — RB855536 submetida ao toilette; C — RB92579; D — RB92579
submetida ao toilette.

Uma parte da variagcdo dos experimentos (CV) pode ser atribuida a grande
diferenca do comprimento das raizes do perfilno em decorréncia dos cultivares de
cana-de-agucar (Figura 14), podendo ser resultante de um componente genético.
Também foi observada uma variagcdo do comprimento de raizes de plantas do
mesmo cultivar, mesmo sendo realizada a selecdo de plantas com maior
uniformidade. Uma possivel explicacdo pode ser a reserva de nutrientes do
minitoletes que pode influenciar diretamente do desenvolvimento do perfilho
(MUHAMMAD et al., 2016; MARTINS et al., 1999).
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5.2 Cultivo hidrop6nico e solugdes nutriente

O sistema hidropo6nico e a solugao nutriente completa (Tabela 4), propostos
neste trabalho, permitiram a obtencdo de plantas saudaveis e aclimatadas a
hidroponia para a realizacdo dos experimentos. A composicdo das solucbes
nutriente simples e a duragdo dos experimentos permitiram o fornecimento
adequado de célcio para a manutencdo do desenvolvimento radicular normal,
evitando que os resultados observados fossem decorrentes da privacdo deste

elemento.

5.3 Experimentos em hidroponia para avaliacdo da tolerancia ao AlI** dos

cultivares de cana-de-agucar

5.3.1 Experimento |: Determinacdo do tempo de exposicédo e dose de Al

para
avaliacdo da tolerancia em cultivares de cana-de-acucar

Os resultados do Experimento I, que foi utilizado para a determinacdo dos
parametros experimentais do cultivo hidropbnico foram sumarizados na Tabela 5.
Foi realizado o teste nested Scott-Knott (p<0,05) para as médias de TAR dos
cultivares RB835486 e SP80-3280, expostos a concentracdes crescentes de Al, em
diferentes periodos de exposicdo. Também foram verificados valores negativos de
TAR sugerindo que ocorreu a quebra de raizes durante o experimento, gerando um

valor de CRMgsing menor que 0 CRMipicial-

Tabela 5. Taxa de Alongamento Radicular (TAR) (cm.dia™) dos cultivares de cana-
de-acucar RB835486 e SP80-3280, em seis concentracdes de Al, avaliados durante
trés, sete e quatorze dias (D3, D7 e D14, respectivamente) de exposicao.

Cultivar D3 exposicédo ao Al**

0 uM 77uM 143 puyM 293 puM 503 uM 643 uM
RB835486 0,55a 0,64a 0,75a 0,65a 0,85a 0,25a
SP80-3280 0,35a 0,23a 0,07b -0,10b -0,23 b -0,02 a

D7 exposicdo ao Al**

0 uM 77uM 143 puyM 293 pM 503 uM 643 uM
RB835486 0,63a 0,72a 0,59 a 0,93 a 0,95a 0,29 a
SP80-3280 0,36a 0,12Db 0,09 a 0,01b -0,12 b 0,06 a

D14 exposicdo ao Al**

0O uM 77uM 143 uM 293 uM 503 pM 643 uM
RB835486 0,94a 1,00a 1,07 a 1,07 a 1,06 a 0,23 a
SP80-3280 0,58a 0,21b 0,28 b 0,03 b -0,04 b 0,04 a

Letras distintas na coluna indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os
cultivares expostos no mesmo periodo de exposicdo ao AI**.



40

Nao houve diferenca significativa entre as médias da TAR para os cultivares
avaliados quando submetidos apenas a solucdo nutriente simples. Foram
observadas alteracGes no desenvolvimento do sistema radicular em decorréncia das
interacOes entre os fatores presenca do Al e dias de exposi¢cdo. Essa mudanca dos
valores de TAR entre os cultivares indicou a acéo fitotoxica do Al** e permitiu a
classificacdo dos cultivares como tolerantes ou sensiveis. Baseado no teste de
meédias realizado (Tabela 5) pode-se afirmar que, para diferenciar o comportamento
dos cultivares de cana-de-acucar, foi necessaria uma concentracdo minima de 77
UM de A** para periodos de exposicéo de sete ou quatorze dias (D7 e D14), ou 143
UM de AI** para o periodo de exposicéo de trés dias (D3). Este fato é ilustrado pelas
linhas de tendéncia da TAR dos cultivares (Figura 15) onde, para os tempos D3, D7
e D14, entre as concentracdes 77-503 pM de AI**, foram observados
comportamentos distintos dos cultivares. No cultivar SP80-3280 o crescimento
radicular foi afetado pelo AI** a partir das menores concentracées e do menor tempo
de exposicdo (D3). O cultivar RB835486 mantém o crescimento radicular normal nas
concentracdes iniciais de A**, mas com aumento da concentracdo (643 uM AP

