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RESUMO

Analise fisiolégica de variantes somaclonais e da memoéria transgeracional em
plantas de cana-de-acucar submetidas a deficiéncia hidrica

O interesse global em fontes energéticas renovaveis vem crescendo constantemente
e com isso ha o surgimento da busca por alternativas nas mais diversas areas do
conhecimento. A cana-de-agucar destaca-se no cenario do agronegocio brasileiro e
mundial pelo elevado potencial econbmico de seus produtos. Entretanto, diversos
fatores podem afetar sua produtividade e a busca pelo desenvolvimento de novas
tecnologias de cultivo se faz necessario. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi
avaliar o desempenho fisioldgico de plantas clonais de cana-de-agucar da variedade
SP80-3280 submetidas a deficiéncia hidrica e como esse estresse pode influenciar
as respostas fisiologicas de duas geragdes clonais. Foram utilizadas plantas obtidas
através do procedimento de cultura de tecidos in vitro, denominadas somaclones
SP05, SP06, SP09 e SP10, e plantas obtidas por propagagao vegetativa de toletes
contendo uma unica gema (Controle). O experimento foi conduzido em casa-de-
vegetacdo e dividido em duas etapas, na primeira foi utilizado delineamento
inteiramente casualizado no esquema fatorial 2x5, sendo dois regimes hidricos,
100% e 30% da reposicédo diaria de agua em relagdo a capacidade de campo e
cinco plantas clonais distintas. Na segunda etapa utilizou-se 0 mesmo delineamento
experimental, com as plantas provenientes de gemas dos colmos de plantas usadas
no primeiro experimento. A parcela experimental foi constituida de vasos plasticos
contendo 14,0 kg de solo com uma planta por vaso e para cada tratamento utilizou-
se dez repeticdes. O déficit hidrico foi iniciado aos 120 dias apds plantio e durante
este periodo foram realizadas avaliagbes biométricas e fisiologicas nas plantas.
Apos 30 dias sob deficiéncia hidrica as plantas foram reidratadas e as avaliagcbes
realizadas novamente. Neste experimento, adotou-se o mesmo procedimento
analitico e estatistico utilizado na primeira etapa experimental. No primeiro
experimento, dos somaclones analisados, SP06, SP09 e SP10, apresentaram as
melhores respostas fisiologicas, biométricas e maior acumulo de biomassa quando
comparadas as plantas controle ndo regeneradas in vitro, evidenciando o efeito de
variagdo somaclonal. No segundo experimento, os gendtipos que vivenciaram a
situagdo de estresse hidrico na geragao anterior apresentaram maior tolerancia a
deficiéncia hidrica quando expostas novamente a esse estresse, indicando a
indugcdo de mudancgas fenotipicas adaptativas (“stress memory”), provavelmente
através de mecanismos epigenéticos. A variagdo somaclonal mostrou-se uma boa
ferramenta na obtencdo de plantas mais tolerantes ao déficit hidrico. Assim, foi
possivel concluir que o déficit hidrico aplicado na primeira geragao clonal de plantas
de cana-de-agucar atuou como um processo de preparo prévio (“plant priming”),
aumentando o potencial adaptativo das plantas da geracéo subsequente.

Palavras-chave: Déficit Hidrico, Somaclones, Plant Priming, Stress Memory.



ABSTRACT

Physiological analysis of somaclonal variants and transgerational memory in
sugarcane under water déficit

The global interest in renewable energy sources is growing constantly and,
consequently, the search for alternatives in the most diverse areas of knowledge.
Sugarcane stands out in the Brazilian and global agribusiness scenario due to the
high economic potential of its by-products. However, several factors can affect its
productivity and the search for the development of new cultivation technologies is
necessary. In this context, the objective of this study was to evaluate the
physiological performance of clonal sugarcane plants subjected to water deficiency
and how this stress can influence the physiological responses of two clonal
generations. Spontaneous plants were used by in vitro tissue culture processing,
named SP05, SP06, SP09 and SP10, and plants intercropped by vegetative
propagation of toletes containing a single bud (Control). The experiment was
conducted in a greenhouse and divided into two stages. In the first, a completely
randomized design was used in the 2x5 factorial design, represented by two water
regimes of 100% and 30% of daily water replenishment in relation to the field
capacity and five different plants. In the second stage, the same experimental design
was used with the plants originated from stalks of plants used in the first experiment.
The experimental plot consisted of plastic pots containing 14.0 kg of soil with one
plant per pot of the cultivar SP803280, with ten replications per treatment. The water
deficit started at 120 days after planting (DAP) and during this period biometric and
physiological evaluations were performed in the plants. After 30 days under water
deficiency the plants were rehydrated and the evaluations performed again. At 200
DAP the biomass evaluation was carried out. In this experiment, the same analytical
procedures used in the first experimental stage were adopted. In the first test, SP06,
SP09 and SP10 showed the best physiological, biometric and biomass accumulation
responses when compared to non - regenerated plants in vitro. In the second test,
the genotypes of the cultivar SP803280 that experienced the water stress situation in
the previous generation showed a greater tolerance to water deficit when exposed to
this second stress, indicating induction of phenotypic changes, probably through
mechanisms epigenetics. The somaclonal variation proved to be a good tool in
obtaining plants that are more tolerant to water deficit. Thus, it is possible to conclude
that the water deficit applied in the first clonal generation of sugarcane plants acted
as a plant priming process, increasing the adaptive potential of the plants in the
subsequent generation.

