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TOLERANCIA DE VARIEDADES DE CANA-DE-ACUCAR ( Saccharum spp.) A
TOXIDEZ POR ALUMINIO EM SOLUCAO

RESUMO

A influéncia da toxidez por aluminio (Al) sobre o desenvolvimento do sistema
radicular e a absorcdo de agua e de nutrientes tem sido apontada como uma das principais
causas da baixa produtividade de muitos solos. O referencial teérico e experimental sobre a
tolerancia de variedades de cana-de-aclcar a condicdes adversas de acidez extrema e,
principalmente, a alta saturacéo por Al, ainda é inconclusivo Os objetivos deste estudo foram:
desenvolver e sugerir um protocolo experimental para o estudo da tolerancia de variedades de
cana-de-agucar ao Al em solucao; estudar a sensibilidade de 9 variedades de cana-de-acucal
(RB928064, RB966928, RB937570, RB855156, RB855453, RB935744, RB867515,
RB925345 e SP813250) ao estresse por Al em solucao através de um conjunto de analises: (a)
exame da alocagdo do Al na extremidade das raizes; (b) observacdo do 4pice radicular e (c)
crescimento radicular; identificar as principais alteracdes na raiz; identificar a dose critica de
Al ao crescimento radicular e identificar o método mais eficiente para a classificacdo das
variedades quanto ao Al em solucdo. O experimento foi conduzido em condi¢cbes de
laboratorio em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticbes. Apds o periodo de
germinacdo, os mini-toletes de cana-de-agucar foram aclimatados em tanques com solugéo
nutritiva. Apds seis dias, 0os mini-toletes foram transferidos para recipientes com solugéo
nutritiva e doses crescentes de Al (0, 130, 380, 500, 800, 1000, 1400, 2000, 3000 e 4000 pmol
L), onde permaneceram por seis dias e posteriormente foram retirados para analises. O
desenvolvimento do protocolo experimental foi eficiente para a avaliacdo da tolerancia e seus
principais fatores foram meétodo de germinacao, selecdo da faixa de concentracdo de Al em
solucdo e os meétodos de avaliacdo da tolerancia. As variedades apresentaram diferencas
quanto a tolerancia ao Al de acordo com as analises realizadas. As principais alteracfes dos
apices radiculares foram a produgcdo de mucilagem, perda de células epidérmicas da coifa,
desintegracdo da coifa e coloragédo parda. A taxa de alongamento radicular (TAR) dependeu
da interacdo entre variedade e concentracao de Al, sendo que, para as variedades estudadas,
valor critico variou de 130 a 3000 pumot.LO método de TAR foi considerado o mais

eficiente para a avaliacdo da tolerancia de variedades de cana-de-acucar ao Al em solugéo e



de acordo com esse método as variedades foranfickdas quanto a tolerdncia na seguinte
ordem: RB928064 > RB935744 > RB855453 = RB966928 > RB925345 = RB867515 >
SP813250 > RB855156 > RB937570.

Palavras-Chave: Hematoxilina. Solos acidos. Sistema radicular. Ambiente de producéo



TOLERANCE OF SUGARCANE (Saccharum spp.) VARIETIES TO ALUMINUM
TOXICITY IN SOLUTION

ABSTRACT

The influence of toxic aluminum (Al) on root development and absorption of
water and nutrients has been identified as a major cause of low productivity of many soils.
The theoretical and experimental study on the tolerance of varieties of sugarcane to adverse
conditions of extreme acidity and, especially, high Al saturation, is still inconclusive The
objectives of this study were: to develop and propose an experimental protocol for the study
tolerance of varieties of sugarcane to Al in solution and to study the sensitivity of nine
varieties of sugarcane (RB928064, RB966928, RB937570, RB855156, RB855453,
RB935744, RB867515, RB925345, SP813250) to Al stress solution through a series of
analyzes: (a) review the allocation of the Al at the tip roots, (b) observation of the root apices
and (c) root growth; identify the main changes in the root; identify the critical dose to the Al
root growth and identify the most efficient method for the classification of varieties on the Al
in solution. The experiment was conducted in laboratory conditions in a completely
randomized design with three replications. After the germination period, the mini-stalks of
sugarcane were acclimated in tanks with nutrient solution. After six days, the mini-cuttings
were transferred to containers with nutrient solution and increasing doses of Al (0, 130, 380,
500, 800, 1000, 1400, 2000, 3000 and 4000 umYyl where they remained for six days and
subsequently were removed for analyzes. The development of the experimental protocol was
efficient for the evaluation of tolerance and its main factors were germination method,
selecting the range of Al concentration in solution and the methods of tolerance assessment.
The varieties differed in Al tolerance according to the analyzes. The main changes of the tip
root were mucilage production, loss of epidermal cells of the root cap and its disintegration,
and brown staining of root tips. The root elongation rate (TAR) depended on the interaction
between variety and concentration of Al, and, for the varieties studied, the critical value
ranged from 130 to 3000 umol*L The TAR method was considered more efficient to
evaluate the tolerance of varieties of sugarcane to Al in solution and in accordance with this

method the varieties were classified as tolerance in the following order: RB928064 >



RB935744 > RB855453 = RB966928 > RB925345 = RB867515 > SP813250 > RB855156 >
RB937570.

Keywords: Hematoxylin. Acid soils. Root system. Production environments.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a area plantada com lavouras é de ii#es de hectares e
estima-se que passara a 68 milhdes em 2021. Admaagticar devera contribuir com cerca
de 2 milhdes de hectares pela incorporacdo de rérems e também pela substituicdo de
outras lavouras (MAPA, 2011).

A demanda crescente dos mercados interno e exterincipalmente por
combustiveis renovaveis como o etanol, encontrartimo Brasil, que detém tecnologia de
producdo e &reas agricolas disponiveis para a s&pata canavicultura (TORQUATO,
2006). O acucar esta entre os produtos que indiceor potencial de crescimento da
producdo e das exportacdes nos proximos anosaPsafia de 2020/2021, a cana-de-agucar
tem uma previsdo de producéo de 934,59 milhdesmdadas, 24,59% a mais que a safra
2010/2011. As proje¢Bes nacionais indicam que adestle Goias deve apresentar o0 maior
aumento de producéo e de area, embora ainda segstanio de producdo pequena. Como
maior produtor nacional, Sdo Paulo também projepamrsdes elevadas, tanto de area como
de produto (MAPA, 2011).

O avanco da agricultura no Brasil tem ocorrido ggalmente em direcao as
areas de Cerrado, cujos solos tém boas propriedisitEss, apresentando boa drenagem em
79% da superficie regional e relevo plano e suamkeHado em 70%, o que torna a topografia
favoravel a mecanizacdo. Entretanto, apresentam 88%rea com solos distroficos e
propriedades quimicas inadequadas, como elevadi®zacaltos teores de Al trocavel e
deficiéncia generalizada de nutrientes, principakmele P, Ca e Mg (LOPES, 1984; SOUZA
et al., 2007).

Somente no Brasil, existem mais de 500 milhdeheltares cobertos com
solos acidos, compreendendo dois tercos de sdtoierttotal. Trata-se da maior area de
solos acidos encontrada dentro de um Unico paiBQRELLO et al., 2005), da qual 40%
tem produtividade das culturas reduzida a metadeéA@®GIO, 2000). Nesse cenario, o
grande representante desses solos é o Cerrad@ohQree uma area de aproximadamente 2
milhdes de krfi(200 milhdes de hectares) (IBGE, 2004).

A toxicidade por Al esta entre os fatores maidtédntes ao crescimento das
plantas em solos acidos e ocorre em solos com pikalde 5 (FOY, 1984), sendo mais
severa em solos com baixa saturacdo por basesspebr Ca e Mg (VITORELLO et al.,
2005).



18

Em solos acidos, os problemas de toxidez por Bhigos teores de cations
bésicos podem ser solucionados pela adog¢do decdécde melhoramento vegetal e/ou de
manejo do solo (LOPES, 1984). A calagem € a pratieés utilizada, pois promove 0
aumento do pH e da saturacdo por bases, tornatosntes mais disponiveis, promove a
precipitacdo do Al e fornece Ca e Mg (QUAGGIO, 2008inda que existam préticas
alternativas, como a incorporacao profunda do dalcéu o uso de sais mais sollveis, como
0 gesso agricola, tais op¢cbes sofrem restricdesdiam técnica ou econémica, que podem
inviabilizar sua utilizacdo. No caso da cana-dezagla melhor oportunidade para a
incorporacdo do calcério € na ocasido do planticque ocorre a cada 5 ou 6 anos
(ROSSETTO; DIAS, 2005). Um problema da utilizac&ssks insumos € a sua aplicagdo
uma vez que a cultura ja esta implantada. Com orgEcdos cortes da cana-de-agucar, ha
queda acentuada da saturacao por bases (V%) (Higugae € acompanhada pela diminuicéo
do pH do solo e da disponibilidade da maioria dasientes (Morelli et al., 1987). Por outro
lado, a selecao de plantas tolerantes ao Al teancgidsiderada uma alternativa para aumentar
a producéo agricola em solos acidos com altas ntmagées de Al (ECHART; MOLINA,
2001). Em vista dessa situacao, a busca de vagsgmddutivas, tolerantes a acidez do solo e
com capacidade para emitir raizes em subsolos cbremAniveis téxicos, surge como
alternativa importante dentro das estratégias daejpados solos acidos (DELHAIZE;
RYAN, 1995; BRACCINI et al., 2000ab; SILVA et aR002). Estudos para o obtencéo de
variedades/cultivares tolerantes a altas concdigsagle Al no solo vem sendo alvo de
pesquisa de muitos pesquisadores e instituicOemndo aumentar a produtividade de diversas
culturas com menor demanda de insumos, além da afg@locacdo de culturas em éareas
que antes eram consideradas inviaveis para a [@#odieyido a acidez do solo e toxidade do
Al.
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Figura 1. Queda de fertilidade expressa pela saturacaogsask(V%) ao longo dos cortes de cana-de
acucar em Latossolo Vermelho-Amarelo textura médemosa (MORELLI et al., 1987).
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Uma vez a planta em contato com o Al, este se aleupreferencialmente no
sistema radicular, interferindo na divisédo celuas raizes e retardando seu crescimento e
desenvolvimento. Com isso as raizes tornam-se peficientes na absorcdo de agua e de
nutrientes do subsolo (FOY, 1976; KOCHIAN, 1995)ssin, os sintomas podem se
manifestar na forma de deficiéncia de nutrienteemdais, como Ca, Mg, Fe, Zn ou Mo
(SCHOLL et al., 2005; GUO et al., 2007). Entretaptode haver variacdes de sintomas entre
espécies (FURLANI, 1989).

Os mecanismos de tolerancia ao Al podem ser fitmsdds em duas
categorias. A primeira envolve mecanismos de to@sda altas concentragbes de Al no
simplasto da raiz e pode estar relacionada a difesenecanismos como quelacdo do Al no
citosol, compartimentalizacdo do Al nos vacuol@gmddes aluminio-proteinas e evolucéo de
enzimas tolerantes ao Al (TAYLOR, 1988). A segumddegoria esta relacionada com a
habilidade de excluir o Al do apice da raiz, e pedeolver diferentes tipos de mecanismos
como imobilizagcdo do Al nas paredes celulares, pahiidade seletiva do Al na membrana
plasmatica, formacéo de uma barreira de pH indyzéti planta na rizosfera ou no apoplasto
da raiz e a eliminacao de ligantes quelados (TAYLT#38).

Os programas de melhoramento genético da canatewa dispdem de
importantes informagbes sobre a cultura e seu marieprém abordam com muita
superficialidade os fatores ligados ao ambientdéi@dde producdo. Dentro da classificacao
de ambientes de producdo para cana-de-acucar dmugen Prado (2005), a saturacdo por
bases, juntamente com a saturacdo por Al, possogrortante influéncia na distingdo de
ambientes mais favoraveis ou ndo para a produgEadeltura.

Dentro do tépico de agricultura sustentavel, umt@ajue deverd se tornar
cada vez mais importante € a selecdo de gendtgguazes de maximizar a eficiéncia de
utilizacdo dos insumos e de minimizar o risco inipopela combinacdo de diversas
caracteristicas restritivas do ambiente (FERREIR&.e2006).

Como ocorre com muitas outras culturas, para a-daragucar ainda ndo ha
distincdo entre as variedades quanto a toleranchl,aou ainda uma metodologia de selecéo
adaptada para a cultura.

Nesse contexto, se torna significativa a impoitade identificacdo de plantas
promissoras a resisténcia ao Al, de modo que se fwrssivel uma posterior prospeccao dos
genes responsaveis, visando o melhoramento gen€ooo isso, procura-se tornar possivel a

menor demanda por fatores de producéo, o que lgratea da agricultura a ser feita em
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sistemas mais sustentaveis. Contudo, essas vaeeddelem ser condizentes com as

condi¢des das novas fronteiras agricolas e, paiignte, adaptadas a areas ja degradadas.

1.1 Objetivos

Os objetivos deste estudo foram: desenvolver eersugim protocolo
experimental para o estudo da tolerancia de vateide cana-de-aclucar ao Al em solucao;
estudar a sensibilidade de 9 variedades de camgtier (SP813250, RB867515,
RB935744, RB925345, RB855156, RB855453, RB96692B92R064 e RB937570) ao
estresse por Al em solucado através de um conjuntndlises: (a) exame da alocacéo do Al
na extremidade das raizes; (b) observacdo do &pitieular e (c) crescimento radicular;
identificar as principais alteracdes na raiz; ideatr a dose critica de Al ao crescimento
radicular; e identificar o método mais eficientegpa classificacdo das variedades quanto ao

Al em solucéo.



21

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da cana-de-agucar

A cana-de-acucar é uma planta com metabolismcaa@4sentando producao
crescente com o aumento da radiagdo. E extremarefitiente na fixacdo de G@ no uso
da 4gua e de nutrientes, sendo indicada para setyidi@cais. No Brasil encontra condigbes
favoraveis para se desenvolver em quase todoittiEry porém apresenta restricdes no Rio
Grande do Sul e Santa Catarina devido ao riscedeag (VIEIRA JUNIOR et al., 2008).

A cana-de-acUcar foi introduzida no Brasil em 15B8tabelecendo-se de
forma definitiva nas regides Centro-Sul e Nordé®ROCOPIO et al., 2003). O pais é o
maior produtor mundial de cana-de-acu&@adcharunspp.), matéria-prima para a producao
de acucar e etanol. De acordo com o levantamen@odganhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2011), a lavoura de cana-de-agUcar contegmaexpansdo no Brasil. Segundo o
altimo levantamento, a area de cana-de-acUcardzoliestinada a atividade sucroalcooleira
teve aumento de 8,40% em relacdo a safra ant&@iaumento da area pode ser explicado a
partir do crescimento natural das areas das use@temente instaladas, das areas de
renovacdo e do aumento de moagem em determinauisies produtivas. A produtividade
média brasileira foi estimada em 77,8 t/ha. O maedio foi 4,6% menor em comparagao
com a safra 2009/10. A reducao da produtividadecémsequéncia das chuvas abaixo da
média histérica na regido centro-sul. A previsdaadal de cana-de-aglcar que sera moida na
safra 2010/11 é de 624.991 mil toneladas, com nmento de 3,40% em relacdo a safra
2009/10, o que significa que havera 20.477 millamees a mais para moagem nesta safra. Do
total de cana esmagada, 46,2% serdo destinadasli@cfo de agucar e 53,8% a producao de
etanol, representando um aumento de 16,93% e 7;82p&ctivamente, em relacdo a safra
anterior (CONAB, 2011).

Apesar de poder ser produzida em diversos tipaotb (MARIN, 2007), para
responder com alta produtividade a cana-de-aclezprer solos corrigidos e equilibrados
(VIEIRA JUNIOR et al., 2008), apresentando queda randimento & medida que as
caracteristicas do solo vao se afastando das idbEARIN, 2007). Algumas medidas
importantes voltadas para a recuperacao da feddidle solos, sobretudo em lavouras de
cana-de-agucar com baixo rendimento, incluem aaeley e manutencdo do nivel da

saturacao por bases (V%) na faixa de 40-65% nafétipedo solo e, pelo menos, 40% até os
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0,6 m de profundidade, fazendo uso de calcariossogagricola, eliminando praticas que
acarretem o empobrecimento de solos férteis, ealiz operacdes periddicas de correcao do
solo e o enriquecendo a superficie do solo conofoshitrogénio, potassio e micronutrientes,
usando fertilizantes minerais e/ou organicos (DENIET2005). Porém, por ser uma cultura
semiperene seu sistema radicular permite a ex@lorde camadas mais profundas do solo
passando a ter uma estreita relagdo com o pH,asatumpor bases (V%) e por Al (m%) e
teores de calcio nas camadas mais profundas do Aolerodutividade alcancada esta
diretamente correlacionada a esses fatores, painogmte em solos de baixa fertilidade e

menor capacidade de retencdo de agua (MARIN, 2007).

2.2 Ambientes de producéo

O desenvolvimento e a produtividade da cana-deasicgdo limitados por
fatores bidticos e abidticos, que incluem a vadedd ANDELL et al., 2005), o manejo
fitotécnico, como o espacamento (GALVANI et al.9I% controle de plantas infestantes
(KUVA et al., 2003), pragas (DINARDO-MIRANDA et al2008) e doengas (FERRO et al.,
2007), correcdo e adubacdo do solo (BITTENCOURT akt 1990; BENEDINI;
KORNDOFER, 1992; MORELLI et al., 1992; DEMATTE, ZBOSALDANHA et al., 2007),
nutricdo mineral da cultura (VITTI; MAZZA, 2002; RE3ETTO; DIAS, 2005) e, sobretudo,
a interacdo entre estes fatores. As perspectivas pnamissoras de novos aumentos de
produtividade estdo baseadas na adequacao dadadssede cana-de-acglcar ao zoneamento
climatico e, principalmente, aos diferentes tipessdlos. Marin et al. (2008) estimaram a
produtividade atingivel da cana-de-acucar no Estel®&ao Paulo e, ainda que os autores
tenham observado que a radiacdo solar, a defieifmdrica, a quantidade de chuva e a
temperatura méaxima foram varidveis climaticas qtetaeam a eficiéncia da producao
agricola, houve forte relacao entre produtividadeteldo agricola do solo.