sofre dréastica reducdo no crescimento radicular.
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Figura 15. Tendéncia das médias de Taxa de Alongamento Radicular (TAR) (cm.dia
1 dos cultivares de cana-de-aclicar RB835486 e SP80-3280, em concentracdes
crescentes de Al em solucao nutriente simples e em trés periodos de exposicao (D3,
D7 e D14).
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Os resultados obtidos em experimentos de tolerancia ao Al s&o influenciados

principalmente pela atividade de AI**

(KOCHIAN et al., 2015; MA et al., 2014). As respostas fenotipicas ou bioquimicas de

, genotipo/variedade e tecido analisado

uma espécie a concentracdo de Al no meio nem sempre sdo lineares, podendo
variar bastante entre genétipos (KOPITTKE et al., 2016; MA et al., 2014; FAMOSO
et al.,, 2010). Em alguns casos € possivel observar um efeito estimulante para o
crescimento radicular em baixas concentracbes de Al (LANDELL et al., 2003;
HETHERINGTON et al., 1986), como pdde ser observado no cultivar RB835486
durante o Experimento | (Figura 15). Hetherington et al. (1986) demonstraram em
um dos trabalhos pioneiros sobre tolerancia ao Al em cana-de-acUcar que, em um
experimento utilizando solo acido como substrato, ndo houve diferenca visivel entre
0s sistemas radiculares de variedades de cana-de-acucar com diferentes niveis de
tolerancia ao Al, classificadas segundo outros indices fenotipicos. Porém, em um
experimento hidropdnico, os autores puderam observar danos radiculares entre 127-
249 uM {AI**}, sendo que 45 pM {AI**} estimulou o crescimento radicular em uma
variedade considerada tolerante. Posteriormente, Hetherington et al. (1988)
observaram reducao do crescimento radicular entre 54-222 uM {AI**} para genétipos
de cana-de-acgUcar considerados sensiveis e tolerantes, respectivamente, sendo que
54 puM {AP**} estimulou o crescimento radicular em um dos gendétipos tolerantes.
Ainda sobre a concentracéo de Al, Watt (2003) utilizou 221 pM {AI**} para reduzir em
43% o crescimento radicular de um gendétipo de cana-de-acucar considerado

tolerante ao Al.

A literatura demonstra, portanto, que existe variabilidade nos niveis de
tolerdncia ao Al entre genoétipos de cana-de-acucar, sendo a concentracdo de Al
utilizada nos experimentos um fator determinante para a classificacdo de um

gendtipo como sensivel ou tolerante. A atividade de 143 uM de {A**

} estéa dentro dos
intervalos de concentracdo utilizados para avaliar a cana-de-agucar, conforme
descrito na literatura. Considerando a composicao da solugao nutriente simples, e a
consequente possibilidade de se observar fendbmenos indesejados decorrentes da
restricdo nutricional imposta por este meio, concluiu-se que os melhores parametros
para os experimentos hidropbnicos seriam trés dias de exposicao (D3) a 143 uM de

(AP,
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5.3.2. Experimento II: Avaliagdo de nove cultivares de cana-de-agucar quanto a
tolerancia ao AI**

Conforme os resultados apresentados no item 5.1.1, no Experimento | foram
estabelecidos os parametros necessarios para diferenciar os cultivares de cana-de-
acucar em sensiveis ou tolerantes a presenca do AR* em solucdo nutriente. Desta
forma, os cultivares selecionados para a avaliagdo de tolerancia/sensibilidade ao
AR* no Experimento Il passaram pelo processo de aclimatagcédo e, a seguir, foram
divididos nos grupos controle (0 pM de {A**}) e exposicdo (143 pM de {Al**}), sendo
cultivados durante trés dias. Os valores de CRM foram medidos ao inicio e final do
periodo de cultivo em solucdo nutriente simples. A andlise estatistica dos dados de

TAR dos cultivares foi indicada na Tabela 6.

