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ESTUDOS DE EXPRESSAO GENICA UTILIZANDO VARIEDADES DE
CANA-DE-ACUCAR (Saccharum spp.) TOLERANTES AO ALUMINIO

Resumo

A cana-de-acucar € uma cultura de importancia global e vem se expandindo para
areas com solos de alto teor de aluminio (Al) trocavel, fator limitante para o
desenvolvimento das culturas em solos acidos. O estudo do comportamento fisiologico
e nutricional da cana-de-aclcar, em conjunto com padrGes de expressdo génica em
resposta ao estresse pelo Al, pode fornecer uma base para estratégias eficazes em
aumentar a produtividade da cultura em solos &cidos. Variedades de cana-de-agUcar
foram submetidas a avaliacdo de parametros fisiologicos, especificamente teor de
nutrientes, Al em folhas e raizes e também foram avaliadas em relacdo a expressdo dos
genes MDH, SDH, ambos relacionados a producédo de &cidos organicos, e o gene SOD,
relacionado ao estresse oxidativo. O Al afetou o comportamento das variedades em
relacdo aos parametros estudados. A RB928064 apresentou o maior decréscimo no teor
nutricional quando submetida ao estresse por Al, maior teor do metal nas folhas e
diminuicdo na taxa de transpiracdo e condutancia estomatica. A variedade RB867515
foi a mais resiliente em relacdo ao teor de nutrientes, com pouca variacdo entre 0s
tratamentos. Apresentou maior teor de Al nas raizes, e juntamente com a RB935744,
ndo sofreu variacdo na condutancia estomatica e transpiracdo. Para 0s genes estudados,
na RB928034 ocorreu maior expressdao do MDH nas folhas e SOD nas folhas e raizes.
Na RB935744, SDH foi mais expresso nas folhas e MDH e SOD nas raizes, enquanto
que para a RB867515 todos os genes foram mais expressos nas raizes. A ocorréncia de
repostas distintas ao Al entre as variedades pode fornecer estratégias de manejo
diferenciadas, procurando alocar as variedades menos suscetiveis nos locais mais
propensos a toxidez por Al. Os resultados colaboram para o desenvolvimento de
variedades de cana-de-aglUcar tolerantes ao Al, visando a expressdo de todo seu
potencial genético com a menor demanda de insumos.
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Abstract

Sugarcane is a crop of global importance and has been expanding to areas with
soils containing high levels of exchangeable aluminum (Al), which is a limiting factor
for crop development in acidic soils. The study of the sugarcane physiological and
nutritional behavior, together with patterns of gene expression in response to Al stress,
may provide a basis for effective strategies to increase crop productivity in acid soils.
Sugarcane varieties were evaluated for physiological parameters, nutrient and Al
content in leaves and roots and gene expression by gPCR, with the genes MDH, SDH,
both related to the production of organic acids, and SOD, related to the oxidative stress.
Al affected the varieties behavior in relation to the studied parameters. The RB928064
showed the highest decrease in nutritional content when submitted to Al stress, higher
leaf metal content and decreased transpiration rate and stomatal conductance. The
variety RB867515 was the most resilient in relation to nutrient content, with little
variation between treatments. It presented higher Al content in the roots, and like the
RB935744, did not suffer variation in stomatal conductance and transpiration. For the
studied genes, in RB928034 occurred greater MDH expression in leaves and SOD in
leaves and roots. In RB935744, SDH was more expressed in leaves and MDH and SOD
in roots, whereas for RB867515 all genes were more expressed in the roots. The
occurrence of distinct Al responses among the varieties may provide different
management strategies, seeking to allocate the less susceptible varieties in the places
with Al toxicity. The results contribute to the development of Al tolerant sugarcane
varieties, aiming the expression of all its genetic potential with the lower demand of
inputs.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Cultura da cana-de-agucar

A cana-de-agucar é uma cultura de importancia econdmica mundial, com 26,9
milhdes de hectares de area plantada, producdo de 1,9 bilhdes de toneladas e
produtividade de 70,9 toneladas por hectare. O Brasil € o maior produtor, seguido por
india, China, Tailandia, Paquistdo, México, Colémbia, Indonésia, Filipinas, Estados
Unidos e Australia (FAOSTAT, 2015). A demanda crescente por combustiveis
renovaveis como o etanol encontra suporte no Brasil, que detém tecnologia de produgéo
de bioetanol e possui areas agricolas disponiveis para a expansao da cultura da cana-de-
acucar.

A producéo da safra brasileira de 2017/2018 foi de 633,26 milhdes de toneladas,
3,6% menor que a safra anterior. A queda na producdo também é reflexo da diminuicdo
da éarea colhida, correspondente & 8,73 milhdes de hectares, 3,5% menor que a safra
anterior. A producéo de etanol se manteve estavel com 27,76 bilhdes de litros e o aglcar
apresentou queda de 2,1% em relacdo a safra anterior, com producdo de 37,87 milhdes
de toneladas. Isso ocorreu devido & menor quantidade de cana disponivel e o
direcionamento para a producéo de etanol, visto que 0s precos no mercado internacional
cairam (CONAB, 2018).

A cana-de-acucar é uma planta C4 e esta entre as culturas mais eficientes em
converter energia solar em energia quimica e biomassa (FURTADO et al., 2014).
Agrega-se a isso seu potencial de cultivo em terrenos agricolas ndo favoraveis para
outras culturas, evitando a competi¢cdo com areas utilizadas para producdo de alimento
(WACLAWOVSKY et al., 2010), ou de preservacdo ambiental, podendo substituir até
13,7% do petroleo consumido mundialmente e reduzir as emissdes globais de didxido

de carbono (CO;) em até 5,6% em 2045 (JAISWAL et al., 2017).

18



O avanco da cana-de-acUcar no Brasil tem ocorrido principalmente em direcéo
as areas de Cerrado, cujos solos tém boas propriedades fisicas, apresentando boa
drenagem em 79% da superficie regional e relevo plano a suave-ondulado em 70%, o
que torna a topografia favoravel a mecanizagdo. Entretanto, apresentam 89% da area
com solos distroficos e com propriedades quimicas inadequadas como elevada acidez,
altos teores de Al trocavel e deficiéncia generalizada de nutrientes, principalmente de
fésforo (P), célcio (Ca) e magnésio (Mg) (RIBEIRO et al., 2017). Solos éacidos sdo
encontrados em regides tropicais e subtropicais, sendo aproximadamente 30% da area
do planeta e 50% das terras cultivadas (KOCHIAN et al., 2015; SADE et al., 2016) e
mais de 70% do solo com potencial de cultivo (MORENO-ALVARADO et al., 2017).

O desenvolvimento e a produtividade da cana-de-aglcar sdo limitados por
fatores bidticos e abioticos e, sobretudo, pela interacdo entre estes fatores. As
perspectivas mais promissoras de novos aumentos de produtividade estdo baseadas na
adequacdo das variedades de cana-de-aclicar ao zoneamento climético e,
principalmente, aos diferentes tipos de solos. Marin et al. (2008) estimaram a
produtividade atingivel da cana-de-acucar no Estado de S&o Paulo e, ainda que os
autores tenham observado que a radiacdo solar, a deficiéncia hidrica, a quantidade de
chuva e a temperatura méaxima foram variaveis climéaticas que afetaram a eficiéncia da
producdo agricola, houve forte relacéo entre produtividade e aptidao agricola do solo.

O solo é um dos componentes mais importantes de um conjunto complexo de
fatores que influenciam na producéo. Este se destaca pelo importante papel de fornecer
suporte fisico, agua e nutrientes as plantas. Portanto, o conhecimento dos fatores
edaficos € importante para investigar o potencial de producédo agricola e para alocar de
maneira mais eficiente as variedades de cana-de-agucar nos ambientes mais

promissores.
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Os principais Programas de Melhoramento Genético de Cana-de-agucar do pais
[Programas de Melhoramento Genético da Cana-de-acicar (PMGCA) da Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA) -
variedades RB; Centro de Tecnologia Canavieira (CTC - antiga Copersucar) —
variedades SP/CTC; Instituto Agronémico de Campinas — variedades IAC] detém
importantes informagdes sobre o potencial de produgéo de suas variedades, tais como 0s
aspectos fitotécnicos (altura, diametro de colmo, brotacdo, perfilhamento, fechamento,
florescimento, tombamento, resisténcia a pragas e doencas, etc.) e 0s parametros
tecnoldgicos (teores de sacarose e de fibras) (HOFFMAN et al., 2008), mas geralmente
abordam com muita superficialidade os fatores ligados aos atributos do solo, baseando-
se em fréageis aproximacgdes para ambientes de producdo, empregando termos pouco
precisos tais como “ambiente favoravel e desfavoravel”, “baixa-média-alta exigéncia
em ambientes” ouU “baixa-média-alta exigéncia em fertilidade do solo”.

E indiscutivel a importancia da disponibilidade de agua e de nutrientes para as
plantas, mas é necessario que haja uma eficiente estrutura de captacdo destes recursos,
que explore o maior volume de solo possivel. A alta producdo de biomassa da cana-de-
acucar requer alta demanda hidrica e seu cultivo de forma eficiente no Cerrado s6 é
possivel utilizando tecnologias que permitam desenvolvimento adequado do sistema
radicular no perfil do solo. Por se tratar de uma cultura semi-perene, o crescimento do
sistema radicular da cana-de-agucar permite a exploracdo das camadas mais profundas
do solo. Seu ciclo varia de 5 a 7 anos, dependendo do manejo, e o seu desenvolvimento
radicular em maior profundidade é fundamental para o acréscimo de produtividade em
solos de baixa fertilidade e de baixa retengdo de umidade (BALL-COELHO, 1992;

DEMATTE, 2005).
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A cana-de-agucar € uma planta de alto consumo de agua, necessitando de 116
toneladas de &gua para produzir uma tonelada de massa seca (BUSO, 2006). Quando o
sistema radicular da cana-de-agucar fica concentrado nos primeiros 40 cm de solo, a
cultura suporta um estresse hidrico de apenas 8 dias. Se a profundidade explorada for
ampliada para 1,10 m, a cultura pode suportar o estresse hidrico por 22 dias (BUSO,

2006).

1.2. Solos &cidos e a absorcéo de nutrientes

O desenvolvimento do sistema radicular tem influéncia direta sobre alguns
fatores determinantes para a produtividade final, tais como: resisténcia a seca, eficiéncia
na absorcdo dos nutrientes do solo, tolerancia ao ataque de pragas do solo, capacidade
de germinacdo e/ou brotacdo, porte, tolerdncia a movimentagdo de maéaquinas, etc.
(VASCONCELOS et al., 2003; COSTA et al., 2007). Além disso, o sistema radicular de
cana-de-acgucar € essencial para a regeneracdo das soqueiras apés a colheita (ALVAREZ
et al., 2000). Todos os fatores que favorecem a expansdo do sistema radicular séo
importantes para aumentar a produtividade da cana-de-agUcar, ja que seu carater semi-
perene permite e exige que a planta explore maior volume de solo em maiores
profundidades.

Impedimentos fisicos e quimicos do solo tém sido as causas mais frequentes do
reduzido crescimento radicular no subsolo (VASCONCELOS e GARCIA, 2005).
Porém, os atributos quimicos sdo os mais restritivos ao pleno desenvolvimento vegetal
em solos das regibes tropicais e subtropicais. Predominantemente trata-se de solos
acidos, pertencentes, em sua maioria, as Ordens dos LATOSSOLQOS, ARGISSOLOS e
NEOSSOLOS. Possuem severas limitagdes em termos de fertilidade e um conjunto de

atributos quimicos restritivos ao desenvolvimento vegetal, que compreendem a alta
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saturacdo por Al (m%), a toxidez por Al, hidrogénio (H) e manganés (Mn), a baixa
reserva de nutrientes, devido a reduzida saturacdo por bases (V%) e baixa capacidade de
troca de cations (CTC), com destacada deficiéncia de calcio e magnésio, e baixa
disponibilidade de fosforo devido a adsor¢do do fosfato por oxi-hidroxidos de ferro e de
Al. Além disso, teores de nitrogénio e de potdssio em solos &cidos tendem a ser
deficientes devido, respectivamente, aos baixos contetdos de matéria organica e ao alto
grau de intemperismo (SOBRAL e GUIMARAES, 1992; ABREU JR. et al., 2003;
LANDELL et al., 2003).

Solos acidos ocupam cerca de 3 bilhGes de hectares da superficie terrestre. Na
regido tropical da América do Sul, esses solos cobrem 85% da area total e
aproximadamente 850 milhdes de hectares sdo subutilizados para a producdo agricola.
Desse total, 75% possuem pH abaixo de 5,3 no subsolo e 44% tém saturagdo por Al
maior do que 70%. Aproximadamente 70% do territorio brasileiro sdo cobertos por
solos &cidos e, em 40%, a produtividade das culturas é reduzida a metade (MORENO-
ALVARADO et al. 2017; SADE et al. 2016). O estudo de Abreu Jr. et al. (2003)
mostrou que 75% dos valores de pH da camada superficial de solos de 26 regides

brasileiras estiveram entre 3,78 e 5,52 e que o Al**

foi o cétion trocavel predominante
em mais de 30% dos solos com pH inferior a 5,6.

Em solos das regifes tropicais e subtropicais Umidas, a alta acidez e os altos
teores de Al trocavel, associados com a baixa fertilidade, sdo os principais fatores que
restringem a producédo agricola. No Brasil, a ocorréncia de solos com potencial para
atividade agricola e afetados por problemas de toxidez por Al é da ordem de 60%

(ABREU JR. et al., 2003). Cerca de 70% das areas cultivadas com cana-de-agucar estdo

sobre solos acidos (SALDANHA et al., 2007).
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Em grande parte das terras ndo utilizadas na agricultura ocorrem deficiéncias em
relacdo aos seus atributos fisicos, quimicos ou bioldgicos (PEREIRA et al., 2010). A
toxidez por Al é o fator limitante ao desenvolvimento das culturas em solos &cidos,
juntamente com a baixa disponibilidade de nitrogénio (N) e P (GUPTA et al., 2013;
BOSE et al., 2013). Em solos acidos, com pH abaixo de 5, o hidrogénio (H") atua sobre
o0s minerais de argila ocasionando sua decomposicéo e liberando fons aluminio (AI*"),
que ficam predominantemente retidos pelas cargas negativas das particulas de argila do
solo, em equilibrio com o AI** em solucéo. (SIMOES et al., 2012). O efeito do Al no
sistema metabdlico da planta ocorre em minutos e, posteriormente € acompanhado por
efeitos secundarios.

De todos os atributos quimicos, a toxidez por Al é uma das principais barreiras
quimicas ao aprofundamento do sistema radicular e a sua capacidade de absor¢do de
agua e de nutrientes, sendo muitas vezes a causa da baixa produtividade de muitos solos
(SOBRAL e GUIMARAES, 1992; ABREU JR. et al., 2003). Este impedimento
quimico é mais severo em solos com baixa saturacdo por bases, pobres em Ca e Mg
(VITORELLO et al., 2005). Por ser um cétion trivalente, o AI** é fortemente adsorvido
pelo solo e, assim, sua concentracdo na solucdo do solo é baixa (umol L™) (HAYNES e
MOKOLOBATE, 2001). Ha dificuldade para a definicdo de um valor critico para o Al
que provoca toxidez as plantas, mas é conhecido que mesmo baixas concentracdes de
Al na solucdo do solo sdo tdxicas para a maioria das espécies vegetais, primariamente
por lesar o funcionamento normal das raizes, inibindo drasticamente seu crescimento e
bloqueando os mecanismos de aquisicdo e de transporte de agua e de nutrientes
(SOBRAL e GUIMARAES, 1992).

Existem dois enfoques para contornar o problema da toxidez por Al: a adaptacéo

do solo a planta e a adaptacdo da planta ao solo. A primeira estratégia consiste em
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neutralizar a acidez pelo uso de corretivos e de condicionadores do solo, enquanto a
segunda explora a tolerancia de espécies e de variedades as condi¢cdes de acidez e de
toxidez por Al (SOBRAL e GUIMARAES, 1992).

Préticas rotineiras de manejo da cultura da cana-de-agucar, tais como a aplicacéo
de calcério, de gesso agricola e de vinhaga, além de prética mais recente da colheita
mecanizada, podem provocar alteragdes significativas no comportamento do Al no solo.
Esses fatores, associados a mecanismos intrinsecos que conferem tolerancia aos
genotipos quanto ao efeito prejudicial do Al, podem determinar outro potencial
produtivo de variedades em solos &cidos.

Além da calagem, magnésio, boro e silicio tem sido reportados como eficientes
para diminuir a toxidez por Al (HAMMOND et al., 1995; YU et al., 2009; BOSE et al.,
2011). Existem também estruturas externas das plantas que conferem resisténcia a
entrada do Al, como parede celular, membrana celular, exsudados quimicos como
acidos organicos (MA et al., 2001), compostos fendlicos (TOLRA et al., 2009) e

fosfatos (PELLET et al., 1996).

1.3 Fitotoxidez por aluminio (Al) do solo

Parte da dificuldade em estudar os processos que ocorrem nas plantas, e que séo
decorrentes da acdo do Al, pode ser atribuida ao complexo comportamento quimico
desse elemento. A identificacdo das formas de Al na solucéo do solo e de sua associagédo
com a fase solida do solo permite compreender a dindmica de mobilidade e de
disponibilidade do Al, que por sua vez governam grande parte do seu potencial
fitotoxico.