Os principais Programas de Melhoramento GenétoBGaha-de-acgucar do pais
[Programas de Melhoramento Genético da Cana-deaac(®PMGCA) da Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do S&wocroalcooleiro (RIDESA) - variedades
RB; Centro de Tecnologia Canavieira (CTC - antiggpélsucar) — variedades SP/CTC,;
Instituto Agronémico de Campinas — variedades I&anaVialis — variedades CV] detém
importantes informagdes sobre o potencial de p@awde suas variedades, tais como 0s
aspectos fitotécnicos (altura, didmetro de colmmtadgdo, perfilhamento, fechamento,
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florescimento, tombamento, resisténcia a pragaseagas, etc.) e 0s parametros tecnologicos
(teores de sacarose e de fibras) (HOFFMAN et @08 mas geralmente abordam com
muita superficialidade os fatores ligados aos atind do solo, baseando-se em frageis
aproximacdes para ambientes de producdo, empregandermos “ambiente favoravel e
desfavoravel”, “baixa-média-alta exigéncia em amtag’, “baixa-média-alta exigéncia em
fertilidade do solo”, etc.. O sistema de classfé@a de ambientes de producdo da cana-de-
acucar sugerido por Prado (2005) destaca a texdutesponibilidade de agua e a fertilidade
da camada aravel e do subsolo, isto €, os asd&itmshidricos, quimicos e morfolégicos do
solo. Os critérios para enquadramento nos ambiehteB, C, D e E envolvem a agua
disponivel (AD), a saturacdo por bases [eutrofis80$¥50) e distréfico (V%<50)], a
capacidade de troca de cations (CTC), a saturagdoalpminio (alico m%>50) e as
perspectivas de produtividade (t/ha) (Figura 2ntd+se, até o momento, do sistema mais
amplamente usado para alocacéo de variedadesesiguge acordo com diversos estudos que
tém demonstrado a influéncia dos atributos do solwe a produtividade da cana-de-agucar,
com respostas distintas para a camada aravel eapasmada subsuperficial, sendo que
muitos deles tém ratificado que a produtividadeedép dos atributos de subsuperficie
(SOBRAL; GUIMARAES, 1992; LANDELL et al., 2003).

O solo é um dos componentes mais importantes deomunto complexo de
fatores de producao, que se destaca pelo seu empopapel de fornecer suporte fisico, agua
e nutrientes as plantas. Portanto, o conhecimersdatores edaficos € importante para julgar
o potencial de producdo agricola e para alocar aleeira mais eficiente as variedades de
cana-de-agucar nos ambientes mais promissores (NEA&tLal., 2001; LANDELL et al.,
2003).
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AMBIENTES DE PRODUCAO DE CANA-DE-AG[:ICAR NA REGIAO CENTRO-SUL DO BRASIL
2* Aproximacéao
. Produtividades \ Simbolos dos solos
Ambientes TCH, Atributos dos solos EMBRAPA (1999), PRADO (2004)
A1l > 100 di PVAe®, PVe™, LVef, LVe, LVAe, CXe, NVef, NVe, MT*, MX*
ADA, e, ef, m, CTC média/alta GMe, GXe, GMm, GXm
A2 96 - 100 { ADM, e, ef, CTC médialalta PVAe®™, PVe™, PAe®, LVef, LVe, LVAe, CXe, NVef, NVe
ADA, m, mf, CTC média/alta PVAM™, PVm™, PAM™, LVmf, LVm, LVAm, LAm, CXm,
B1 92 -96 ADM, mf, m, ma, CTC média/alla  NVmf, NVm, P\VAma®
ADB, ef, & CTC meédia/alta LVef, LVe, LVAe, LAe, NVef, NVe, PVAe™, PVe”, PAe™, CXe
B2 88 - 92 ADM, m, mf, CTC média/baixa PVAM™, PVm™, PAM™, LVmf, LVm, LVAmM, LAm, CXm
- ADA, ma, CTC médialalta GMma, GXma
ADM, d, CTC média/alta PVAd™, PVd"™, PAd™
C1 84 - 88 ADM, ma, CTC média/alta LVAma=, LAma*
ADB, d, df, CTC média/alta Lvd, LVdf, LVAd, LAd
c2 80 - 84 ADB, e, CTC médi;a‘[salxa Ve, LVAe, LAe
ADME, ef, CTC média/alta LVef
76 - 80 ADB, w, wf, CTC média/alta LViwf, LV, ViAW, LAw
ADM, a, CTC média/alta PVAZ™*, PWa™"*, PAg™*
_ ADB, ma, CTC médialalta LVma, L\MAma, LAma
D2 72-76 { ADB, e, CTC alta, A chernozémico RlLe
68 - 72 ADB, a, CTC média/baixa PVAa”, PVa™, PAa™
- ADMB, ma, CTC média/baixa PVAma™ PVma", PAma™
ADMB, wf, w, a, CTC média/alta Lviwf, Lviw, LVAw, LAw, LVa, LVAa, LAa
E2 <68 ADMB, a, d, CTC médiafbaixa PVAa®, PVa, PVAa®, PAa", RQa, RQd
ADME, e, m, d, ma, a RLe, RLm, RLd, RLma, RLa, PVAg"™

ADA: agua disponivel alta, ADM: agua disponivel média, ADB: agua disponivel baixa, ADMB: agua disponivel muito baixa.

LV: Latossolo Vermelho, LVA: Latossolo Vermelho-Amarelo, LA: Latossolo Amarelo, PVA: Argissolo Vermelho-Amarelo, PV: Argissolo
Vermelho, PA: Argissolo Amarelo, NV: Nitossolo Vermelho, MT: Chemossolo Argillvico, MX: Chernossolo Haplico, CX: Cambissolo Haplico,
RQ: Neossolo Quartzarénico, RL: Neossolo Litdlico, GX: Gleissolo Haplico, GM: Gleissolo Melanico.

ef: eutroférrico, e:eutrdfico,mf: mesotroférrico, m: mesotrdfico, df: distroférrico, d: distrofico, wf: acriférrico, w: dcrico; ma: mesoalico, a: alico.
" horizonte B ocorrendo na profundidade de até 20 em iniciais desde a superficie; ™ horizonte B ocorrendo na profundidade de 20 a 60 cm
desde a superficie, " horizente B ocorrendo na profundidade de 60-100 cm desde a superficie; “ horizonte B ocorrendo na profundidade
maior que 100 em desde a superficie; ' mosqueamento ou variegado no horizonte B.

Figura 2. Ambientes de producéo de cana-de-acucar na regidno=Sul do Brasil (PRADO, 2005).
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2.3 O sistema radicular da cana-de-agucar

E indiscutivel a importancia da disponibilidadeé&dgia e de nutrientes para as
plantas, mas € necessario que haja uma eficietrtéuega de captacdo destes recursos, que
explore o maior volume de solo possivel. Por startrde uma cultura semi-perene, 0
crescimento do sistema radicular da cana-de-aqeranite a exploracdo das camadas mais
profundas do solo (Figura 3). Seu ciclo varia d& Banos, dependendo do manejo, e 0 seu
desenvolvimento radicular em maior profundidadeugddémental para o acréscimo de

produtividade em solos de baixa fertilidade e d&ebeetencdo de umidade (EVANS, 1964,
BALL-COELHO, 1992; DEMATTE, 2005).
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Figura 3. (A) Sistema radicular de uma planta jovem de cana-deaagmostrando raizes crescendo a
partir dos toletes e raizes emergindo da base rdtssinovos; (BBistema radicular de uma touceira
de cana-de-acucar bem estabelecida, indicandtigossde raizes funcionais (superficiais, sustéutac

e aprofundamento), e a profundidade de penetradéirduicdo no solo (adaptado de SMITH et al.,

1999).

No inicio do desenvolvimento radicular, sdo forasés raizes de fixacdo que
suprirdo os rebentos que brotardo das gemas (ALVZAREal., 2000). As raizes do tolete
tém elongacao inicial de poucos milimetros por(dim d*), podendo alcancar 20 mrit ém
poucos dias ap0s a germinacao, sob condicdes farerdRaizes dos brotos crescem mais
rapidamente, com taxas maximas de elongacdo den8@mmas em curtos periodos. As
taxas de crescimento médio para raizes dos brptis H dias sdo de 40 mnt,&m solos
arenosos, e de 28 mm'm solos argilosos (SMITH et al., 1999). A taxadiméde
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penetracdo, isto €, a taxa de crescimento desdendersistema radicular pode chegar a 20-
30 mm & (EVANS, 1964; SMITH et al., 2005). A cana-de-agiéauma planta de alto
consumo de agua, necessitando de 116 toneladagudepara produzir uma tonelada de
massa seca (BUSO, 2006). Quando o sistema radidalaana-de-acucar fica concentrado
nos primeiros 40 cm de solo, a cultura suporta gtregse hidrico de apenas 8 dias. Se a
profundidade explorada for ampliada para 1,10 mylaura pode suportar o estresse hidrico
por 22 dias (BUSO, 2006).

O desenvolvimento do sistema radicular tem inftigrdireta sobre alguns
fatores determinantes para a produtividade firzé$, ¢omo: resisténcia a seca, eficiéncia na
absor¢cédo dos nutrientes do solo, tolerancia aouatalg pragas do solo, capacidade de
germinacao e/ou brotacao, porte, tolerancia a memiatdo de maquinas, etc. (KOFFLER,
1986; PEARSON, 1996; VASCONCELOS et al., 2003; CAST al., 2007). Além disso, o
sistema radicular de cana-de-acUcar é essencial gpaegeneracdo das soqueiras apos a
colheita (SAMPAIO et al., 1987; ALVAREZ et al., 200 Todos os fatores que favorecem a
expansao do sistema radicular sdo importantes qnarentar a produtividade da cana-de-
acucar, ja que seu carater semi-perene permit@e gue a planta explore maior volume de
solo em maiores profundidades. Em um LATOSSOLO VEHRMO com carater alico, isto
€, com saturacao por Al maior do que 50% (m%>50)arkz et al. (2000) encontraram 90%
da biomassa radicular da cana-de-agucar nos pos&d cm, aos 10,6 meses do plantio. Em
um caso raro, Vasconcelos e Garcia (2005) observaracorréncia de raizes abaixo de dois
metros de profundidade em uma lavoura de oitavie.cor

Impedimentos fisicos e quimicos do solo tém sislcausas mais freqlentes
do reduzido crescimento radicular no subsolo (VASICELOS; GARCIA, 2005). Dentre os
atributos fisicos do solo que sdo limitantes amfapdamento radicular, destacam-se a
textura, a disponibilidade de agua, a porosidadegeracdo e a resisténcia a penetracao
(compactacao) (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1998). Poréms ,atributos quimicos sdo os mais
restritivos ao pleno desenvolvimento vegetal enossalas regides tropicais e subtropicais.
Predominantemente, tratam-se de solos acidosnperttes, em sua maioria, as Ordens dos
LATOSSOLOS, ARGISSOLOS e NEOSSOLOS. Possuem seliardacdes em termos de
fertilidade e um conjunto de atributos quimicodritagos ao desenvolvimento vegetal, que
compreendem a alta saturacdo por Al (m%), a toxpezAl, H e Mn, a baixa reserva de
nutrientes, devida a reduzida saturacéo por b&8é} € baixa capacidade de troca de cétions
(CTC), com destacada deficiéncia de Ca, Mg e Maigabdisponibilidade de P devido a
adsorcao do fosfato por oxi-hidroxidos de Fe e HeA¥ém disso, teores de N e de K em
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solos acidos tendem a ser deficientes devido, caspmente, aos baixos contetdos de
matéria organica e ao alto grau de intemperism@{BAL et al., 1992; ABREU JR. et al.,
2003; LANDELL et al., 2003).

2.4 O aluminio (Al) no solo

Solos acidos ocupam cerca de 3 bilhdes de heataresperficie terrestre. Na
regido tropical da América do Sul, esses soloserntB85% da area total e aproximadamente
850 milhdes de hectares sédo subutilizados paraodupfio agricola. Desse total, 75%
possuem pH abaixo de 5,3 no subsolo e 44% témasawmrpor Al maior do que 70%
(FAGERIA et al., 1999). Aproximadamente 70% doitério brasileiro sdo cobertos por
solos acidos e, em 40%, a produtividade das csl@mduzida a metade (QUAGGIO 2000).
O estudo de Abreu Jr. et al. (2003) mostrou que @6%walores de pH da camada superficial
de solos de 26 regides brasileiras estiveram &ritee 5,52 e que o Rlfoi o cation trocavel
predominante em mais de 30% dos solos com pH anfarb,6.

O aluminio (Al) € um constituinte natural do s@endo que a maior parte esta
presente na fase solida, na forma de minerais @uminosilicatos ou 6xidos e hidroxidos
(SPOSITO, 1996). Ele fica retido predominantemgelas cargas negativas das particulas de
argila do solo, em equilibrio com o%Alem soluc&o.

De todos os atributos quimicos, a toxidez por Ahé das principais barreiras
quimicas ao aprofundamento do sistema radiculasua &apacidade de absorcdo de agua e de
nutrientes, sendo muitas vezes a causa da baixatpidade de muitos solos (SOBRAL;
GUIMARAES, 1992; ABREU JR. et al., 2003). Este imjpeento quimico é mais severo em
solos com baixa saturacao por bases, pobres enMQg¥¢ITORELLO et al., 2005)

No Brasil, a ocorréncia de solos com potencialapatividade agricola e
afetados por problemas de toxidez por Al € da orden60% (ABREU JR. et al., 2003) e
cerca de 70% das areas cultivadas com cana-deraggiéa sobre solos acidos (SALDANHA
et al., 2007).

Parte da dificuldade em estudar os processos goeem nas plantas,
decorrentes da acédo deste metal, pode ser atriduidesm complexidade quimica. Em pH
abaixo de 5 o hidrogénio (Matua sobre os minerais de argila ocasionandamlisie do
hidroxido de Al, de ions silicato da superficie @ogilominerais e do Al complexado com a
matéria organica do solo (MALAVOLTA, 1985; ASHMANPURI, 2002) o que provoca



28

liberacdo do Al para a solucdo do solo. O Al sadtish em solucdo, de tal modo que a
espécie de Al trivalente, Al predomina em condicées acidas (pH < 5,0), enquané as
espécies Al(OH) e AI(OH)," sdo formadas quando o pH aumenta. Em valores de pH
proximos da neutralidade, ha predominio das espé&li@H); e Al(OH), (DELHAIZE;
RYAN, 1995).

2.5 Efeito do Al sobre o desenvolvimento vegetal

Por ser um cation trivalente, o Al é fortementsaadido pelo solo e, assim,

sua concentracéo na solugéo do solo é baixml(L™Y) (HAYNES; MOKOLOBATE, 2001).
Ha dificuldade para a definicdo de um valor crippewa o Al do solo que provoca toxidez as
plantas, mas é conhecido que mesmo essas baixegent@agdes de Al na solucdo do solo ja
sdo toxicas para a maioria das espécies vegetaigriamente por lesar o funcionamento
normal das raizes, inibindo drasticamente seu ionesto e bloqueando os mecanismos de
aquisicéo e de transporte de agua e de nutrieB@BRAL; GUIMARAES, 1992).

Os efeitos citologicos, morfologicos, fisioldgices bioquimicos do Al na
planta tém sido abordados por vérios autores (FO®74; WRIGHT, 1989; KOCHIAN,
1995; DELHAIZE; RYAN, 1995; SILVA et al., 2002; R&GELLO; JACOB NETTO, 2006)

e 0s mecanismos pelos quais o Al afeta as fungéletaes estdo ligados a alteracbes na
membrana das células da raiz, a inibicdo da sine$2NA e da divisdo celular e a inibicao
do elongamento celular por reduzir a plasticidadeatasticidade da parede celular. A area
mais afetada sédo as extremidades das raizes, emdmodo geral, ocorre auséncia de
ramificacdes terminais (Figura 4), contribuindogoarenor area superficial de exploracéo de
agua e nutrientes por parte do sistema radicu@¥(A976; KOCHIAN et al., 2004).

O Al induz também alteracdes na arquitetura dersia radicular, reprimindo
o crescimento das laterais e inibindo a area elume dos pélos radiculares (ROSSIELLO;
JACOB-NETTO, 2006). Ha a rapida inibicdo do prooeds alongacao radicular (cerca de
30-120 min apos o contato dos genoétipos mais seissoom o Al toxico), em razao da
paralisacdo da divisao celular (WRIGHT, 1989; DEUAB; RYAN, 1995; KOCHIAN,
1995). A exposigao continua ao Al conduz a alteragtiorfologicas, como 0 engrossamento
e encurtamento das raizes, com aspecto quebradiEbHAIZE; RYAN, 1995), o

desenvolvimento de cor castanha na regido apicallteracdes na arquitetura do sistema
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radicular, reprimindo o crescimento das lateraiso@duzindo a formacédo de sistemas
radiculares com menor area e volume (Figura 5) R85.0; JACOB NETO, 2006).

Figura 4. Aspectos morfolégicos de raizes de plantulaside aifetadas pelo aluminio em solucéo:
(A) efeito do Al no crescimento das raizes; (B) noscopia eletrénica de varredura (MEV) do 4pice
radicular de variedades tolerante (B) e sensiwdi{d) ao aluminio do solo (C) (DELHAIZE; RYAN,
1995).

Figura 5. (A). Reducao no sistema radicular da cana-de-agatesada pela presenca de Al associada
a deficiéncia de Ca; (B). Espessamento do apideulad das raizes de cana-de-aglcar sob condicbes
de estresse por Al do solo (ANDERSON; BOWEN, 1990).