Tabela 6. Taxa de Alongamento Radicular (TAR) (cm.dia™) de nove cultivares de
cana-de-acgUcar cultivados durante trés dias em solugdo nutriente simples, em
condicado controle (0 pM de {AI**}) ou exposicdo (143 uM de {AI**}).

Cultivar 0 uM {AP*} 143 uM {AI**}

IAC66-6 -0,07 b -0,02 b
RB855156 -0,23 b 0,52a
RB855453 0,09 b 0,58 a
RB855536 152 a 0,32 b
RB867515 0,82 a 0,74 a
RB92579 0,65a 0,55a
RB928064 0,92 a 0,72 a
RB935744 0,86 a 0,01b
RB985476 0,77 a 1,39 a

Letras distintas indicam diferenca estatistica significativa, segundo teste Scott-Knott
(p=<0,05).

Os resultados evidenciaram as diferencas de comportamento relacionadas ao
AI** entre os cultivares (Tabela 6). Foram observados cultivares com comportamento
tolerante (RB867515, RB92579, RB928064 e RB855453), outras sensiveis
(RB855536 e RB935744) e, em uma delas (RB855453), houve um desempenho

melhor no grupo exposto ao AI**

em relacdo ao controle. Em dois genotipos
(RB855156 e IAC66-6) nao foi possivel determinar uma resposta de
tolerancia/sensibilidade devido a quebra de raizes durante o experimento. A figura

16 ilustra o comportamento dos cultivares.
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Figura 16. Taxa de Alongamento Radicular (TAR) (cm.dia™) dos nove cultivares de
cana-de-acgUcar cultivados durante trés dias em solugdo nutriente simples, em
condicdo controle (0 pM de {A**}) ou exposicdo (143 pM de {Al**}). Letras distintas
indicam diferenca estatistica significativa, segundo teste Scott-Knott (p<0,05).

Nos Experimentos | e Il as raizes medidas ndo foram marcadas de nenhuma
forma, o que pode ter ocasionado erros experimentais durante as medic¢des iniciais e
finais. Além disso, devido a complexidade do sistema radicular da cana-de-acucar e
alta variacdo de comprimento entre as raizes de plantas de um mesmo cultivar, 0s
tratamentos apresentaram elevado desvio em relacdo a média. A padronizacdo das
raizes no experimento de hidroponia para compreensao da resposta ao Al é fator
preponderante para discriminacdo da tolerancia/sensibilidade, principalmente porque
h& uma grande variacdo fenotipica no sistema radicular de cada cultivar e entre os
individuos dentro de um mesmo cultivar.

Entretanto, a TAR de alguns dos cultivares apresentaram desvios menores €,
dentre estes, foram selecionados dois com comportamentos contrastantes
(RB855536 e RB92579) em relacdo a tolerancia ao AI** para a realizagdo de um
experimento com maior controle sobre as possiveis fontes de erro associados a

medicdo de raizes.
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5.3.3. Experimento Illl: Comparacdo entre dois cultivares contrastantes para
tolerancia ao AI**

O Experimento | permitiu determinar a atividade de AI’* e o tempo de
exposicao necessario para avaliar a tolerancia dos cultivares de cana-de-acgucar. O
experimento Il permitiu definir dois cultivares com comportamentos contrastantes em
relacdo & tolerancia ao AI**. Os cultivares selecionados para o Experimento Il foram
0 RB92579 e RB855536, sendo que 0 primeiro apresentou maior tolerancia ao Al**

em cultivo hidropénico com solugéo nutriente simples (Tabela 7 e Figura 17).

Tabela 7. Taxa de Alongamento Radicular (TAR) (cm.dia™) dos cultivares RB855536
e RB92579 no experimento em solucdo nutriente simples.