O Al se hidrolisa em solucéo, de tal modo que a espécie mais toxica, a trivalente

I3

livre AI°*, predomina em condigBes acidas (pH<5,0), enquanto as espécies AI(OH)," e
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AIOH*" s3o formadas quando o pH aumenta. Em valores de pH préximos da
neutralidade, ocorre a fase sélida AI(OH); e o AI(OH), predomina em condigdes
alcalinas (DELHAIZE e RYAN, 1995) (Figura 1). Uma vez que o pH é um importante
atributo do solo que governa a espécie quimica do Al em solucdo, a préatica da calagem
em solos &cidos tem sido empregada na agricultura tropical como forma de elevar o pH
do solo e promover a detoxificagdo do Al mediante sua precipitagdo quimica na forma
de hidroxido.

Os efeitos do Al nas plantas podem ser classificados como morfoldgicos,
relacionados aos sintomas em diferentes partes estruturais da planta, e fisioldgicos,
referindo-se & interacdo do AI** em multiplos locais da célula, com efeitos toxicos e

interferindo nos processos da planta (ROUT e SAMANTARAY, 2001).
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Figura 1. Distribuicéo relativa das especies de Al na solucao do solo em funcdo do pH
(BERTSCH e PARKER, 1995).

I3

A regido mais sensivel ao Al € o apice radicular. O Al°" se liga na parede celular,

particularmente na matriz de pectina, que esta carregada negativamente com grupos
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carboxilicos, e na face apopléstica da membrana plasmatica, prejudicando suas fungdes
(HORST et al., 2010). Ocasiona auséncia de ramificacdes finais e diminuicdo da area
superficial do sistema radicular devido a répida inibicdo do processo de elongagédo
radicular (cerca de 1-2 h ap6s o contato com o Al tdxico), em razdo da paralisacdo da
divisdo celular. O crescimento é afetado principalmente devido a reducdo da replicacdo
de DNA pelo aumento da rigidez da fita dupla hélice. Além disso, fixa o fésforo em
formas menos disponiveis para a planta, altera enzimas, acimulo de polissacarideos,
respiracdo celular e modifica a estrutura e funcdo da membrana plasmatica, afetando a
absorcdo de agua e nutrientes (HORST et al., 2010). A exposi¢do continua ao Al conduz
a alteracbes morfoldgicas, como o engrossamento e encurtamento das raizes, com
aspecto quebradico (DELHAIZE e RYAN, 1995), o desenvolvimento de cor castanha
na regido apical e alteragcfes na arquitetura do sistema radicular, reprimindo o
crescimento das laterais e conduzindo a formagdo de sistemas radiculares com menor
area e volume (ROSSIELLO e JACOB NETO, 2006).

O crescimento e iniciacdo de raizes laterais secundarias e tercirias sao
estimulados por metais pesados como o Al. A inibicdo do crescimento da raiz principal
é percebida pela planta e a formacdo de novas raizes laterais é promovida através de
uma mudanca no padrdo das células na zona de alongamento periférico
(POSCHENRIEDER et al., 2008).

O Al também causa modificacGes na absor¢do, no metabolismo e no transporte
de alguns nutrientes para parte aérea das plantas (LINDON et al., 1999; AKAYA e
TAKENAKA, 2001). A absorcéo de Al pelas plantas leva a um desbalanco nutricional,
com reducdo de absorcdo de Ca®* (69%), Mg®* (29%), K*(13%) e NH," (40%), e
aumento de nitrato (44%) e fosfato (17%) (SADE et al., 2016). Isso ocorre devido a

reducdo de agua e solutos através do apoplasto (ETICHA et al., 2005).
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Os sintomas de toxidez por Al podem ser facilmente vistos nas raizes, mas nas
folhas a relagdo com o Al é mais dificil de ser percebida. Devido aos danos radiculares e
a menor absor¢do de nutrientes, as folhas podem apresentar um sintoma de deficiéncia
nutricional, principalmente de P. Somente o simples aporte de nutrientes pode néo ser
suficiente se o problema principal da presenca de Al toxico néo for solucionado.

Os efeitos do Al sobre o crescimento da parte aérea podem ocorrer como
consequéncia secundaria. A reducdo do crescimento da planta pode ser resultante da
diminuicdo da atividade fotossintética. O Al pode causar injarias na formacdo e funcédo
do cloroplasto (MOUSTAKAS et al., 1996), resultando em queda na condutancia
estomatica e nas reagdes bioquimicas de fixacdo de CO, (CARLIN et al. 2012;
PEIXOTO et al., 2002).

Durante a fotossintese, a dgua € essencial para a geracdo de energia quimica,
requerida posteriormente para a fixacdo de CO,. Sendo assim, variacbes na
disponibilidade hidrica geram uma menor eficiéncia do fotossistema, formando menos
ATP e NADPH e consequentemente menos CO, é fixado (LU e ZHANG, 1999;
SOUZA et al., 2004). Apesar de haver grande falta de informacdo sobre como a
exposicdo ao Al afeta direta ou indiretamente a fotossintese, a biomassa da planta pode
ser reduzida devido as alteracbes ocasionadas pelo Al nesse sistema. Além disso, a
exposicdo ao Al pode interferir no fotossistema Il (ZHANG et al., 2007; REYES-DIAZ
et al., 2010), alterar a estrutura dos cloroplastos (MOUSTAKAS et al., 1997), diminuir
a eficiéncia quantica (MOUSTAKAS et al., 1996; CHEN et al., 2005), causar alteragdes
nos pigmentos responsaveis por captar a luz (ZHANG et al., 2007; AZMAT e HASAN,
2008) e na cadeia de transporte de elétrons (CHEN et al., 2005).

Alguns resultados indicaram diferencas no desempenho de plantas tolerantes e

sensiveis ao Al quanto a concentracdo de pigmentos (PEIXOTO et al., 2002). Em
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variedades que apresentam maior tolerdncia ao Al, a fotossintese é menos afetada,
podendo ainda apresentar mecanismos de adaptacdo do aparelho fotossintético em
funcéo do tempo de duracdo do estresse (PEIXOTO et al., 2002; MIHAILOVIC et al.,
2008).

O uso de parametros fisioldgicos como indicadores de estresse é muito frequente
nas pesquisas (MARIN e SANTOS, 2008; CARLIN e SANTOS, 2009). As altera¢des
no processo fotossintético e, consequentemente, nos teores de clorofila tém sido
apontadas como possiveis indicadores da toxidez por Al (MIHAILOVIC et al., 2008).
Carlin et al. (2012), em trabalho com cana-de-agUcar, concluiram que os teores de
clorofilas podem ser usados como indicadores do efeito isolado do estresse por toxidez
do Al no solo.

As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas plantas e
ocorrem nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais. S8 moléculas
formadas por complexos derivados da porfirina, tendo como atomo central o Mg (VON
ELBE, 2000). Os pigmentos fotossintéticos presentes e a sua abundancia variam de
acordo com a espécie. A clorofila a estd presente em todos 0s organismos que realizam
fotossintese oxigénica, sendo o pigmento utilizado para realizar o primeiro estagio do
processo fotossintético. Os carotenoides, clorofila b e as ficobilinas constituem os
chamados pigmentos acessorios (STREIT et al., 2005), e auxiliam na absorcdo de luz e
na transferéncia da energia radiante para os centros de reagdo (TAIZ e ZIEGER, 2004).

Em cana-de-acuUcar foi observada diminuicdo na concentracdo das clorofilas a, b
e total (a+b), na presenca de Al toxico (CARLIN et al., 2012). Outras plantas com
metabolismo C4, tais como o milho (LIDON et al., 1999) e o sorgo (PEIXOTO et al.,
2002), também apresentaram reducdo nos teores dos pigmentos fotossintéticos. Em

girassol, o estresse por Al causou reducdo nos teores de clorofila a, b e de carotenoides

28



na variedades sensivel, enquanto na variedades tolerante os teores ndo foram alterados
(JESUS, 2012).

A reducdo dos teores de clorofilas pode estar relacionada com o fato de o Al
competir com o Mg, constituinte importante das moléculas de clorofila, e com o Ca por
sitios na parede celular e, principalmente, na membrana plasmatica (MILIVOJEVIC e
STOJANOVIC, 2003; CARLIN et al., 2012). Além disso, a toxidez por Al confere a
planta menor capacidade de absorver diferentes formas de nitrogénio, que esta
diretamente relacionado com a sintese de pigmento fotossintético, devido a reducdo da
atividade do sistema de transporte do NO3” (CAMBRAIA et al., 1989; PURCINO et al.,

2003; CARLIN et al., 2012).

1.4 Mecanismos vegetais de tolerancia ao Al fitotdxico

A diferenca nas respostas das plantas referente a capacidade de mobilizar o Al,
taxa de absorcdo, manutencdo do equilibrio de cargas para a absor¢do de nutrientes em
solos &cidos, deficiéncia de nutrientes e resisténcia ao Al, podem variar entre espécies e
até mesmo entre variedades da mesma espécie (POSCHENRIEDER et al., 2008). A
literatura disponivel indica que ha muitos fatores que devem ser levados em conta para
determinar o nivel toxico e susceptibilidade da planta ao Al, como por exemplo, o0 pH
do substrato e sua estabilidade, o tempo de exposicgéo, forga idnica do meio de cultura,
tipo de solo, disponibilidade de nutrientes, idade da planta, cultivar ou variedade.

De acordo com Khu et al. (2012), apesar de a toxicidade ao Al estar estritamente
relacionada com solos acidos, as plantas diferem geneticamente na tolerancia a acidez
do solo e/ou a toxicidade ao Al, podendo ser tolerantes a acidez e ao Al, sensiveis a
acidez e ao Al ou tolerante a acidez e sensivel ao Al. Os mesmos autores desenvolveram

em campo e em meio de cultura, experimentos com rapido escaneamento de plantas
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tolerantes/sensiveis ao Al. Contudo, somente em meio de cultura foi possivel detalhar
repostas a acidez e ao Al separadamente.

Os mecanismos fisioldgicos de tolerancia das plantas aos efeitos toxicos do Al
no crescimento da raiz sdo controlados por diferentes genes e por meio de diferentes
rotas bioquimicas, incluindo: (a) capacidade das plantas em alterar o ambiente
rizosférico, elevando o pH e reduzindo a solubilidade do Al (FERREIRA et al., 2006);
(b) possuir baixa CTC na raiz e, portanto, maior afinidade por cations monovalentes, de
modo que acumulem, assim, menor concentracdo de Al em suas raizes (FERREIRA et
al., 2006); (c) secrecdo de mucilagem em presenca de Al (FERREIRA et al., 2006); (d)
utilizacdo de nutrientes na presenca de Al, principalmente fosforo e calcio (FREITAS et
al., 2006; MATTIELLO et al. 2008); (e) producdo de elevados teores de acidos
organicos responsaveis pela complexacdo do Al (MARIANO et al., 2005); (f)
habilidade da raiz em continuar a divisdo e o elongamento celular sob estresse
(ROSSIELLO e JACOB-NETTO, 2006); (g) manutencdo de areas meristematicas aptas
a desenvolverem novos tecidos apés o estresse (ROSSIELLO e JACOB-NETTO,
2006).

De maneira geral a tolerancia vegetal ao Al atende a dois grupos de mecanismos:
os de reparo, ou tolerancia, e os de exclusao, ou resisténcia. A toleréncia ao Al permite
sua absor¢do pelas raizes da planta, tendo sua agdo fitotoxica neutralizada através da
formacéo de compostos ndo-téxicos do AI** com écidos organicos no citosol ou ainda
sua compartimentalizacdo no vacuolo. (VALLENTUZI et al., 2016). Nos mecanismos
de excluséo, o Al € impedido de chegar aos seus sitios de toxidez nas plantas, uma vez
que elas liberam, por suas raizes, acidos organicos como o malato, citrato e oxalato que

0 complexam estavelmente atraves da formacéo de quelatos (MARTINS et al., 2013).
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Este processo impede sua absorcéo, evitando a interagdo com componentes celulares ou
até a penetracao no simplasto radicular. (CHEN et al., 2015).

A exsudacdo de &cidos organicos é talvez o mecanismo mais investigado
associado a tolerdncia dos vegetais ao estresse por Al. Apesar deste mecanismo nao
estar completamente elucidado, sabe-se que durante o estresse as plantas s&o
estimuladas a sintetizar novas proteinas que atuardo na sintese e transporte dos &cidos
organicos pelas células das raizes (KOCHIAN et al., 2005; DELHAIZE et al., 2007).

Acidos organicos de baixo peso molecular, além de grande importancia na
atenuacdo do efeito toxico do Al, atuam também em outros estresses ambientais, tais
como deficiéncias de P e de Fe (KOCHIAN et al., 2004). Estes acidos sdo compostos
carbOnicos que apresentam no minimo um grupo carboxilico (-COOH) e que
desempenham papéis fundamentais no metabolismo celular. Alguns destes acidos estéo
envolvidos na produgdo de energia como intermediarios no ciclo do &cido tricarboxilico
(como o citrato e malato), enquanto outros podem estar envolvidos direta ou
indiretamente em demais processos metabolicos, incluindo a assimilacdo de carbono e
nitrogénio, a regulacdo do pH celular e seu potencial osmotico e o fornecimento de
energia para bactérias simbidticas (TAIZ e ZEIGER, 2002).

O Al também provoca o estresse oxidativo, este ocorre quando a homeostase
redox celular sofre um desbalango por alguma interferéncia bidtica ou abiotica, gerando
excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs tem a capacidade de oxidar
0s componentes celulares tais como os lipidios, proteinas, enzimas e acidos nucléicos
levando a morte celular. A exposicdo ao Al leva ao estresse oxidativo através da
formacéo de pontes eletrostaticas preferencialmente com ligantes doadores de oxigénio,
como por exemplo, grupos carboxilato ou fosfato, a pectina da parede celular e a parte

externa da membrana plasmatica séo os principais alvos do Al (YANG et al., 2008). As
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células vegetais sdo equipadas com um mecanismo defensivo composto de
antioxidantes enzimaéticos, tais como catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
guaiacol peroxidase (GPOX), superoxido dismutase (SOD), redutase do
monodesidroascorbato (MDHAR), redutase de desidroascorbato (DHAR), glutationa-S-
transferase (GST), e glutationa redutase (GR) e antioxidantes ndo enzimaticos, como
ascorbato (AsA), glutationa (GSH), tocoferol e carotendides que ajudam na exting¢ao das
EROs.

O fracionamento de Al em frac6es simplatica e apoplastica em Populus indicou
que diferencas na sensibilidade entre os gendtipos estdo associadas com o acumulo de
Al no simplasto. Diferentemente dos Al-tolerantes, os gendtipos Al-sensiveis
apresentaram altos niveis de Al no simplasto, o que sugere que a exclusdo do Al do
simplasto estd associada a resisténcia ao Al (SMITH et al., 2011). Yu et al. (2011)
observaram que o cultivar Al-sensivel de soja, ao contrario do Al-tolerante, apresentou
uma grande permeabilidade da membrana plasmatica. Fato semelhante foi relatado por
Silva et al. (2010), que observaram diferengas na diferenciagdo da endoderme entre
genotipos de trigo tolerante e sensivel apds o periédo de exposicdo ao Al. O gendtipo
tolerante apresentou, ap6s 24 h de exposicdo ao Al, 100% das células da endoderme
espessadas na zona pilifera, enquanto no controle o valor foi de apenas 27%. As
diferencgas encontradas para o genotipo sensivel refletiram apenas que as raizes pararam
de crescer. Essa melhor diferenciagdo das células da endoderme pode envolver
mecanismos de controle de acumulacdo de Al no gendtipo tolerante.

Os mecanismos fisiologicos responsaveis pela toleréncia a toxidez de Al ainda
ndo foram esclarecidos, e podem variar entre espécies e variedades. Obviamente,

plantas tolerantes devem ser capazes de prevenir a absorcdo de Al, ou de complexa-lo
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apo6s sua absorcdo (PARENTONI et al., 2001). Dentre 0s cereais, a espécie mais
tolerante é o centeio, seguido pela aveia, trigo e cevada (GALLEGO e BENITO, 1997).