A toxicidade do aluminio as plantas decresce naistgordem: polimeros de
Al 13 (exceto para fosfatos e silicatos)AIAI(OH)**, AI(OH),", AI(OH)4 e AISQ,, contudo,
a toxicidade desta ultima espécie nédo é semprtaadfle considerar que A) apesar de ser
a espécie mais toxica, ndo estd comumente presestsolos (DRABECK et al., 2005).
Assim, a forma livre AT" é a mais toxica para as raizes das plantas (ZAMBR®Oal., 2008).
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2.6 Mecanismos bioquimicos de resisténcia ao Al

Espécies de plantas diferem significativamentéoteaancia ao excesso de Al
disponivel em solos &cidos ou em solugdes nutsitiEntre 0s cereais, a espécie mais
tolerante é o centeio, seguido pela aveia, trigevada (GALLEGO; BENITO, 1997).

Os mecanismos fisioldgicos de defesa ou de tatexatas plantas aos efeitos
toxicos do Al no crescimento da raiz sdo contradagdor diferentes genes e por meio de
diferentes rotas bioquimicas, incluindo (FERREIRAl, 2006): (a) capacidade das plantas
em alterar o ambiente rizosférico, elevando o pedezindo a solubilidade do Al; (b) possuir
baixa CTC na raiz, portanto, maior afinidade potiocd monovalentes, de modo que
acumulem, assim, menor concentracdo de Al em fiassr (c) secrecdo mucilagem em
presenca de Al; (d) utilizacdo de nutrientes nasgmea de Al, principalmente P e Ca
(FREITAS et al., 2006; MATTIELLO et al. 2008); (p)oducéo de elevados teores de acidos
organicos responsaveis pela complexacédo do Al (MARD et al., 2005); (f) habilidade da
raiz em continuar a divisdo e o elongamento celsidr estresse; (g) manutencéo de areas
meristematicas aptas a desenvolverem novos teajutiss o estresse (ROSSIELLO; JACOB-
NETTO, 2006).

Os mecanismos fisiol0gicos responsaveis peladiotén a toxidez de Al ainda
nao foram esclarecidos, e podem variar entre espéricultivares. Obviamente, plantas
tolerantes devem ser capazes de prevenir a absde;dd, ou de complexa-lo apds sua
absorgédo (PARENTONI et al., 2001).

A heranga e a genética da resisténcia ao Al t@&o estudadas em varias
espécies. Em trigo e centeio a resisténcia ao Alodstrou ser determinada por um ou
poucos genes (BERZONSKY, 1992), enquanto que eoz armilho essa caracteristica é
multigénica e quantitativa (KOCHIAN et al., 2004).

A tolerancia estd relacionada a capacidade deincisdde da divisdo e
elongacao celular sob condicfes de estresse, dicagdb do ambiente radicular reduzindo a
concentracdo de Al disponivel e a possibilidadendeter areas meristematicas viaveis para
formacgao de novos tecidos (FOY et al, 1984).

Mendonga et al. (2005), em experimento com dudsvares de arroz,
Fernandes (tolerante) e Maravilha (sensivel), rvbsam que a cultivar tolerante foi capaz de
ajustar seu balanco de protons e modificar seu pth palores que favorecam menor

absorgéo e maior tolerancia ao Al.
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Abichequer et al. (2003), observaram que a preselecadAl aumentou a
diferenca entre as variedades de trigo Toropi e @Ngonsideradas tolerante e suscetivel,
respectivamente, quanto a eficiencia de absorganslbcacdo e utilizacdo de P, com
vantagem para a variedade tolerante ao Al.

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

Cancado et al. (1999) destacaram a importancianatavacdo do Al pela
exsudacdo de moléculas quelantes que complexamiagstmetalico. Tais quelantes sao
liberados no apoplasto e/ou na rizosfera, impedog® o Al alcance seus sitios de toxidez.
Uma vez complexado com a molécula exsudada paaaahl perde seu efeito fitotoxico.
Acidos organicos sdo uma importante classe destelrges. Segundo Suhayda e Haug
(1986) e Delhaize et al. (1993), os genotipos aoiess ao Al secretam altos niveis de acidos
organicos.

Tem havido considerdvel especulacdo sobre o nunuro diferentes
mecanismos de tolerancia ao Al e sobre como esgimplos mecanismos sdo empregados
por diferentes espécies de plantas. No entam@iaria das evidéncias experimentais tem-se
centrado na exclusdo do Al da raiz, a partir dadag@o de &cidos organicos do apice
radicular. Pode ocorrer ainda um segundo mecanigtao tolerancia, baseado na
desintoxicacdo interna do Al presente no simplasia, complexacdo com ligantes,
principalmente acidos organicos (KOCHIAN et al.02D

Vérias plantas acumulam Al na parte aérea sem miEnao sintomas de
toxidez. As plantas desenvolveram um sofisticadoamemo de acumular Al, absorvendo e
transportando para as folhas através de liganggmimos que diferem de planta para planta
(MARIANO et al., 2005). Citrato, oxalato e malat@osalguns anions de acidos organicos
mais comumente utilizados que podem formar comglesuficientemente fortes com %Al
para proteger as raizes das plantas (MA et al1)200

Ma et al. (2001) exemplificaram o papel dos &ciolggnicos na detoxificagédo
de Al no simplasto em plantas de trigo-sarracenogee ocorrem mudancas quimicas no Al
durante a absorcdo, translocacdo e absorcédo. ®sahado pelas raizes na forma dé*/4
quelatado internamente nas células da raiz peldatox@ormando o complexo 1:3

(Al:oxalato). Esse complexo € carregado para amdleonde ocorre uma reagdo de troca
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formando o complexo Al:.citrato. Ao chegar as c&utas folhas através do xilema, outra
reacdo de troca acontece reformando o complexax#atm, que é entdo armazenado no
vacuolo sem ocasionar danos ao desenvolvimenttadtap

Contudo, como salientado por Kochian, et al (2004)a questédo para futuras
pesquisas € a forma como diferentes espécies déapleegulam a especificidade da sua
resposta em relagdo a exudacao de acidos organicos.

Para Rengel (1996), a baixa capacidade de traganica (CTC) da parede
celular da raiz tem sido considerada como um msganiexterno de tolerancia ao Al,
sugerindo que plantas com menor CTC apresentarianomtapacidade de absorver este ion
toxico para o interior da célula.

Ha certa unanimidade em admitir que a cana-deaaquéo € tdo sensivel a
acidez do solo quando comparada com outras espéegais (MARINHO; ARAUJO
FILHO, 1983; VIANA et al., 1983; SOBRAL; GUIMARAES]992), mas ha relatos de
grande variacdo entre os cultivares com respeitipacidade de expansao e aprofundamento
do sistema radicular (Figura 6), principalmente msposta ao estresse causado pelo Al
(SMITH et al., 2005; VASCONCELOS; GARCIA, 2005).

IAC 87-3396 RB 72454
Profundidade Profundidade

e _ e 0-20cem - S
hlon - 1A AR - i

40-60 cm 8,8% 40-60 cm ! 10,9%

9,9% 60-80 cm . 11,6%

RB 8755536

60-80 cm

SP 80-1842

Profundidade Profundidade

20-40 cm - 26,9% 20-40 cm - 19,3%

40-60 cm 20,9% 40-60 cm . 7.3%

60-80 cm . 10,3% 60-80 cm . 8,4%

Figura 6. Distribuicdo do sistema radicular de algumas vaded de cana-de-agucar aos 16,5 meses
de idade, no ciclo de cana-planta, em um LATOSSOVBERMELHO com carater Aalico
(VASCONCELOS; GARCIA, 2005).

Vérios estudos avaliaram a sensibilidade de ek, linhagens e hibridos de
gramineas cultivadas (BRENES; PEARSON, 1973) aonAl solo ou em solucao,
principalmente milho4ea mayd..) (FURLANI et al., 1986; PINTRO et al., 1995),rez
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(Oryza sativa L.) (VASCONCELOS et al.,, 2002; KIKUI et al., 2005) agtr (Triticum
aestivumL.) (CAMARGO et al., 1987; CARVER; OWNBY, 1995; &§JA, 1998; VOSS et
al., 2006). Mascarenhas et al. (1984), Menossd. €2@00), Silva et al. (2005) avaliaram a
tolerancia de plantas de sofalycine max(L.) Merr.], enquanto Braccini et al. (2000ab) e
Mattiello et al. (2008) estudaram plantas de c&féffea arabicae Coffea canephonasob
estresse por Al. Dentre os poucos trabalhos queastm a sensibilidade da cultura da cana-
de-acucar ao Al estdo os de Hetherington et aBgjl® de Sobral e Guimardes (1992). A
maioria dos estudos com esta cultura dedicou-geaapecto direto dos genes responsaveis
pela tolerancia ao estresse causado pelo Al (DRUMBMG@t al., 2001; WATT, 2003).

2.7 Critérios de avaliacdo da tolerancia a toxicidde por Al

N&o existe consenso entre os pesquisadores naspyap de condicdes e de
critérios experimentais para avaliar a sensibikddd espécies ou de variedades a toxidez por
Al, mas os procedimentos mais utilizados podem dassificados em 5 categorias
(FERREIRA et al., 2006):

a) Avaliacao sob condi¢cdes de camgorecomendado o uso de dois niveis de saturagdo p
Al, sendo 60% ou 80%, nivel alto, e 15%, nivel h&oeo para a maioria das culturas;

b) Avaliacdo em casa-de-vegetacdo, com solo como ratdospermite avaliar o grau de
tolerancia ou de susceptibilidade de gendétipostaeggao Al por experimentos com vasos ou
colunas de solo, em que € promovida a variagcdacaadicdes quimicas, principalmente a
saturacao por Al (m%), com posterior exame daildisgdo e do aprofundamento do sistema
radicular (DAL BO et al., 1986ab);

c) Avaliacdo em casa-de-vegetacdo ou laboratorio, mmhicdo nutritiva como substrato
permitem a visualizacdo diaria do desenvolvimeradicular de plantulas que crescem
coletivamente em recipientes com solucdo nutrifimarmalmente diluicbes da solucao
classica deHoagland & Arnon na auséncia de Al e submetidas a solu¢cdes cantdoses
crescentes de Al, com manutencdo do pH do meio,@fCAMBRAIA et al., 1991);

d) Avaliacdo em laboratério

d1) método de avaliacdo por corantes indicador@siso de corantes quimicos € um metodo
eficiente e de baixo custo para localizar o Al poasma, por meio de testes de coloracao
que avaliam o acumulo de Al na extremidade dassaézque se baseiam na oxidacdo de
corantes em presenca de ions metalicos (Cr, Felpuas como quinalizarina, azul de
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metileno, azul de molibdénio, hematoxilina, viole& pyrocatechol, nitrato de prata, papel-
solugdo (BRACCINI et al., 2000ab), aluminon (MATSIOWO; MORIMURA, 1980) e
morin (ETICHA et al., 2005a). Embora haja amplaiadade de corantes, hematoxilina € a
mais utilizada em estudos de Al em gramineas (PO&LEIl., 1978), com aplicacdo bem-
sucedida na visualizacdo do Al na superficie deesai(BRACCINI et al., 2000b;
ROSSIELLO; JACOB-NETTO, 2006);

d2) medida da capacidade de troca de cations (d@€Yaizes: por métodos mais simples e
tradicionais (CROOKE, 1964; ABU-ZEID, 1975; 1979) mais sofisticados, como o uso de
microandlise por energia dispersiva (EDX) em micops&a eletrdnica de transmisséo (FRITZ,
2007).

Braccini et al. (2000ab) propuseram combinacfedudes variaveis ou mais,
especialmente aquelas envolvendo parte aérea @&srai@mo 0s critérios que apresentam
resultados mais consistentes. Sintomas da toxideAldna parte aérea das plantas nem
sempre sdo facilmente identificaveis e, normalmexgsemelham-se com os de deficiéncia de
P (folhas com crescimento anormal e coloracdo parmws colmos, nas folhas e nas
nervuras) e de Ca (enrolamento das folhas joventapso do apice da planta e dos peciolos)
(VITTI; MAZZA, 2002). Entretanto, Rossiello e Jacdletto (2006) relataram que a grande
maioria das culturas anuais de interesse econondiogossui habilidade de acumulo de Al
na parte aérea e, portanto, € improvavel que &sbecomo peso ou area foliar, nimero de
ramos, perfilhos ou altura, sejam afetados diretdenpela presenca do Al nos tecidos. Logo,
os melhores indicadores da variabilidade genotipaca a tolerancia ao Al toxico sdo aqueles
ligados as raizes (FERREIRA et al., 2006), prifongate dos primeiros milimetros do apice
radicular (ROSSIELLO; JACOB-NETTO, 2006).

A selecado de plantas tolerantes ao Al diretameateampo, no seu ambiente
de crescimento, seria talvez a aproximacdo maiaseh principalmente do ponto de vista
agronémico. Do ponto de vista pratico, a conceatrage Al no substrato de crescimento
pode nao ser uniforme, levando a interacdes cono®dtores do ambiente e mascarando a
expressao geneética da tolerancia. Ha grande difide de isolar os efeitos do Al, ja que
podem ser modificados por fatores como o pH, a osmfo ibnica da solucdo, a
disponibilidade de bases trocaveis e o teor de rimat&ganica. Uma alternativa para
contornar o problema de alteragbes simultanea® eadtroladas das propriedades quimicas
gue ocorrem nos solos com a modificacdo de seliaévacidez € a realizacédo de estudos em

condicOes de solucao nutritiva.
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Existem varias formas de identificagdo de genétigmadroes quanto a
tolerancia e quanto a suscetibilidade ao Al. Aostpde cultivares de uma mesma espécie de
planta a toxidez por Al tem sido avaliada no cangn,vasos em casa de vegetacdo e em
experimentos com solucdo nutritiva. A identificagde gendtipos em solucdo nutritiva
permite avaliar a capacidade de tolerancia ao Auengrande numero de plantas de maneira
rapida, simples e econ6mica, permitindo ainda urdthonelominio de fatores que na maioria
das vezes sédo de dificil controle e mensuracédoofm e que podem interferir tanto no
comportamento das plantas, quanto na acdo toxicaAddMAGNAVACA, 1982).

No entanto, a solu¢do nutritiva deve ser empregata discriminar os gendtipos mais
tolerantes e sensiveis em um estagio prelimingsrdgrama de melhoramento. Essa pratica
reduz o niumero de genotipos que posteriormenter@ieveer avaliados em solos acidos,
permitindo significativa reducdo no uso de area eusto das avaliagbes (MAGNAVACA;
BAHIA-FILHO, 1991).

O meio hidrop6nico oferece outras vantagens COm@IBtO0 acesso ao sistema
radicular e a possibilidade de monitoramento erotstlo pH e das concentracdes de Al e de
outros ions relevantes a expressdo das reacOesndibikdade e tolerancia (ROSSIELO;
JACOB-NETTO, 2006). A fitotoxicidade do Al é atedlaaem solu¢des com elevada forca
ibnica, principalmente pelas interacdes fisico-dqoés que se estabelecem entre o Al e 0s
outros ions. Com isso, a inducdo de sintomas deldoxde Al requer um aumento na
concentracdo do Al e no tempo de exposicado. O hemdmento dessa situacdo conduziu a
formulacdo de solugbes salinas quimicamente maiples, formadas pela dissolucdo de
cloretos de Ca e de Al em meio acido, as quaismizaim os problemas relacionados com a
precipitacdo do Al, devido a auséncia de outroanligs que ndo o OH. Uma vantagem
adicional € que estas soluc¢des simulam as con¢éatradnicas caracteristicas de solucdes de
solos &cidos, em que os teores de Al extraiveismante excedem 150-2@@nol L. O Al
possui alta afinidade por oxi-anions organicos erganicos e pode formar complexos
soltveis com sulfato, fosfato, silicato e boratépade humatos, fulvatos e acidos organicos
simples. A presenca de anions fosfato na solugiiiéa para a interacdo com Al. A reducéo
da forca idnica do meio, a pH constante, tenderandir a atividade da espécie livre. Pavan
et al. (1982) estudaram o efeito da concentracaardesolucédo de Hoagland & Arnon sobre
a atividade de Al em meio hidropdnico e constatagau® a diluicdo reduz a concentragao
efetiva dos contra-ions responsaveis pela formdg&opares ibnicos com o Al. De acordo
com o comportamento das espécies idbnicas monomeslda Al em solucéo, espera-se que 0

poder fitotoxico de uma solucdo contendo Al sejaxim&ado a valores de pH 4,0 ou
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inferiores. A maioria das plantas cultivadas nder¢oniveis tdo altos de acidez, de forma que
suas respostas ao Al devem ser testadas com vdeiad maiores do que 4,0, em que o Al,
mesmo com a sua atividade mais reduzida, pode amgzar sérias lesdes nos genaotipos mais
sensiveis.