{AP7}
0 uM 143 pM
RB92579 191a 1,42 a
RB855536 1,97 a 0,89 b
Letras distintas na coluna indicam diferenca estatistica significativa, segundo teste
Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 17. Taxa de Alongamento Radicular (cm.dia™) dos cultivares RB855536 e
RB92579 no experimento em solugdo nutriente simples. Letras distintas indicam
diferenca estatistica significativa entre os cultivares, segundo teste Scott-Knott
(p=<0,05).

A marcacdo das raizes com linhas permitiu medir as mesmas raizes ao inicio
e final do experimento, o que foi eficiente em diminuir os erros experimentais (CV =

39%). Entretanto, o CV do experimento permaneceu elevado, provavelmente devido
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a heterogeneidade do sistema radicular entre individuos da mesma cultivar. Desta
forma, decidiu-se prosseguir com a experimentacdo, utilizando todo o aprendizado
obtido nos experimentos anteriores e adotando medidas adicionais para reducéo do
CV. Uma das medidas foi a adocdo do CRR para medicdo das raizes, visto que este
pardmetro normaliza a diferenca entre individuos, ao dividir o crescimento liquido
pelo comprimento inicial das raizes. Outro ponto foi a comparagédo apenas entre 0s
cultivares sob o0 mesmo tratamento em solucéo nutriente simples, tornando a analise

mais simples ao reduzir os fatores influenciando a variavel resposta.

5.3.4 Experimento IV: Comparacao entre nove cultivares de cana-de-acucar e
avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes para tolerancia ao Al**

Os resultados do crescimento radicular relativo (CRR) e da atividade de
enzimas antioxidantes (APX, CAT e SOD) dos experimentos de condi¢cao controle (O
uM {A**}) e condicéo desafio (143 pM {Al**}) foram sumarizados nas Tabela 8 e 9,

respectivamente.

Tabela 8. Crescimento radicular relativo (CRR) de nove cultivares de cana-de-agulcar
cultivadas em sistema hidrop6nico nos experimentos de condi¢cdo controle (0 pM
{AI**}) e desafio (143 pM {AI**}).

Condicéo Controle Condicéo Desafio
Cultivar CRR Cultivar CRR
RB835486 0,380 ° RB835486 0,336 °
RB855156 0,332° RB855156 0,346 °
RB855453 0,386 ° RB855453 0,398 °
RB855536 0,460 2 RB855536 0,408 °
RB867515 0,488 @ RB867515 0,502 @
RB92579 0,534 2 RB92579 0,488 2
RB928064 0,506 @ RB928064 0,588 @
RB985476 0,446 2 RB985476 0,406 °
SP80-3280 0,430 SP80-3280 0,386 °
CV (%) 17,1 CV (%) 24,5

Letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica entre as médias, segundo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

Os coeficientes de variagdo dos experimentos foram de 17,1% e 24,5% nas
condicbes controle e desafio, respectivamente, valores baixos levando em
consideracao a variabilidade e complexidade naturais do sistema radicular de cana-
de-acucar. Isto indica que as medidas adotadas durante estes experimentos foram
eficientes, visto que, mesmo com um maior numero de variedades, o CV foi reduzido

em relacdo aos experimentos anteriores.
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Tabela 9. Atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX em nmol H,O, min™
mg™ proteina), catalase (CAT em pmol H,O, min® mg™® proteina) e superéxido
dismutase (SOD em U SOD mg™ proteina) em nove cultivares de cana-de-actcar
cultivadas em sistema hidroponico nos experimentos de condi¢do controle (0 puM
{AI**}) e desafio (143 pM {AI**}).