Keywords: Drought stress, Photosynthesis, Phenotypic plasticity, Saccharum spp
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1 INTRODUGAO

O enorme interesse global em fontes energéticas renovaveis e a
preocupacao em relagcdo a substituicdo de combustiveis fosseis vém crescendo
anualmente e com ela ha o surgimento da busca por alternativas. Para tanto, dadas
as condicdes edafoclimaticas favoraveis no Brasil, o pais tem se destacado nas
ultimas décadas na questdo de produgdo vegetal, crescendo assim o interesse de
pesquisas em fontes renovaveis a partir de matrizes vegetais. Neste contexto,
destacam-se, entre outras, as gramineas, com especial atengédo a cana-de-agucar.

Por se tratar de uma cultura semi-perene, a cana-de-agucar esta sujeita a
exposicoes frequentes de variagdes ambientais que podem afetar diretamente seu
desenvolvimento e produtividade (MARCHIORI et al, 2017). Aplicagdes
biotecnolégicas tém sido utilizadas para contornar alguns desses desafios agricolas,
tais como as ferramentas de cultura in vitro e a embriogénese somatica, que possui
um papel chave nas estratégias de melhoramento genético de cana-de-agucar
(SNYMAN, 2004; KRISHNAN; MOHAN, 2017). Neste sentido, métodos de selecéo in
vitro para aumentar a chance de obter maior variagdo somaclonal tém sido utilizados
para obter plantas melhoradas em diversas caracteristicas produtivas, incluindo
estresses ambientais (JAIN, 2005; SUPRASANNA; BAPAT 2006; SUPRASANNA et
al., 2007a; PATADE; SUPRASANNA, 2008; SUPRASANNA, 2011; SOBHAKUMARI,
2012).

As variacdes e perturbacdes ambientais ocorrem comumente em sistemas
agricolas, produzindo situagbes de estresse que reduzirdo o desempenho das
plantas (GENG, 2013). Portanto, em busca do alcance de altos potenciais produtivos
em plantas cultivadas é importante considerar as condi¢des climaticas do ambiente,
pois as mesmas impactam diretamente no crescimento e desenvolvimento,
ocasionando limitagdo do potencial genético das culturas. As plantas possuem um
metabolismo extraordinariamente complexo e a compreensao do seu funcionamento
representa um desafio devido a interagao entre varios processos bioquimicos e a
necessidade constante de se ajustar as mudangas no ambiente (LUNN, 2007;
SWEETLOVE; FERNIE, 2013). Ao longo do tempo as plantas desenvolveram
diversas respostas de aclimatacdo a niveis molecular, bioquimico e fisiologico,
visando enfrentar o estresse hidrico. Alguns estudos que comparam individuos

submetidos a diferentes ambientes mostram que a maior parte das respostas
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fenotipicas sdo mediadas através de modificagcbes e interagbes genotipicas
(SCHLICHTING; SMITH, 2002; JAENISCH; BIRD 2003), tais como alteragdes nos
niveis de expressao de alguns genes através de modificagdes epigenéticas
sensiveis a sinais ambientais (RICO et al., 2014).

Situagbes estressantes promovidas por fatores abioticos e bidticos geram
efeitos negativos em processos fisiologicos e bioquimicos que estdo diretamente
ligados ao crescimento e desenvolvimento das plantas. No entanto, estes processos,
resultantes de condicoes estressantes, podem ser utilizados a favor da planta
visando o0 aumento de tolerancia e consequentemente melhores respostas
minimizando os efeitos de sua exposicdo a condigdes ambientais ndo favoraveis
(GENG; GAO; YANG, 2013). Possiveis respostas positivas de plantas a uma
eventual exposicao futura ao estresse também podem ser esperadas, considerando
que estas podem se tornar mais resistente em fungdo de uma aquisicdo de
‘memoria”, resposta que reporta a aclimatacdo, denominada “priming” ou
“hardening” (CRISP et al., 2016).

A plasticidade fenotipica pode ser definida como uma habilidade individual
de um organismo em gerar respostas frente a variagbes ambientais, ocasionando
alteracbes de caracteristicas buscando a aclimatacdo ou compensacao das
condigbes adversas e possui relagdo com variagdes na expressao de genes
(VALLADARES et al,, 2006). Atualmente a plasticidade fenotipica atrai grande
atencdo em diferentes areas de estudo, que demonstraram a importancia dessa
caracteristica que nao pertence somente a individuos que se adaptaram bem as
novas condicdes a eles impostas, mas também podendo afetar o desempenho,
sucesso reprodutivo e mecanismos de agao das préximas geragdes (GENG; GAO;
YANG, 2013). Portanto, o conhecimento adequado em relagdo aos mecanismos que
estdo envolvidos na tolerancia a seca em plantas é de grande relevancia na busca
por cultivares que tenham melhor desempenho produtivo em condigdes de
deficiéncia hidrica. (PASSIOURA, 1997; JAILLAIS; CHORY, 2010; KOOKE;
KEURENTJES, 2012).