O referencial tedrico e experimental sobre a &oleia de variedades de cana-
de-acgucar a condi¢Bes adversas de acidez extreggnia@palmente, de alta saturacao por Al ,
ainda é inconclusivo. E indiscutivel o valor ecoidm social e ambiental de uma planta
tolerante a qualquer situacao de estresse, jasgagode significar a reducéo dos custos e dos
impactos do uso exagerado dos fatores de prodbséams espécies, resguardado seu potencial
produtivo, devem se comportar de forma eficientecipando apresentar alguma tolerancia ao
Al. A identificacdo destas variedades pode contribasia gistemas sustentaveis de producéao,
ja que a selecédo de gendtipos tolerantes a corsdig@tritivas de fertilidade do solo, com
énfase aos atributos de subsuperficie limitantegansédo do sistema radicular, pode oferecer
garantias do sucesso da expanséao das fronteiiaslagrda cultura, assim como maximizar a
eficiéncia de utilizacdo dos insumos, sobretudgagéo e fertilizacdo, e minimizar o risco
imposto pela combinacédo de diversas caracteristesistivas do ambiente que impedem a
méaxima expressao genética das variedades. A igegiio dos gendtipos mais tolerantes a
estas condicbes de estresse contribui para a esirdes variedades por processos
biotecnolégicos, para a devida alocacdo das vatesdao campo e para a conducdo de

sistemas sustentaveis de producéo.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Genotipos de cana-de-agucar

Para os experimentos, foram selecionadas as segwiatiedades: SP813250,
RB867515, RB935744, RB925345, RB855156, RB855458B9G8928, RB928064 e
RB937570. A selecdo foi feita de acordo com a &iletada e disponibilidade das
variedades. Com esses genotipos, avaliou-se difgseentre as variedades do mesmo
programa de melhoramento (RIDESA) e de programiesedites, e entre os ciclos tardio,

precoce e semi-precoce. Os mini-toletes foram twdos pelo Programa de Melhoramento
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Genético de Cana-de-Agucar do Centro de Ciénciadriag (CCA) da Universidade Federal
de Sé&o Carlos (PMGCA — UFSCargmpusde Araras-SP.

3.2 Descricéo das variedades de cana-de-acucar iatidas

No experimento foram utilizadas variedades proverg dos principais
programas de melhoramento genético de cana-defragdiqgais: Programa de Melhoramento
Genético de Cana-de-Acucar (PMGCA) da Rede Inteeusitaria para o Desenvolvimento
do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA) — variedades RBentro de Tecnologia Canavieira
(CTC — antiga Copersucar) variedades SP/CTC.

SP 81-3250Média, com colheita em julho-setembro. Rica e ptivd. Recomenda-se plantar
em ambientes de médio a bom potencial (CARACTERI®®..., 2011)
RB867515:Semi-precoce com colheita em julho-setembro. &okera seca e boa brotacéo de
soqueira, mesmo colhida crua; alto teor de sacarosescimento rapido com alta
produtividade. Nao deve ser plantada em ambienategdveis devido a incidéncia de estrias
vermelhas. Nos ambientes de alto potencial de gémdina possibilidades, devido a alta
produtividade agricola, de tombamento e atrasoatanacao (RIDESA, 2010).

RB935744 Tardia, com colheita em setembro-novembro. Mdtgi&ico, excelente sanidade
e muito produtivo. Recomenda-se plantar em amlsegemnédio a bom potencial; colher no
final de safra (RIDESA, 2010).

RB925345: Precoce com colheita de maio-julho. Possui altor tde sacarose, alta
produtividade e alto teor de fibra no inicio der@aRecomenda-se plantar em ambientes
favoraveis, devido ao seu comportamento em relagdoarvao; colher no inicio de safra
(RIDESA, 2010).

RB855156 Alta precocidade com colheita em abril-maio. Ros#ta capacidade de brotacao
de soqueiras. Recomenda-se ndo plantar como caaaede efetuar plantio em solos bem
preparados (RIDESA, 2010).

RB855453 Precoce com colheita em maio-julho. E a variedpaoce mais plantada e
cultivada no Centro-Sul. Possui riqueza, 6tima soque canas eretas de excelente
colheitabilidade. Recomenda-se nao plantar com@-darano e aloca-la em ambientes
favoraveis (RIDESA, 2010).

RB966928 Precoce a média, com colheita em abril-maio. Woata produtividade e
capacidade de perfilhamento. Recomenda-se plamtanmtientes de médio a alto potencial e
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colher no inicio a meio de safra. E variedade #&oler ao carvdo, ferrugem marron,
escaldadura e mosaico (RIDESA, 2010).

RB928064 Média com colheita em julho-setembro. Possuiamnmifdade de colmos, perfil
ideal para colheita mecanizada, 6tima brotacdoodeesra, excelente vigor e auséncia de
florescimento. Deve ser manejada em ambientesnietifrio e favoraveis, com alta
fertilidade (RIDESA, 2010).

RB937570 Precoce a média, com colheita de maio a agostssuP média produtividade
agricola e necessita de ambientes com bom potemeial boa sanidade, alto teor de sacarose

e bom desempenho no corte mecanizado (RIDESA, 2010)

3.3 Ensaios para definicdo de metodologia

Em razéo da escassez de trabalhos que avaliat@lerancia de variedades de
cana-de-acucar sob condi¢cdes de solucdo nutritivalaboratério ou casa-de-vegetacao,
realizaram-se ensaios para a definicdo de algumrdigdes experimentais, no intento de
sugerir um protocolo experimental adaptado parna-cle-acucar.

3.3.1 Germinagéo

Algumas condicdes experimentais foram testadas dd determinar o método

mais eficiente para a germinacéo dos toletes de-desacucar.

3.3.1.1 Casa-de-vegetacéao

Mini toletes com gema unica foram transferidosolagpés o corte para
saquinhos plasticos individuais preenchidos commiaiita umedecida na proporcao de
1:0,8 (vermiculita:dgua). Foram germinados tolsi® e com as extremidades seladas com
parafina, para evitar a oxidagéo excessiva e agonag¢ao por fungos (Figura 7A), conforme
protocolo experimental sugerido por Hetheringtoralet(1988). Os toletes foram cobertos
com uma fina camada de vermiculita e os saquinboant transferidos para a casa-de-
vegetacdo. A umidade foi verificada diariamente/endo necessidade de reposicdo de agua

por irrigacdo todos os dias. Devido a baixa tentpemapredominante nos meses em que
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ocorreu o experimento, a temperatura no periodarmotfoi mantida por aquecimento a gés.
O crescimento comecou a ser medido ap0s 17 diasta ga data de plantio, ocorrendo

medicdes a cada 5 dias. Os toletes permaneceracasarde-vegetacao por 62 dias (Figura
7B).

Figura 7: (A). Mini-tolete com as extremidades seladas comafpe; (B). Mini-toletes colocados
para germinar em casa-de-vegetacao

3.3.1.2 Camara de germinacéo

|. Papel germitest

Mini toletes de cana-de-aclcar com gema Unica foeanolados em papel
especial tipo germitest embebidos com solucdo del 001 mol L[, para estimular o
crescimento radiculaiOs cartuchos foram acomodados em bandejas na pdsigiontal
(Figura 8A) e também em Becker de 2 L na posicaticet (Figura 8B). Em ambos, foi
adicionada lamina de &gua para a manutencdo daadenidOs recipientes foram
acondicionados em camara de germinacdo com terapeide 30°C e fotoperiodo com luz
intermitente. A umidade foi verificada diariamenbt@vendo necessidade de reposicdo por
borrifamento da solucdo de CaCl no papel e repogigalamina de 4gua a cada 48 h. O
periodo de germinagéo variou de 15-20, dependeadaritdade.
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Figura 8. Mini-toletes de cana-de-acucar enrolados em papehiteste embebido em solucdo de
CaCl 0,001 mol L. (A). Germinag&o na posicéo horizontal; (B). Gexagéio na posicao vertical.

[I. Vermiculita

Mini toletes de cana-de-aclcar com gema Unica fgeminados em bandejas
plasticas tendo a vermiculita como substrato. Aerdés dos toletes foram seladas com
parafina para evitar a oxidagcado excessiva e a womégao por fungos. A vermiculita foi
umedecida numa relacdo 1:0,8 (vermiculita:agua$ ¢oletes foram dispostos com a gema
para cima, cobertos com uma fina camada de vertaicls bandejas foram acondicionadas
em camara de germinacdo com temperatura constante0W e fotoperiodo com luz
intermitente (Figura 9), com intensidade de 3850 @ periodo de germinacdo variou para
cada variedade. A umidade das bandejas foi mod#ovesualmente e diariamente, havendo

necessidade de reposicao de agua a cada 48 horas.

Figura 9. Mini-toletes de cana-de-acucar colocados para gamam bandeja com vermiculita no
interior da camara de germinagao.
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3.3.2 Crescimento em solucéo nutritiva

O meétodo de germinacdo adotado como padrédo pa@nducdo do
experimento foi aquele realizado em bandejas commigalita, na camara de germinacgao.
Apos periodo de germinacao os toletes foram lavadpdgua corrente para a retirada de toda
a vermiculita. Foi realizada uma triagem e o0s ntioletes que apresentaram maior
uniformidade de germinacdo foram selecionados param transferidos para a solucéo
nutritiva.

Os mini-toletes selecionados das bandejas foransfiridos para recipiente
(34x53x13cm) na cor preta para evitar a passagelmzgdeom 17 litros de solugéo nutritiva,
identificados e fixados em placa de isopor parasawdo sistema radicular (Figura 10). O
sistema foi mantido sob arejamento continuo dagcdolupor borbulhamento de ar suprido por
moto-compressor. Apoés seis dias, os toletes fomimados da solugdo nutritiva e preparados

para a exposicao ao Al.

Figura 10. Mini-toletes de cana-de-aglcar em recipiente cdaotéo nutritiva.

Para garantir uniformidade na incidéncia de illagéo, todas as janelas do
local do experimento foram vedadas com papel aliengiara evitar a entrada de luz externa.
A Unica fonte de luz recebida pelos mini toletesvpptha de lampadas fluorescentes, com
poténcia de 40 W, adaptadas em estruturas de almdveis para a regulagem da altura e
dispostas acima da bancada (Figura 11). A altutazifoi regulada de modo que a incidéncia
recebida pelos mini-toletes foi de 5000 lux, medida luximetro, com fotoperiodo de luz

intermitente.
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Figura 11. Lampadas fluorescentes adpatadas em estruturdsirdamia moveis para regulagem da
intensidade de luz acima da bancada.

A adequada nutricdo mineral dos mini-toletes deaadacucar, antes de
serem submetidos ao estresse por Al, foi feitayma adaptacdo da classica solucao de
Hoagland &Arnon, preparada com fundamento nos teores fol@deasutrientes considerados

adequados para a cultura de cana-de-acgucar (THbela

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

Nutriente | Teores foliares
Macronutrientes (g k9

N 18-25

P 1,5-3,0
K 10-16
Ca 2,0-8,0
Mg 1,0-3,0

S 1,5-3,0

Micronutrientes (mg kg

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

Fonte: Raij et al. (1996)

A composicao e a concentracdo da solucdo nutdigvenacro (Tabela 2) e de
micronutrientes (Tabela 3) adequadas para a cultar@ana-de-acucar foram calculadas
conforme o método pratico de Cometti et al. (20@6)solucdo nutritiva foi usada para
garantir aos toletes e, principalmente as suasgsaiglenas condi¢des de fornecimento
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balanceado de nutrientes, de forma a evitar qusteng radicular apresentasse limitacdes
gue nédo fossem decorrentes do estresse pelo Al.

Tabela 2. Fontes e concentragcdes de macronutrientes utkzad composi¢do da solucdo nutritiva
para cultivo de mini-toletes de cana-de-agucar.

Concentracao adotada do

Nutriente nutriente (mg/L) Sal/Fertilizante utilizado
N 154 Nitrato de calcio
K 199 Nitrato de potassio
P 38 Fosfato monoaménico (MAP)
Mg 15 Sulfato de magnésio

Tabela 3. Fontes e concentracdes de micronutrientes utilzadacomposicdo da solucdo nutritiva
para cultivo de mini-toletes de cana-de-agucar.

Concentracdo adotada do nutriente

Nutriente mg /L Sal/Fertilizante utilizado
B 0,30 Acido borico
Cu 0,15 Sulfato de cobre
Fe 2,40 Fe-EDTA
Mn 1,50 Sulfato de manganés
Mo 0,03 Molibdato de sédio
Zn 0,15 Sulfato de zinco

3.3.3 Exposicao ao Al em solucao

Apés o periodo de seis dias de cultivo em solugddritiva, foram
selecionados, para cada variedade, 30 mini totstes uniformidade radicular. Cada tolete
teve suas trés maiores raizes medidas, de forma quédia resultante foi considerada o
comprimento inicial (Ci) da raiz antes de ser suimaeao estresse por Al. Os toletes foram

submetidos a dez tratamentos com doses crescenfdsdm trés repeticdes cada (Tabela 4).
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Tabela 4. CondicGes de estresse por Al em solugdo empregedasgaliacdo de variedades de cana-
de-acucar.

Concentracao equivalente do

Dose de Al Atividade do Al em solucéo Al na solucio do solo
umol L™ pmol L™ mmo(f Lt
C
0 (Testemunha) 0 0
130 14,022 0,39
380 54,172 1,14
500 73,444 1,50
800 121,624 2,40
1000 153,744 3,00
1400 217,984 4,20
2000 314,344 6,00
3000 474,944 9,00
4000 635,544 12,00

"Atividade do Al estimada por extrapolacdo da eqodéd] = [a(Al) + 6,856]/0,1606 (r = 0,98)
(MATTIELLO et al., 2008)

A exposicdo do sistema radicular de mini-toletes @hna-de-acucar a
condicOes de estresse por Al foi feita em recigemnke PVC rigido, de 10 cm de diametro e
20 cm de altura, preenchidos com 2,7 L de solug#atisa com Al. O fundo de cada
recipiente foi fechado com caps, vedado com cgbeasl para PVC e silicone para evitar
vazamento (Figura 12). Em cada recipiente foramdicmnados trés toletes.

Os mini toletes foram acondicionados em orifid@ts em prancha de isopor
e transferidos para os recipientes contendo soluglotiva e doses crescentes de Al,
fornecido na forma de cloreto de aluminio hexatétta (AICk.6H,O — Merck®). As
concentracbes de Al adotadas (Tabela 4) foram tl@desl apdés consulta em referéncias

bibliograficas (Tabela 5) e testes preliminares.

Figura 12. Mini-toletes de cana-de-acUcar em recipientes dé Edhtendo doses crescentes de Al.
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O pH da solucao nutritiva contendo Al foi ajustg@dwma 4,0 (x 0,2) diariamente
com HCI 0,1 mol [* para garantir o predominio da espécie livre tee de Al [Al(HO)s%']
(ROSSIELLO; JACOB NETO, 2006). Nesta etapa, o F@foitido da solucdo, para evitar a
interferéncia e assegurar a atuacdo do corantettatima pela complexacdo exclusiva do
Al, e a concentracdo de P foi reduzida para 0,088®I L™, para contornar problemas de
precipitacdo com o Al (BRACCINI et al., 2000ab).

As raizes ficaram expostas a solucdo contendooAlspis dias. Apds este
periodo, as plantulas tiveram suas trés maioreegamedidas, de forma que a média
constituiu o comprimento final ¢ e transferidas para bandejas que continham agua
destilada para que os procedimentos de coloragiEspem ser realizados.

Como nédo ha indicacdo consolidada em referéndiagdraficas sobre o
tempo necessario de imersdo de raizes de canaidaragm solucdes contendo Al, foram

considerados trabalhos semelhantes realizados etas@spécies vegetais (Tabela 5).

Tabela 5.Concentracfes de Al em solucdo utilizadas em exgeetos de avaliacdo de tolerancia de
espécies vegetais cultivadas ao efeito toxico do Al

Cultura Concentracéo de Al Exposicdo ao Al (dias)  Referéncia bibliogréafica

Arroz 0, 10, 20 e 3@mol Lt Freitas et al. (2006)

20 mg L* Ferreira et al (2006)

50 umol L™ Kikui et al. (2005)

0, 80, 160 e 32Amol L* Vasconcelos et al. (2002)
Milho 30pumol L* Pintro et al. (1998)
Trigo 0,2,4,6,8e 10 mg'L Camargo et al. (1987)
Soja 15 pmol [ Silva et al. (2005)
Café 0, 500, 1000 e 200@0mol L™ Mattiello et al. (2008)

296umol L* Braccini et al. (2000b)
*Cana-de- 0, 70, 130, 380 e 14Qimol Hetherington et al. (1988)
acucar Lt

Concentracdo estimada por extrapolacdo da equadfc[[a(Al) + 6,856]/0,1606 (r = 0,98) obtida dos
resultados de Mattiello et al. (2008) para a redadtre atividade (aAl) e concentracédo de Al a pH dstimada
pelo programa de especia¢do quimica GEOCHEM; Hetten et al. (1988) utilizaram atividades de AlQ@le
4,14, 54, e 22pmol L™ para experimentacéo com cana-de-ac(car.

3.3.4 Teste de coloracao das raizes e alocacao dods tecidos radiculares

O acumulo de Al nas pontas das raizes foi avalipdo dois corantes:
hematoxilina e violeta de pirocatecol. A coloragd@m hematoxilina, corante que produz
coloracdo violeta quando complexado com o Al. Hon@iramente usado por Polle et al.

(1978), teve o emprego bem-sucedido por Braccinalef(2000b) e é recomendado por
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Rossiello e Jacob-Netto (2006) para gramineasin@ipio desse método de avaliacdo baseia-
se na oxidag&o da hematoxilina para hemateinaN@k®s, ou outros agentes oxidantes), que
em presenca de ions metalicos (Cr, Fe ou Al), tegropriedade de corar acidos nucléicos
(GILL et al., 1974). Assim, a coloracdo dos apicadiculares tende a ser mais intensa nos
genotipos que acumularem mais Al. A solucéo foipprada pela dissolugdo de 1 g de
hematoxilina, 0,1 g de Nak@ uma gota de NaOH 0,1 mof em um litro de 4gua destilada.

O violeta de pirocatecol forma um complexo quelatadm o Al produzindo coloracéo azul.
Foi preparada um solucéio estoque em concentraciid adeM L, com diluicdo de 1 ml em
24 ml de agua destilada no momento da utilizagAGQB-NETO, 1993).

Apos o periodo de exposicao ao Al, as plantasrfaransferidas para lavagem
em agua destilada por 15 minutos, submetidas a&wlde hematoxilina e também a de
violeta de pirocatecol em quantidade suficienteapaobrir as raizes (Figura 13A) por 15
minutos, e novamente lavadas por 5 minutos par@aga&mndo excesso de corante. O apice
radicular (1,5 cm) (Figura 13B) foi avaliado porimée uma escala de notas que variou 1
(menor acumulo de Al) a 6 (maior acimulo de Alg(Fa 14), conforme a intensidade e
localizacdo da regido colorida (BRACCINI et al.00B). Apos a avaliacdo da coloracdo das

raizes, foi feita uma escala de coloragdo adaptadaa cana-de-agucar.