H& certa unanimidade em admitir que a cana-de-agucar ndo seja tdo sensivel a
acidez do solo quando comparada com outras espécies vegetais (MARINHO e
ARAUJO FILHO, 1983; VIANA et al., 1983; SOBRAL e GUIMARAES, 1992), mas
had relatos de grande variagdo entre os variedades com respeito a capacidade de
expansdo e aprofundamento do sistema radicular, principalmente em resposta ao

estresse causado pelo Al (Figura 2) (SMITH et al., 2005; VASCONCELOS e GARCIA,

2005).
IAC 87-3396 RB 72454
Prolundidede Profundidade
20.40 cm 2040 cm 2T A%
4060 cm 40-60 cm 10.9%
60-80 om 60-80 cm 1.5%
SP 80-1842 RB 8755536
Frofunchdade Protundidade

2040 cm 2040 cm - 19.3%

40-60 cm - 20.9% 40-60 cm
l 10,3% 60-80 cm

Figura 2. Distribuicdo do sistema radicular de variedades de cana-de-aclcar aos 16,5

7%

60-80 om 4%

meses de idade, no ciclo de cana-planta, em um LATOSSOLO VERMELHO com

carater alico (VASCONCELOS; GARCIA, 2005).
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Em um trabalho iniciado pelo nosso grupo de pesquisa colaborador (processo
FAPESP n° 2010/13945-5) foi observada uma variagéo entre variedades de cana-de-
acucar em relacéo a taxa de alongamento radicular e penetracdo de aluminio nos tecidos
radiculares. As variedades RB928064, RB935744 e RB867515 apresentaram diferengas
em relacdo ao dano causado na coifa e na penetracdo do Al nos tecidos radiculares,
evidenciado pela cor parpura apds reagdo com corante indicador (hematoxilina) (Figura
3) (OLIVEIRA, 2012). Estas variedades podem apresentar variagdo na expressdo de

alguns genes quando submetidas ao estresse por aluminio.

Figura 3. Apices radiculares de variedades de cana-de-agtcar. (A e C) Variedade
RB935744; (B e D) Variedade RB928064; (A e B) Apices radiculares em microscopio
Optico (aumento de 100x) apGs exposicao por seis dias, ndo corados com hematoxilina;
(C e D) Parte do épice radicular exposto a 3000 pmol L™ de Al por seis dias,
posteriormente coloridos com hematoxilina e observados ao microscopio Optico em
aumento de 40x (OLIVEIRA, 2012).

34



1.5 Analise da expressao de genes associados a tolerancia ao Al

Abordagens biotecnoldgicas e moleculares tem proporcionado avangos no
entendimento do mecanismo de acdo do Al na planta, juntamente com a funcdo e
interacdo de genes de resisténcia (KOCHIAN et al., 2015). Esses genes pertencem
principalmente & duas familias. Os MATE (extrusdo de multidrogas e compostos
toxicos) sdo uma familia de genes que codificam transportadores que excretam uma
grande diversidade de metabdlitos e xenobiGticos em eucariotos e procariotos
(WESTON et al., 2012). A familia ALMT (transportadores de malato ativados pelo Al)
possui genes responsaveis pelo transporte de malato pelo vactuolo (KOVERMANN et
al., 2007).

O Al induz a expresséo de genes diferentes, a exclusdo do Al envolve um dos
mecanismos de defesa da planta, e entre outros, compreende a exsudacdo de acidos
organicos pelo apice radicular. A identificacdo do gene TaALMT1, da familia ALMT,
em células das raizes de Triticum aestivum foi um importante passo na elucidacéo desse
mecanismo de resisténcia a nivel molecular (INOSTROZA-BLANCHETEAU et al.,
2012). Esse gene de tolerancia foi o primeiro a ser clonado em plantas e codifica uma
proteina envolvida no transporte e exsudacdo do malato de &pices radiculares e é
responsavel pela tolerancia ao Al em trigo (SASAKI et al., 2004).

Dentre outros genes estdo o AtMATE, um transportador de citrato ativado por
Al em Arabidopsis (LIU et al., 2009); SOMATE, um transportador de citrato ativado por
Al em sorgo (MAGALHAES et al., 2007); HVAACT1 em cevada, que secreta citrato
para a rizosfera (FUJII et al., 2012).; e ScFRDLZ2, envolvido na secre¢do de citrato

ativado por Al em centeio (YOKOSHO et al., 2010).
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Outros genes também tém sido associados a tolerancia ao Al além daqueles
envolvidos na producdo e secrecdo de &cidos organicos. Os genes ALS3 e ALS1, que
codificam transportadores ABC, foram associados com tolerancia ao Al em
Arabidopsis. Tem sido proposto que esses genes atuam na redistribuicdo intracelular de
Al, mantendo-o longe de tecidos sensiveis (LARSEN et al., 2005, 2007). Em Oryza
sativa, os genes STAR1 e STAR2 sdo principalmente expressos em raizes e
especificamente induzidos pela exposicdo ao Al (HUANG et al., 2009). Existem varios
mecanismos de tolerancia ao Al envolvidos em diferentes rotas bioquimicas, com um ou
mais genes, que diferem entre espécies e até entre variedades da mesma espécie. 1sso
ocorre porque as plantas podem diferir na capacidade de mobilizacdo de Al, na taxa de
absorcdo, nas exigéncias nutricionais, na resisténcia ao Al e na manutencdo do
equilibrio de nutrientes em solos acidos (POSCHENRIEDER, et al., 2008).

Estudos mostraram que ndo somente a presenca do gene, mas outros aspectos
podem influenciar a resposta da planta ao Al. Como por exemplo, a variacdo alélica
verificada no gene TaAALMT1 em trigo (SASAKI et al., 2006), o nUmero de repeticdes
dos genes HVAACT1 e ZMMATEL em cevada (FUJII et al., 2012) e milho (MARON
et al., 2013) respectivamente. Genes que codificam transportadores de membrana e
fatores de transcri¢do, assim como elementos cis-atuantes que aumentam a expressao do
gene, estdo envolvidos na tolerancia ao Al em plantas. Com a integracdo dessas
informagdes € possivel um amplo entendimento da tolerdncia ao Al em diferentes
especies vegetais, contribuindo para o desenvolvimento de variedades tolerantes ao Al e
facilitando a producdo agricola em solos é&cidos (SIMOES et al., 2012). Apesar do
avanco em identificacdo de novos genes em plantas, o conhecimento da sua regulagéo

funcional ainda néo esté esclarecido (BIAN et al., 2013).
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Estudos para obtengédo de variedades tolerantes a altas concentracdes de Al no
solo foram realizados para aumentar a produtividade de diversas culturas com menor
demanda de insumos. Tais variedades também possibilitam plantar em é&reas antes
consideradas invidveis para a producdo agricola, devido a acidez do solo e a toxicidade
do Al. Abordagens biotecnoldgicas tém sido usadas para entender o mecanismo de
tolerdncia ao Al em plantas. A técnica molecular quantitativa de qPCR tem sido
amplamente utilizada para andlise de expressao génica em estudos de tolerancia ao Al.
No milho, a expressdo génica de Zm.16676.1.A1 (proteina da superfamilia do
citocromo P450) relacionou-se com o controle da biossintese e da inativacdo da
giberelina, Zm.3634.1.A1 (proteina induzida por jasmonato), envolvida na biossintese
de jasmonatos, Zm.6272.1.A1 (UDP-glicosiltransferase) envolvida na biossintese de
hormbnios, metabolismo de metabolitos secundarios, e respostas ao estresse e
xenobidticos, e Zm.1228.2.A1 (proteina PHG1A) envolvida na adesdo celular em
eucariotos superiores, foram analisados em resposta a Al (MATTIELO et al., 2014).
Analises transcriptdmicas de todo o genoma do trigo-sarraceno (Fagopyrum tataricum)
foram utilizadas para identificar mecanismos de tolerancia ao Al (ZHU et al. 2015).
Estudos também analisaram o0s genes ASR1 e ASR5 no arroz, bem como fatores
complementares de transcricdo que regulam a expressdo génica em resposta a Al
(ARENHART et al, 2016).

Varios genes demonstraram ser diferencialmente regulados pelo estresse Al em
diferentes especies de plantas. Na cana-de-acUcar, a histona diacetilase (P56521), a
serina / treonina quinase (AP002482) e a proteina RGP1 relacionada ao RAS (P25766)
foram descritas como tendo padrdo de expressdo diferenciado na presenca de Al

(WATT, 2003).
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Analises moleculares e bioquimicas sdo necessarias para compreender 0sS
mecanismos de toxicidade ao Al, especificamente em cana-de-agUcar. Assim, um banco
de dados com marcadores de sequéncia genética de cana-de-aclcar, ou ESTSs, do inglés
Expressed Sequence Tag (SUCEST) tem sido utilizado para estudos em gramineas tais
como cevada, milho e sorgo devido ao nivel de conservacdo do genoma (VETTORE et
al., 2001).

Estratégias que buscam analisar a expressdo de genes que possam estar
associados a tolerancia a aluminio em variedades de cana-de-agucar, oferecem uma
oportunidade Unica para se estudar algumas caracteristicas destas variedades que as
tornam tolerantes. Essas estratégias de aumento da expressdo de genes associados a
tolerancia a aluminio tem sido aplicadas com sucesso para se estudar a funcao dos genes
e também para caracterizar uma variedade tolerante. Drummond et al. (2001) em
trabalho de revisdo expuseram a primeira iniciativa de entender os mecanismos da cana-
de-agUcar em lidar com o Al téxico. Os autores identificaram que genes relacionados
com a resposta a toxidez por Al em outras espécies, possuem alta similaridade com
genes encontrados em cana-de-agUcar. Entre eles, genes relacionados com a resposta a
infestagdo por patogenos (1,3 B-glucanase, reticulina oxi redutase e fenilalanina aménia
liase), que codificam enzimas que combatem o estresse oxidativo (Superdxido
dismutase Cu-Zn, Hidroperéxido fosfolipidico glutationa peroxidase - like),
responsaveis pela exudacdo de &cidos organicos (Succinato-CoA — cadeia beta e Malato
desidrogenase) e sinalizacdo (MAP-kinase, gene SLT2, SLK1 e NtGDI1). Esses genes
foram relacionados ao SAS 43.141 (Sugarcane Assembled Sequences) em cana-de-
agucar, que estdo disponiveis no SUCEST.

O gendtipo da cana-de-agucar € um dos genomas vegetais mais complexos,

apresentando um nivel de poliploidia variando de 5 a 16 (HOANG et al. 2015). A

38



resposta desta cultura a toxicidade do Al ainda é pouco compreendida, com trabalhos
pioneiros feitos por Hetherington et al. (1988), que compararam a toleréncia ao Al de
trés variedades de cana-de-agUcar australianas, Q77, Q113 e Q117 com uma cultivar de
feijdo (Phaseolus vulgaris), soja (Glycine max) e milho (Zea mays) em um experimento
em solucdo nutritiva a curto prazo. Estudos sobre genes relacionados a tolerancia ao Al
sdo escassos (HETHERINGTON et al. 1988; WATT 2003). Os padrbes de expresséo
génica sdo determinantes de processos fisioldégicos que podem modificar as
propriedades celulares das plantas associadas ao estresse. Determinar os padrdes de
expressao génica em resposta ao estresse Al pode melhorar nossa compreenséo de suas
funcdes e fornecer uma base para estratégias eficazes para melhorar as condigdes de
estresse.

Este trabalho apresenta uma avaliacdo fisioldgica, nutricional e molecular de 3
variedades de cana-de-agUcar, submetidas ao estresse por Al. Foi avaliado o teor de
nutrientes e Al nas raizes e folhas, pardmetros fisioldgicos como taxa de transpiracéo,
fotossintese, condutancia estomaética e teores de clorofila. Além disso, foi realizada uma
analise de expressdo génica de succinato desidrogenase (SDH), malato desidrogenase
(MDH) e superdxido dismutase (SOD). Esses genes foram escolhidos por estarem
relacionados a tolerdncia ao Al, foram descritos na literatura para outras culturas e

apresentam alta similaridade com a cana-de-acucar.

2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais desse trabalho foram estudar comportamento de trés
variedades de cana-de-agUcar submetidas ao estresse por aluminio, em relagdo ao perfil
de expressdo de alguns genes associados a tolerancia ao aluminio, assim como

parametros fisioldgicos e nutricionais relacionados.
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2.1. Objetivos especificos:

- Selecdo de genes relacionados com o estresse oxidativo causado pelo Al.

- Selecdo de genes relacionados com a producdo de &cidos organicos.

- Quantificacdo da expressao dos genes selecionados por PCR quantitativo em plantas
cultivadas em solucgdo nutritiva com alto teor de Al

- Andlises fisioldgicas de trocas gasosas, taxa de fotossintese e teor de clorofila em
plantas cultivadas em casa-de-vegetacao

- Anélises de teores de nutrientes e de aluminio em tecidos de folhas e raizes em plantas

cultivadas em casa-de-vegetacéao

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Variedades de cana-de-acucar
Os experimentos foram conduzidos no Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Sao Carlos (CCA/UFSCar). Trés variedades de cana-de-agUcar
foram selecionadas: RB928064, RB935744 e RB867515.
Segundo RIDESA (2010), as variedades possuem as seguintes caracteristicas
fitotécnicas:
a) RB928064: ciclo médio tardio, com colheita em setembro-novembro. Plantar em
ambientes de médio para alto potencial, para colheita final de safra. No final de
safra bom teor de sacarose e alta produtividade agricola, boa sanidade e
excelente brotagdo em cana-planta e em soqueiras, florescimento raro.
b) RB935744: ciclo tardio, com colheita em setembro-novembro. Material rustico,
excelente sanidade e muito produtivo. Recomenda-se plantar em ambientes de

médio a bom potencial; colher no final de safra.
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¢) RB867515: ciclo médio, com colheita em julho-setembro. Tolerante a seca e boa
brotagdo de soqueira, mesmo colhida crua; alto teor de sacarose, crescimento
rdpido com alta produtividade. N&o deve ser plantada em ambientes favoraveis
devido a incidéncia de estrias vermelhas. Nos ambientes de alto potencial de
producdo ha possibilidades, devido & alta produtividade agricola, de tombamento

e atraso de maturacao.
As variedades de cana-de-acucar foram fornecidas pelo Programa de
Melhoramento Genético da Cana-de-Acucar da Universidade Federal de Sdo Carlos
(PMGCA/UFSCar), o qual faz parte da Rede Inter-Universitaria para o

Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA).

3.2 Pré-germinacéo

Mini-toletes de cana-de-aglicar com gema Unica foram germinados em bandejas
de plastico, utilizando vermiculita de textura média como substrato. As extremidades
dos toletes foram seladas com parafina para evitar a oxidagao excessiva e a proliferacdo
de fungos. A vermiculita foi umedecida na propor¢cdo de 1:0.8 (vermiculita:dgua),
espalhada uniformemente nas bandejas, e os mini-toletes foram colocados com a gema
para cima e cobertos com uma fina camada de vermiculita. As bandejas foram
acondicionadas em camara Fitotron, com temperatura constante de 30°C e fotoperiodo
com luz intermitente. A média do periodo de pré-germinacdo foi de 15 dias, com
alguma variagdo dependendo da variedade. A umidade do substrato foi controlada
diariamente, com reposic¢ao de agua a cada 48 horas. Essa etapa foi conduzida para os

experimentos em solucdo nutritiva e em casa-de-germinacao.
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3.3 Instalacdo do experimento em casa-de-vegetacao

3.3.1 Preparo do solo

A coleta do solo foi feita em area de reforma de canavial cedida pela Usina
Santa Lucia em Araras/SP, com a camada superficial do solo descartada (em torno de
10 cm), devido a grande quantidade de palhada e outros residuos. O solo ndo
apresentava um teor elevado de aluminio (Tabela 1), mas por possuir baixo pH foi
possivel a adicdo de cloreto de aluminio para que fosse atingido um valor de saturagdo
por aluminio maior que 50%. Essa préatica de adi¢do de uma fonte externa de aluminio,
ja foi utilizada por vérios autores (LIMA et al., 2007; CARLIN et al., 2012; ECCO et
al., 2014) e devido ao fato do pH ser baixo, o aluminio é mantido na CTC do solo em
sua forma de AI** livre.

O solo coletado foi transportado até a UFSCar em Araras/SP, no Centro de
Ciéncias Agrarias e acomodado em casa-de-vegetacdo onde foi seco ao ar e, apds a
secagem, foi passado em peneira de abertura de malha 2 mm. Em seguida, subamostras
foram retiradas para caracterizacdo quimica (analise de rotina para fins de fertilidade) e
fisica (analise granulométrica, densidade e capacidade de campo) (Tabela 1), conforme

métodos de Camargo et al. (2009).
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Tabela 1. Resultados preliminares da analise quimica e fisica de LATOSSOLO

VERMELHO-AMARELO Distroéfico, coletado na Usina Santa Lucia em Araras/SP.

Amostra Prsa MO pH K Ca Mg H+Al Al SB CTC V

Profundidade

mg/dm® g/dm® CaCl, ——--ooemmmmmmeeeeeee mmol/dm?3--- e %
(cm)
20-40 4 7 4,2 02 7 3 24 4,1 10 34 294
Amostra m%o S B Cu Fe Mn Zn  Argila Areia Silte CC
Profundidade % mg/dm? o/dm? i
(cm)
20-40 29,1 57 001 03 14 17 0,6 160 790 50 0,30

Teores de P, K, Ca, e Mg: extraidos por resina trocadora de ions; MO: matéria organica determinada pelo
método Walkley-Black; pHcac2: determinado em solugdo de CaCl, 0,01 mol Lt (relagéo solo:solugéo
1:2.5); H+Al: acidez potencial determinada por solugéo de acetato de calcio 0,5 mol L™ em pH 7,0; teor
de Al trocavel: extraido por solucdo de KCI 1 mol L™ ; SB = soma de bases = Ca+Mg+K; CTC =
capacidade de troca de cétions total = Ca+Mg+K+(H+Al); V% = saturacdo por bases = (SB/CTC)x100;
m% = saturago por Al = (Al/SB+Al)x100; Teor de S: extraido por solugdo de CaH,P0,0,01 mol L™; B =
extraido por agua quente; Teores Cu, Fe, Mn, e Zn: extraidos por DTPA-TEA (&cido
dietilenotriaminopentacético 0,005 mol L™ + trietanolamina 0,1 mol L™ + 0,01 mol L™ CaCl,) a pH 7,3;
teores de argila, silte e areia determinados pelo método da pipeta; CC: umidade na capacidade de campo

para solos argilosos (tensdes de 6, 10, e 33 kPa).