Nesse sentido faz necessario a busca pelo entendimento dos possiveis
mecanismos envolvidos nesse processo de “aprendizagem” por parte das plantas e
se essas informagdes armazenadas sao transferidas para as geragdes seguintes

como forma de meméaria transgeracional.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cana-de-Agucar

A cana-de-agucar € uma graminea tropical, monocotiledénea, perene e
albgama que tem provavel origem na Nova Guiné e foi introduzida no Brasil no inicio
do século XVI (BARBOSA et al., 2005; CAIEIRO et al., 2010). As plantas de cana-
de-agucar pertencem a familia Poaceae e ao género Saccharum. Seus cultivares
sao resultado de hibridagdes interespecificas realizadas ao longo do tempo, sendo
que nas constituicbes genéticas participam as espécies S. officinarum, S.
spontaneum, S. sinense, S. barberi, S. robustum e S. edule (MATSUOKA et al.,
2005). As plantas da espécie Saccharum officinarum possuem grande importancia
no que diz respeito a contribuicdo genética presente nas atuais cultivares, mas
existem outras espécies que devem ser citadas como contribuintes, principalmente
S. spontaneum, S. barberi e S. robustum. Todas possuem caracteristicas especificas
e foram utilizadas em cruzamentos que resultaram em cultivares hibridos (MARTIN,
1991; MATSUOKA, 1999; BEAUCLAIR, 2008; CHANDEL et al, 2009;
CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al.,, 2011; RICAUD, 2012; SCARPARI; RICAUD,
2012). E uma cultura multiplicada através de propagacdo vegetativa a partir de
toletes (colmos) ou mudas pré-brotadas (HITCHCOCK, 1923; DANIELS; ROACH,
1987; SETTA et al., 2012).

A produgdo de cana-de-agucar no Brasil tem aumentado gradualmente,
devido aos incentivos a producdo de combustiveis alternativos e novas fontes
energéticas, tendo sua produgédo duplicada nos ultimos 10 anos. As variedades
modernas cultivadas de cana-de-agcucar se destacam pelo alto conteudo de
sacarose acumulado nos colmos. O carbono fixado nestas plantas é transportado na
forma de sacarose das folhas para o colmo e armazenado em vacuolos das células
do parénquima (UYS et al., 2007). Assim, a cultura da cana-de-agucar € uma fonte
de recurso renovavel e com alto potencial comercial de biomassa para bio-
eletricidade e etanol de segunda geragao (KHATIWADA et al., 2016; LISBOA et al.,
2017; MENANDRO et al., 2017), além de possuir uma capacidade unica de
acumular altos niveis de agucar no colmo, se tornando étima matéria prima para
producao de agucar e etanol (FERREIRA et al., 2017).
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Desta forma, a cana-de-agucar € uma cultura agricola de grande relevancia
no cenario agroindustrial do Brasil, colocando o Pais como o principal produtor da
cultura, pois desempenha papel de destaque quando se trata da produg¢ao de agucar
e alcool (ARRUDA, 2011). Ao comparar area plantada de cana-de-agucar em todo o
Brasil, que € aproximadamente 9 milhdes de hectares, a cultura é menor apenas do
que culturas da soja e milho. A cultura da cana-de-agucar esta presente nas regides
Sudeste, Nordeste, Centro-Oeste e em algumas areas do Sul brasileiro, mas sua
producao em termos econémicos se concentra no Centro-Sul (CONAB, 2018). O
motivo do Brasil ser um dos principais produtores de cana-de-agucar esta atrelado a
aptidao climatica para seu cultivo, em especial na regido sudeste, por possuir o
verao quente e chuvoso, que promove 6timo desenvolvimento vegetativo e inverno
frio e seco contribuindo para acumulo de agucares no colmo (JADOSKI et al., 2010;
TOPPA et al., 2010; BONNETT, 2013; CARVALHO et al., 2015).

Também, a cana-de-agucar se destaca atualmente como cultura de grande
importancia no mercado internacional pela atencdo dada a um de seus produtos, o
etanol, visto como uma alternativa viavel a substituicio dos combustiveis fosseis.
Entretanto, a expansdo de novas areas agriculturaveis para o incremento da
producdo esbarra em questdes ambientais, como desmatamento e diminui¢cdo da
biodiversidade dos diferentes biomas brasileiros. Assim, o desenvolvimento de
novas tecnologias voltadas para o aumento da produtividade, que nao necessitem
do aumento de aérea plantada, ou visem a redugdo de prejuizos em situagdes
ambientais adversas torna-se imprescindivel (ARRUDA, 2011; CONAB, 2018).

A cana pode ser considerada uma planta semi-perene, pois o
desenvolvimento agricola da cultura da cana € compreendido por ciclos, conhecidos
por cana planta (primeira colheita apds plantio) e cana soca (colheitas seguintes
apos rebrota do primeiro corte). Os ciclos de corte podem se estender de 5 a 7 anos
com produtividades viaveis (CONAB, 2018; SOCICANA, 2015). Como possui
metabolismo fotossintético do tipo C4, apresentando alta taxa fotossintética,
minimas taxas de fotorrespiracao e elevada capacidade de fixagdo de CO,, a cana-
de-agucar possui razoavel eficiéncia no uso da agua e adaptagdo em ambientes
com condigdes adversas (CHEAVENGATTI-GIANOTTO et al, 2011;
CASAGRANDE; VASCONCELOS, 2008; MANHAES et al., 2015).
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2.1.1 Cana-de-Acucar — Cultivar SP80-3280

A cultivar denominada SP80-3280 (Figura 1) € uma das 15 variedades mais
cultivadas em toda area plantada de cana do Brasil (RIDESA, 2012; CANAVIEIROS,
2018). Seu cultivo se dd com maior intensidade na regiao Centro-Sul do pais. O seu
ciclo de colheita é considerado médio/tardio e ocorre por volta de agosto a outubro;
ademais, plantas dessa variedade demonstram resisténcia a varios tipos de
doengas, mas apresentam susceptibilidade a broca. A cultivar SP80-3280 é
considerada sensivel ao déficit hidrico, apesar de suportar situagcbes de menor
precipitagdo, e apresenta também elevada exigéncia nutricional (IDEA, 2004;
AGEITEC, 2005; RIDESA, 2012; STAB, 2012; SOCICANA, 2015).