Condicdo Controle Condicéo Desafio

Variedade  APX CAT SOD Variedade  APX CAT SOD

RB835486 916,7° 59,3° 63,9° RB835486  1114,5° 799%*  738°
RB855156  1047,4° 7462  771°% RB855156 14825 882°% 69,22
RB855453 1267,3* 66,6°  655° RB855453  1553,4% 82,8%  78,7°
RB855536 991,4° 54,8"° 59,8 2 RB855536  1132,4° 521° 59,1°
RB867515 829,7° 60,5 " 60,6 ° RB867515  1214,8° 78,92 75,6 2
RB92579 1455,8%  61,4° 64,37 RB92579 1398,2% 709° 72,3°
RB928064  1213,8% 482" 581° RB928064 13186° 68,3° 67,52
RB985476 793,5° 66,8 ° 58,9° RB985476 821,5° 77.4°? 68,4 2
SP80-3280 1370,2® 87,9 659°? SP80-3280 1569,5% 9252 529°
CV (%) 19,2 20,1 15,5 CV (%) 21,9 19,7 15,2

Letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica entre as médias, segundo
teste Scott-Knott (p<0,05).

Para as andlises de correlacao (Tabela 10), os cultivares de cana-de-agucar
foram agrupados conforme sua classificacdo na analise estatistica de CRR nos
experimentos em condic&o controle (0 uM {A**}) e desafio (143 puM {A*"}) (Tabela
8), pois esta medida é o principal indicador para a tolerancia ao Al**. Parametros de
desenvolvimento radicular, como o CRR, sdo constantemente utilizados como base
para avaliacdo de outros parametros metabdlicos ou genéticos, visto que a
diminuicdo no crescimento radicular € um dos primeiros sintomas gerados pela
toxidez do AI** (LOSKUTOV et al., 2016; CANIATO et al., 2014; POSCHENRIEDER
et al., 2008; WATT, 2003; FORNAZIER et al., 2002).
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Tabela 10. Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre CRR e atividade de
enzimas antioxidantes (APX, CAT e SOD) de nove cultivares de cana-de-aglcar nos
experimentos em condicéo controle (0 uM {A**} e condicéo desafio (143 uM {Al**}).

Controle (0 uM {A**}) Desafio (143 pM {Al**})
gggo Enzima R p-valor g;lgo Enzima r p-valor
APX 0,07 0,70 APX -0,28 0,30
Maior CAT -0,12 0,53 Maior CAT 0,53 0,04*
SOD 0,21 0,27 SOD 0,39 0,15
APX 0,40 0,14 APX -0,26 0,17
Menor  CAT -0,36 0,18 Menor CAT -0,62  0,00**
SOD -0,49 0,06 SOD -0,40 0,03*

*p<0.05; ** p<0.01

'Experimento controle — Grupos de CRR: Maior (RB855536, RB867515, RB92579,
RB928064, RB985476 e SP80-3280) e Menor (RB835486, RB855156 e RB855453).
’Experimento desafio — Grupos de CRR: Maior (RB867515, RB92579 e RB928064)
e Menor (RB835486, RB855156, RB855453, RB855536, RB985476 e SP80-3280).

5.3.4.1 Experimento: Condic&o controle (0 pM {AI**})

Crescimento radicular relativo (CRR)

Considerando o experimento de condic&o controle (0 pM {AI**

}, os dados de
CRR apresentaram alta variabilidade entre as cultivares de cana-de-agucar
estudadas (Tabela 8), com uma diferenca de 60,8% entre 0 maior e menor valor de
crescimento (RB92579 e RB855156, respectivamente). A andlise estatistica separou
as nove variedades de cana-de-acucar em dois grupos significativamente distintos
(p<0,05) quanto ao CRR. Neste experimento, no grupo de cultivares com maiores
CRR (RB855536, RB867515, RB92579, RB928064, RB985476 e SP80-3280) foi
observado um crescimento 30,3% maior quando comparado com 0O grupo de

cultivares de menor CRR (RB835486, RB855156 e RB855453).

Atividade de enzimas antioxidantes (APX, CAT e SOD)

No experimento de condi¢cdo controle (0 pM (AP

}), as atividades enzimaticas
de APX e CAT apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05) quando
comparou-se as nove cultivares de cana (Tabela 9). Em relagcdo a APX, foi
observado que o grupo composto pelas cultivares com maior atividade de APX
(RB855453, RB92579, RB928064 e SP80-3280) apresentou uma média 44,9%
superior quando comparado com o0 grupo de cultivares de menor atividade