O solo foi separado em dois tratamentos: o tratamento controle com adicdo de
calcario e o tratamento de Al com adicédo de cloreto de Al. O calcéario foi adicionado a
uma dosagem equivalente a 1,3 t ha™ para a elevacdo da saturagdo por bases & 60%
proporcionando o adequado cultivo da cana-de-acUcar, segundo critério de
recomendacdo do Boletim Técnico IAC n° 100 (RAIJ et al., 1996). Esse solo foi
utilizado para compor as colunas controle e também o primeiro anel superior das
colunas que receberam o tratamento com Al, visando dar condi¢bes para um bom

desenvolvimento inicial dos toletes de cana-de-agucar.

43



A outra parte do solo que vai compor o tratamento com Al, foi adicionado
cloreto de aluminio hexahidratado ((AICI; .6H,O) —Synth®) para a elevacdo da
saturacdo por aluminio (m%) acima de 50% e causar o estresse por Al na planta. O solo
que recebeu calcério, assim como o solo que recebeu aluminio, foram peneirados
novamente apos o periodo de incubacdo, que foi de 50 dias para o tratamento com
calcério e de 15 dias para o tratamento com Al.

A incubagdo do solo com calcério durante 50 dias foi suficiente para atingir os
parametros quimicos considerados adequados para o cultivo da cana-de-agucar. A

Tabela 2 indica o resultado da anélise quimica de solo apds a incubagdo com calcario.

Tabela 2. Analise Quimica de LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico

apos incubacdo com calcario.

Prena MO pH K Ca Mg H+Al Al S8 CIC V
mg/dm? g/dm? (o7 Yo P —— MMOl/dm3-----eeeemmmeeeeemeeoe %
31 4 4,9 0,7 16 6 20 1 22,7 42,7 53
m% S B Cu Fe Mn Zn

% mg/dm?

4,22 47 0,22 0,20 19 2,6 0,4

O cloreto de aluminio foi adicionado a outra parte do solo, 0 que aumentou o
teor de Al para atingir um m% maior que 50%, suficiente para criar condi¢bes de

estresse para a planta (Tabela 3).
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Tabela 3. Analise Quimica de LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico

apos incubacdo com cloreto de aluminio.

P Resina MO pH K Ca Mg H+AI Al SB CTC Vv
mg/dm?® g/dm?® CaCl, s mmoly/dm®-------mmeemeeeee- %
40 12 3,7 15 11 4 58 21 16 74 22
m% S B Cu Fe Mn Zn
L EE— L L —
56,76 33 0,23 0,20 28 11,2 0,8

3.3.2 Montagem e disposicéo das colunas de solo

Cada coluna foi constituida pela sobreposicdo de 6 anéis de PVC rigido, de 20
cm de didmetro e 20 cm de altura, unidos externamente por fita adesiva e cola (Figura
4).

As colunas foram preenchidas com solo peneirado em malha de 2 mm e seco ao
ar, até 1,5 cm da borda superior, formando uma coluna de 118,5 cm de altura e volume
de 37,8 dm® de solo. As colunas controle receberam o solo corrigido com calcério e as
colunas com o tratamento de aluminio receberam o solo onde foi adicionado cloreto de
aluminio nos 5 anéis inferiores, enquanto o anel superior foi preenchido com solo
corrigido com calcério, simulando a camada aravel (0 — 20 cm) e garantindo um
desenvolvimento inicial satisfatorio (Figura 5).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado usando
cinco repeti¢des para cada tratamento e para cada variedade, totalizando 30 colunas com

uma planta cada.
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Figura 4. Experimento em casa-de-vegetacdo. A. Coluna de PVC montada; B.
dimensdes e numero de anéis usados na construcdo das colunas de solo. C. Casa-de-
vegetacdo onde o experimento foi instalado, localizada na Universidade Federal de S&o

Carlos, Centro de Ciéncias Agrarias, Araras/SP.
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ESQUEMA DO EXPERIMENTO

SOLOCOM Al (NATURAL) SOLO CORRIGIDO (TESTEMUNHA)

Varizdades Repeticoes Repeticoes

RB328064 . l l . ' l . . . l
RB935744 n D D n D D n n U n
RRRA7S1S D D D D D D D D G D

Figura 5. Esquema experimental com a disposicdo de colunas preenchidas com

Latossolo com alta saturacdo por aluminio onde foram cultivadas trés variedades de
cana-de-acgucar.

3.3.3 Plantio de mini-toletes de cana-de-agucar

Apbs o periodo de pré-germinacdo em vermiculita, dois mini-toletes foram
transplantados em cada coluna, e, ao final de uma semana, o tolete que apresentou
menor desenvolvimento foi removido (Figura 6). Cada coluna recebeu inicialmente
pulsos de agua, para manter a umidade e garantir o estabelecimento dos perfilhos.
Passado o periodo de estabelecimento, a umidade do solo foi mantida a 70% da
capacidade de campo, através de monitoramento por pesagens.

Cada coluna recebeu adubacdo de plantio com 1,3g de cloreto de potassio (58%
de K;0), 2,35¢g de fosfato (17% de P,Os) e 0,249 de sulfato de amdnio (21% de N), com
base na anélise quimica (Tabela 1) do solo e na recomendacdo do Boletim Técnico 100
IAC (RAIJ et al., 1996).

Na ocasido da adubacdo de cobertura foi aplicada a mesma quantia de cloreto de
potassio e sulfato de aménio. Os céalculos foram realizados levando-se em conta 0s
resultados da analise quimica e o volume de terra nos primeiros 20 cm das colunas,

simulando a adubag&o da camada aravel.
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Figura 6. Toletes pré-germinados. A. Variedade RB928064; B. Variedade RB867515;
C. Variedade RB935744; D. Preparacdo para o plantio dos toletes; E. Vista geral dos

toletes plantados; F. Detalhe dos toletes plantados na coluna.
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3.3.4 Analise dos parametros fisiologicos

O experimento foi conduzido por 6 meses, a partir da data do transplantio para
as colunas. No ultimo més, foram feitas analises dos parametros fisioldgicos utilizando
um analisador de gas infravermelho (IRGA) com fluxo de ar de 300 mL min™ e uma
fonte de luz acoplada de 995 mmol m?s® (ADC, modelo LCi, Hoddesdon, UK). A
medicéo foi realizada na 3° folha totalmente expandida (MCCORMICK et al., 2006) no
periodo da manha (entre 8:00 e 10:00 h), em todas as plantas do experimento e nas
controle (total de 30 plantas). Os parametros fisiologicos analisados foram taxa de
transpiracdo (mmoL H,O m™ s™), taxa fotossintética (umoL CO, m™ s') e condutancia
estomética (mol H,O m?s™).

3.3.5 Coleta do experimento em casa-de-vegetacao

Os mini-toletes de cana-de-acUcar, do experimento conduzido em casa-de-
vegetacdo, foram plantados em 07 de agosto de 2015 e coletado em 26 de fevereiro de
2016, sendo conduzido por 203 dias ou 6 meses e 18 dias (Figura 7).

Ao final do experimento, foram coletadas amostras de tecido vegetal para
analise de nutrientes, teores de aluminio nas folhas e raizes e para a extracdo de
clorofila. O ultimo anel inferior (de cima para baixo) de cada coluna de solo foi cortado
e lavado para remover completamente o solo que aderiu ao sistema radicular. Todo o
volume de raiz deste anel foi separado para analise posterior. As amostras de folhas
foram coletadas de acordo com a descricdo morfoldgica da cultura e o sistema de
descricdo de folhas Kuijper (DILLEWIIN, 1952). Amostras de folhas representativas de
cada tratamento foram formadas pelo terco central das folhas +1 e +2 sem a nervura,
para todas as repeticdes. A Folha +1 € a primeira folha expandida a partir da parte

superior da planta. A Folha +2 é a folha imediatamente abaixo da folha +1.
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Figura 7. Crescimento das variedades de cana-de-agucar em casa-de-vegetacdo durante
0 experimento. A. 3 meses apos o plantio; B. 5 meses apds o plantio; C. 6 meses apds o

plantio, dia da coleta.

Para a extracdo de RNA, amostras de raiz e folha foram armazenadas em tubos
tipo Falcon de 50 ml e imediatamente acondicionadas em nitrogénio liquido. Os tecidos
separados para a analise de acidos organicos foram armazenados em sacos plasticos e
congelados, enquanto que para a andlise de teor de aluminio e nutrientes (N, P, K, Ca,
Mg e S), foram colocadas em sacos de papel pardo e levados para estufa de circulacéo
forcada a 65°C até peso constante. Ap6s a secagem foram moidas em moinhos tipo
Willey com facas, uma camara de aco inoxidavel e peneiras de 1 mm de diametro para

assegurar a homogeneizacao da amostra.
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3.4 Experimento em solucéo nutritiva

Ap0s o periodo de pré-germinacdo, os mini-toletes foram retirados da bandeja
com vermiculita, lavados cuidadosamente para retirada de todo o material e transferidos
para solucdo nutritiva calculada conforme o método pratico de Cometti et al. (2006),
onde permaneceram por 7 dias (Figura 7E). Posteriormente os mini-toletes foram
transferidos para uma solugdo contendo duas concentragdes diferentes de Al, 0 umol Lt
(controle) e 3000 pmol L™ de Al fornecido na forma de cloreto de aluminio
hexahidratado (AICl3.6H,0 — Merck®), onde permaneceram por 10 dias (Figura 7F). O
pH da solugdo nutritiva contendo Al foi mantido em 4,0 (x 0,2) para garantir o
predominio da espécie livre trivalente de Al [Al(H,0)s**] (ROSSIELLO e JACOB
NETO, 2006). Nesta etapa, o Fe foi omitido da solucdo, para evitar a interferéncia em
andlises futuras assegurando a complexacgdo exclusiva do Al, e a concentracéo de P foi
reduzida para 0,0025 mmol L™, para contornar problemas de precipitagdo com o Al
(BRACCINI et al., 2000). Ao final do experimento, amostras de tecidos das raizes e
folhas foram coletados e devidamente identificados. O material para analise de RT-
gPCR foi colocado em tubos tipo Falcon de 50 mL, transportado em nitrogénio liquido
e armazenado em freezer a -80°C. Em seguida esse material foi macerado em gral com
nitrogénio liquido, armazenado em tubos tipo Eppendorfs e transportados em isopor
com nitrogénio liquido até o Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Departamento de

Genética e Evolucdo, na UFSCar campus Sao Carlos.

51



RESGTSLE

Figura 8. Experimento em solucdo nutritiva. A. Vista externa do Fitotron; B. Vista
interna do Fitotron; C. Toletes selados com parafina sobre vermiculita; D. Toletes
cobertos com vermiculita e prontos para serem levados a camara de germinacao; E.
Toletes em solugdo nutritiva; F. Toletes expostos aos tratamentos controle (solugéo

nutritiva) e estresse por aluminio (solucéo nutritiva com aluminio).
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3.5 Teor de aluminio e nutrientes na planta

Inicialmente foi proposta a determinacdo do teor de aluminio em raizes e
folhas. Contudo, para o experimento conduzido em solucdo nutritiva, ndo houve
material suficiente para a realizacdo da andlise das folhas no tratamento exposto ao
estresse por aluminio. Assim, as andlises foram realizadas apenas nas raizes. Para o
experimento conduzido em casa-de-vegetacdo, o teor de aluminio foi determinado para
raizes e folhas. A analise foi feita de acordo com Brauner et al. (1966), através de
oxidacdo da matéria seca, por incineragdo do material vegetal. Foi adicionado &cido
cloridrico (0,1 mol L™) ao material queimado, e o extrato formado foi tratado com
aluminon (0,10%) (sal de triaménio do acido aurintricarboxilico). O aluminon interage
com o Al para formar um complexo e a intensidade da cor desenvolvida é medida
usando um espectrofotdbmetro a 520 nm com referéncia a uma curva padrdo com
concentragdes predeterminadas de Al.

O nutrientes N, P, K, Ca, Mg e S foram analisados nas plantas por digestdes
nitrico-perclorica e sulfurica, de acordo com método de Raij et al. (2001). Partes de
amostras de raizes e folhas foram submetidas a solubilizacdo com 4&cido sulfarico
concentrado para oxidar a matéria organica e transformar nitrogénio organico em uma
forma mineral (sulfato de amonio). O contetido de N foi determinado pelo método semi-
micro Kjeldahl, destilacdo a vapor e titulacdo para quantificagdo de NH;. H,SO, e
catalisadores quentes transformam a proteina e os aminoacidos do tecido vegetal em N-
NH,4", que é destilado, complexado com &cido bérico, misturado com um indicador e
titulado com uma solucéo padrao de H,SQO, diluido.

Para determinar os teores de P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn, as amostras
foram primeiro solubilizadas com &cido nitrico (65%) e perclorico (70%). O teor de

fosforo foi determinado por espectrometria de vanadio amarelo. O anion H,PO, reage
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com molibdato (MoO,%) e vanadato (VO3*) num meio 4cido para formar um complexo
amarelo que absorve a luz na regido de 420 nm, que é detectavel com um espectrometro
UV-VIS. O teor de K foi determinado por espectrometria de chamas de emissdo em
comprimentos de onda entre 766 e 767 nm. Os teores de Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn
foram determinados por espectrometria de absor¢do atbmica com lampadas especificas
de catodo oco para cada elemento. Para evitar a interferéncia de ions nas determinagdes
de Ca e Mg, foram adicionadas solugdes de lantanio e estréncio.

O teor de enxofre foi medido por turbidimetria, que se baseia na turbidez
causada pela precipitacdo de ions sulfato por cloreto de bario na forma de sulfato de
bario (BaSO,). Esta turbidez foi quantificada usando um espectrometro UV-VIS. O
resto das amostras foram incineradas em um forno elétrico de mufla a uma temperatura
entre 500 e 550°C. A cinza resultante foi dissolvida numa solucéo diluida &cida de &cido
nitrico (0,1 mol L™). O extrato resultante foi utilizado para a determinacéo de B, que se
baseia na formagdo de um complexo de coloragcdo amarelo, resultante da reacdo do

acido bdrico com o reagente de azometina-H e foi determinado por espectrometria.

3.6 Quantificacéo de clorofila

A quantificacdo dos teores de clorofila a, b e total (a+b) sera feita por extracéo
em amostras de fragmentos foliares do terco médio da folha diagnostico +1, que
corresponde a primeira folha mais nova da planta que esteja completamente expandida e
com a auricula visivel. A analise sera de acordo com a metodologia de Carlin et al.,
(2012) em que 0,5 g de tecido vegetal sera macerado com 5 mL de acetona 80%, e ap0s
sera filtrado a vacuo com o volume final completado até 50 mL com acetona. Os
extratos passaram por espectrofotdmetro para leitura de absorbancia nos comprimentos

de onda de 663 nm (clorofila a), 645 nm (clorofila b) e 652 nm (clorofila total). Os
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teores de clorofila foram expressos em pg g* de massa fresca de acordo com as

equacOes (Eg. 1-3) a sequir:

Clorofilaa = ((12,7 X (Aes3) — 2,69 X (Aess)) X ) X 1000 (1)
Clorofila b = ((22,9 X (A645) — 4,68 % (A663)) X 100(I;XW) x 1000 (2)
Clorofila total (a + b) = (((Am;:slooo) 100(‘)/><W) x 1000 (3)

Onde: A= absorbéancia (nm); V= volume final do extrato (acetona 80% + clorofila); W=

massa fresca das amostras (g).

3.7 Oligonucleotideos para a analise de expressao génica por qRT-PCR

Para as andlises de gPCR foram selecionados 3 genes, previamente descritos na
literatura (CASU et al.,, 2004; VETTORE et al., 2001). Para todos os genes sao
relatados mecanismos relacionados com a tolerancia ao Al, seja pela via de estresse
oxidativo ou pela producdo de acidos organicos (Tabela 4).