Esta cultivar tornou-se uma das referéncias no Brasil no que diz respeito a
estudos em biotecnologia, como modelo para a criagdo de cultivares transgénicos
(CTNBio, 2018). Também foi o gendtipo utilizado no SUCEST, o primeiro projeto
brasileiro de sequenciamento (ESTs - expressed sequence tags) de cana-de-agucar
(VETTORE et al., 2003; NCBI, 2018).

N

Fonte: STAB (2012).
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2.2 Estresses Abioticos e Deficiéncia Hidrica

Os estresses para as plantas podem ser definidos como fatores/condi¢des
externos que perpetram interferéncias negativas ao metabolismo e desenvolvimento
vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2017). O estresse denominado abidtico é proveniente de
mudancas no ambiente, como disponibilidade hidrica, alteragcbes no solo,
luminosidade e de temperatura, entre outras. Os estresses abidticos afetam
significativamente as culturas agricolas, atingindo diretamente o metabolismo
vegetal, através da influéncia em processos fisioldgicos, bioquimicos, moleculares
que resultaram em alteracbes de crescimento e menor acumulo de biomassa
(WANG et al., 2003; BAILEY-SERRES et al., 2012; AHUJA et al., 2010).

O déficit hidrico pode ser considerado o fator ambiental mais estressante
que afeta o crescimento e a produtividade das plantas cultivadas, incluindo a cana-
de-agucar (BRAY et al., 2000; WANG et al., 2003; INMAN-BAMBER; SMITH 2005;
CIAIS et al., 2005; RAMPINO et al., 2006; SILVA et al., 2008; JANGPROMMA et al.,
2010; BASNAYAKE et al., 2012), sendo que o desenvolvimento de cultivares com
maior eficiéncia do uso da agua e com maior potencial de tolerancia a seca é uma
importante demanda dos principais paises produtores de cana-de-agucar (PRABU et
al., 2011; FERREIRA et al., 2017). O uso de técnicas que avaliem os efeitos
morfoldgicos e fisioldgicos do déficit hidrico de forma rapida e ndo destrutiva, podem
ser de grande utilidade para a selegao de gendtipos tolerantes a seca (O'NEILL et
al., 2006).

A cana-de-acucar possui uma necessidade elevada de disponibilidade
hidrica e seu desenvolvimento é muito afetado pelo déficit hidrico (LAKSHMANAN;
ROBINSON, 2014). Diversos autores relataram que a produtividade de cana-de-
acucar € bastante reduzida em condicbes de estresse hidrico, afetando
caracteristicas morfoldgicas, tais como area foliar, numero de folhas verdes,
alongamento e didmetro de colmos. Esta redugéo pode ser mais significativa quando
ocorre durante os estagios iniciais de desenvolvimento (INMAM-BAMBER et al.,
2005; MACHADO et al., 2009; PINCELLI; SILVA, 2012; ZHAO et al., 2013; SILVA et
al., 2014). Os impactos negativos resultantes da limitagao hidrica podem se tornar
ainda maiores devido a ocorréncia de periodos de seca mais longos, com maior
frequéncia e mais intensos (MATTA et al., 2010). Portanto, as respostas podem

variar de acordo com genétipo, duragdo e intensidade do estresse, bem como o
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tecido ou estadio vegetativo afetado (BARTELS; SUNKAR, 2005; SMIT; SINGELS,
2006; GRACA et al., 2010; INMAN-BAMBER et al., 2012).

Os resultados negativos nos aspectos morfolégicos sado advindos da
diminuicdo nas taxas fotossintéticas, que é o principal fator de reducdo do
crescimento e produtividade em cana-de-agucar em condi¢cbes de déficit hidrico,
com a diminuigdo na expanséo foliar, fechamento estomatico (ocasionando aumento
de temperatura e redugcado da concentragao interna foliar de CO;) e mudanga na
alocagao de carbono (SATO et al., 2010; ZHAO et al., 2013; SILVA et al., 2013;
BARBOSA et al., 2015). O aumento de biomassa em plantas com metabolismo C4
esta mais correlacionado com o aumento da eficiéncia do uso da agua (EUA) do que
com a redugao na fotorrespiracado (VU et al., 2006; SOUZA et al., 2008). O uso
eficiente da agua faz com que a planta seja capaz de aumentar sua resisténcia a
deficiéncia hidrica (VU; ALLEN, 2009).

O fechamento parcial dos poros estomaticos € uma das repostas iniciais ao
déficit hidrico, considerando que a entrada de CO;, e a saida do vapor de agua
compartiham uma via comum através dos estbmatos em superficies foliares;
portanto, ha uma relagdo intrinseca entre a transpiracdo e a assimilacdo. Ha
comprovagdes de que as redugdes na taxa fotossintética durante estresse hidrico
moderado tém associagao direta a limitagdes difusivas e apenas em condi¢des
severas o aparato fotossintético pode ser prejudicado por limitagdes bioquimicas
(CHAVES; OLIVEIRA, 2004; FLEXAS et al., 2004).