Figura 13. (A). Apices radiculares sendo corados em solucwedetoxilina; (B). Apices radiculares
apos coloracao e prontos para serem analisados.

Classe

1 2 & 4 5 6
U U ' 9l
D Sem coloracao . Levemente colorico . Coloragéo intensa

Figura 14. Escala de avaliagdo do acumulo de Al em raizedashtgs por meio do teste de coloragéo
pela hematoxilina (BRACCINI et al., 2000b).
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Para avaliar a alocagdo do Al nos tecidos radies)an apice radicular (1,5
cm), foi submetido a coloragdo com hematoxilina peésmo método empregado para definir
a escala de coloracdo. Em seguida, foram examire@dosiicroscopio otico Bioval modelo
L2000C e, posteriormente, fotografados.

Para observacdo da estrutura da coifa das raigedpices radiculares foram
examinados ao microscopio e fotografados, porém seram submetidos aos corantes

hematoxilina ou violeta de pirocatecol

3.3.5 Estimativas das taxas de alongamento radicula

Medidas biométricas dos comprimentos radiculaeesodas as plantas foram
registradas, obtendo-se dois grupos de medidasodmpraonento inicial (ROSSIELLO;
JACOB-NETTO, 2006):

Ci :comprimento inicial (mm) das trés maiores raiaeses da exposi¢cao ao Al solucédo teste

Apos seis dias de exposicado ao Al, os mini toletesam suas raizes medidas
novamente obtendo-se:

Ct: comprimento final (mm) da raiz, apds a exposaad\|l
A partir dessas medidas, o alongamento radicudarekpresso de varias
formas:
(a) Crescimento radicular (G-
C=G-G
(b) Taxa de alongamento radicular (TAR): anélise drad de crescimento radicular
C, -C
TA= —Tf T,
em que T-To representa o intervalo de tempo desde o iniciard¢smentos com Al; a TA é
expressa em mm dta
Os valores de (& G foram constituidos pela média do comprimento d&s tr

maiores raizes de cada mini-tolete avaliado, nasi@caas medidas.
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3.3.6 Forma de analise dos resultados

O experimento foi conduzido em delineamento iatagnte casualizado. Para
a andlise estatistica, os resultados dos parambtoosétricos de comprimento radicular
foram submetidos a andlise de variancia. Uma vezogteste F significativo, os resultados
foram desdobrados e as médias dos tratamentos fayanparadas pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade, para identificar mparar a diferenca entre os tratamentos. O
programa utilizado foi o Assistat 7.6 Beta. Os lteslos das taxas de alongamento radicular
foram ajustados a modelos de regressao polinomial.

Parametros morfolégicos das raizes e o acumulacaldante nas ceélulas
radiculares foram explorados na forma de imagensregistro fotografico das laminas
examinadas ao microscopio. Adicionalmente, a colwados 4&pices radiculares foi
examinada para a elaboracédo de uma escala de acdenAl.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Protocolo experimental

4.1.1 Discussao das metodologias utilizadas paralesenvolvimento do protocolo

experimental

Com o intuito de fornecer a padronizagao de untopado experimental para a
selecdo de variedades de cana-de-agUcar quantmséilkgade ao Al, foram testados
diferentes métodos de germinacdo, coloracdo deesiaidoses de Al e conducdo do
experimento. Os testes tiveram como base princgrateno trabalho de Hetherington et al.
(1998), que trabalharam com variedades australideasana-de-acgucar, e também outros
protocolos experimentais, referenciados na Tabelalgeridos para outras culturas.

Em relacdo aos testes para a germinacao dosoteted de cana-de-agucar, 0o
método do plantio em bandejas com vermiculita mérandida umedecida com agua (1:0,8
vermicultia:dgua) mostrou-se o mais eficiente,dép préatico. O tempo de germinacdo das
variedades foi em média de 14 dias, apresentandcresuimento radicular satisfatorio. Esse
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fato foi devido a possibilidade da manutencdo deptratura constante, uma vez que 0s
toletes foram colocados em camara de germinacd®@, 2 a facilidade da reposi¢cédo de
agua, ja que as bandejas necessitavam de regatsomeada 2 dias. Diante de todos esses
beneficios, a germinacdo em camara de vegetacdo foétodo padrdo utilizado para a
conducao de todo o experimento.

A germinacdo de mini toletes envoltos por papeimgest na camara de
germinacao apresentou a desvantagem de as raéseerem paralelamente ao tolete e néao
em sentindo descendente. Isso dificultou a alocdg&adoletes nos orificios feitos na placa de
isopor para a passagem para a solucao nutritivaguen muitas vezes, as raizes sofriam
pequenas lesBes na tentativa de posiciona-lastameate. Apesar de as condi¢cdes de
luminosidade e de temperatura terem sido iguaia pateste realizado em vermiculita,
observou-se que a emissdo de raizes foi menos aftendoara o mesmo periodo de
germinacao, a quantidade de toletes que ndo emaities foi maior que no teste anterior.

A germinagdo em casa-de-vegetacdo apresentou egramelsvantagens: a
temperatura durante o dia foi muito alta, o quegiexirrigacdo diaria; devido a baixa
temperatura predominante nos meses em que ocorexperimento, a condicdo térmica
noturna adequada no interior da casa-de-vegetag@essitou aquecimento a gas, com alto
custo; o tempo necessario para as raizes atinginetamanho adequado foi muito longo (65
dias).

A coloracdo dos apices radiculares com hematax#irvioleta de pirocatecol
revelou que o uso da hematoxilina é mais adequatbb g analise de acumulo de Al na raiz.
Apesar de o principio de coloracdo dos corantesrseemelhantes, o violeta de pirocatecol
apresentou pouca ou nenhuma diferenca de coloem&elacdo ao apice radicular cultivado
no tratamento testemunha. Contrariamente, a c@oragpm hematoxilina permitiu a
interpretacdo de resultados de acordo com Braetiai. (2000b), uma vez que a intensidade
e a regido colorida variou entre as variedadesda-de-acucar e as doses de Al utilizadas no
tratamento.

Na maioria dos trabalhos que objetivaram a seldgdgendtipos sensiveis ao
Al, foi observado que ja existia 0 conhecimentovjaréle quais eram tolerantes ou sensiveis
(DARKO et al., 2004; ETICHA et al., 2005b; CAIl et,a2011; GARZON et al., 2011;
GIANNAKOULA et al., 2010). Nesses trabalhos, o oije foi testar a resposta de varios
genotipos em comparacdo com a variedade conheaian@erante, a fim de avaliar a
diferenca na sensibilidade entre eles. Além disse trabalhavam com poucas doses de Al,

ou com apenas dois tratamentos: com e sem a peederid (Tabela 5).
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Para cana-de-acucar, ndo h& subsidio cientifica padistincdo antecipada
entre as variedades sobre tolerancia ou sensiidjda nem a orientacdo sobre em quais
concentracdes de Al comecam a ocorrer injarias istensa radicular. Dessa forma, foi
necessario trabalhar com um namero elevado de ooacées de Al, para que fosse possivel
fazer uma varredura do comportamento das varieqetaste a doses crescentes.

Apesar de ser uma graminea, a medicao do sistefiwliar da cana-de-acucar
nao pode ser feito como o realizado em milho, tagaarroz, que emitem uma raiz seminal
bem diferenciada no inicio da germinacédo e que pedanedida facilmente. Em cana-de-
acucar, a regido de emisséo das raizes € distilemidtoda a circunferéncia do tolete, nédo
sendo possivel distinguir somente uma raiz semsdim, para que fosse possivel obter
dados consistentes sobre o crescimento radiculiagdbtada como metodologia a medicao
das trés maiores raizes, sendo que a média refmesearescimento radicular de cada tolete.

A realizacdo do experimento utilizando dez comegdes crescentes de Al
permitiu visualizar o comportamento das variedad&smbém tornou evidente a diferenca na
resposta do crescimento das raizes de cana-deragefitacomparacdo com as outras
gramineas como arroz, milho e trigo, que normalmeqresentam um decréscimo muito
nitido no crescimento radicular com o aumento decentracdo de Al. Para a cana-de-agucar,
a queda no crescimento foi menos sensivel, mesiimantdo a ampla faixa de concentracdes
de Al, diferentemente da maioria dos trabalhos comnas gramineas que trabalharam com
poucas doses.

O desenvolvimento do protocolo experimental fmiente para a avaliagao da
tolerancia de variedades de cana-de-agucar ao Abamao. Os fatores determinantes para a
elaboracdo do protocolo experimental foram o métddogerminacdo dos mini-toletes,
selecdo da faixa de concentracdo de Al em solucéms enétodos de avaliacdo do
comportamento das variedades perante o0 estres#e @ar solucao.

A metodologia sugerida no protocolo experimemnggresenta uma primeira
aproximacédo para os estudos realizados com tolarédaccana-de-agucar ao Al em solugéo.
Novos testes podem ser feitos para a melhoriaima@mento da metodologia, estudando
outras condi¢cdes experimentais de varios fatoagscomo a luz, tempo de exposicédo ao Al,
concentracdo da Al e medicdo radicular. Contudmetodologia da maneira como esta
permitiu fazer uma avaliagdo das variedades de-@davagicar a tolerancia ao Al em solugéo.
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4.1.2 Proposta de protocolo de avaliacdo da toleréia de variedades de cana-de-acguUcar
ao Al em solucéo.

|. GERMINACAO

Utilizar mini-toletes com gema Unica, em torno dmvde comprimento.

Selar com parafina as extremidades dos mini-®letem gema Unica.
Recomenda-se germinar os mini-toletes no mesmerdigue foram coletados, para garantir
0 poder germinativo.

Preencher bandejas com 8 cm de vermiculita médiiedacida, na relagcédo
vermiculita:dgua (1:0,8).

Os toletes devem ser dispostos em bandejas (3Bxx1® cm) com furos na
parte inferior e forradas com jornal. As gemasnficdaradas para cima e os toletes cobertos
por uma fina camada de vermiculita, e em seguiadles para a camara de germinagédo em
temperatura constante de 30°C com fotoperiodoamtarmitente e intensidade de 3850 Ix.

Como a germinacdo dos mini-toletes € desiguabmeada-se germinar o
dobro da quantidade que vai ser utilizada, pararavpossibilidade de selecdo dos mais
uniformes.

A reposicdo de agua da bandeja deve ser feitala 48 horas, adicionando
cerca de 0,5 litro de 4gua destilada, feita comxdlia de um regador.

Manter a bandeja na camara de germinacao por tiodpede 15 a 20 dias. O

periodo de germinacéo pode variar para cada vakeda

. SOLUQAO NUTRITIVA

Selecionar os mini-toletes com maior uniformiddeegerminacao e lavar em
agua corrente para a retirada de toda a vermiadditsistema radicular.

Fixar os mini-toletes em orificios feitos em plalsisopor e transferir todos os
mini-toletes para um Unico recipiente de cor pretan dimensfes (34x53x13cm) e
capacidade para 23,5 litros preenchido com 17%lide solugcdo nutritiva composta por macro
(mg LY (nitrogénio, 154; potassio, 199; fésforo, 38; mémjo, 15; enxofre, 20) e
micronutrientes (mg £) (boro, 0,30; cobre 0,15; ferro, 2,40; manganés);1molibdénio,
0,03; zinco, 0,15).

A solucéo deve receber arejamento continuo, pdrutftamento de ar suprido

por moto-compressor. A fonte de luz recebida pehlos-toletes deve provir de lampadas
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fluorescentes acopladas em estruturas de alumir@opgrmitam a regulagem de altura, de
forma que incidéncia recebida pelos mini-tolet¢a de 5000 lux.
Os mini-toletes permanecem em solucdo nutritivageis dias e entdo séo

retirados para serem transferidos para recipieatessolucéo contendo Al.

lIl. EXPOSICAO AO Al EM SOLUCAO

Apos o periodo de 6 dias de imerséo do sistemeutadem solucéo nutritiva,
sdo selecionados os toletes que serdo expostosokiwds com Al. Cada mini-tolete
selecionado tem suas trés maiores raizes medidadorcha que a média resultante é
considerada o comprimento inicialgj@a raiz antes de ser submetida ao estresse por Al

Apoés a medida, os mini-toletes séo transferidoa pecipientes de PVC de 10
cm de diametro e 20 cm de altura, com capacidadeJhtros, contendo 2,7 litros de nova
solugéo nutritiva descrita no item Il, adicionadadbses crescentes de Al: 0O (Testemunha),
130, 380, 500, 800, 1000, 1400, 2000, 3000 e 4006l |}, fornecido na forma de cloreto
de aluminio hexahidratado (AKXH,O - Merck®). Cada dose corresponde a um tratamento
sendo que cada recipiente recebera trés mini-fotpte constituirdo as repeticbes. Cada dose
deve ser alocada em um recipiente individual corms-toletes identificados e fixados em
orificios feitos em placa de isopor circular.

O pH da solugdo nutritiva contendo Al deve ajustazara 4,0 (= 0,2)
diariamente com HCI 0,1 mol'Lpara garantir o predominio da espécie livre teint de Al
[Al(H 20)s%"] (ROSSIELLO, JACOB NETO, 2006). Nesta etapa, oéF@mitido da soluc&o,
para evitar a interferéncia e assegurar a atuagamnte hematoxilina pela complexacéo
exclusiva do Al. A concentracdo de P é reduzida 30025 mmol L, para contornar
problemas de precipitacdo com o Al (BRACCINI et 2000Db).

Apoés o periodo de 6 dias de exposicao das raizéd, as plantulas tiveram

suas 3 maiores raizes medidas, de forma que a e@wttuiu 0 comprimento final (C

IV. ANALISE DO SISTEMA RADICULAR

Apoés o periodo de exposicdo ao Al, as plantastrsdisferidas para lavagem
em agua destilada por 15 minutos. Sao cortadopiossaradiculares (1,5 cm) das raizes e
estes sdo submetidos a solugdo de hematoxilinguantidade suficiente para cobrir as raizes
por 15 minutos, e novamente lavados por 5 minuaog gemocao do excesso de corante.

A solucédo de hematoxilina € composta pela disGolag 1 g de hematoxilina,
0,1 g de Nal@e uma gota de NaOH 0,1 mof lem um litro de 4gua destilada (BRACCINI
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et al., 2000b). A hematoxilina, ao reagir com o pgkbhduz uma cor violacea e é utilizada para
verificar a alocagéo do Al nos tecidos radiculares.

O apice radicular (1,5 cm) é avaliado por meioude escala de notas, que
varia de 1 (menor acumulo de Al) a 7 (maior acundaoAl), conforme a intensidade e
localizag&o da regido colorida (Figura 17).

Para avaliar a alocacdo do Al nos tecidos radiesjas épices radiculares (1,5
cm) sdo submetidos a coloracdo com hematoxilina pgsmo método empregado para
definir a escala de coloracdo. Em seguida, samsligp em uma lamina com uma gota de
agua sobreposta por laminula, a qual é pressiopa@dao achatamento do apice e melhor
visualizac¢ao do cilindro vascular. Posteriormergtéaminas sdo examinadas em microscopio
optico (aumento de 40x) e fotografadas.

Para observacédo da estrutura da coifa das raizeapices radiculares séo
examinados ao microscépio O6ptico (aumento 100x)otegfafados, porém sem serem
submetidos ao corante hematoxilina e a pressanaiaula.

V. ESTIMATIVAS DAS TAXAS DE ALONGAMENTO RADICULAR

O crescimento radicular € obtido subtraindo-semprimento final (¢, apos
0 periodo de exposicdo ao Al, do comprimento ihi(t), antes da exposicdo ao Al. Os
valores de crescimento foram constituidos pela anddicomprimento das trés maiores raizes
de cada mini-tolete avaliado na ocasido das medilasxa de alongamento radicular é

calculada conforme o item 3.3.5.

4.2 Taxas de alongamento radicular (TAR)

A TAR é comumente usada como método padrdo pesaridinar o
comportamento de plantas frente ao Al em solucaotagl autores (BRACCINI et al., 2000b;
CORRALES et al., 2008; CAl et al., 2011; GARZONakt 2001; HEIDARABADI et al.,
2011) utilizaram a TAR juntamente com métodos cemghntares para a verificagdo de
algum comportamento mais especifico.

A analise de variancia mostrou existir alta sigaiicia estatistica para
interacdo “variedades x doses de Al" sobre o pa@mmescimento radicular (mm dig
(Tabela 6).
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Tabela 6. Andlise de variancia (ANOVA) da taxa de alongaraeadicular (TAR) de variedades de
cana-de-acucar submetidas a doses crescentes de Al.

Fonte de variacéo GL Valor F
Variedades 8 188,9018 **
Doses de Al 9 108,0995 **
Variedades x Al 72 15,4345 **
Residuo 180
Total 269

**sjgnificativo ao nivel de 1% de probabilidade<®,01).

A variedade SP813250 (Tabela 7) apresentou um igcresto inferior e
estatisticamente diferente das demais variedadesai@ia das doses. Porém, ndo apresentou
diferenca estatistica em seu crescimento de acmoo aumento das doses de Al. A partir
da dose 500 umol't, a SP813250 diferiu estatisticamente pelo merescimento radicular.

De acordo com o teste de comparacdo de médiastatagao “variedades x doses de Al”
(Tabela 7), as doses criticas, ou seja, as dgsadiadas quais a taxa de alongamento diferiu

significativamente da testemunha, estdo apresentadtabela 8.