Oligonucleotideos especificos para o controle enddgeno e para 0s genes
estudados foram desenhados utilizando o programa Primer 3 versdo 4.0
(www.frodo.wi.mit.edu/primer3), com parametros especificos para gPCR: contetido de
GC de 45 a 55%, Tm variando de 55 a 61 °C, ndo complementariedade entre os primers
e temperatura de hibridizacdo proxima para o par de primers para a amplificacdo de um

fragmento de aproximadamente 100 pb (GIULIETTI et al., 2001).
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Tabela 4. Genes selecionados para o estudo de expressdao génica em variedades de

cana-de-agucar

Gene Organismo Gene Bank Descricao Grupo Referéncia Sequéncia 5°- 3°
Saccharum . o (F) TGCATCACCAAGCTCTTTC
) . Succinato Acidos Casu et
SDH  hybrid cultivar ~ CF576911.1 . o
0117 desidrogenase organicos al.(2004) (R) CCACCTCCAATCATCTTCAC
Saccharum B (F) CTTGATGTAATGAGGGCAAATAC
Malato Acidos Vettore et
MDH  hybrid cultivar CA119663.1 . L.
desidrogenase organicos al.(2001)
SP803280 (R) AGGAGTGGGAGTAATCGTAAG
Saccharum Superoéxido
' _ ' P Estresse Vettore et (F) AACCCCGATGGTAAAACACA
SOD  hybrid cultivar  CA148508.1 dismutase/Cu- o
SP803280 7n oxidativo al.(2001) (R) AAGGTGGCAGTTCCATCATC
PAPINI-
Gene de (F) CCCTCTGGTGTACCTCCATTTG
POLI Poliubiquitina . TERZI et al.
referéncia
(2005) (R) CCGGTCCTTTAAACCAACTCAGT

F: Foward; R: Reward

3.8 Extracdo do RNA total de folhas e raizes

A extracdo de RNA total foi realizada a partir dos tecidos de folhas e raizes das

variedades de cana-de-acUcar cultivadas em solucdo nutritiva. A andlise de expressdo

génica foi realizada em tecidos de folhas e de raizes, pois de acordo com a literatura,

alguns genes podem ser expressos em ambos os lugares (LARSEN et al., 2005;

LARSEN et al.,, 2007) ou exclusivamente nas raizes (HUANG et al., 2009;

MAGALHAES et al., 2007; REZAEE et al., 2013), onde ocorrem as injurias causadas

pelo Al.

Para todas estas extracdes foi utilizado o reagente Trizol® (Invitrogen®),

baseando-se na metodologia descrita por Chomczyn e Sacchi (1987). A integridade do

RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (1%) em tampédo TAE (tampéo

Tris-Acetato-EDTA), contendo brometo de etideo (1pg/mL), em 90V por 20 minutos e

visualizados em luz UV. Apds, foi realizada uma quantificacdo por espectrofotometria

em NanoDrop 1000 Spectrophofometer (Thermo scientific), em comprimento de onda
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de 260 nm, e a pureza do RNA foi confirmada através da raz&o das leituras a 260 e 280

nm.

3.9 Sintese de cDNA por transcriptase reversa

Para garantir que ndo tenha contaminagdo por DNA, antes da sintese de cDNA
3 g de todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNase | amplification
grade (Invitrogen), em um volume de reacdo de 30 uL. Em cada tubo foram
adicionados 3 pL de DNAse I (1U/uL) e 3 uL do tampao de reagdo 10x. Os tubos foram
incubados 15 min a temperatura ambiente e a enzima foi posteriormente inativada pela
adigdo de 3 uL de EDTA 25 mM e incubagdo a 65°C por 10 min. A integridade do
RNA foi analisada em gel de agarose 1% e a quantificacdo do mesmo foi feita através
da leitura em espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) em
comprimento de onda de 260 nm. A pureza do RNA foi confirmada através da raz&o das
leituras a 260 e 280 nm.

Para a sintese de cDNA foi utilizado o RNA total de raiz da variedade
RB935744, submetida ao tratamento com aluminio em solugdo nutritiva, que possui
média tolerancia ao aluminio e que pode expressar 0S genes responsaveis por essa
caracteristica. A reagdo de sintese foi feita utilizando o Kit High Capacity cDNA
Reverse  Transcription (Applied Biosystems), que utiliza oligonucleotideos
randémicos para iniciar a sintese do cDNA. Na reacdo de sintese de cDNA foram
utilizados 5 pg de RNA total, tamp&o da enzima transcriptase reversa 1X, dNTPs 2,5
mM, oligonucleotideo randémico 1X, transcriptase reversa MultiScribe TM 2,5 U/uL e
inibidor de RNase 1 U/uL em um volume final de 20 pL. A reacdo foi realizada em
termociclador Eppendorf Mastercylcer Gradient (Eppendorf) com o seguinte programa:

65°C por 5 min, 25°C por 10 min, 37°C por 120 min, 85°C por 5 min e 4°C oo.
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3.10 Padronizacao e eficiéncia dos primers para a reacao de gPCR

O cDNA sintetizado foi usado para a padronizacgdo dos primers, e a eficiéncia foi
testada partindo-se de um pool de amostras de folha do tratamento controle da variedade
RB928064, em uma concentracdo de 50 ng. A partir dessa concentracdo de cDNA
foram realizadas dilui¢Ges seriadas em 0,5x, 0,25x, 0,125x e 0,625, correspondendo a
um total de 5 pontos.

Uma curva padréo de Ct (ciclo threshold) x quantidade de cDNA foi feita para
testar a melhor concentracdo de CcDNA a ser usada, a especificidade dos
oligonucleotideos e a eficiéncia da reacdo. A curva padrdo € um passo importante na
gPCR por determinar a melhor concentracdo a ser usada por cada par de primers de
forma que a amplificacdo A férmula para eficiéncia (E), E = [10¥"™®] -1, é usada para
o calculo de eficiéncia, sendo que para E = 100% é necessario um IR de 3,3, com
variacdo aceita de £ 0,3, sendo a curva linear com um R? > 0,99 (PFAFFL, 2006),
significando que o numero de moléculas molde dobra a cada ciclo da qPCR. Neste

trabalho, os parametros foram ajustados para uma eficiéncia entre 95 e 105%, R*> 0,95.

3.11 Analise de expressdo génica relativa por qPCR para os genes selecionados, em
variedades de cana-de-agucar submetidas ao tratamento com aluminio em solucéo
nutritiva.

O kit Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) foi utilizado
para as reacdes. O fluoroforo SYBR Green I, emite fluorescéncia ao se ligar ao DNA
dupla fita, a enzima uracil-N-glicosidase (UDG) e dUTP em substituicdo ao dTTP. A
enzima UDG remove residuos de uracila presentes em moléculas de DNA fita simples
ou dupla, evitando que DNA contendo uracila, resultante de amplificacdes prévias, sirva

como molde na reacdo. Apos 0 passo de descontaminacéo, a UDG ¢ inativada por altas
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temperaturas durantes os passos da gPCR, permitindo amplificacdo de sequéncias
genuinas. A qPCR foi realizada em volume de 10 pL contendo 2 uL. de cDNA, 5 uL de
Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG 1X, a concentracdo de cada
oligonucleotideo foi especifica de acordo com a eficiéncia de cada um, e o volume final
foi completado com agua DEPC. As andlises de expressdao génica foram feitas
utilizando a Poliubiquitina como gene enddgeno em todas as reagdes e os primers SDH
(succinato desidrogenase) e MDH (malato desidrogenase) que atuam nas vias de
producdo de &cidos organicos; e SOD (superéxido dismutase/Cu-Zn) que esta
relacionado com o estresse oxidativo em plantas. As concentra¢des usadas dos primers
foram 300 mM, 100 mM, 450mM e 450mM para Poliubuquitina, SDH e MDH
respectivamente.

A reacdo de amplificacdo foi realizada no aparelho Eco Real-Time System
(Illumina) nas seguintes condigdes: incubacgéo da UDG durante 2 min 50°C, ativacdo da
polimerase por 2 min a 95°C, seguida de 40 ciclos de 30 s a 95°C,30sa55°Ce40s a
72°C. A especificidade das amplificacdes foi confirmada por meio da analise da curva
de dissociacéo (melting) em ciclo recomendado pelo fabricante do equipamento de 15 s
a95°C, 15sa55°Ce 15sa95°C.

A anélise da curva de dissociacdo obtida no aparelho Eco Real-Time System
(lllumina) permitiu determinar se o produto de PCR desejado estava livre de produtos
de amplificacdo inespecificos como dimeros de primers. Os produtos de PCR podem ser
analisados pela curva de dissociacdo, pois cada molécula de DNA dupla fita tem uma
temperatura de dissociacdo caracteristica (Tm), na qual 50% das moléculas de DNA
estdo como dupla fita e 50% esta dissociada em fita simples. Durante 0 processo, a
mistura de reacdo é lentamente aquecida até 95°C e a fluorescéncia monitorada durante

todo o processo. A medida que os produtos amplificados comegam a desnaturar, 0 SYBR
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Green ¢é liberado do DNA dupla fita, o que resulta na diminuigéo da fluorescéncia. Uma
forte diminuicdo na fluorescéncia do SYBR é observada quando a temperatura alcanca a
Tm do produto de PCR presente na reagdo. A curva de dissociacdo de cada produto
depende do conteudo de GC, tamanho e sequéncia, permitindo a distin¢cdo de produtos
de amplificacdo especificos dos ndo especificos, como contaminagdo ou dimeros de
primers.

A andlise de expressdo génica é feita pela fase exponencial da reacdo, devido a
alta especificidade e precisdo. Em determinado tempo ap6s o inicio da amplificacdo, o
produto formado pela PCR é suficientemente forte para produzir um sinal acima do
limite arbitrario de deteccdo, chamado threshold, diferenciando a fluorescéncia
resultante da amplificacio amostral, da gerada pela fluorescéncia basal. E denominado
Ct (cycle threshold) quando esse limite € atingido, sendo que quando a eficiéncia da
reacdo € de 100%, a quantidade de produto dobra de maneira uniforme a cada ciclo.
Quanto maior for a expressao do gene alvo, maior o nimero de cOpias e menor o valor
de Ct. Dessa forma, é importante a calibracdo da quantidade de cDNA utilizada na

reacao para que a expressao nao seja subestimada.

3.12 Normalizag&o dos dados e célculo da expresséo relativa

As anélises foram realizadas em triplicatas técnicas de duas amostras bioldgicas
independentes. Para todas as reacdes foram adicionados controles negativos e um gene
de referéncia que € utilizado como gene calibrador da reacéo.

As analises de gPCR quantitativo para avaliar a expressdo diferencial foram

-AACT
2 C

realizadas pelo método , como descrito por Livak e Schmittgen (2001).
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Ap0s a obtencdo dos valores médios de Ct, a expressdo relativa € realizada pela
comparacdo da expressdo de um gene de interesse, ou gene alvo, com um gene de
referéncia que é o controle endégeno, sendo ACt = Ct gene alvo — Ct gene enddgeno.

Apods a normalizacdo do gene alvo pelo gene enddgeno, é realizada a
normalizacdo dos valores de Ct da expresséo génica de determinada condi¢do com a
condicdo que se quer comparar. Nesse estudo foram comparadas as plantas de cana-de-
acucar cultivadas em solucdo nutritiva com Al com as plantas controle, cultivadas sem a
presenca de Al. Sendo ACt = Ct plantas tratadas — Ct plantas nédo tratadas. Os valores
obtidos correspondem a expressao AACt, e sdo utilizados como poténcia de dois (2°
AACH “que indica quantas vezes os genes em estudo foram mais ou menos expressos nas

plantas tratadas quando comparados com a expressao nas plantas ndo-tratadas (LIVAK

e SCHMITTGEN, 2001).

4. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados das analises de teor de aluminio e de nutrientes e das medicoes
realizadas pelo IRGA foram submetidos a andlise de varidncia pelo programa
STATSOFT STATISTICA 7.0 e, havendo significancia pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade, as médias foram compararas pelo teste de Tukey a 5%.

Os resultados referentes a expressao relativa foram submetidos ao Teste t e foi
considerado significativo ao nivel de 5%, ou seja, p < 0,05, em um intervalo de 95% de

confianca.

61



5. RESULTADOS
5.1 Teor de nutrientes nas raizes e folhas

O efeito dos fatores “Al” e “variedades” foram significativos para o teor dos
nutrientes N, P, K, Mg e S nas raizes de cana-de-aglcar cultivadas em casa-de-
vegetacdo (Tabela 5). As variedades RB928064 e RB935744 apresentaram maior teor
de nutrientes nas raizes em comparacdo com a RB867515. Contudo, no tratamento com
Al, os teores de N, P e K observados na RB867515 foram maiores do os do tratamento

controle (Tabela 6).

Tabela 5. Quadro de andlise de variancia de trés variedades de cana-de-acucar
cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico, no tratamento
controle e com adi¢do de cloreto de aluminio, em relacdo ao teor nitrogénio, fdsforo,

potéssio, calcio, magnésio e enxofre nas raizes.

Fator de

Variagéo UGEElP

Nutrientes nas raizes
Nitrogénio Fosforo Potéssio Célcio Magnésio  Enxofre

Tratamentos 1 38.45%*  18.23%% 172502*%% 189.41** 3968.17** 61.09%*
Variedades 2 148.36%* 111.84** 2240.62** 228.17** 491.04** 30.54**
Cul x Trat. 2  57.62%%  12.17** 137221** 3.12ns 255.68** 11.07**

Residuo 24
Total 29
CV% 7.81 11.74 2.44 6.94 4.96 25.96

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01)
ns: nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p > 0.05)
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Tabela 6. Médias dos teores de N, P, K, Mg e S nas raizes de variedades de cana-de-

acucar cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico, em relagao

aos fatores tratamento (controle e Al) e variedades.

Tratamento

Controle

Aluminio

Controle

Aluminio

Controle

Aluminio

Média do teor de nutrientes nas raizes (g/kg)

Nitrogénio Fosforo
RB928064 RB935744 RB867515 RB928064 RB935744 RB867515
13.50 aA 10.00 aB 0.82 aA 0.56 aB 0.29aC
10.50 bA 6.00 Bc 0.61 bA 0.44 bB 0.34aC
Potassio Magnésio
RB928064 RB935744 RB867515 RB928064 RB935744 RB867515
24.46 aA 17.08 aB 3.90aA 3.51aB 1.76 aC
11.26 bB 12.81 bA 1.18 bA 0.67 bB 0.66 bB
Enxofre

RB928064 RB935744 RB867515

5.59 aA 3.09 aB 1.92 aC

2.11bA 1.59 bA 1.17 aA

Médias seguidas de letras minisculas iguais na coluna e maiusculas iguais na linha, ndo diferem pelo
Teste de Tukey a 5%.

A analise estatistica para o teor de Ca nas raizes mostrou-se significativa para o0s

fatores tratamentos (controle e Al) e variedades isoladamente (Tabela 5). O tratamento

com Al prejudicou o teor desse nutriente, sendo o valor observado menor em

comparagdo com o tratamento controle. (Tabela 7). Independentemente do tratamento, a

variedade RB928064 apresentou maior teor de Ca nas raizes, seguida pela RB935744 e

RB867515 (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias dos teores de Ca nas raizes de variedades de cana-de-agUcar
cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico, em relacdo ao fator

tratamento (controle e Al) e fator variedades isoladamente.

Tratamento Meédia do teor de calcio nas raizes (g/kg)
Controle 3.12a
Aluminio 2.19b
Variedade
RB928064 3.58a
RB935744 254D
RB867515 183¢c

Médias seguidas de letras minUsculas iguais na coluna néo diferem pelo Teste de Tukey a 5%.

Para os teores de N, P e K nas folhas, ocorreu interacdo estatistica entre 0s
fatores variedades e tratamento (Tabela 8). A influéncia da interacdo entre a variedade
de cana-de-aclcar e Al ocasionou um padrdo nutricional nas raizes diferente do
observado nas folhas. A variedade RB935744 apresentou maiores teores de P e de N,
enquanto a RB928064 apresentou maior de teor de K. O tratamento com Al néo afetou
os teores de N e de P, para a variedade RB867515, e os teores de K, para a RB928064
(Tabela 9). Os teores de Ca, Mg e S nas folhas foram significativos apenas para 0s
fatores variedades e tratamento isoladamente (Tabela 8). O tratamento com Al
ocasionou menores teores de Ca e Mg nas folhas, independentemente da variedade. A
variedade RB928064 apresentou maiores teores de Ca, Mg e S, seguido pela RB935744,
que diferiu apenas para S, onde o maior teor foi observado na variedade RB867515

(Tabela 10).
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Tabela 8. Quadro de andlise de varidncia de trés variedades de cana-de-acuUcar
cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico, no tratamento
controle e com adi¢do de cloreto de aluminio, em relacdo ao teor nitrogénio, fdsforo,

potéssio, calcio, magnésio e enxofre nas folhas.

Fator de
Variacdo VUGS
Nutrientes nas folhas
Nitrogénio Fosforo Potassio Célcio Magnésio  Enxofre
Tratamentos 1 11.31**  0.99ns 14.50**  30.18** 17.11** 1.97ns
Variedades 2 43.18**  39.47** 33.71**  34.22** 19.08** 21.45**

Cul.x Trat. 2 3.98** 13.71** 3.83* 2.63ns  0.67ns 0.91 ns

Residuo 24
Total 29
CV% 6.55 7.63 10.55 11.13 13.97 17.29

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05)
ns: ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p > 0.05)

Tabela 9. Médias dos teores de N, P, K, Mg e S nas folhas de variedades de cana-de-
acucar cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico, em relagao
aos fatores tratamento (controle e Al) e variedades.