(RB835486, RB855156, RB855536, RB867515 e RB985476). Neste experimento foi
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verificada uma diferenca de 83,5% entre as cultivares de maior (RB92579) e menor
(RB985476) atividade de APX. Em relacdo a CAT, apenas as cultivares RB855156 e
SP80-3280 apresentaram atividade estaticamente superior as demais na condi¢ao
controle. A diferenca média foi de 36,2% entre os grupos de maior (RB855156 e
SP80-3280) e menor (RB835486, RB855453, RB855536, RB867515, RB92579,
RB928064 e RB985476) atividade de CAT. A diferenca entre as cultivares com
maior e menor atividade de CAT (SP80-3280 e RB928064, respectivamente) foi de
82,4%. Neste experimento as cultivares de cana-de-acUcar ndo apresentaram

diferenca estatistica significativa para a atividade da enzima SOD.

Correlacdo entre CRR e atividade de enzimas antioxidantes

No experimento em condicdo 0 pM {AI**

}, ndo houveram correlacdes
significativas (p<0,05) entre a atividade de enzimas antioxidantes e os dados de
CRR dos grupos, em ambos os experimentos (Tabela 10). Este resultado era
esperado, de certa forma, visto que ndo ha um agente estressante influenciando a
atividade das enzimas antioxidantes. Assim, os resultados deste experimento
refletem apenas o comportamento natural dos cultivares de cana-de-aclUcar quando

cultivados em solugéo nutriente simples.
5.3.4.2 Experimento: Condicdo desafio (143 pM {Al**})

Crescimento radicular relativo (CRR)

Considerando o experimento de condicdo desafio (143 pM {AI**

}), houve
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o CRR das nove cultivares
(Tabela 8). Houve uma mudanca do comportamento varietal do RB855536,
RB985476 e SP80-3280 que passaram a compor o grupo de menor CRR quando
submetidos ao aluminio. A presenca do AI** gerou uma diferenca de 38,4% do CRR
entre 0os grupos de cultivares com maior (RB867515, RB92579 e RB928064) e
menor CRR (RB835486, RB855156, RB855453, RB855536, RB985476 e SP80-
3280). Houve uma diferenca de 75,0% entre os cultivares com maior (RB928064) e
menor CRR (RB835486). Uma possivel razdo da maior amplitude na resposta de
CRR, observada no experimento de condi¢do desafio, pode ser explicada pelo fato
do AI** ter afetado o crescimento radicular de formas diferentes entre os cultivares,

como no caso dos dois ultimos cultivares citados.
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Landell et al. (2003) verificaram que RB72454, um cultivar desenvolvido e
altamente cultivado no nordeste brasileiro, ndo apresentou correlagdo significativa
entre produtividade e teor de Al no solo até o terceiro corte, enquanto outros clones
analisados apresentaram uma correlacdo negativa significativa. Isto indica que os
cultivares de cana-de-acUcar mais adaptados a ambientes restritivos com solos
acidos, possivelmente possuam mecanismos mais eficientes de tolerancia ao Al. De
maneira semelhante, no experimento de condicdo desafio (143 pM {Al**}), os
melhores desempenhos de CRR foram dos cultivares com maior presenca em
ambientes restritivos (Tabela 3). RB867515 é o cultivar mais plantado no Brasil, com
ampla adaptabilidade a ambientes diversos e restritivos, RB92579 & conhecido como
o cultivar que mais impactou a produtividade da cana-de-acUcar na regido nordeste
do Brasil (LIBERACAO..., 2015), sendo ambos adaptados a solos restritivos
(CARVALHO et al., 2016). Curiosamente, o cultivar mais tolerante ao Al foi
RB928064, indicado para ambientes de producéo favoraveis (LIBERACAO..., 2015).
Oliveira (2012) encontrou resultados semelhantes ao comparar o desenvolvimento
radicular de nove cultivares de cana-de-acUcar cultivadas em hidroponia na
presenca do Al, caracterizando o cultivar RB928064 como o mais tolerante,
apresentando o maior crescimento até a concentracdo de 2000 uM Al. Outro ponto
interessante do trabalho de Oliveira (2012) é que, na concentracdo de 380 uM Al, a
qual estaria proxima da atividade de 143 pM {AI**} ao se considerar a composicdo
do meio por ela utilizado, o cultivar RB928064 apresentou uma espessa camada de
mucilagem recobrindo o apice radicular, o que indica uma resposta de protecdo da
planta contra a exposicado ao Al (CAl et al., 2011; POSCHENRIEDER et al., 2008).
Em contrapartida, na mesma concentragdo de Al, o cultivar RB855453, também
caracterizado como sensivel no presente trabalho, apresentou pouca mucilagem e
danos visiveis ao apice radicular.