Tabela 7.Teste de comparacdo de médias da taxa de alongaraditular (TAR) (mm did) da interacdo “Variedades x Al”.
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Doses de Al (umol %)

Variedade _

130 380 500 800 1000 1400 2000 3000 4000 MEDIA
SP813250 0,83cA* 0,70 cA®* 0,78 cdA*1® 0,51 cA*=2 0,41 dA%3L 0,44 cA°=3° 0,37 bcA>® 0,15 A0 0,12 aA*® 0,22 bcA>® 0,45 e
RB867515 3,04 b®'* 2,64 abAB** 3,12 abA"?® 2,32 bABC™** 2,00 becBCB®® 1,76 bCB%* 1,68 acB"® 0,26 cE%* 0,67 aEF*®® 1,20 aDE?4 1,87 be
RB935744 2,56 bBE*® 2,16 b4 3,68 aA®* 3,76 aA™3 2,72 abBE*3 3,36 aAB** 1,28 ap®% 2,56 aBC>% 0,32 aB>* 0,88 abcDE’?*  2,33a
RB925345 2,80 bAB®®  328aA%%®  272bAB%¥ 248 bAB*¥ 1,44 cCB>* 2,16 bBCG*2* 1,20 abDE>4° 0,48 cg04® 0,72 aDE*®® 0,64 abcDE! 1,79 ¢
RB855156 1,50 c®* 1,13 cAB®**® 0,59 cdBE*#? 0,61 cBG**® 0,49 dBG®** 0,14 cC13 0,39 bcBE™1° 0,08 cCo%® 0,13 ac% 0,11 bcc®?® 0,52 e
RB855453 1,04 cR® 0,42 cAB®® 0,33dAB°* 0,25 cAB?*® 0,24 dAB?* 0,17 cB>® 0,11 cB%% 0,08 cB%%” 0,12 aB®% 0,07 bcB®%° 0,28 e
RB966928 1,06 c®* 0,33 cAB®?® 0,28 dAB®® 0,30 cAB®?° 0,26 dAB®* 0,17 cB** 0,20 cABY%3 0,08 cB%* 0,06 aB®>* 0,03 cB%%" 0,28 e
RB928064 1,14 cB&® 1,14 cBC*® 1,38 cBCY* 2,67 bR 2,92 aK%% 1,56 bB**® 0,91 abcBCEP'* 0,63 cCDE®?® 0,01 aB*'° 0,05 bcDE®?° 1,24 d
RB937570 6,93 aR™®  2,88abB>*? 2,41 bBC™* 1,84 bcB%*! 1,48 cB%%2 1,99 bCB 1,68 acB**° 1,5 b¥%4° 0,00 ag%* 0,00 cE%>? 2,07 ab

MEDIA 2,32A 1,63B 1,70B 1,64B 1,33C 131C 0B 0,65 D 0,24 E 0,36 E

DMS Variedades = 0,87** DMS Doses de Al = 0,85€C€V% = 27,55

Médias seguidas de letras minlUsculas iguais nana@umailsculas na linha ndo diferem entre si pekte de Tukey a 5%. **significativo ao nivel de ## probabilidade (p<0,01); nhumeragdo sobrescrita
indica desvio padréo.
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Tabela 8.Concentragéo critica de Al limitante ao desenwodrito radicular inicial de variedades de
cana-de-acgUcar.

Variedade Dose critica de Al (umol %)
SP813250 500

RB867515 800

RB935744 1400
RB925345 800

RB855156 380

RB855453 1000
RB966928 1000
RB928064 3000

RB 937570 130

O teste de comparacdo de médias para a interagaatip observar que o
crescimento radicular ndo apresentou queda noigresto nas primeiras doses, fato que
ficou evidente pela observacdo de que a testemo@ibaapresentou 0 maior crescimento.
Porém, nas maiores doses ja € possivel visualigdeito do Al na redugcdo do crescimento
radicular (Tabela 7). Morita et al. (2008) tambénsarvaram que em ch@dmelia sinens)s
0 crescimento das raizes jovens foi maior em 0l4neM de Al do que em 0 e 0,1 mM,
enguanto que em 4 mM foram inferiores, contudoamdiores que nas doses 0 e 0,1 mM de
Al.

O primeiro sintoma da toxicidade por Al é a indmgde crescimento radicular
(KOCHIAN, 1995). Porém, em vérios trabalhos, a & de inibicdo do alongamento
radicular ndo acompanhou necessariamente o incterdarconcentracdo de Al em solucao,
como relatado para cha (MORITA et al., 2008), m{B@MIN et al., 1999), maca (STOLF
et al., 2008) e também para cana-de-acucar (HETNERON et al., 1988).

O alongamento da raiz ocorre na zona de alongamemao ao longo de toda
sua extensdao. Somente 2-3 mm da zona de alongapretiea ser exposto ao Al para que
ocorra a inibicdo do crescimento (DELHAIZE; RYAN995). Em termos fisiologicos, o Al
pode ser observado em apices da raiz, especialmaziena de alongamento, que € altamente
sensivel a toxicidade por Al, interferindo diretant@eno crescimento radicular (BLAIR et al.,
2009).

A inibicdo do alongamento radicular é o primeirt@ma visivel da toxicidade

por Al, embora a resposta das raizes possa difiefie as espécies de plantas e até mesmo
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entre cultivares (MATSUMOTO; MOTODA, 2011). Exempliisso foi observado por
MATSUMOTO (2002), onde a elongacao da raiz em eaitde trigo Al-sensivel foi inibido
por um tratamento de 3 horas com 5 pmol de Al, antguo cultivar tolerante foi inibido por
uma concentracdo 10 vezes maior.

Apesar de a variedade RB937570 ter apresentado cdtita a primeira dose
de Al (130 pmol [Y), ela apresentou um alto crescimento radiculamajuente com a
variedade RB935744, cuja dose critica foi de 140®IuL™. Isso evidencia que, apesar de
apresentar sensibilidade ao Al, sua TAR foi satisia principalmente quando comparada a
de outras variedades que apresentaram doses<ritaiares. Dessa forma, apesar de a menor
dose de Al ter prejudicado sua TAR, essa variedguesenta a vantagem de possuir um
sistema radicular eficiente, com capacidade decicnesto superior as outras, mesmo em
presenca do Al.

O comportamento das variedades de cana-de-acé@camt@ a toxicidade por
Al também foi avaliado com a aplicacdo de modesegjressdo (Figuras 15 e 16), os quais
ratificaram que houve diminuicdo da taxa de cresoim com o aumento das doses de Al.
Para as variedades RB935744, RB966828 e RB92806wllbor ajuste correspondeu ao
modelo linear, enquanto para as outras variedadewlbor ajuste foi o polinomial. As
equacdes de regressdo apresentaram coeficientesetiminacdo (B que variaram de 0,45 a
0,93, com significancia estatistica a 1 e 5%.

A inibicdo do alongamento radicular induzido péloesta4 associada com a
deterioracdo da parede celular (MATSUMOTO; MOTOD®W11). Como observado pela
visualizacdo dos apices radiculares ao microsagpiiico, a inibicdo do crescimento radicular
foi acompanhada por alteracbes morfolégicas noedécraiz. Segundo Sasaki et al. (1996),
essas alteracdes podem repercutir na diminuic&mmg@rimento radicular juntamente com o
aumento no di@metro das células do cértex, residtamo encurtamento da zona de
alongamento, além de rupturas da epiderme. Em sicasDs, a rizoderme pode aparentar ter
se soltado do tecido interno (KOPITTKE et al., 20@8n raizes de soja, o tratamento com Al
promoveu a alteracdo do crescimento radicular, t\adade e aparéncia dos apices
radiculares e da zona pilosa (YU et al., 2011).

Hetherington et al. (1988) estudaram a toxicidddeAl em trés variedades
australianas de cana-de-acucar, Q77, Q113 e Qdiplamente cultivadas em solos acidos da
Australia. Enquanto a variedade Q113 teve seu aloegto radicular reduzido a partir da
concentracao 80 umolY, as variedades Q77 e Q117 mostraram-se maisritdsraima vez

que essa reducdo aconteceu a partir da dose 320 Limde Al. Nesse contexto, as
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variedades brasileiras, com excecdo da RB93757@nfonais tolerantes ao Al em solugao
qgquando comparadas as variedades australianas,a@asudgob condicbes experimentais

similares por Hetherington et al. (1988).
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Figura 15. Ajuste polinomial/linear do crescimento radicul@asdvariedades SP813250, RB867515,
RB935744, RB925345, submetidas a doses crescentiisain solucéo.
** gignificativo a 1% de probabilidade.
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Figura 16. Ajuste polinomial/linear do crescimento radiculasd/ariedades RB855156, RB855453,
RB966928, RB928064, RB937570, submetidas a dosesamtes de Al em solucéo.
** gignificativo a 1% de probabilidade; * signifitao a 5% de probabilidade.

Os resultados para a taxa de alongamento radidatavariedades estudadas,

guando expostas a doses crescentes de Al, pemitii@ssifica-las quanto a tolerancia da
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seguinte forma: RB928064 > RB935744 > RB855453 =9¢8328 > RB925345 =
RB867515 > SP813250 > RB855156 > RB937570.

4.3 Teste de coloracao das raizes e alocacao dmdé tecidos radiculares

4.3.1. Distin¢do da sensibilidade em classes de meto de Al nos apices radiculares

A escala usada por Braccini et al. (2000b) pamatpk de cafeeiro (Figura 14),
foi adaptada para a avaliacdo dos apices radisutigecana-de-acucar. Apos a observacao
dos resultados, foi necessaria a inclusdo de maasalasse na avaliacdo da coloracéo (Figura
17).

A Figura 17 demonstra as regifes utilizadas patexrpretacdo da coloracéo
pela hematoxilina. A regido meristematica, localzacima da coifa (Figura 17, regido A),
possui células em intensa divisdo, sendo comundsrieminada regido de divisdo celular
(Figura 17, regido B). ApoOs a regiao de divisdalee] mas ndo muito bem delimitada desta,
esta a regiao de alongamento, que tem, em gerahsyp®ucos milimetros de comprimento
(Figura 17, regido B). Acima dessa regido a ra gré@ésce mais em comprimento. A regiao
de alongamento é seguida pela regido de maturacde diferenciacéo (Figura 17, regido C),
onde a maioria das células dos tecidos primariospigia a sua maturacdo. E importante

ressaltar que a transicdo de uma regido da raézqudra ocorre de maneira gradual (RAVEN

et al., 2007).
Classe

1 2 3 4 5 6 7 L

C
1,5cm
B
A ' N
54— Levemente™ X [ |
Sem coloraca Coloracao intensa

colorido

Figura 17. Classes de acumulo de Al em raizes, adaptadasg@aaade-acucar, por meio do teste de
coloracdo pela hematoxilina. (A). Coifa; (B). Méeima apical (regido de divisdo celular) e regido de
alongamento celular; (C). Regido de maturagdogoegasal).
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A partir da classe 5, a planta ndo apresenta esnaiecanismo de exclusao do
Al, representado pelas zonas de exclusdo posadakt pelo acumulo de Al na regido basal,
como observado nas classes 3 e 4. Esse mecanigen@resente nas variedades mais
tolerantes. Nas classes 5 até a 7, ocorre maionwdolde Al na regido meristematica, sendo
caracteristica das variedades mais sensiveis, aleaidfato que o apice radicular, onde se
encontram as ceélulas meristematicas, acumula mlais gofre maior dano fisico que os
tecidos maduros da raiz (RYAN et al., 1995).

A variedade RB928064 (Figura 18) excluiu o Al da segido meristematica
até a dose 500 pmol'l mas, a partir da dose 800 umat, apresentou actimulo de Al em

todo o apice radicular, sendo classificada na eldss

Concentracdo de Al (umol [
0 13C 38C 50C 80C 100C 1400  200cC 300C  400(C

E

1 4 4 3 7 7 7 7 7 7

-

Classes

Figura 18. Apices radiculares da variedade RB928064, subosetidconcentracdes crescentes de Al
em solucdo e ao corante indicador hematoxilinaya representacdo na escala de avaliacdo do
acumulo de Al adaptada de Braccini et al. (2000b).

As variedades RB966928 (Figura 19), RB937570 (@d20) e RB855156
(Figura 21) excluiram o Al da regido meristematitd a dose 380 pmol™’L Embora a
RB937570 tenha apresentado uma zona de exclusdo pagjuena, ainda assim se encaixou
na classe 4. Na dose 500 umdl seu comportamento foi melhor representado peksel5,

que, apesar de ja ser indicio de acumulo de Akg&o meristematica, esse ocorre em menor



62

intensidade. A variedade RB966928 (Figura 19) amtesi comportamento classe 7 a partir

da dose 500 umolt, o que representa um intenso actimulo de Al emaagttice radicular.

Concentracdo de Al (umol )
0 13C 38C 50C 80(C 100( 1400  200C  300C  400C

7

Classes
Figura 19. Apices radiculares da variedade RB966928, subosetidconcentracdes crescentes de Al
em solucdo e ao corante indicador hematoxilinapya representacdo na escala de avaliagdo do
acumulo de Al adaptada de Braccini et al. (2000b).

Concentracéo de Al (umol I
0 13C  38C 50C  80C 100C 1400  200( 3000 400(

4 5 7 7 7 7 7 7

Classes

Figura 20. Apices radiculares da variedade RB937570, subogtidconcentragbes crescentes de Al
em solucdo e ao corante indicador hematoxilinaya representacdo na escala de avaliacdo do
acumulo de Al adaptada de Braccini et al. (2000b).
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Concentracéo de Al (umol [
0 13C 38C 50C 80C 100C 1400 200C 300c 400(

\

1 4

Classes

Figura 21. Apices radiculares da variedade RB855156, subogtdconcentracdes crescentes de Al
em solucdo e ao corante indicador hematoxilinaya representacdo na escala de avaliacdo do
acumulo de Al adaptada de Braccini et al. (2000b).

A variedade RB867515 (Figura 22) apresentou-seiwgnao Al a partir da
dose 380 pmol t, ocorrendo um maior acimulo de Al na regido memsitica. Na dose
2000 pmol [* de Al, ocorreu o acimulo de Al em todo o &picéaadr, fato que se acentuou
ainda mais nas doses subsequentes.

A variedade RB935744 (Figura 23) ndo apresentoupadrdo crescente de
intensidade da coloracdo. Notou-se que, na dosepd®dl L', o Al ja atingiu a regido
meristematica. Porém, na dose de 3000 pritalé Al, a planta foi capaz de impedir o Al de
penetrar nessa regiao (classe 3). Essa falta @aédgddiculta a determinacdo de uma dose a

partir da qual a variedade apresentou sensibilidada.
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Concentracéo de Al (umol [

0 13C 38C 50C 80C 100C 1400  200C 300C  400C
\ \ \ ;
. E ; " i
) , VEN A : :
1 4 5 5 5 5 5 6 7 7

Classes

Figura 22. Apices radiculares da variedade RB867515, subogtidconcentragbes crescentes de Al
em solucdo e ao corante indicador hematoxilinapya representacdo na escala de avaliagdo do
acumulo de Al adaptada de Braccini et al. (2000b).

Concentragéo de Al (umol L)

T 13C 38C 50C 80C 100(¢ 140(¢ 200( 300( 400c

1 3 6 7 7 7 5 6 3 7

Classes
Figura 23. Apices radiculares da variedade RB935744, subogtidconcentragbes crescentes de Al
em solucdo e ao corante indicador hematoxilinapya representacdo na escala de avaliagdo do
acumulo de Al adaptada de Braccini et al. (2000b).
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As variedades RB925345 (Figura 24), RB855453 (Rigeb) e SP813250
(Figura 26) apresentaram alta sensibilidade aopéis ocorreu maior acumulo de Al na
regido meristematica em comparacado com as varisdaderiores, além de nao apresentarem
mecanismo de exclusdo em nenhuma concentracdo .d&nguanto a RB925345 foi
classificada com a nota 7 a partir da dose 380 [Lihem diante, a RB855453 e SP813250 se
enquadraram nessa classe ja partir da dose 130Ltmol

Apoés 72 horas de exposicao ao Al, Giannakoul& ¢2@10), em trabalho com
genotipos de milho, observaram que as raizes derdivel acumularam 1,5-3,2 vezes mais
Al do que o Al-tolerante. Contudo, ha uma grand&agdo genética na resisténcia das plantas
ao Al, tanto dentro como entre espécies, sugemuaoas plantas, cultivares ou espécies Al-
tolerantes possuem varios mecanismos para desiatoXi. Os mesmos autores discorreram
que parece existir um mecanismo de exclusdo denslgendtipos de milho, devido a
diferenca de Al acumulado entre os gendétipos sehsivtolerante. Porém, a exclusdo néo
pode ser considerada o principal mecanismo det&asia que opera em raizes de milho, uma

vez que o acumulo de Al no Al-tolerante foi quaBes8zes maior do que no controle.

Concentracéo de Al (umol [

T 13C 38C 50C 80C 100C 140C 200C 300C  400C

JOL
TIL

Classes

Figura 24. Apices radiculares da variedade RB925345, subogtdconcentracdes crescentes de Al
em solucdo e ao corante indicador hematoxilinapya representacdo na escala de avaliagdo do
acumulo de Al adaptada de Braccini et al. (2000b).
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Concentracio de Al (umol [}
0 13C 38C 50C 80C 100C 1400 200cC 300C 400c

(.;;", ’ ¢ 4 s 5 Lt .‘: L g b4 k
L ; ; - 7 7 7 7 6 7

Classes

Figura 25. Apices radiculares da variedade RB855453, subogtdconcentracdes crescentes de Al
em solucdo e ao corante indicador hematoxilinapya representacdo na escala de avaliagdo do
acumulo de Al adaptada de Braccini et al. (2000b).