Meédia do teor de nutrientes nas folhas (g/kg)

Tratamento
Nitrogénio Fosforo
RB928064 RB935744 RB867515 RB928064 RB935744 RB867515
Controle 16,20 aB 18,91 aA 13,93 aC 0.90 aB 1.01 bAB 1.07 aA
Aluminio 13,82 bB 17,33 bA 14,10 aB 0.77bC 1.24 aA 1.06 aB
Potassio

RB928064 RB935744 RB867515
Controle 13.05a8A 8.15aB 11.46 aA
Aluminio 11.10 bA 8.15aB 8.94 bB

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna e mailsculas iguais na linha, ndo diferem pelo
Teste de Tukey a 5%.
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Tabela 10. Médias dos teores de Ca, Mg e S nas folhas de variedades de cana-de-agUcar
cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico, em relacdo ao fator

tratamento (controle e Al) e fator variedades isoladamente.

Média do teor de nutrientes nas folhas (g/kg)

Tratamento Ca Mg
Controle 475a 234a
Aluminio 3.79b 1.89b

Variedade Ca Mg S

RB928064 5.05a 222 a 1.94 a
RB935744 443D 2.46 a 1.16 ¢
RB867515 3.32¢c 1.66 b 1.52b

Médias seguidas de letras minUsculas iguais na coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey a 5%.

As Figuras 9 e 10 indicam os teores dos nutrientes somados de raizes e folhas
para as variedades estudadas, em cada tratamento. Para N, P e K, a variedade RB928064
apresentou os maiores valores para os dois tratamentos, com exce¢do do P, onde o
maior teor foi no tratamento com Al na variedade RB935744. Os menores teores de
nutrientes foram observados na RB867515. Contudo, essa variedade apresentou a
menor alteragdo de teores nutricionais entre os tratamentos “controle” e “Al”, quando

comparadas com 0s outros genotipos. (Figura 9).
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Figura 9. Acimulo de nitrogénio, fosforo e potassio em cana-de-agucar cultivada em
LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distrofico, em tratamento controle e com
estresse pelo Al. (A) Nitrogénio em raizes e folhas em tratamento controle e com Al.
(B) Fosforo em raizes e folhas em tratamento controle e com Al. (C) Potassio em raizes
e folhas em tratamento controle e com Al. Média de 5 repeticdes. MS: Massa seca.

Barras representam erro padrao.
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Figura 10. Acumulo de magnésio, célcio e enxofre em cana-de-agucar cultivada em
LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distrofico, em tratamento controle e com
estresse pelo Al. (A) Magnésio em raizes e folhas no tratamento controle e com Al. (B)
Célcio em raizes e folhas no tratamento controle e com Al. (C) Enxofre em raizes e
folhas em tratamento controle e com Al. Média de 5 repeti¢cGes. MS: Massa seca. Barras

representam erro padréo.
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Para Mg, Ca e S, a variedade RB928064 apresentou os maiores valores para 0s
dois tratamentos e também a maior alteracdo entre eles, sendo o teor dos nutrientes nos
tecidos prejudicado pelo tratamento com Al. Excecdo para o Ca, onde a diferenca entre
os tratamentos foi semelhante entre as variedades. Os menores teores de Mg, Ca e S
foram observados para a RB867515, assim como a menor variagdo para Mg e S no
tratamento com Al (Figura 10). O perfil dos teores nutricionais observados entre 0s
gendtipos indica a variedade RB928060 como a mais exigente em nutrientes, a
RB935744 como intermediaria e a RB867515, sendo a mais rustica, apresentou menor

exigéncia nutricional.

5.2 Teores de aluminio nas raizes e folhas

A andlise estatistica para o teor de aluminio nas folhas foi significativa apenas
para variedades (Tabela 11). O maior teor nas folhas foi observado para a variedade
RB928064, enquanto para a RB935744 e RB867515 esse valor correspondeu quase a
metade (Tabela 12).

Para o teor de Al nas raizes, houve significancia estatistica para os fatores
variedades e tratamento, separadamente (Tabela 11).

Para o fator tratamento, considerando o controle e o com adicdo de Al, este
ultimo favoreceu o aumento do teor de Al nas raizes das variedades estudadas (491,65
mg kg™ de Al) (Tabela 12; Figura 11).

Para o fator variedades, a RB928064 apresentou menor teor de Al nas raizes,
independentemente do tratamento, seguido da RB935744 e RB867515 (Tabela 12-

Figura 11).
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Tabela 11. Quadro de analise de varidncia de trés variedades de cana-de-agUcar

cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico, no tratamento

controle e com adigdo de cloreto de aluminio, em relacdo ao teor de Al nas raizes e

folhas.
Fator de Variacéo GL Teste F
Teor de Al
Raizes Folhas
Tratamentos 1 12.4843 ** 0.0047 ns
Variedades 2 14.1262 ** 16.7415 **
Var. x Trat. 2 2.3761 ns 0.2925 ns
Residuo 12
Total 17
CV% 6.11 23.99

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01)
ns: ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p > 0.05)

Tabela 12. Médias dos teores de Al em raizes e folhas de variedades de cana-de-agUcar

cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico, em relacdo ao fator

tratamento (controle e Al) e fator variedades isoladamente.

Meédia do teor de Al (mg/kg)

Tratamento Raizes
Controle 444,02 b
Aluminio 491.65a

Variedade Folhas
RB928064 50.74a
RB935744 28.70b
RB867515 24.93b

Raizes
423.85Db

468.05 a
511.60 a

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 11. Média do acumulo de Al em variedades de cana-de-aglucar em
LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO distrofico. Teste de Tukey a 5% de
significancia. Letras maiUsculas comparam o acimulo de Al entre variedades para o

mesmo tecido (raiz ou folhas). MS: massa seca. Média de 5 repeticoes.

5.3 Teores de aluminio nas raizes do experimento em solucédo nutritiva

Para os mini-toletes de cana-de-acUcar cultivados em solucdo nutritiva em
camara de Fitotron, foi realizada a analise de variancia dos dados referentes aos teores
de aluminio nas raizes para a interacdo entre as variedades de cana-de-acUcar e 0S
tratamentos (controle e aluminio). O teste mostrou alta significancia estatistica para o0s
dois fatores e para a interacdo entre eles (Tabela 13), sendo aplicado o teste de Tukey
para a interacdo (Tabela 14). Esse resultado aponta que os teores de aluminio nas raizes,
em cada variedade, sdo dependentes ndo somente do teor de cloreto de aluminio

adicionado, mas também da variedade de cana-de-acUcar.
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Tabela 13. Quadro de analise de varidncia de trés variedades de cana-de-agUcar

submetidas a presenca e auséncia de aluminio em solugédo nutritiva.

Fator de Variacéo GL SQ oM F
Variedade 2 134523349.93 67261674.97 0.0054™
Tratamento 1 242389923.61 242389923.61 0.0196™
Cul. X Trat. 2 111341657.99 55670828.99 0.0045™
Tratamento 5 488254931.53 97650986.31 0.0079™
Residuo 12 14.84 1.24
Total 17 488254946.37

“significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

Assim como o resultado observado para o teor de Al analisado nas variedades de
cana-de-acucar cultivadas em casa-de-vegetacdo, a RB928064, apresentou
estatisticamente o menor teor de aluminio nas raizes em comparacdo com as outras

variedades utilizadas no experimento (Tabela 14).

Tabela 14. Médias dos teores de aluminio nas raizes de cana-de-agUcar cultivadas em

solucdo nutritiva, no tratamento controle e com adi¢do de cloreto de aluminio.

Variedade Média teor de Aluminio (mg/kg)
Controle Aluminio
RB928064 4740.79 bB 5050.167 cA
RB935744 6053.31 aB 17130.26 aA
RB867515 2906.05 cB 13537.45 bA
CV% =0.01 DMS colunas = 2.42 DMS linhas = 1.98

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna e maidsculas iguais na linha, ndo diferem pelo
Teste de Tukey a 5%.

Um ponto que chamou a atencdo foi o alto teor de aluminio no tratamento
controle do experimento em solucdo nutritiva (Tabela 14). Com isso, foi realizada uma
analise, com a mesma metodologia empregada para as raizes, do teor de aluminio no
substrato utilizado para a germinacéo dos toletes de cana-de-agucar, a vermiculita. Apés
a germinacéo, os toletes foram lavados e limpos para a retirada da vermiculita, contudo,
por ser de tamanho pequeno ela adere fortemente as raizes e ndo é possivel a retirada

total do material para ndo ocorrer danos a raiz por abrasdo. A analise mostrou que a
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vermiculita apresenta um alto teor de aluminio (2065 mg/kg). Contudo, esse aluminio
ndo interfere no desenvolvimento radicular, pois ndo estd em sua forma disponivel. O
Al s6 foi mensurado devido a amostra ter sido incinerada a 550°C por trés horas para a
realizacdo da anélise.

Apos a coleta do experimento em solugéo nutritiva, foi feita a comparacéo por
meio de registro fotografico do tratamento controle com o tratamento que recebeu
cloreto de aluminio (Figura 12 e 13). Para todas as variedades, o tratamento controle
(sem a adicdo de aluminio) apresentou maior quantidade de raizes, maior comprimento
e coloracdo mais clara, em comparagdo com o tratamento que recebeu aluminio. A cor
amarronzada apresentada pelo tratamento com aluminio é uma caracteristica do dano
causado pelo metal a célula podendo leva-la a morte e prejudicando o desenvolvimento
radicular.

O Al possui alta reatividade quimica e bioldgica, aumentando a potencialidade
de sua toxicidade. Esta inclui a interacdo com os carboidratos e proteinas da parede
celular, interacdo e alteracdo da membrana plasmatica da raiz, deslocando o Ca®* da
bicamada lipidica e blogqueando o transporte de ions. Dentro do citoplasma pode causar
mudangas no citoesqueleto e danos ao DNA (KOCHIAN, 1995; KOCHIAN et al.,
2004). Essas mudancas estruturais na raiz também podem envolver modificagdes na
endoderme, rompendo de membranas celulares que irdo interferir na seletividade ibnica,

alterando a absorcdo e a translocacdo de nutrientes das raizes para a parte aérea.
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RB 935744

RB 867515

Figura 12. Plantas de cana-de-acUcar apds a coleta para as analises finais. Comparacao

dos tratamentos com (+ Al) e sem (-Al) a presenca de aluminio.
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Figura 13. Danos causados pelo Al as raizes de cana-de-acUcar. A e B. paralisacdo do

crescimento radicular, intumescimento do &pice radicular e coloragdo marrom; C.

excesso de raizes adventicias.

5.4 Analises fisiolégicas de trocas gasosas

Houve significancia estatistica para a interacdo entre tratamentos e variedades
para os parametros: taxa de transpiracdo e condutancia estomatica (Tabela 15). A
variedade RB928064 apresentou os maiores valores no tratamento controle, e sofreu
decréscimo no tratamento com Al. As variedades RB867515 e RB935744 ndo
apresentaram diferenca significativa no tratamento com Al em relagdo ao controle
(Tabela 16 — Figura 14).

Os resultados para a taxa de fotossintese foram significativos somente para o
fator variedades (Tabela 15). A RB928064 e RB867515 apresentaram quase o dobro de
eficiéncia de acimulo de CO, em comparagdo com a RB935744, independentemente do

tratamento (Tabela 17).
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Tabela 15. Quadro de analise de variancia de trocas gasosas em trés variedades de

cana-de-agucar cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distréfico, no

tratamento controle e com adicdo de cloreto de aluminio.

Fator de Variacdo  GL

Transpiracdo
(mmol H,0 m?s™)

Teste F

condutancia estomatica
(mol H,0m? %)

taxa fotossintética
(umol CO, m? s

Tratamentos 1 19.3277 ** 19.000 ** 2.7403 ns
Variedades 2 4.6426 * 2.7368 ns 10.3118 **
Cul. x Trat. 2 6.0530 * 5.2632 * 0.7765 ns
Residuo 12
Total 17
CV% 22.29 24.02 20.50

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05)
ns: ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p > 0.05)

Tabela 16. Médias de trocas gasosas nas folhas de cana-de-acUcar cultivadas em

LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distrofico.

Tratamento Transpiragdo (mmol H,0 m%s™) Condutancia estomatica (mol H,Om™ s™)
RB928064 RB935744 RB867515 RB928064 RB935744 RB867515

Controle _ 14133aA  0.7533aB  0.9067aB  00700aA  00400aB  0.0500 aAB
Aluminioc  0.6000bA  0.6133aA  0.7067aA  0.0267bA  0.0300aA  0.0400 aA

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na coluna e maiusculas iguais na linha, ndo diferem pelo
Teste de Tukey a 5%; ns: ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p > 0.05)

Tabela 17. Médias da taxa fotossintética nas folhas de variedades de cana-de-agucar

cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELDO Distréfico, em relagéo ao fator

variedades.
Variedade Taxa fotossintética (umol CO2 m?s™)
RB928064 8754
RB935744 454 b
RB867515 865a

Médias seguidas de letras minGsculas iguais na coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 14. Parametros fisioldgicos analisados em folhas de variedades de cana-de-
acucar em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO distrofico em tratamento controle
e com estresse por Al A. condutancia estomética; B. transpiragdo; C. taxa
fotossintética. MinGsculas comparam os tratamentos dentro de cada variedade,
maiusculas, comparam as variedades dentro de cada tratamento. Média de 5 repeticGes.

5.5 Teores de clorofilas

O teste F para os teores de clorofila a, b e total (a+b), estd apresentado na
Tabela 18. Houve significancia estatistica para a interacéo entre os fatores variedades de
cana-de-agucar e o tratamento (controle e Al) para todas as analises.

A variedade RB928064 apresentou 0s maiores teores de clorofilas no tratamento
com Al O Al ocasionou decréscimo de quase 50% no teor de clorofila a para a

RB867515 (48,21%), e clorofila b para a RB935744 (49,35%) (Tabela 19; Figura 15).
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Para teores de clorofila b e total (a+b), a variedade RB928064 apresentou valores

estatisticamente superiores no tratamento com Al em relacdo ao controle (Tabela 19).

Tabela 18. Quadro de analise de variancia de trés variedades de cana-de-acUcar
cultivadas em LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distrofico, no tratamento
controle e com adicédo de cloreto de aluminio, em relacdo aos teores de clorofila em pg

g™ de massa fresca (MF).

Fator de Variacao GL Teste F
Teores de clorofilas (pug g™* MF)
Clorofila a Clorofila b Total (a+b)
Tratamentos 1 11.1432 ** 1.9870 ns 2.2608 ns
Variedades 2 3.7706 ns 1.6617 ns 3.4555 ns
Cul. x Trat. 2 6.2519 * 24.2020 ** 9.4492 **
Residuo 12
Total 17
CV% 21.07 25.27 25.36

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01); * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0.05); ns: ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p > 0.05)

Tabela 19. Médias dos teores de clorofilas nas folhas de cana-de-agucar cultivadas em
LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distrofico, no tratamento controle e com

adicdo de cloreto de aluminio.

Tratamento Teores de clorofilas (ug g™ MF)
Clorofila a

RB928064 RB935744 RB867515
Controle 2.82 aB 3.14aB 4.75 aA
Aluminio 3.17 aA 2.03aA 2.46 bA

Clorofila b

RB928064 RB935744 RB867515
Controle 1.10bB 4.64 aA 4.90 aA
Aluminio 6.21 aA 2.35bB 4.02 aB

Total (a+h)

RB928064 RB935744 RB867515
Controle 4.36 bB 8.86 aA 10.30 aA
Aluminio 8.26 aA 4.10 bB 7.29 aAB

Médias seguidas de letras minUsculas iguais na coluna e maitsculas iguais na linha, nao diferem pelo
Teste de Tukey a 5%.
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Figura 15. Teores de clorofilas em variedades de cana-de-aclcar em LATOSSOLO
VERMELHO-AMARELO distrofico em tratamento controle e com estresse por Al.
Minlsculas comparam os tratamentos dentro de cada variedade para cada tipo de
clorofila e letras mailsculas comparam variedade dentro de cada tratamento para cada

tipo de clorofila. MS: massa fresca. Média de 5 repeticdes.

5.6 Analises de Expressdo Génica por qPCR

Os genes SDH, MDH e SOD foram analisados em 3 variedades de cana-de-
acucar em relacdo a sua expressao relativa, quando estas foram submetidas ao estresse
por Al em solucdo nutritiva.

As variedades tratadas com Al apresentaram maior expressdo dose genes em
comparacdo ao controle (Figura 16). A variedade RB928064 apresentou maior
expressdo do gene MDH e SOD, relacionados com a producdo de acidos organicos e

estresse oxidativo respectivamente, nas folhas (2,66 e 1,21 vezes, respectivamente) em

79



comparacdo com as folhas controle, e aumentou a expressdo do gene SOD nas raizes
(1,31 vezes) em comparacgdo com as raizes controle (Figura 16A).

A variedade RB935744 apresentou aumento na expressdo génica de MDH e
SOD em folhas (2,18 e 2,74 vezes, respectivamente) em comparacdo as folhas controle
e maior expressdo do gene SDH em raizes (2,14 vezes), relacionado a producdo de
acidos organicos, em comparagdo com raizes controle (Figura 16B).