Um comportamento interessante pode ser observado nos cultivares
RB855536, RB985476 e SP80-3280, que no experimento em condi¢cdo controle
foram classificados no grupo de maior CRR e, no experimento em condi¢céo desafio
com 143 pM {AI**}, passaram para o grupo de menor CRR (Tabela 8). O cultivar
RB855536 concentra até 65% do volume de seu sistema radicular na camada
superficial do solo (0-20 cm) (BUSO et al., 2009; VASCONCELOS; GARCIA, 2005),
0 que fornece outro indicio de sensibilidade neste gendtipo, visto que o Al € uma

barreira quimica para o aprofundamento das raizes. O cultivar SP80-3280 tem uma
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exigéncia de ambientes favoraveis (MARIN, 2007). O cultivar RB985476 foi
recentemente lancado, sendo necessarios mais dados sobre sua produtividade em

ambientes diversos.

Atividade de enzimas antioxidantes (APX, CAT e SOD)

No experimento de condicdo desafio (143 pM {A*"}), as atividades
enzimaticas de APX, CAT e SOD apresentaram diferenca estatistica significativa na
comparacdo das nove cultivares de cana (Tabela 9). Neste experimento, as
cultivares RB855156, RB855453, RB92579, RB928064 e SP80-3280 apresentaram
alta atividade de APX, quando comparadas as demais. A variedade RB855156
passou a compor O grupo estatisticamente superior, apresentando um valor
expressivo de atividade de APX (1482,5 nmol H,0, min™ mg™ proteina). A diferenca
média entre os grupos de maior (RB855156, RB855453, RB92579, RB928064 e
SP80-3280) e menor (RB835486, RB855536, RB867515 e RB985476) atividade de
APX foi reduzida para 36,8%. A diferenca entre a maior (SP80-3280) e menor
(RB985476) atividade de APX foi de 91,1%. Na presenca do AI** as cultivares
RB835486, RB855453, RB867515 e RB985476 passaram a compor O grupo com
atividade de CAT estatisticamente superior. No experimento de condi¢do 143 pM
{AI**} apenas as cultivares RB855536 e SP80-3280 apresentaram atividade de SOD
inferior em relacdo as outras. A média do grupo com maior atividade de SOD
(RB835486, RB855156, RB855453, RB867515, RB92579, RB928064 e RB985476)
foi 29,0% superior ao grupo de menor atividade (RB855536 e SP80-3280). A
diferenca entre as cultivares de maior (RB855453) e menor (SP80-3280) atividade
de SOD foi de 48,9%.

Correlacdo entre CRR e atividade de enzimas antioxidantes

Os mecanismos de tolerancia ao AI** mais estudados em plantas séo a
complexacdo com acidos organicos, que pode ocorrer de maneira interna ou
externa, através da exsudacgéo pelos apices radiculares (KOCHIAN et al., 2015; MA
et al.,, 2014), ou entdo a elevacdo do pH na rizosfera, que diminuiria a
disponibilidade do AI**, reduzindo seus efeitos nocivos. Entretanto, em um
experimento em hidroponia estes mecanismos provavelmente teriam menor
contribuicdo, pois o meio liquido dificultaria 0 acumulo de &cidos organicos e o
estabelecimento uma zona com pH mais basico proximo aos apices radiculares.

Portanto, as respostas observadas durante os experimentos realizados neste
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trabalho, estdo mais provavelmente ligadas a fenbmenos ocorrendo de maneira
interna aos tecidos radiculares, como o metabolismo antioxidante, por exemplo. Um
dos possiveis mecanismos de resposta ao estresse oxidativo causado por AI** é a
ativacdo de vias metabdlicas que regulam a producdo de enzimas antioxidantes,
como APX, CAT e SOD (AZEVEDO et al., 2011).