As plantas séo aptas a realizar ajustes fisiolégicos em seu metabolismo em
busca da manutencédo da vida, diante de redugdes no conteudo interno de agua
(OBATA; FERNIE, 2012; SILVENTE et al., 2012). Essas alteragdes envolvem uma
coordenacao estrita entre processos fisioldgicos fundamentais, como fotossintese,
respiracao e fotorrespiracdo. Além disso, pode ocorrer a producido de metabdlitos
especificos que atuam na protecdo de estruturas celulares, tais como, agucares,
aminoacidos, amidas e outros metabdlitos secundarios. Isto acontece principalmente
em situacdes de restricdo hidrica e auxilia a planta manter sua homeostase diante
de condi¢gdes adversas (KRASENSKY; JONAK, 2012; SILVENTE et al., 2012;
BARNABY et al., 2013).

Normalmente, a maior parte das informacdes encontradas na literatura
tratam apenas do estresse hidrico como um evento que ocorre apenas uma unica

vez no ciclo vital de uma planta e isso € contrastante com a realidade em que a
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planta convive experimentando situagdes recorrentes de estresse nas mais variadas
formas (GALLE et al.,, 2011). Diante disto, existe a dificuldade em extrapolar os
dados obtidos em um unico episédio de estresse hidrico para o que ocorre em
condigdes de campo. Alguns trabalhos sugerem que a exposi¢gao continua ao
mesmo tipo de estresse pode resultar em uma performance melhor quando
comparado a um unico evento de estresse e também mostram que as plantas
podem ser capazes de se aclimatar diante de situagcbes de estresse recorrentes
apresentando respostas melhores e mais rapidas (SCHEFFER et al., 2001; BRUCE
et al., 2007; HU et al., 2015).

Nesse sentido, plantas que foram expostas previamente a alguma situagéo
estressante podem desenvolver algum tipo diferente de aclimatagdo, chamado de
“stress memory”, e ha a possibilidade de que suas respostas defensivas sejam
potencializadas quando expostas ao mesmo estresse novamente (BRUCE et al.,
2007; IWASAKI; PASZKOWSKI, 2014; FLETA-SORIANO; MUNNE-BOSCH, 2016).
Evidéncias de aclimatagao diferencial a diversos tipos de estresse, tais como seca,
salinidade, alta e baixa temperatura foram relatadas (DING et al., 2012; BYUN et al.,
2014; HU et al., 2015; HU et al., 2016). Entretanto, ainda é fragil o entendimento
sobre os processos que levam a planta a uma possivel aclimatacdo em uma

situacao de deficiéncia hidrica.

2.3 Variagao somaclonal em cana-de-agucar

A obtencdo de cultivares de cana-de-acucar com caracteristicas
agrondmicas melhoradas, tolerantes a estresses bidticos e abidticos, € muito
importante, pois diversos fatores ambientais desfavoraveis podem afetar sua
produtividade. Apesar de cultivares tolerantes aos diversos tipos de estresse terem
sido selecionadas por programas tradicionais de melhoramento sdo necessarios
avangos tecnologicos nesse sentido a fim de acelerar o desenvolvimento de novos
cultivares (SUPRASANNA, 2011).

Métodos de cultivo in vitro em cana-de-agucar apresentaram grande impacto
na pesquisa basica e na geragdo de tecnologia aplicada ao melhoramento de
plantas. Dentre estes incluem-se a micropropagacgao de clones de elite, a produg¢ao
de material de plantio livre de doengas, a produgdo de somaclones
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agronomicamente melhores, a triagem e a selegdo para tolerancia a estresses
bidticos e abidticos (SUPRASANNA, 2011; SNYMAN et al., 2011). A regeneragao de
plantas de cana-de-agucar in vitro pode ser feita a partir de tecidos de inflorescéncia
imaturos (DESAI et al., 2004a), camadas finas de folhas imaturas (LAKSHMANAN et
al., 2006) e segmentos foliares (MANICKAVASAGAM; GANAPATHI 1998; GILL et al.
2006; FRANKLIN et al., 2006). Estudos sao realizados atualmente a fim de refinar e
melhorar a frequéncia de indugdo de calos, proliferacdo e regeneragdo de plantas
usando diferentes meios, reguladores de crescimento e outros aditivos fisicos ou
quimicos (DESAI et al., 2004b; PATEL et al., 2007; KAUR et al., 2008; PATADE et
al., 2008; ALI et al., 2008; KENGANAL et al., 2008; PATADE; SUPRASANNA, 2008;
SUPRASANNA et al., 2008b; SUPRASANNA et al., 2010a; KOCH et al., 2010;
SNYMAN et al., 2011).

Na cana-de-agucar, a cultura de tecidos induz consideravel variabilidade
fenotipica (BURNER; GRISHAN, 1995). Em células vegetais, a variabilidade
genética ocorre naturalmente durante a cultura de tecidos e gera variagao, a qual
pode fornecer material importante, tanto para estudos genéticos quanto para a
selegdo in vitro de caracteristicas agronOmicas desejadas em plantas
(SCOWCROFT et al., 1983; MADDOCK; SEMPLE, 1986; TAGHIAN; EL-AREF,
1997; HOY et al., 2003). Em razao disto, técnicas biotecnoldgicas incluindo variagao
somaclonal, mutagénese e selegao in vifro tém sido utilizadas para selecionar
mutantes agronomicamente melhores (JAIN, 2005; SUPRASANNA; BAPAT 2006;
SUPRASANNA et al., 2007a; PATADE; SUPRASANNA, 2008).