A variedade RB867515, apresentou expressdo aumentada dos trés genes
analisados nas raizes (2,02 vezes, 3,35 vezes e 2,36 vezes para SDH, MDH e SOD,

respectivamente) em comparagao com as raizes controle (Figura 16C).
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Figura 16. Expressdo de genes de variedades de cana-de-agucar em solucdo nutritiva
com Al. A. Variedade RB928064; B. Variedade RB935744 C. Variedade RB867515.
Genes: SDH (Succinato desidrogenase); MDH (Malato desidrogenase); SOD
(Superdxido dismutase Cu-Zn) O gene da POLI (poliubiquitina) foi utilizado como
controle enddgeno. Cada ponto de dados representa a média de seis réplicas (duplicata
bioldgica e triplicata da reacdo gPCR). As barras de erro foram calculadas de acordo
com Livak e Schmittgen (2001). Asteriscos indicam valores significativos.
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6. DISCUSSAO
6.1 Incubacéo do solo com calcéario e Al

Em solo adequado para nutrigdo de plantas, a maior parte da capacidade total de
troca de cétions (CTC) deve ser ocupada por cations essenciais, como Ca**, Mg®* e K,
que caracterizam um solo eutréfico com V% maior que 50%. Se uma parte importante
da CTC for ocupada por H* e AI** (ou seja, V% inferior a 50%), o solo sera distréfico e
terd limitacGes para garantir um desenvolvimento satisfatorio a planta. Embora a CTC
do solo incubado com Al se apresente maior que o solo com calcario, os fons H" e AI**
predominaram nos sitios de adsor¢do. Solos com grandes problemas de fertilidade
possuem alto teor de Al trocavel (maior que 3 mmol. dm?), bem como saturacéo de Al
(M%) maior que 50%. Os valores m% (56,76%) e Al trocavel (21 mmol, dm™) foram
altos o suficiente para garantir um nivel satisfatorio de estresse para as variedades de

cana-de-agUcar expressarem seu comportamento em resposta a altos niveis de Al em

solos de baixa fertilidade.

6.2 Teores de nutrientes e de Al em raizes e folhas

As variedades seguiram o mesmo padrdo de teores de nutrientes e de Al nas
raizes. A RB928064 e a RB935744 apresentaram maiores teores de nutrientes e 0 menor
de Al nas raizes. A RB867515 apresentou maior teor de Al nas raizes e menores teores
nutrientes nesse tecido. A Tabela 20 apresenta a faixa adequada de nutrientes para a

folha diagndstica de cana-de-agUcar, de acordo com Raij et al. (1996).
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Tabela 20. Faixa adequada de nutrientes em folhas diagndsticas de cana-de-agucar.

N P K Ca Mg S

-1

g kg

18-25 1,5-3,0 10-16 2,0-8,0 1,0-3,0 1,5-3,0

Todas as variedades apresentaram teores de Ca e Mg considerados adequados.
Mesmo com as adubacdes de plantio e de cobertura feitas corretamente de acordo com a
analise de solo, nenhuma variedade atingiu valor adequado de P nas folhas. Para N,
somente a RB935744 ficou dentro do teor aceitavel. Para K, as variedades RB928064 e
RB867515 atingiram valores dentro da faixa e para S a RB935744 ndo apresentou teor
adequado. No entanto, durante o experimento, as plantas ndo apresentaram sintomas
visuais de deficiéncia nutricional.

A maior absorcéo de nutrientes em condi¢des de estresse por Al contribui para
menor ocorréncia de danos as células e ao desenvolvimento da planta como um todo.
Basso et al. (2003) verificaram menor proporg¢édo de Ca, P, K e Mg em eucalipto com o
aumento das doses de Al. Em arroz, os elementos minerais nas raizes e folhas
decresceram com o aumento do teor de Al (MENDONCA et al., 2003).

Com a permeabilidade alterada, a 4gua e os nutrientes ndo entram na célula, e a
planta se torna mais suscetivel a seca e ao estresse nutricional. Isso foi observado em
celulas de raizes de milho submetidas ao Al, onde mudancas na integridade celular do
apice radicular resultaram em menor absor¢do de Ca, Mg e K (WANG et al., 2015).

Também em plantas de milho, Anjum et al. (2016), em estudo de toxidez por Al,
verificaram reducdo na produtividade e aumento na absor¢do do metal em diferentes
partes da planta. Mesmo com o experimento feito em pH 6,47, foi observado danos ao

crescimento da planta, o que os autores atribuiram ao estresse oxidativo, aos efeitos
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negativos a divisao celular e & competicdo por absorcédo de ions similares ao Al, que sdo
requeridos para o desenvolvimento da planta.

A variedade RB867515, apesar de apresentar o0 maior teor te Al e 0S menores
teores de nutrientes nos tecidos, mostrou maior resiliéncia nos teores de nutrientes
quando submetida ao estresse por Al. O fato de ela ser considerada uma variedade
rastica pelo seu programa de melhoramento, pode contribuir para seu desenvolvimento
em solos menos férteis.

Moustaka et al. (2016) verificaram que em variedades de trigo, a Al-resistente
apresentou maior teor de Ca** e Mg®" nas folhas, menor absorcdo de Al e estresse
oxidativo, em comparacdo com a variedades Al-sensivel. Os ions de Ca e Al competem
pelo mesmo sitio do carregador ativo no processo de absor¢do, causando uma inibicdo
competitiva (MALAVOLTA et al, 1997) e, consequentemente, uma menor
concentracdo de Ca nos tecidos.

O Al possui afinidade 500 vezes maior que o0s outros cations pela
fosfatidilcolina, o principal lipideo da membrana celular, (AKESON et al., 1989;
AKESON e MUNNS, 1989). Assim, ele é capaz de deslocar cations como o Ca?*,
causando danos estruturais as células, além de elevar a producédo de espécies reativas de
oxigénio danificando os &cidos graxos poli-insaturados das membranas (MOSSOR-
PIETRASZEWSKA, 2001). A ligagdo do AI** & membrana plasmatica altera sua
superficie negativa. Isso induz a despolarizacdo, especialmente no apice radicular, que é
a zona mais sensivel ao Al e também a mais ativa. Essas alteraces nas propriedades da
membrana plasmatica afetam o transporte de ions (HORST et al., 2010).

A analise de um conjunto de respostas da planta ao estresse por Al pode servir
como orientacdo para aloca-la nos ambientes de producdo mais Vvidveis para seu

desenvolvimento. Contudo, é preciso considerar sempre as condi¢gdes edaficas. De
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acordo com Khu et al. (2012), a planta pode apresentar tolerancia a acidez do solo e se
desenvolver satisfatoriamente em solos com menor oferta de nutrientes. Contudo, pode
ser sensivel ao Al, problema que atinge grande parte dos solos acidos brasileiros.

O primeiro contato do Al com a planta ocorre na parede celular, momento em
que é absorvido por fluxo de massa e se acumula principalmente no apoplasto
(VAZQUEZ et al., 1999). Nessa area da estrutura radicular, ocorrem 0s primeiros
efeitos toxicos do Al, para posteriormente ser translocado em maior ou menor
proporcao, para diferentes partes da planta. A raiz € o primeiro 6rgdo que tem contato
com o Al e pode ser onde se encontra 0s maiores teores do metal (BIDAR et al., 2007).
De acordo com Mallick et al. (2010), a imobilizacdo do Al dentro das células corticais
da raiz, pode ser um mecanismo da planta para evitar um efeito fitotdxico, evitando o
acumulo em outros tecidos. O teor de Al nas folhas ndo seguiu a mesma tendéncia que
0 observado nas raizes. Contrariamente, a RB928064 apresentou maior teor de Al nas
folnas em comparagcdo com as outras variedades, onde os maiores teores foram
observados na raiz.

O actimulo de Al é um mecanismo de desintoxicacdo onde um quelato é
formado entre o Al e um &cido orgénico. Com esta estrutura, o Al pode ser armazenado
no vacutolo ou no citosol das células da raiz e também translocado para as folhas.
(VONDRACKOVA et al., 2015; WANG et al., 2015). Uma vez ligado a um &cido
organico e compartimentado em uma estrutura celular, ndo tem efeito fitotdxico na
planta. A diferenca nos valores de Al apresentados pelas variedades de cana-de-agucar
estudadas sugere diferentes comportamentos frente a toxidez por Al, utilizando-se de
diferentes mecanismos para lidar com o metal. O maior teor de Al nas folhas da
variedade RB928064, juntamente com sua maior capacidade de absorver nutrientes,

pode ser atribuido a atividade de transportadores que atuam na membrana plasmatica,
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gue removem o Al dos sitios negativos do apoplasto radicular, transportando-o através
do simplasto e o armazenam nos vacutolos, com o objetivo diminuir o nivel de Al tdxico
que causaria a ruptura celular e prejudicaria o crescimento das raizes (KLUG e HORST,
2010).

Apesar de as variedades apresentarem a mesma tendéncia de teores de Al,
quando cultivadas em solucdo nutritiva, esse valor € significativamente maior pelo fato
do Al estar mais disponivel, além de a vermiculita poder ter colaborado com o aumento
desses valores. No solo, o Al pode estar ligado a outros compostos como o fdsforo,
acidos organicos e matéria organica, tornando-o indisponivel para a planta.

Nesse trabalho, o teor de Al em folhas e raizes foi quantificado por
espectrofotometria, mas o teor de AI** que causa danos as raizes pode ser menor do que
0 quantificado por esse método. Isso porque sdo detectadas todas as formas de Al,
inclusive as ligadas com outros componentes, formando compostos estaveis como Al-
fosfato, Al-citrato, Al-malato, etc. Além disso, o Al também pode estar inativo por
algum componente da planta, como a parede ou membrana celulares, ou por ligantes

encontrados no citoplasma ou vactiolos (DARKO et al., 2004).

6.3 Raizes laterais

Nos registros fotograficos realizados no experimento conduzido em solugédo
nutritiva, foi possivel visualizar a diferenca das raizes no tratamento controle e quando
expostas ao Al. Independentemente da variedade, o estresse causado pelo Al danificou o
apice radicular formando calose e estimulando a formagao de raizes laterais.

As variedades RB935744 e RB928064 apresentaram uma quantidade semelhante
de raizes, enquanto para a RB867515 o volume e o comprimento das raizes foram

maiores para os dois tratamentos. Essa caracteristica apresenta uma vantagem no

86



tratamento com Al, permitindo a planta explorar maiores areas de solo e em maior
profundidade quando submetida ao estresse. Como o apice radicular é lesionado pelo
Al, impedindo seu crescimento e o0 aporte de &gua e de nutrientes, a planta usa como
estratégia a emissdo de maior quantidade de raizes adventicias para tentar suprir esse
dano.

O Al em contato com a raiz pode interferir em poucos minutos ndo sé no
alongamento da célula, mas também na inibicdo da divisdo celular. Esse efeito pode ndo
ser exclusivo somente pela sua toxicidade as células, mas também pelo fato de inibir o
transporte de auxina (KOLLMEIER et al., 2000). Os danos causados pelo Al podem
levar a queda de produtividade devido a limitacdo das raizes na obtencdo de &gua e
nutrientes (KOCHIAN et al., 2004).

A formacdo de raizes laterais € um sistema de defesa da planta quando a raiz
principal comega a perder sua funcéo de captar &gua e nutrientes. Esse sintoma é melhor
visualizado em experimentos com solucdo nutritiva do que quando conduzidos em solo
como substrato. 1sso ocorre porque em solugdo nutritiva as raizes ndo sdo danificadas
no momento da coleta e ha alta atividade de Al em solucdo. Além das raizes laterais, é
possivel visualizar a formacdo de axes ao longo da raiz principal, onde o crescimento
das raizes laterais é rapidamente inibido e somente essas pontas podem ser distinguidas,
indicando que houve uma tentativa de suprir a deficiéncia da raiz principal. Para
condicBes de campo, as raizes laterais estdo expostas a uma menor atividade do Al e
essa resposta adaptativa pode evitar a morte da planta pela toxicidade ao Al. Contudo,
quanto mais raizes laterais a planta emitir, mais sensivel ela seria ao danos causados
pelo Al (BARCELO e POSCHENRIEDER, 1990).

Estudando raizes de plantas de faia (Fagus sylvatica) e de abeto (Picea abies),

Rost-Siebert (1984) descreveu 3 estagios de alteracdes causadas pelo Al. No estagio 1,
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as raizes primarias da coifa podem estar alteradas ou mortas, mas as plantas ainda sédo
capazes de desenvolver novas raizes a partir de regides com tecidos ainda intactos.
Nessa fase, o surgimento de raizes laterais é impedido, uma vez que ainda ha
dominancia apical. No estagio 2, as raizes da coifa apresentam-se inchadas e necréticas.
Ocorre a desintegracdo da epiderme e o cortex se desprende do cilindro central,
podendo surgir um grande nimero de raizes laterais. No estagio 3, as raizes ja estdo

mortas, necroticas e com coloracdo parda, e nenhuma raiz lateral surge.

6.4 Trocas gasosas e teores de clorofilas

Em relacdo aos parametros fisioldgicos de troca gasosa, as variedades
mostraram-se ndo responsivas ao aumento do teor de Al no solo. Um efeito indireto do
Al é o estresse devido a falta de agua resultante de danos no sistema radicular. Isso
prejudica a absorcdo de agua pela raiz. Mesmo o estresse moderado devido a falta de
agua causa uma diminui¢do na condutancia estomatica (gs), na taxa de transpiragdo (E),
na concentracao interna de CO, (Ci) e na taxa de fotossintese (FERREIRA et al., 2017).

Para as analises de transpiracdo e condutdncia estomatica, a variedade
RB928064 apresentou os maiores valores em relagdo ao tratamento controle e foi a
Unica para a qual esses parametros diminuiram com o aumento do teor de Al no solo. A
transpiracdo (E) é medida como a diferenca de concentracdo do vapor de agua entre a
entrada e saida do ar da camara do IRGA, multiplicado pela taxa de fluxo através da
camara, sendo o resultado dividido pela area foliar. Com a transpiracao e a concentragdo
do vapor de agua é possivel calcular a condutancia foliar de vapor de &gua (gs). A
condutancia foliar é proporcional ao tamanho e nimero de estdmato e de sua abertura,
sendo dependente de fatores ambientais como radiacao solar, potencial hidrico, umidade

do solo, fatores inerentes a especie entre outros (NIELSEN e ORCUTT, 1996). Os
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estdmatos sdo estruturas epidérmicas, formados por duas células estomaticas que
delimitam uma fenda, duas ou mais células anexas adjacentes e uma cémara
subestomatica. Podem ser encontrados em flores, frutos e caules jovens, mas
principalmente nas folhas. E através dos estdmatos que ocorre uma comunicagéo direta
do interior da planta com o ambiente (TAIZ e ZEIGER, 2013). Os estOmatos séo
utilizados para o equilibrio de vapor d’4gua e balango de energia entre a planta e 0 meio
ambiente. Assim, uma reducdo na condutancia estomatica afeta toda a interacéo planta-
ambiente, interferindo diretamente no balanco de calor sensivel da planta, na absor¢do
de CO; e na taxa de fotossintese (BASNAYAKE et al., 2015). A diminuicdo da taxa de
transpiracdo e a condutancia estomatica da variedade RB928064 refletem uma resposta
a presenca de Al. Quando a estrutura e funcdo da raiz séo alteradas pela presenca do Al,
a absor¢do de &gua e nutrientes muda. A reducdo da perda de agua através da reducdo
da transpiracdo e condutancia estomatica pode fazer a planta ser capaz de resistir a
danos por um periodo mais longo.A fotossintese é estimada como sendo a taxa de
assimilacdo de CO,, medida pela diferenca do fluxo de concentragdo de CO, do ar que
entra na cadmara do IRGA e o ar que fica na folha, sendo a taxa resultante dividida pela
area foliar. As variedades RB928064 e RB867515 apresentaram as maiores taxa de
fotossintese em comparacdo com a RB935744, ndo sofrendo interferéncia quando no
aumento da dose de Al no solo. Nao é possivel afirmar que ao longo do tempo néo
ocorra uma reducdo na taxa fotossintética, uma vez a cana-de-aglcar pode permanecer
até 18 meses no campo. Com o aumento do estresse sofrido pela planta, a parte
fotoquimica da reacdo de fotossintese pode comecar a ser prejudicada. Ecco et al.
(2014), estudando duas variedades de cana-de-actcar em relagdo aos efeitos do Al e
déficit hidrico, concluiram que a RB867515 néo apresentou diferencas significativas em

relacdo aos tratamentos em comparagdo com a RB855536.
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Para os pigmentos analisados, clorofila a, b e total (a+b), a variedade
RB928064, ndo apresentou decréscimos quando no tratamento com Al. Ao contrario,
houve aumento nos teores de clorofila b e total, quando exposta a maiores doses de Al.
Houve decréscimo significativo em clorofila b e total para a variedade RB935744, e
somente de clorofila a para a variedade RB867515 As moléculas de clorofila possuem
como atomo central o0 Mg, e o N estd diretamente ligado a sintese de pigmentos
fotossintéticos. A RB867515 apresentou baixo teor de Ca, Mg e N nas folhas e mesmo
ndo acumulando altos valores de Al nesse tecido, sua eficiéncia em manter atividades
fisioldgicas em condigBes de estresse por Al ndo foi suficiente para manter altos teores
de pigmentos fotossintéticos. A clorofila a é utilizada na realizagdo do primeiro estagio
da fotossintese, a fotoquimica, enquanto que a clorofila b € um pigmento acessério que
auxilia na absorcdo de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros de
reacdo (TAIZ e ZIEGER, 2004). Carlin et al. (2012), estudaram variagéo nos teores de
clorofilas em cana-de-agicar em condi¢cfes de deficiéncia hidrica e de toxicidade por
Al. Apesar de ter ocorrido decréscimo nos teores fotossintéticos, esse pardmetro se
mostrou mais sensivel em relagdo ao estresse hidrico do que ao estresse por Al.