Concentragéo de Al (umol L)

T 13C 38C 50C 80C 100¢ 140C 200c 300c 400(

7

Bl By 4 L8
1 7 7
Classes

Figura 26. Apices radiculares da variedade SP813250, subaseticconcentracdes crescentes de Al
em solucdo e ao corante indicador hematoxilinapya representacdo na escala de avaliagdo do
acumulo de Al adaptada de Braccini et al. (2000b).
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Braccini et al. (2000b) salientaram que a andbséada da coloragdo com
hematoxilina ndo deve ser considerada adequadael@gio de gendtipos de café tolerantes
ao Al, porque o resultado depende dos mecanismaslet@ncia envolvidos. Uma falha do
método pode ocorrer quando um genétipo apresentmecanismo de tolerancia relacionado
com a detoxificacdo. Esse mecanismo permite qud peAetre nos tecidos radiculares,
porém, internamente ocorre a detoxificacdo do Alseja, ele perde sua acao toxica. Dessa
forma, um gendtipo tolerante pode acumular muitm@\&pice radicular, o que resultaria em
uma coloracéo intensa pela hematoxilina, e comakssgeria classificado como sensivel pelo
teste. Nesse mecanismo de tolerancia, mesmo giaata pbsorva altas concentracdes de Al
e este seja transportado pelos vasos condutorgtanta ndo sofrera injurias devido a
provaveis mecanismos de detoxificacdo do Al, tamaa quelatacéo por acidos organicos ou
compartimetalizagédo no vacuolo.

Dessa forma, a separacdo dos genotipos em sansivédlerantes através da
classificacdo em classes apds a coloracdo com teiiimet, SO sera eficiente se a planta
apresentar a exclusdo do Al como Unico mecanismototlrancia. Esse mecanismo
interrompe o fluxo de Al na endoderme, restringe [mesenca apenas no cortex e impede sua
chegada aos vasos condutores para ser transpopidoplanta. Yang et al. (2008)
salientaram que, apesar dos progressos obtidosecanismos de exclusdo das espécies mais
resistentes ao Al ainda estédo longe de serem b&ndidos. Contudo, a exclusdo de Al do
apice radicular € uma caracteristica importantéegethcial de resisténcia ao Al (GARZON et
al., 2011).

Em plantulas de trigo, quanto maior a intensidddecoloracdo dos apices
radiculares, menor o grau de tolerancia dos gemtgm Al (POLLE et al., 1978). Outros
trabalhos utilizando gramineas (GIAVENO; MIRANDALHO, 2000; CANCADO et al.,
2002) descreveram que o0 uso de classes de satwikilpara classificacdo dos gendtipos
guanto a tolerancia ao Al foi eficiente para experntos com e sem Al. Em raizes de milho, o
genotipo sensivel apresentou maior coloracdo pmatoxilina nas pontas das raizes do que
as variedades tolerantes (POSCHENRIEDER et al5)200

O uso do método da hematoxilina possibilitou Jigaa diferencas de
comportamento entre as variedades estudadas.adtltizas notas atribuidas a coloracdo por
hematoxilina a classificacdo das variedades quantmlerancia ao Al foi a seguinte:
RB928064 > RB966928 > RB937570 > RB855156 > RB8675RB935744 > RB925345 >
RB855453 = SP813250. Contudo, concordando com Biiagtcal. (2000), a classificacéo das
variedades sera feita utilizando-se um conjuntcraaiplo de critérios de avaliagéo.
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4.3.2. ldentificagcdo do acumulo do Al nas célulasdiculares dos mini-toletes de cana-
de-acucar

Em raizes de cana-de-agUcar expostas por seisrdia®ses crescentes de Al,
observou-se que, em todas as variedades estudgdasdo submetidas ao corante
hematoxilina, o Al localizou-se preferencialmentas ncélulas epidérmicas e em varias
camadas de células do coértex, em maior ou menensittade. Apesar de em algumas
visualiza¢des ndo ser possivel observar com claeie coloracdo arroxeada no interior do
cambio vascular, na maioria das fotos ficou clawe gdo h& a indicacdo da hematoxilina
reagindo com o Al no interior dos vasos condutores.

Na variedade RB935744 (Figura 27), o Al localizeupreferencialmente nas
células epidérmicas, sendo sua presenca observadzeguena quantidade nas células do
cortex. A variedade RB937570 (Figura 28) apreseatanesma tendéncia, mas a partir da
dose 2000 pmol Locorreu a presenca do Al em maior quantidade riasélo cortex. Para
a variedade SP813250 (Figura 29), e RB855453 (&i@0) o Al se acumulou em maior
guantidade tanto nas células epidérmicas, quansocehilas do coértex, fato que ficou
evidenciado pela forte coloracdo presente ja arpdat dose 130 umol 't A variedade
RB966928 (Figura 31) mostrou coloracdo intermedifa dose 500 pmol™. a qual se
intensificou a partir da dose 2000 pmal. IAs variedades RB867515 (Figura 32), RB925345
(Figura 33), RB855156 (Figura 34) e RB928064 (Fag8b) apresentaram uma coloracdo
intermediaria, apesar de na dose 130 pmbjadLocorrer a presenca do Al nas células do
cortex.

Em raizes de cafeeiro, o Al se localizou apenascétulas epidérmicas em
genotipo tolerante, enquanto que em genoétipo coleréiacia intermediaria, o Al foi
observado também em varias camadas de célulasridx ¢(BRACCINI et al., 2000b). Fato
semelhante foi observado em raizes de plantasei®, @y seja, no genoétipo tolerante a maior
parte do Al ficou retida na epiderme das célulasaila enquanto no genétipo sensivel o Al
foi encontrado também nas células do cortex estersa vascular (CASTILHOS, 2010). Em
genotipos quase isogénicos de trigo (muito semtdbageneticamente), mas que diferem em
tolerancia ao Al, 4pices dos Al-sensiveis apresamiacoloracdo por hematoxilina mais
intensa que os Al-tolerantes (RYAN et al., 1993).
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Testemunhe

130 pmol L*

380 pmol L

800 pmol L* 1000 pmol L*

1400 umol L*

2000 umol L*

B

3000 umol L*

4000 umol L “'!

Figura 27. Parte do &pice radicular da variedade RB93574d4stamm doses crescentes de Al por seis
dias, posteriormente coloridos com hematoxilindogeovados ao microscépio 6ptico em aumento de
40x. (A). Vasos condutores; (B). Inicio da emisdéaaizes laterais.
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Testemunha

130 pmol L*

="

380 umol L*

Figura 28. Parte do &pice radicular da variedade RB937570st@mm doses crescentes de Al por seis
dias, posteriormente coloridos com hematoxilindgeovados ao microscépio 6ptico em aumento de
40x. (A). Vasos condutores; (B). Inicio da emisdéaaizes laterais.
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Testemunha 130 pmol L*

380 pumol L*

F

Figura 29. Parte do apice radicular da variedade SP81325@stxja doses crescentes de Al por seis
dias, posteriormente coloridos com hematoxilindbgeovados ao microscépio 6ptico em aumento de
40x. (A). Vasos condutores; (B). Inicio da emisdéaaizes laterais.
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Testemunha 130 pmol L*

500 umol L*

-

1000 pumol L*

&

1400 umol L*?

2000 umol L*

4000 pmol L

Figura 30. Parte do apice radicular da variedade RB855458sta@a doses crescentes de Al por seis
dias, posteriormente coloridos com hematoxilindbgeovados ao microscépio 6ptico em aumento de
40x. (A). Vasos condutores; (B). Inicio da emisdéaaizes laterais.
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130 pmol L*

2000 umol L*

Bhio s
3000 pmol L*

Figura 31. Parte do apice radicular da variedade RB966928stam doses crescentes de Al por seis
dias, posteriormente coloridos com hematoxilindbgeovados ao microscépio 6ptico em aumento de
40x. (A). Vasos condutores; (B). Inicio da emisdéaaizes laterais.
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Testemunhz 130 umol L*

=y

380 umol L? 500 umol Lt

800 umol L*

1400 pumol L

B
3000 pumol L*

Figura 32. Parte do apice radicular da variedade RB86751bstam doses crescentes de Al por seis
dias, posteriormente coloridos com hematoxilindbgeovados ao microscépio 6ptico em aumento de
40x. (A). Vasos condutores; (B). Inicio da emisdéaaizes laterais.
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Testemunha

130 pmol L*

500 umol L*

800 umol L*

1000 umol L*

2000 pmol L*

Figura 33. Parte do apice radicular da variedade RB92534bstam doses crescentes de Al por seis
dias, posteriormente coloridos com hematoxilindbgeovados ao microscépio 6ptico em aumento de
40x. (A). Vasos condutores; (B). Inicio da emisdéaaizes laterais.
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Testemunha 130 pmol L*

500 umol L*

— Y

1000 pmol X +°

g )

1400 umol L*

Ii.

B
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Figura 34. Parte do apice radicular da variedade RB855156stam doses crescentes de Al por seis
dias, posteriormente coloridos com hematoxilindbgeovados ao microscépio 6ptico em aumento de
40x. (A). Vasos condutores; (B). Inicio da emisdéaaizes laterais.
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Testemunha 130 pmol L*

800 umol L*

Figura 35. Parte do apice radicular da variedade RB92806dstam doses crescentes de Al por seis
dias, posteriormente coloridos com hematoxilindbgeovados ao microscépio 6ptico em aumento de
40x. (A). Vasos condutores; (B). Inicio da emisdéaaizes laterais.
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O primeiro contato do Al com a planta se da nagarcelular, momento em
que é absorvido por fluxo de massa e se acumulaipaimente no apoplasto (VAZQUEZ et
al., 1999). Nessa area da estrutura radiculary@eroos primeiros efeitos téxicos do Al, como
a crescente rigidez (MOHANTY et al., 2004), a rétluda extensibilidade (MA et al., 2004)
e a alteracdo da composicdo de polissacarideosamaep celular (YANG et al., 2008).
Segundo Zhao et al. (1987), o®Apode alterar as propriedades das membranas pleareat
vacuolar resultando numa diminuicdo da permealbiédaara a agua. Com isso o Al ndo sé
impede o crescimento das raizes existentes e aramp de novas, como também afeta a
permeabilidade das células das raizes ja existeB@sa agua, e consequentemente 0s
nutrientes, ndo entram na célula, a planta ficas rmascetivel ao estresse hidrico e utiliza de
maneira pouco eficiente a disponibilidade de noteie. Outros sintomas da acao toxica do Al
sdo a perda de camadas celulares periféricas eategéo do citoplasma (McCQUATTIE;
SCHIER, 1990).

Quando o Al penetra nas células, os danos ocotaembém no simplasto
(BARCELO; POSCHENRIEDER, 2002; KOCHIAN et al., 20@20NCHEVA et al., 2005).

O movimento via simplasto permite a entrada detgslno interior das células de modo ativo
ou passivo, dependendo do elemento. Dentro do la#o@, os solutos sdo levados
juntamente com a agua para o feixe vascular ceninde sairdo do interior das células para
os vasos do xilema. Contudo, para atingir os vasoslutores, o Al precisa passar pela
endoderme. Esta camada mais interna do cértexeampeeam poderoso reforco de suberina
e/ou lignina, que dificulta as trocas metabdlicagezo cortex e o cilindro central. Ela atua
como uma barreira que determina o transporte ato® solutos para dentro das células.
Algumas células, contudo, ndo apresentam taisgadprsendo denominadas de células de
passagem, permitindo a permuta de substanciasivagr{(RAVEN et al., 2007). Para atingir
0S vasos condutores, o Al precisa ser transpodadaodo ativo, uma vez que dificilmente o
Al penetra no espaco livre das células das raieeslal ao didmetro dos poros serem muito
estreitos para sua passagem (MACHADO, 1997).

No entanto, métodos mais avancados de deteccdd dentro das células
mostraram que o Al pode entrar na via simplastezrd de alguns minutos (VAZQUEZ et
al., 1999; TAYLOR et al., 2000; BRAUER, 2001). Silet al. (2000), detectaram Al em
nacleos de células meristematicas da raiz de glal@aoja sensiveis ao Al, depois de apenas

30 minutos de exposicdo, mesmo em baixa atividasleild’. Entretanto, ainda ndo héa
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conhecimento sobre 0os mecanismos e as espéciegagiipelo qual o Al pode atravessar a
membrana plasmatica (POSCHENRIEDER et al., 2008).

Na maioria das observacfes dos apices radiculaesariedades de cana-de-
acucar corados com hematoxilina, ficou claro gueterior dos vasos condutores ndo estao
corados com hematoxilina. Isso indicou que ndo @oavatuagdo desse mecanismo de
transporte ativo do Al para dentro do cilindro cahtMesmo podendo estar presente na via
simplastica, o Al foi interceptado pela endodermege o impediu de penetrar nos vasos
condutores e ser distribuido para a planta.

O fracionamento de Al em fragcfes simplética e Estiga enPPopulusindicou
que diferencas na sensibilidade entre os gendépt@® associadas com o acumulo de Al no
simplasto. Diferentemente dos Al-tolerantes, osogpos Al-sensiveis apresentaram altos
niveis de Al no simplasto, o que sugere que a s&olulo Al do simplasto estd associada a
resisténcia ao Al (SMITH et al., 2011). Yu et @011) observaram que o cultivar Al-
sensivel de soja, ao contrario do Al-tolerante esgmtou uma grande permeabilidade da
membrana plasmatica. Fato semelhante foi relatad®&iva et al. (2010), que observaram
diferencas na diferenciacdo da endoderme entreigesadle trigo tolerante e sensivel apos o
periddo de exposicdo ao Al. O gendtipo tolerantesgntou, apds 24 h de exposicdo ao Al,
100% das células da endoderme espessadas na lifara, gnquanto no controle o valor foi
de apenas 27%. As diferencas encontradas paradbigesensivel refletiram apenas que as
raizes pararam de crescer. Essa melhor diferencitggicélulas de endoderme pode envolver
mecanismos de controle de acumulagéo de Al no igentaierante.

As variedades RB935744 (Figura 27) e RB937570u(gi@8) apresentaram
menor intensidade de coloracéo, indicando menaragfo da hematoxilina com o Al. A
mesma observacdo foi feita por Braccini et al. @)0em que o gendtipo de cafeeiro
tolerante apresentou menor formacao do complexbeAiatoxilina. Segundo Massot et al.
(1991) e Kochian (1995), o menor grau de reacameataatoxilina com o Al pode estar
relacionada com mudancas quimicas que ocorreraapige radicular, como por exemplo as
alteracbes no pH proximo as raizes ou a sintegea@atos que podem interferir na formacao
do complexo Al-hematoxilina.

As plantas respondem a toxidez e a deficiénciagnmais tanto com mudangas
morfologicas quanto fisiolégicas e bioquimicas. &tps a doses crescentes de Al, as
variedades apresentaram emissao de raizes latemassgderado um sintoma tipico de toxidez.
O crescimento e iniciacdo de raizes laterais séciasde terciarias sdo estimulados por
metais pesados como o Al. A inibicdo do crescimeatoaiz principal € percebida pela planta
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e a formacdo de novas raizes laterais € promovidaés de uma mudancga no padrdo das
células na zona de alongamento periférico (POSCHEDNRR et al., 2008). Nas variedades
de cana-de-acucar estudadas, o inicio desse sivamoa, sendo que na RB935744 (Figura
27) foi observado raizes laterais a partir da de¥ pmol [* e em pouca intensidade. Nas
variedades RB925345 (Figura 33), RB855453 (Figuip 6 RB855156 (Figura 34) essa
emissé&o teve inicio na dose 380 pmd| keguida pela RB937570 (Figura 28) na dose 500
umol L, pela RB966928 (Figura 31) e RB867515 (Figura &) 800 pmol ' e pela
RB928064 (Figura 35) na dose 2000 pmdl Para a SP813250 (Figura 29), foi observado a
emisséo de raizes laterais somente na dose 4000L{fmo

Segundo Machado (1997), o Al pode induzir a fodwagde raizes
imediatamente antes da coifa, 0 que indica a uqpieéro da dominancia apical. A formacéao de
raizes laterais € um recurso da planta para compeninibicdo do acimulo de €ano
apoplasto induzida pelo Al. Com isso, h4 mais sitle adsorcdo de €acom consequiente
transporte radial para a parte aérea. Entretamtajre determinado estagio, a planta se torna
incapaz de desenvolver raizes laterais (MACHAD@®,7)9

Estudando raizes de plantas de fe@g(s sylvaticae de abetoRicea abiel
Rost-Siebert (1984) descreveu 3 estagios de altesacausadas pelo Al. No estagio 1, as
raizes primarias da coifa podem estar alteradasartas, mas as plantas ainda séo capazes de
desenvolver novas raizes a partir de regides camlote ainda intactos. Nessa fase, o
surgimento de raizes laterais é impedido, uma uezaimda ha dominéancia apical. No estagio
2, as raizes da coifa apresentam-se inchadas @inasr Ocorre a desintegracdo da epiderme
e 0 cortex se desprende do cilindro central, poolendgir um grande namero de raizes
laterais. No estagio 3, as raizes ja estdo maréasoticas e com coloracdo parda, e nenhuma
raiz lateral surge.

Por meio da visualizacdo dos &apices radicularesmayoscopio Optico,
tomando como critério a intensidade da coloracaccada dose de Al, a classificacdo das
variedades quanto a tolerancia ao Al foi a sequRR935744 > RB937570 > RB867515 =
RB925345 = RB855156 = RB928064 > RB966928 > RB83545P813250.
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4.4 Microscopia Optica dos danos causados pelo Adsapices radiculares

Apbs seis dias expostos a doses crescentes des Alpioes radiculares das
variedades estudadas foram seccionados e obser@adogroscopio optico. Nessa etapa as
raizes ndo foram coradas com hematoxilina.

A variedade RB935744 (Figura 36) manteve sua ¢oi#gaervada em todas as
doses de Al, com presenca de mucilagem principakneas doses 800 e 2000 pumdl, L

apresentando ténue perda das células da coifa paedo.