A variacdo somaclonal, como uma importante ferramenta da cultura de
tecidos in vitro para desenvolver melhores cultivares agricolas, foi adotada na busca
de plantas com maior qualidade e produtividade em cana-de-agucar, sendo que esta
espécie foi uma das primeiras onde a variagcdo somaclonal foi relatada (HEINZ;
MEE, 1969; LARKIN; SCOWCROFT, 1981).
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3 CAPITULO 1: Avaliacdo de variantes somaclonais de cana-de-agticar para a

tolerancia ao déficit hidrico
RESUMO

A inducdo de variabilidade para a tolerancia a deficiéncia hidrica pode ser usada
para a obtencdo de genodtipos mais eficientes e produtivos, sendo que plantas
regeneradas a partir de cultura de tecidos podem exibir variagdes somaclonais em
importantes caracteristicas agronémicas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o desempenho fisioldgico de somaclones do cultivar de cana-de-agucar
SP80-3280 produzidos in vitro para a tolerancia ao déficit hidrico em comparagao
com plantas-controle propagadas pelo método convencional. Para tanto, plantas de
somaclones regenerados a partir de calos embriogénicos foram submetidas a
deficiéncia hidrica, utilizando delineamento inteiramente casualizado no esquema
fatorial 2x5, sendo dois regimes hidricos, 100% e 30% da reposi¢ao diaria de agua
evapotranspirada em relagdo a capacidade de campo, e cinco gendtipos
(somaclones SP05, SP06, SP09, SP10 e controle oriundo de propagacgao vegetativa
de gemas axilares). A parcela experimental foi constituida de vasos plasticos
contendo 14,0 kg de solo com uma planta por vaso, para cada tratamento utilizou-se
dez repeti¢cdes. O déficit hidrico foi iniciado aos 120 dias apds plantio e durante este
periodo foram realizadas avaliagdes biométricas e fisioldgicas nas plantas. Apds 30
dias sob deficiéncia hidrica as plantas foram reidratadas e reavaliadas. Dos
somaclones analisados, SP06, SP09 e SP10 apresentaram as melhores respostas
fisiologicas, biométricas e maior acumulo de biomassa quando comparadas as
plantas controle ndo regeneradas in vitro. Portanto, a variagdo somaclonal mostrou-
se uma boa ferramenta para obter plantas mais tolerantes ao déficit hidrico, sendo
que considerando os valores de biomassa, os somaclones SP09 e SP10
demonstraram melhor potencial agronémico para serem testados em condigdes de
campo para avaliar a utilizacdo como cultivares.

Palavras-chave: Variagdo somaclonal, Deficiéncia Hidrica, Biotecnologia.
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ABSTRACT

Induction of variability for tolerance to water deficiency can be used to obtain more
efficient and productive genotypes. For this end, plants regenerated from tissue
culture can produce somaclonal variations for important agronomic characteristics.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the physiological performance of
somaclones of the sugarcane cultivar SP80-3280 produced in vitro for the tolerance
to water deficit in comparison to control plants propagated by the conventional
method. Plants of four somaclones regenerated from embryogenic callus were
submitted to water deficit, using a completely randomized design in the 2x5 factorial
scheme, with two water regimes, 100% and 30% of the daily replenishment of field
capacity in relation to the evapotranspirated water, and five genotypes (somaclones
SP05, SP06, SP09 and SP10, and control plants propagated by axillary buds). The
experiment was carried out in plastic pots containing 14.0 kg of soil with one plant
per pot and ten replicates per treatment. The water deficit started 120 days after
planting and biometric and physiological evaluations were performed during this
period. After 30 days under water deficit the plants were rehydrated, when the
physiological and biomass evaluations were performed again. The somaclones
SP06, SP09 and SP10 presented the best physiological, biometric and biomass
accumulation responses when compared to control plants. Therefore, somaclonal
variation proved to be a good tool to obtain plants more tolerant to water deficit.
Considering the biomass values, the SP09 and SP10 somaclones demonstrated
better agronomic potential to be tested under field conditions to evaluate their use as
cultivars.

Keywords: Somaclonal variation, Drought stress, Biotechnology.
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3.1 Introducgao

Células vegetais possuem a capacidade de totipoténcia na qual podem
regenerar-se e através da diferenciagdo celular gerar uma nova planta. Essa
habilidade de totipoténcia € muito utilizada para micropropagagao através da
inducdo de tecidos meristematicos, utilizando reguladores de crescimento para
regenerar e formar novas plantas (BAMBANG, 2017). A micropropagacao de cana-
de-agucar a partir de tecidos do meristema apical € muito utilizada em programas de
melhoramento, pois ha economia no tempo de multiplicacdo das variedades e clones
promissores e na facilitacdo da aquisicao de grandes volumes de material (HENDRE
et al., 1983; KRISHNA et al., 2008; EFTEKHARI et al., 2012; MAHLANZA, 2018).