De maneira oposta ao experimento em condicdo controle (0 uM {AI**}), no

experimento em condicdo desafio (143 uM {AI**

}), ambos 0s grupos apresentaram
correlagdes significativas (p<0,05) entre CRR e a atividade de CAT e, no grupo de
CRR inferior, também com a atividade de SOD (Tabela 10). No grupo das
variedades de CRR superior, a correlacdo com CAT (r = 0,53) indica que a maior
producdo desta enzima teve efeitos positivos sobre o desenvolvimento radicular,
possivelmente exercendo um papel importante na remog¢éo do H,O, (WILLADINO et
al., 2011) gerado pela presenca toxica do AI**. De maneira oposta, no grupo de
variedades de CRR inferior, as correlacdes negativas entre CRR e CAT (r = -0,62) e
CRR e SOD (r = -0,40) podem indicar que, nas variedades de cana-de-acucar
caracterizadas como sensiveis ao Al**, o equilibrio entre as atividades de enzimas
antioxidantes néo foi regulado de maneira apropriada para a remocao EROs. Nestes
genaotipos a maior atividade das enzimas CAT e SOD esteve relacionada a menores
valores de CRR. Além disso, a relacédo entre CRR e SOD neste grupo de variedades
pode indicar que o0 aumento da atividade desta enzima, aliada a remocdao ineficiente
de H,0,, contribuiram para o acumulo deste radical, agravando o estado de estresse
oxidativo nestas plantas e prejudicando o desenvolvimento radicular (ANJUM et al.,
2016; ALSCHER et al., 2002). Um ponto importante, neste sentido, € que o controle
do estresse oxidativo depende do balanco apropriado entre as atividades das
enzimas antioxidantes (ANJUM et al., 2016; MAIA et al., 2012).

Em um levantamento sobre as sequéncias expressas em resposta ao
estresse oxidativo em cana-de-acucar, Kurama et al. (2002) detectaram homadlogos
de isoformas de SOD e CAT. Netto (2001), em um levantamento na base de dados
SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tags), encontrou homologos de diversas
isoformas de APX, CAT e SOD. Em outro estudo, Watt (2003) demonstrou que, em
cana-de-agucar, a grande maioria dos transcritos regulados positivamente em
resposta ao estresse por AI** sdo uma resposta comum também ao estresse
oxidativo, o que possivelmente revela um indicio sobre a importancia do controle das

EROs em plantas expostas ao Al**. Rodrigues et al. (2009) verificaram a expressao
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diferencial de genes em duas variedades de cana-de-agucar contrastantes para a
tolerdncia a seca, constatando, na variedade tolerante, a presenca de um gene
homologo a peroxidase (AZEVEDO et al., 2011; CHAGAS et al., 2008).

Segundo Azevedo et al. (2011), existem poucos estudos sobre a atividade de
enzimas antioxidantes em cana-de-agucar em resposta a metais toxicos, o que
poderia levar a uma maior compreensdao de como este fenbmeno afeta o
desenvolvimento da planta. Assim, o presente estudo forneceu possiveis indicacdes
sobre o papel das enzimas antioxidantes sobre o desenvolvimento radicular de

cultivares de cana-de-aclcar expostos ao Al**.
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6 CONCLUSOES

O sistema hidrop6nico proposto possibilitou o cultivo apropriado e também a
avaliacdo da tolerancia ao aluminio téxico em gendétipos de cana-de-acgUcar, através

da utilizacéo de 143 pM AI** em solucéo nutriente simples.

Os cultivares RB867515, RB92579 e RB928064 apresentaram maior
tolerancia ao AI** em relagéo aos outros, segundo o indice CRR, quando expostas a
143 pM AP,

As atividades de enzimas antioxidantes (APX, CAT e SOD), em cultivares de

cana-de-acUcar, sofreram alteracdes na presenca/auséncia do A",

Nos cultivares classificados como sensiveis ao Al, segundo o indice CRR,
houveram correlagdes significativas e inversamente proporcionais entre o CRR e a
atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD. Nos cultivares classificados como
tolerantes houve correlagao significativa e diretamente proporcional entre CRR e
CAT.
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