800 pmol L*

_

Figura 36. Apices radiculares da variedade RB935744 em midpie Optico (aumento de 100x)
apos exposicao a doses crescentes de Al por seisrdio corados com hematoxilina. (A). Perda de
células epidérmicas da coifa para o meio; (B). Mgem.
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A RB928064 (Figura 37) apresentou uma densa cad@daucilagem na dose
380 umol [* e uma suave perda de células em 800 pmpse intensificando em 2000 pmol

L%, A partir dessa dose, a coifa ja sofreu desingégra passou a apresentar coloracdo parda.

restemunha .7'130 pumol [

ol L' ——, A 1000 pmol L*

500 pmol L

R =4 ™ 3 »
R _ —

i

Figura 37. Apices radiculares da variedade RB928064 em midpie Optico (aumento de 100x)
apos exposicao a doses crescentes de Al por seisrdio corados com hematoxilina. (A). Perda de
células epidérmicas da coifa para o meio; (B). Mgem; (C). Desintegracdo da coifa.

A variedade RB867515 (Figura 38) apresentou damas acentuados que 0s
observados na variedade anterior. A perda dasasétld coifa para o meio foi observada a
partir da dose 130 pmol”Le se intensificou nas doses subseqiientes. A soifi@u

deformacao nas doses 1400 e 4000 prifpbbresentando-se com coloracéo parda.
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= -
Testemunha ‘

130 pmol [*

-

1400 pmol L*
B

C
e
4000 pmol L

|

Figura 38. Apices radiculares da variedade RB867515 em midpie Optico (aumento de 100x)
apos exposicao a doses crescentes de Al por seisrdio corados com hematoxilina. (A). Perda de
células epidérmicas da coifa para o meio; (B). Mgem; (C). Desintegracdo da coifa.

A RB937570 (Figura 39) sofreu uma suave perdaétidas na dose 130 pumol
L. Essa variedade apresentou pouca producdo deagemil Injurias na coifa foram
observadas a partir de 1400 pmodl Ise intensificando nas doses subsegiientes, com
desintegracéo parcial do apice, adquirindo colaragida.
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Testemunha 380 pumol I!

-1
4000 pmol L C

4

Figura 39. Apices radiculares da variedade RB937570 em midpie Optico (aumento de 100x)
apos exposicao a doses crescentes de Al por seisrdio corados com hematoxilina. (A). Perda de
células epidérmicas da coifa para o meio; (B). Mgem; (C). Desintegracdo da coifa.

A RB855156 (Figura 40) apresentou producdo de lagein na dose 130
umol L, enquanto na dose 800 pmet beorreu a desintegracdo da coifa, cujo processo se
agravou nas doses subseqiientes. As raizes adguitolbbracdo parda, mas ainda com

presenca de mucilagem.
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Testemunha 130 pmol '

LI . B

Figura 40. Apices radiculares da variedade RB855156 em midpie Optico (aumento de 100x)
apos exposicao a doses crescentes de Al por seisrdio corados com hematoxilina. (A). Perda de
células epidérmicas da coifa para o meio; (B). Mgem; (C). Desintegracdo da coifa.

A variedade RB966928 (Figura 41) apresentou paedzélulas a partir da dose
130 pmol ! e presenca de mucilagem em 500 unibl porém em pequena quantidade. A

partir de 500 pmol &, teve inicio a desintegracdo da coifa, sem petahda estrutura.
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Testemunha

500 umol L*

Figura 41. Apices radiculares da variedade RB966928 em midpie Optico (aumento de 100x)
apos exposicao a doses crescentes de Al por seisrdio corados com hematoxilina. (A). Perda de
células epidérmicas da coifa para o meio; (B). Mgem; (C). Desintegracdo da coifa.

As variedades SP813250 (Figura 42), RB925345 (&igiB) e RB855453
(Figura 44) apresentaram injurias no apice radigéalaas doses mais baixas, indicando forte

sensibilidade ao Al.
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r
Testemunha 130 pmol [*

Wo pmol L*

3000 pmol L*

Figura 42. Apices radiculares da variedade SP813250 em naigpis 6ptico (aumento de 100x) apés
exposicao a doses crescentes de Al por seis dias;arados com hematoxilina. (A). Perda de células
epidérmicas da coifa para o meio; (B). Mucilage@); Desintegracao da coifa.

Para a SP813250 (Figura 42), foi observada a mrsl@aélulas da coifa para o
meio na dose 130 umol™. com alteracdes no apice ja na dose 380 prifolQcorreu a
producdo e secrecdo de mucilagem até a dose 2000 Litn Nas doses subsequentes,
ocorreu perda total da coifa. A variedade RB925F4§ura 43) apresentou perda das células
na dose 130 pmolte alteracées na coifa a partir da dose 1000 ppbhde as células ja
apresentaram a coloracao parda. Foi observadasangeede mucilagem até a dose 380 pumol

L. Na dose 4000 pmolLocorreu a perda quase total da coifa.
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Para a RB855453 (Figura 44), houve intensa pgedzelulas e em 380 pmol
L iniciaram-se as injurias & coifa que se intermificl nas doses subseqiientes. Essa

variedade apresentou pouca producao de mucilagecomparacao com as outras.

| —
Testemunha

130 pmol *__a 380 pmol L*

>

4000 pmol L

Figura 43. Apices radiculares da variedade RB925345 em midpie Optico (aumento de 100x)
apos exposicao a doses crescentes de Al por seisrdio corados com hematoxilina. (A). Perda de
células epidérmicas da coifa para o meio; (B). Mgem; (C). Desintegracdo da coifa.
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Testemunha 380 pmol L*

K \

\c

3000 pmol

i :
', 7

1400 pmol L*

‘/B

C

fs "

Figura 44. Apices radiculares da variedade RB855453 em midpie Optico (aumento de 100x)
apos exposicao a doses crescentes de Al por seisrdio corados com hematoxilina. (A). Perda de
células epidérmicas da coifa para o meio; (B). Mgem; (C). Desintegracdo da coifa.

A coifa recobre o apice da raiz, onde estdo osldscimeristematicos que
possuem a capacidade de divisdo e multiplicacamoseesponsaveis pela adicdo de novas
células ao corpo vegetal. Além disso, a coifa édalpor uma bainha viscosa ou mucilagem,
que lubrifica a raiz durante sua penetragao no(8AYEN et al., 2007).

Com excecdo da RB935744, todas as outras variedagessentaram
desintegracéo da coifa em maior ou menor grau bé&ana coloracdo parda dos apices.

A tabela 9 apresenta uma sintese das alteracOespmes radiculares de cada

variedade de cana-de-agucar submetida a dosesmiesde Al em solugéo.



90

Tabela 9.Alteragcbes em apices radiculares de variedadeardesubmetidas a concentragdes crescentes de sillegdo

[A] | RB935744| | RB928064 | RB867515 | RB9375¥0| RB855]56 B9a8928 | | SP813250 | RB925345 | RB8554
pmol sintomas
L" [1]2]3]4] [1][2][3]4 3[4] [1[2]3]4] [1]2|3]4] [1]2]3[4] [2]2]3[4] [1]2]3]4] [1][2][3]4

0

1]2
130 .

380
500
800 W
1000
1400
2000 |
3000
4000

m

1. Producéo de mucilagem

2. Perda de células epidérmicas da coifa para 0 mei
3. Desintegracao da coifa

4. Coloracgéo parda
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De acordo com Rost-Siebert (1984), que descreésuestagios de alteracdes
causadas pelo Al, o Ultimo estagio é caracterizsla coloracdo parda das raizes, o que o
autor considera um indicativo de morte celular. Commorte das células ha perda de suas
funcdes, o que inclui a producédo de mucilagem HFicea abiegL.) Karst, a morte celular foi
precedida por mudancas no espessamento da patets,aeo grau de vacuolizagéo, pela
degeneracdo das mitocondrias, corpos de Golggutetiendoplasméatico e nucleo celular
(PRABAGAR et al., 2011).

Apesar de todas as variedades terem chegado aw @stagio das alteracdes
causadas pelo Al, com excecdo da RB935744, as samisiveis foram a SP813250,
RB925345 e RB855453, pois 0s sintomas de toxicidedeam evidentes ja nas menores
doses. A variedade RB935744 nao atingiu o ultintagés de alteracbes causadas pelo Al,
chegando até o estagio 2, onde, segundo Rost-Big8#84), ocorre a desintegracdo da
epiderme e a remocao do cortex do cilindro central.

Com excecdo da RB935744, a deformacéo, e atéda petal da coifa nas
outras variedades, fazem com que ela néo seja dapateger o meristema apical de lesdes
mecanicas, sobretudo pela excrecdo de mucilagestandb diretamente o crescimento
radicular. Sob condi¢cdes normais de crescimentaghsas que recobrem o apice radicular
sintetizam e liberam proteinas de baixo peso mtaggorotegendo o apice da toxidez por Al
(ZHU et al., 2003). Quando expostas a tais condigéesas células aumentam a producao de
mucilagem na tentativa de prevenir danos celul@aés et al., 2011).

Cai et al. (2011) constataram que em arroz, &/aultolerante apresentou uma
camada mais espessa de mucilagem e, com isso, neeligéo do crescimento radicular em
comparacdo com a cultivar sensivel. Os autoresldomm que manter vivas as células
responsaveis pela producdo e excrecdo de mucilégem importante fator para excluir e
aliviar a toxicidade do Al no apice radicular.

A oferta seletiva de Al em diferentes partes ddesia radicular mostrou
claramente que os 4pices radiculares sao os pitmarios de lesdo causada pelo Al (RYAN
et al., 1993), especialmente na zona de transgg@mntrando-se 1 a 2 mm da ponta da raiz.
Esta area, conhecida como zona de alongamentotasesitente sensivel a toxicidade
ocorrendo rapidamente atrofias e injurias no namst radicular (RYAN et al, 1993;
KOLLMEIER et al, 2000).

Em plantas de pepino consideradas sensiveis, judthmente com a baixa
concentracdo de boro (B), causou danos substaneigisélulas da epiderme e nas células do

cortex pouco acima do centro meristematico (CORR3EEal., 2008).
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O apice radicular (coifa, meristema e zona degalorento) é o local de maior
acumulo de Al, desempenhando um papel importantgenzepcdo do elemento. Utilizando
microscopia eletronica, Eleftheriou et al. (1998nbém observaram que os efeitos mais
intensos da toxicidade causada pel&’ Ab sistema radicular ocorreram nas paredes cetular
da epiderme e nas células da coifa. Isso ocorrequpoas paredes celulares e espagos
intercelulares s&o os primeiros compartimentos ala a entrar em contato com o Al
(DARKO et al., 2004).

De forma geral, a variedade RB935744 apresentonase tolerante, uma vez
gue ndo apresentou injurias graves causadas peMabloutras variedades, a coifa e a regiao
meristemética foram deformadas, causando até aa pdedfuncdo e morte das células.
Sintomas semelhantes aos observados para canaa-doram relatados em leucena
(ANDRADE et al., 2003) e beterraba acucareira (KES& al., 1977), ou seja, células
apresentaram desintegracdo na regido da coifa e€odex, tornando a regido apical
indistinguivel.

A analise ao microscopio optico dos danos ao apidieular, causados devido
a toxicidade por Al, permitiu classificar as vaadds quanto a tolerancia da seguinte forma:
RB935744 > RB928064 > RB867515 = RB937570 > RB8651RB966928 > RB925345 =
SP813250 > RB855453.

4.5. Tolerancia de variedades de cana-de-acucar abl em solucdo: avaliacdo e

comparacao de métodos

A classificacdo das variedades de cana-de-agjiamto a tolerancia ao Al
diferiu entres os meétodos. A classificacdo de arordm cada andlise realizada esta
apresentada na tabela 10, em comparacdo com Hicdgs® feita a partir da média de todas
as analises.

A média da classificacédo das variedades foi &itavés de notas, que variaram
de 1 a 9 (numero de variedades). A nota foi dagartr da média da soma das posicdes da
variedade em cada método. Por exemplo, para a RB@2®ram somados: 1 (método da
escala de classes) + 6 (método da microscopia coamte) + 2 (método da microscopia sem

corante) + 1 (método comprimento de raiz) = 10. Aédm correspondeu a:

: 10(nota) , = 250
4 (numerode método}¥
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A média final possibilitou a ordenacdo das varesgade acordo com a ordem
crescente de notas, sendo que a escala de tokeré&mmu da mais tolerante (menor nota) até
a menos tolerante ao Al (maior nota).

A tabela 10 também permite a comparacédo de cadledade em relacdo aos
métodos utilizados. As variedades RB935744 e RB2&Presentaram bom crescimento na
presenca do Al, com efeito inibitério na TAR a pada dose 3000 e 1000 pmol*L
respectivamente. Apesar de o Al atingir a regidoistenatica ja nas doses iniciais para a
RB935744, ela apresentou baixa intensidade deaggdlor indicando pouco acumulo de Al no
apice, o que pode ter favorecido o pouco dano me aadicular, assim como observado para
a RB928064, justificando a capacidade de crescomantaltas doses de Al.

A variedade RB855453 apresentou acumulo de Akeg&o meristematica na
dose 130 pmol £, enquanto a RB966928 esse actimulo ocorreu em @0 Li*. Porém,
ambas apresentaram inibicdo do crescimento na #0688 pmol ' de Al. A intensa
coloragéo pela hematoxilina observada nessas @aesdoode ser a causa dos danos intensos
a coifa, uma vez que quanto mais intensa a coloragdor a quantidade de Al presente na
raiz.

A RB855345 apresentou queda na TAR em 800 pnolihdicando boa
capacidade de crescimento em Al, apesar de odiafl regido meristematica ja na primeira
dose e apresentar alta intensidade de coloracadar@s a coifa s6 foram observados na dose
1000 pmol L,

A RB867515 também apresentou em 800 pnadé. Al queda no crescimento
radicular. Danos & coifa foram observados apenasl4®® pmol [ de Al, enquanto
coloracéo intermediaria do apice radicular e aconad Al na regido meristematica j4 nas
doses iniciais.

A SP813250 nado apresentou um bom crescimentoasemga do Al, tendo a
dose 500 pmol £ como critica. O conjunto de acimulo de Al na regideristematica na
dose inicial e intensa coloracdo no pice radidalaoreceram os danos ao apice observados
ja na dose 380 pmol'L

Os danos a coifa para as variedades RB855156 8% 7870 s6 foram
observados em 800 e 1400 pmdldespectivamente. Essas variedades acumularam pouco
no apice radicular e sua presenca na regido meésita so foi observada na dose 500 pmol
LY. Apesar desse conjunto satisfatério de resultado#| afetou seu crescimento nas

primeiras doses, 380 e 130 pmdi lespectivamente.
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Tabela 10.Classificacdo das variedades de cana-de-agUcatocuémierancia ao Al em solugéo avaliada por difees métodos.

Métodos 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Escala de

RB928064 RB937570 RB855156 SP813250

classes

Microscopia

RB937570 RB855156 RB928064 SP813250

com corante

Microscopia

RB928064 RB937570 RB855156

sem corante

Comprimento

de ralz RB928064 SP813250 RB855156 RB937570

MEDIA RB928064 RB937570 RB855156 SP813250

NOTA 2,50 2,50 4,25 4,50 4,75 5,25 5,75 7,00 8,25
Menos

Tolerdncia  Mais tolerante

tolerante
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As variedades apresentaram comportamento diséimoresposta ao Al em
solucdo e aos métodos pelos quais foram avaliddieste estudo, foi adotado como método
padrdo a medida da taxa de alongamento radiculR)TPor se tratar de um método
biométrico, gera parametros numeéricos que saovyeassie serem tratados estatisticamente,
fornecendo uma base sélida para a avaliacdo dokadss. Os demais métodos foram lteis
na identificacdo e visualizagdo dos danos radiesjamas, pelo seu carater subjetivo ndo
devem ser adotados como métodos principais e sim complementares.

A subjetividade nos métodos complementares permit@corréncia de
diferentes interpretacfes. As percepcdes de inlatside cores e de danos as raizes podem
variar de acordo com o avaliador interferindo naliagdo dos resultados. Contudo, esses
métodos sdo Uteis para a realizacdo de uma ob&ervagis pontual, sendo possivel a
visualizacao de detalhes que complementam os adsslda TAR.

Assim, a classificacdo das variedades de cangttaquanto a tolerancia ao
Al em solucéo foi definida conforme a TAR, resuttara sequéncia: RB928064 > RB935744
> RB855453 = RB966928 > RB925345 = RB867515 > SPBA3> RB855156 > RB937570.

5 CONCLUSOES

A analise conjunta da coloracdo dos apices radesileom hematoxilina, da
observacdo ao microscopio Optico, juntamente conswalizacdo da morfologia das pontas
das raizes, e da analise de crescimento radiqouder @ exposicdo ao Al, foi eficiente para a
diferenciagdo de comportamento entre as variedasiesgladas. O protocolo experimental
sugerido possibilitou classificar as variedadeg@atao ao grau de sensibilidade ao Al.

As variedades estudadas apresentaram diferemgadoqga tolerancia ao Al,
demonstradas pela coloragdo por hematoxilina, paltesac6es na morfologia do &pice
radicular e pela taxa de alongamento radicular.

As principais alteracdes dos apices radiculatdsnstidos a concentracdes
crescentes do Al em solucédo foram a producédo ddagaem, perda de células epidérmicas da
coifa, desintegracéo da coifa e coloracao parda.

A diminuicdo da taxa de alongamento radicular (mi@') depende da
interacdo entre variedade e concentracdo de Alotugd0, o que impede a definicdo de um
valor critico de Al em solucdo. Para as variedas$tsdadas, esse valor critico variou de 130
a 3000 pmol L.
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O método da TAR foi considerado o mais eficigrdea avaliar a tolerancia de
variedades de cana ao Al em solucdo. Os métodosldaacdo por hematoxilina e da
visualizagdo ao microscopio optico foram considesatbmplementares ao método da TAR.

De acordo com o método da TAR as variedades da-aesaclicar foram
classificadas quanto a tolerancia ao Al, da seguiotma: RB928064 > RB935744 >
RB855453 = RB966928 > RB925345 = RB867515 > SP8132RBB855156 > RB937570.
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