A produgédo de calos embriogénicos regenerados também €& essencial dentro
das estratégias biotecnoldgicas de melhoramento genético de cana-de-agucar. Para
o melhoramento in vitro, calos embriogénicos sdo expostos a agentes mutagénicos e
mutantes com as caracteristicas de interesse e sao regenerados (PATADE;
SUPRASANNA, 2008; MAHLANZA, et al., 2013). Calos embriogénicos também séao
utilizados para transformagédo pela engenharia genética a partir da técnica de
bombardeamento de particulas ou mediada por Agrobacterium (HEINZ, 1973;
SREENIVASAN; SREENIVASAN, 1984; BOWER, 1992; SNYMAN, 2004; JALAJA et
al., 2008; LAL et al., 2015; KRISHNAN; MOHAN, 2017; MAHLANZA, 2018).

Além destas vantagens dos sistemas de cultivo de tecidos vegetais acima
descritas, a instabilidade (variabilidade) fenotipica observada em plantas
regeneradas in vitro de algumas espécies, incluindo cana-de-agucar (IRVINE et al.,
1984; BAILEY; BECHET, 1989; IRVINE, 1991; PEROS et al, 1994; BURNER;
GRISHAM, 1995; TAYLOR et al., 1995; BAIRU et al., 2011; CURRAIS et al., 2013),
pode proporcionar variagdo genética para programas de melhoramento de plantas.
Fatores tais como fonte do explante, tempo de cultura, niumero de subcultivos,
fitohormdnios, gendtipo, composicdo do meio de cultura, o nivel de ploidia e
mosaicismo genético sdo capazes de induzir variabilidade in vitro (SILVAROLLA,
1992). Larkin e Scowcroft (1981) aplicaram o termo variagcdo somaclonal para
descrever a ocorréncia de variantes genéticas derivadas de procedimentos de
variag&o originaria da cultura de células e tecidos in vitro.

A variacdo somaclonal € uma das areas de interesse para a obtencao de
gendtipos melhorados, principalmente em plantas com propagacdo vegetativa,
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sendo que varios autores ja apresentaram os aspectos implicados na maior
ocorréncia de variagdo somaclonal em algumas espécies e as aplicagdes
especificas desta ferramenta (LARKIN; SCOWCROFT, 1981; LEE; PHILLIPS, 1988;
BAJAJ, 1990; REUVENI et al., 1993; KARP, 1994; KARP, 1995; KAEPPLER et al.,
2000; JAIN, 2001; SAHIJRAM et al., 2003). A regeneragado de plantas produzidas
através da técnica de cultura de secgdes de tecidos sem um meristema pré-formado
ou derivado de calos e culturas celulares, como € o caso da embriogénese somatica
em cana-de-agucar, é mais suscetivel a variagdo somaclonal (PHILLIPS et al., 1990;
PHILLIPS et al., 1994; KARP, 1995; BURNER; GRISHAM, 1995; DAMASCO et al.,
1996).

Atualmente, o termo variacido somaclonal é universalmente usado em todas
as formas variantes advindas da cultura de tecidos (BAIRU et al., 2011), entretanto,
outros nomes como variagao protoclonal, gametoclonal ou mericlonal sao utilizados
pelos cientistas para descrever variantes provenientes do protoplasma e meristema
(SHEPARD et al., 1980; BAJAJ, 1990; KARP, 1994; CHEN et al., 1998). Como este
€ um processo assexual, que envolve somente divisdo celular mitdtica, teoricamente
nao deveria ser a causa de variagdo genética, sendo que o esperado seria a
obtencdo de plantas geneticamente uniformes a partir de multiplicagdo clonal
(LARKIN, 1998).

A primeira observacao e relato de variacdo somaclonal foi feito por Braun
(1959), no crescimento de células vegetais in vitro e sua regeneragdo em uma planta
completa. Entretanto, a partir dessas observagdes iniciais, a variagdo somaclonal
tornou-se uma ferramenta util no melhoramento de culturas agricolas, oportunizando
o desenvolvimento de novas variantes (BOUHARMONT, 1994; MEHTA; ANGRA,
2000; PREDIERI, 2001).

A inducdo de variagdo somaclonal também pode ser utilizada na
manipulagéo genética das culturas com caracteristicas poligénicas (BRAR; JAIN,
1998; JAIN, 2001), sendo interessante destacar que suas utilizagdes no
melhoramento através da geragdo de novas variedades apresentam resisténcia a
doencas e melhores caracteristicas produtivas (KARP, 1995; UNAI et al.,, 2004).
Plantas selecionadas in vitro com uma melhoria significativa para a tolerancia a seca
foram relatadas para o milho (DOLGIKH et al., 1994), sorgo (DUNCAN et al., 1995),
trigo (ALMANSOURI et al., 2001), arroz (ADKINS et al., 1995), e feijao (GULATI;
JAIWAL, 1994).
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Portanto, tendo em vista a potencial utilidade da variagdo somaclonal,
esforcos foram empregados para a utilizacdo da embriogénese somatica para
induzir variantes somaclonais em cana-de-acucar para obtencdo de novos e
melhores cultivares (KRISHNAMURTHI, 1994; BURNER, 1995; MENDOZA, 2000;
HOY et al.,, 2003; SOBHAKUMARI, 2012; KEVIN, 2002; SMIULLAH et al., 2013).
Nesta espécie, os calos embriogénicos somaticos sao produzidos por indugdo de
explantes foliares meristematico, geralmente em meio MS contendo (2,4-D) 2,4-
acido diclorofenoxiacético (LEE, 1987). A micropropagacdo de cana-de-agucar
realizada por regeneragdo de gemas apicais ou axilares é empregada a seguir para
multiplicar os eventos de variacdo somaclonal, pois o protocolo de multiplicagcédo de
plantas a partir dessas gemas apresenta menor capacidade de gerar variantes
somaclonais (MANICKAVASAGAM et al., 2004; SUGIHARTO et al., 2005).