A diminuicdo na taxa fotossintética, trocas gasosas, taxa de transpiracdo e nos
pigmentos de clorofila a e b, devido & toxicidade pelo Al, ja foram relatadas em outras
culturas como o milho (LIDON et al., 1999), trigo (MOUSTAKAS et al., 1996), citrus
(CHEN et al., 2005; JIANG et al., 2008), pinus (OLEKSYN et al., 1996) e soja
(ZHANG et al., 2007). Em centeio, as variedades ‘D. Zlote’ e ‘Riodeva’, consideradas
tolerante e sensivel ao Al, respectivamente, também apresentaram queda na taxa
fotossintética, de transpiragdo e de condutincia estomatica. Apesar de ‘D. Zlote’
apresentar menores valores para esses parametros, a variedade ‘Riodeva’ teve um

decréscimo acentuado ja na segunda semana de exposi¢do ao Al (SILVA et al., 2012).
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Em todos esses trabalhos € salientada a importdncia do tempo de conducdo do
experimento para o entendimento dos efeitos do Al nas folhas. O Al absorvido pelas
raizes demanda um tempo de exposicdo para sua translocacao até as folhas, e s6 assim
estas comegam a apresentar sintomas de problemas no processo fotossintético e refletir
a diminuicdo das raizes na capacidade de absorver agua e nutrientes. A medicdo de
alteracOes na parte aérea das plantas pelo Al deve ser baseada em tempo de exposicao

suficiente para que ndo ocorra falsa interpretacdo dos resultados.

6.5 Andlises da Expressdo Génica

Este estudo combinou a anélise da expressao génica com pardmetros nutricionais
e fisiologicos para um estudo mais completo dos efeitos do Al na cana-de-agucar. A
avaliacdo ao Al no campo € trabalhosa e requer muito tempo para obter resultados.
Além disso, existem outras variaveis que ndo estdo presentes em condicGes de
laboratério. Assim, € importante usar um conjunto de métodos estabelecidos para
avaliar a resposta das plantas ao Al.

Os resultados referentes a analise da expressdao dos genes SDH e MDH,
relacionados com a producdo de acidos organicos, e do gene SOD, relacionado com o
estresse oxidativo, apresentou diferencas entre as variedades de cana-de-aglUcar. As
variedades RB928064 e RB935744 apresentaram um padrdo de aumento de expresséo
génica nas folhas, enquanto a variedade RB867515 esse aumento de expressdo ocorreu
exclusivamente nas raizes.

As variedades RB928064 e a RB935744 apresentaram maior expressao do gene
MDH em folhas tratadas com Al em comparacdo com folhas do grupo controle. Este
gene é responsavel pela reducdo reversivel do oxaloacetato em malato. Nas plantas, o

malato atua na respiracdo, absorcdo de nutrientes, movimento estomatico, assimilacao
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de nitrogénio, fotossintese do metabolismo &cido e oxidag&o de acidos graxos (MILLER
etal., 1998; VANCE e HEICHER, 1991).

Alguns estudos discutem a relagdo entre a producdo de acidos organicos e a
expressdo do gene MDH em folhas. Na alfafa submetida ao estresse por Al, a aplicagéo
foliar de &cidos orgéanicos (&cido succinico, acido citrico, &cido mélico e &cido oxalico)
diminuiu os efeitos tdxicos do Al e promoveu maior expressdo do gene MDH. Os
autores sugerem que os &cidos oxalico e malico contribuem para a resisténcia exdgena
da alfafa ao Al, enquanto o &cido succinico aplicado na folha pode estar associado ao
aumento da concentracdo enddgena de acidos organicos nas raizes, contribuindo para a
desintoxicacdo interna do Al na alfafa. (AN et al., 2014). Em Citrus grandis, a resposta
ao cultivo com Al resultou em diferenca no metabolismo de acidos orgénicos entre
raizes e folhas, com maior producdo pelas folhas de malato e citrato (CHEN et al.,
2009). Yang et al. (2001), observaram que em soja, a tolerancia ao Al é induzida pelo
aumento do acumulo de acidos organicos nas folhas e exudacdo de citrato pelas raizes.
Em plantas de tabaco transgénico, com o gene MDH superexpresso nas folhas, ocorreu
um aumento na exudacdo de acido mélico pelas folhas, aumentando a toleréncia ao Al
(WANG et al., 2010).

Esaki et al. (2013) verificaram que em Andropogon virginicus L, o Al absorvido
pelas raizes ap6s longo periodo de exposicao, foi transportado pela planta e acumulado
em saliéncias na regido foliar. Além disso, com a coloracdo especifica do Al com morin,
esse foi observado nos apices dos tricomas e posteriormente secretado como uma seiva
viscosa. Mesmo mecanismo de compartimentacdo do Al foi observado anteriormente
também em Andropogon virginus (ESAKI et al., 2008) e em Arabidopsis halleri para
Cd e Zn (KUPPER et al., 2000). A cana-de-acUcar tem um grande nimero de tricomas,

e estudos posteriores poderiam analisar seu papel na tolerancia ao Al nessa planta.
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Em Fagopyrum tartaricum (trigo sarraceno), as duas formas de tolerancia ao Al
sdo descritas. A espécie secreta oxalato na rizosfera para a complexacdo do Al,
tornando-o n&o téxico, como também é capaz de acumular 15 mg g™ (peso seco), de Al
nas suas folhas, complexado no vacuolo com &cidos organicos (MA et al., 2001).

O referencial tedrico sobre a expressdo génica em cana-de-aglcar em relacéo a
toxidez ao Al é escasso (DRUMMOND et al., 2001; WATT, 2003), principalmente em
relagdo a expressdo em folhas. A maioria dos estudos em outras culturas propde a
analise somente no sistema radicular. Contudo, Mattielo et al. (2014), relataram pela
primeira vez uma expressdo diferencial em folhas de milho de plantas submetidas ao
estresse por Al. Em andlise do transcriptoma foram encontrados 668 genes
diferencialmente expressos em folhas, sendo um nimero significativamente maior que o
reportado em raizes de milho (MATTIELO et al., 2010). Genes que participam do Ciclo
de Krebs e estdo relacionados com a producdo de &cidos organicos foram relatados,
entre eles o Malato Desidrogenase (MDH). Apesar desses genes terem maior expresséo
nas folhas em comparacdo as raizes, para 0 milho ndo ocorreu o maior acimulo de Al
nas folhas, indicando que algum outro mecanismo esta relacionado com a ativacdo
desses genes.

A absorcdo de Al e a capacidade de transportar e acumulé-lo nas folhas é uma
forma eficiente de mecanismo de defesa, tentando manter as raizes com um nivel de Al
que ndo cause danos ao desenvolvimento da planta. Esse acimulo pode ocorrer em
determinados compartimentos celulares, como o vactolo ou tricomas, de forma que o
Al esteja complexado em formas néo toxica, podendo variar entre as espécies.

Mesmo absorvendo Al, essas variedades tentaram eliminar o esse metal no
tecido que sofre o maior dano, a raiz, translocando-o para as folhas. Podendo isso ter

colaborado para o resultado na expressao diferencial dos genes nesse tecido para as
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variedades RB928064 e RB935744, em detrimento das raizes. Para a variedade
RB867515 ocorreu um aumento da expressdo de todos os genes nas raizes. Os genes
SOD e SDH também apresentaram um aumento de expressdo nas raizes nas variedades
RB928064 e RB935744 respectivamente.

A raiz é o principal e mais importante local de exudacdo de acidos organicos.
Sendo o primeiro local de contato, esperava-se que a maior expressdo dos genes
relacionados a tolerancia/resisténcia ao Al ocorresse nas raizes, como em muitas
espécies. Contudo, é possivel esse ser um mecanismo de defesa ainda pouco estudado,
onde os &cidos organicos sejam produzidos nas folhas e exsudados pelas raizes. Esse
mecanismo pode ocorrer principalmente nas espécies com maior capacidade de
tolerancia ao Al, gerando uma resposta sistémica na planta ao estresse.

O gene SDH ¢é responsavel pela producdo de succinato desidrogenase e este tem
um papel central no metabolismo mitocondrial, atuando no ciclo do &cido tricarboxilico
(TCA) e na cadeia respiratoria aerobica. Catalisa a oxidac&o do succinato em fumarato e
a reducdo da ubiquinona em ubiquinol (FIGUEROA et al., 2001). As variedades
RB867515 e RB935744 também apresentaram maior acimulo de Al no tecido radicular,
0 que pode ter desencadeado uma maior expressao desses genes relacionados ao acido
succinico e malico nas raizes. A acao desses compostos pode ocorrer apos a absor¢do do
Al pela raiz. No arroz, a resisténcia a Al deve-se principalmente a mecanismos que
permitem o acimulo de Al no simplasma e em complexos ndo-tdxicos nas paredes
celulares da raiz (FAMOSO et al., 2010). Assim, esses genes podem estar atuando
externamente, aumentando a secrecdo de acidos organicos pelas raizes e impedindo a
absorgdo do Al, assim como internamente, complexando o Al ap6s sua absorgao.

O mecanismo de exudacdo de acidos organicos na rizosfera forma complexos

com o Al na solucédo do solo, de forma que este ndo cause danos a planta, € de longe o
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mais estudado e entendido de todos. Com trabalhos pioneiros realizados por Delhaize et
al. (1993ab). Primeiramente verificando diferengas na absor¢do do Al por variedades de
trigo com alta semelhanca genética, mas que diferiam em relacdo a tolerancia ao Al,
concluiram que a variedades mais resistente apresentava algum mecanismo de exclusao
do Al, impedindo sua absorcéo pelas raizes. Essa hipotese foi confirmada em seguida,
com a alta correlacdo entre alta exudagdo de &cido maélico pelas raizes, observada na
variedades de trigo tolerante, quando cultivada em solugdo com Al.

Dentre 0s mecanismos de tolerancia das plantas ao Al, a secrecdo de &cidos
organicos, como o malato, oxalato, citrato e succitano pelas raizes, € considerada uma
das estratégias mais efetivas (DELHAIZE et al., 1993ab). Em Andropogon virginicus
L., o Al aumentou a concentracdo de exudacdo de citrato, porém, apesar de estimular a
exudacdo de malato, ndo houve alteragdo na sua concentracéo nas raizes (ESAKI et al.,
2013).

Acidos organicos podem estar relacionados com a tolerancia ao Al, mas isso ndo
significa necessariamente um aumento de sua concentracdo na solucdo do solo. A
atuacdo desses compostos pode acontecer apos a absorcdo do Al pela raiz. O arroz é
considerado o cereal mais resistente e com um conjunto mais complexo relacionado ao
Al, pois sua toleréncia ndo depende significativamente da exudacao de acidos organicos
pelas raizes. Famoso et al (2010), mostraram que o principal fator que confere
resisténcia ao Al nesse cereal € devido a mecanismos que permitem que ocorra O
acumulo de Al no simplasma e nas paredes celulares da raizes, complexado de forma
ndo toxica.

O Al é altamente reativo e altera as fungdes da membrana plasmatica e interage
com a camada fosfolipidica, causando peroxidacdo e um aumento de espécies reativas

de oxigénio (EROs) (PANDA, et al., 2009). O estresse oxidativo pode ser considerado
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um efeito secundério importante causado pelo Al*®. E uma condicdo bioldgica gerada
pelo desequilibrio entre a produgdo de EROs e a desintoxicacdo do organismo. A
familia das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) é a mais eficaz na
prevencdo de danos celulares em plantas causada por estresse oxidativo, e esta presente
em todas as células de todas as plantas (WANG et al., 2016).

A variedade RB928064 apresentou aumento da expressao génica da SOD nas
raizes e folhas. Para a RB935744, houve aumento na expressdo foliar e diminuicdo na
expressdo da SOD nas raizes. E houve diminuicdo da expressao nas folhas e aumento
nas raizes para a variedade RB867515. O efeito da expressao génica relacionada a SOD
é governado por sitios subcelulares encontrados em células teciduais onde o estresse
oxidativo é gerado. As enzimas SOD pertencem a quatro grupos de acordo com o metal
de ligagdo: Cu / Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD e Ni-SOD. De acordo com o tipo de tecido
onde o estresse ocorre, um grupo de enzimas € ativado e o aumento da expressdo de um
tipo de SOD pode levar a inibicdo de outros grupos em outros tecidos (WANG et al.,
2016).

No arroz, a cultivar Vandana, tolerante ao Al, apresentou menor producéo de
EROs nas raizes e nas folhas, bem como maior expressao génica relacionada a SOD
nesses tecidos em resposta ao tratamento com Al, em comparagdo com a cultivar
sensivel HUR-105 (BHOOMIKA et al., 2013). No centeio, maior acumulacdo de Al,
EROs e morte celular ocorreram na cultivar sensivel Riodeva em comparacdo com a
Petkus tolerante, juntamente com uma menor expressdao do gene da SOD nas raizes.
Petkus, no entanto, apresentou maior expressdo nas raizes do que nas folhas
(SANCHEZ-PARRA et al., 2015), e comportamento semelhante também foi observado
no azevém (CARTES et al., 2012). Esses resultados corroboram com os observados

para a variedade RB867515. Também no presente estudo, a variacdo na expressao da
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SOD em tecidos dentro da mesma espécie pode ocorrer de acordo com a tolerancia ao
Al inerente a cada variedade. Este é outro mecanismo de tolerancia a ser explorado,
juntamente com os relacionados aos &cidos organicos para o melhoramento genético da
cana-de-acucar em relagdo a toleréncia ao Al.

A variedade RB928064 apresentou maior expressdo de MDH nas folhas, o que
esta relacionado a producdo de malato. Também apresentou maior teor de nutrientes e
maior teor de Al nas folhas e menor nas raizes. O gene SOD, que esta relacionado ao
estresse oxidativo, também foi altamente expresso nas folhas e raizes da variedade
RB928064 e nas folhas da RB935744. A variedade RB867515 apresentou maior
expressdo de todos 0s genes nas raizes, menor teor de nutrientes, mas também as
menores alteracGes entre os dois tratamentos (contole e Al) menor teor de Al nas folhas
e maior nas raizes.

Na RB928064, a taxa de transpiragdo e a conduténcia estomatica diminuiram
com o tratamento com maior teor de Al. Para a RB935744 e, o teor de clorofila
diminuiu no tratamento com Al, enquanto que na RB867515 ocorreu diminui¢do da
clorofila a, mantendo os teores de clorofila b e total A RB928064 e a RB867515
mostraram maior taxa de fotossintese, mas ndo houve alteragcdo neste parametro com o

tratamento com Al em nenhuma variedade de cana-de-agUcar.

7. CONCLUSOES
As variedades de cana-de-agucar mostraram-se responsivas ao tratamento com
Al em relacdo aos parametros estudados, e apresentaram diferenca na resposta ao

estresse.
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Decréscimos nos teores nutricionais ocorreram nas variedades RB928064 e
RB935744, enquanto a variedade RB867515 néo apresentou alteracdes significativas,
que provavelmente est associado a sua tipica rusticidade e menor demanda nutricional.

Os genes selecionados na literatura e no banco de dados do SUCEST foram
eficientes em demonstrar a diferenca na variacdo de expressdo entre os tratamentos
testemunha e com Al, assim como diferencas inerentes a cada variedade de cana-de-
acucar.

O maior teor de Al nas raizes ou folhas pode ter contribuido para a maior
expressao dos genes estudados em cada tecido.

Dentre os parametros fisiologicos estudados, a condutancia estomatica e
transpiragdo foram os mais afetados pelo estresse por Al. O padrdo de aumento da
expressdo nas folhas dos genes relacionados a producdo de &cidos organicos foi
confirmado pela anélise conjunta de parametros relacionados a eficiéncia de absorcao
de nutrientes e acimulo de Al. Estes resultados apontam para um mecanismo
diferenciado de resisténcia entre variedades, onde a planta responde como um todo ao
estresse por Al. Além disso, abre caminho para novos estudos que buscam elucidar os
efeitos do Al na cana-de-acUcar, para suprir a area de melhoramento de plantas para o
desenvolvimento de novas variedades adaptadas a solos acidos.

Desenvolver protocolos para a planta como um todo e ndo apenas para as raizes
é extremamente importante para elucidar o comportamento de cada espécie sob a acidez
do solo e a toxidez do Al. Todo o processo de melhoria da cana-de-agucar leva em
média 12 anos, desde a realizacdo dos cruzamentos até a sua liberacdo. Assim, a rapida
selecdo de plantas com resultados especificos € de grande interesse para programas de
melhoramento genético como forma de desenvolver variedades adaptadas a ambientes

restritivos com menor uso de insumos. O uso de variedades de cana-de-agUcar capazes
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de expressar seu potencial genético, mesmo em solos acidos com alto teor de Al
trocavel, permitiria um cultivo mais sustentavel da cultura usando terras ndo apropriadas

para a producdo de alimentos.
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