Neste contexto, a utilizagdo de variabilidade genética obtida por variagao
somaclonal, particularmente para a tolerancia a deficiéncia hidrica, € um método
valioso no melhoramento da cana-de-agucar. Assim, o objetivo deste trabalho foi
verificar a possibilidade de encontrar plantas com maior tolerdncia a estresses
abidticos em variantes clonais de cana-de-agucar advindos de embrides somaticos
cultivados in vitro. Para tanto, foram analisados os aspectos fisiolégicos de plantas

clonais de cana-de-agucar submetidas a deficiéncia hidrica.

3.2 Material e Métodos

Os somaclones foram obtidos através de embriogénese somatica usando
como fontes de explantes tecido meristematico apical de plantas de cana-de-acgucar
com dez meses de idade da variedade SP80-3280, cultivadas em campo na estagao
experimental do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR, Londrina, PR). Segmentos
de folhas imaturas foram desinfestados superficialmente com etanol 70% (3 vezes
por 2 minutos) e hipoclorito de sédio a 50% da concentracdo comercial (2,5% p/p)
por 20 minutos. A regido meristematica foi cortada transversalmente em discos de 2-
3 mm e transferidas para potes de vidro de 250 mL contendo 40mL de meio de
indugdo MS (Murashige e Skoog) modificado por Bower et al. (1996), suplementado
com 25 g/L de sacarose, 150 mg de acido citrico, 13 yM de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e solidificado com 3 g/L de phytagel (Sigma®)
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(MANIERO, 2015). Apdés o procedimento de cultura de tecidos, as plantas
regeneradas foram transferidas para casa-de-vegetagdo e mantidas em vasos de
20L contendo substrato vegetal (Bioplant®) sob condigbes ideais de irrigagao e
nutricdo. Posteriormente, foi feita propagacao vegetativa através do cultivo de
gemas axilares de somaclones com melhor desenvolvimento vegetativo (SPO5,
SP06, SP09 e SP10), os quais foram enviados a UNOESTE (Universidade do Oeste
Paulista) para as avaliagdes experimentais (Figura 2).

As plantas recebidas com 30 dias apds plantio, foram transferidas para
ambiente de contengdo (camara climatizada) para crescimento e desenvolvimento
uniforme. Inicialmente, as plantas foram transplantadas para copos plasticos de
700mL contendo substrato vegetal (Bioplant®) e mantidas no mesmo ambiente
controlado, com temperatura diurna de 30 °C, noturna 22 °C e fotoperiodo de 12h
(Figura 3). Apds atingirem 2 meses, foram transferidas para vasos de 12L com solo
e cultivadas em casa-de-vegetagdo para as analises subsequentes. As plantas
clonais de cada somaclone foram selecionadas para condugao deste experimento
por apresentarem homogeneidade em tamanho.

As plantas utilizadas como tratamento controle foram também obtidas no
campo experimental do IAPAR a partir de propagacao vegetativa de gemas axilares.
Neste caso, foi realizado o roguing visando nao utilizar plantas que apresentassem
qualquer tipo de doenca sistémica aparente (NOGUEIRA, 2006). As plantas foram
coletadas através de corte manual com facao desinfetado a fogo. Apds o corte, os
toletes foram despalhados manualmente e cortados com serra elétrica em toletes
contendo apenas uma gema (aproximadamente 7 cm). No corte dos toletes o tergo
inferior e superior das plantas foram descartados, aproveitando somente o terco
médio da cana. Os toletes selecionados foram submetidos ao tratamento térmico
para o controle da doenga bacteriana “raquitismo da soqueira” (Leifsonia xyli) em
agua a 52°C durante 30 minutos (SANGUINO et al., 1988, 1996). Apds o tratamento
térmico as mudas foram resfriadas em temperatura ambiente durante 30 min e logo
em seguida foi realizado o plantio, cultivo e selegcdo por tamanho, conforme
especificado acima para as plantas dos somaclones.

As plantas foram mantidas em condi¢cbes casa-de-vegetacao durante todo o
periodo experimental (6 meses) em vasos de 12L contendo 14 kg de solo tipo
Argissolo Vermelho-Amarelo eutréfico. O solo foi corrigido 30 dias antes do plantio

segundo as recomendagbes de Vitti (2008), a fim de atender necessidades
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nutricionais da cultura apontadas em analise quimica previamente realizada. O
ambiente foi monitorado diariamente por um sistema HOBO (modelo H08-004-02,
EUA) de coleta automatica de temperatura, luz e umidade. Durante este periodo foi
realizado um acompanhamento biométrico quinzenal, sendo que os parametros
fisiologicos foram avaliados durante o periodo de restricao hidrica e reidratagdo das
plantas, conforme descrito a seguir.

Figura 2- Somaclones da variedade SP80-3280 apds propagacgao vegetativa por 60
dias em condi¢Oes de casa-de-vegetagao no IAPAR.
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Fonte: O autor.
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Figura 3- Plantas dos somaclones SP05, SP06, SP09 e SP10 da variedade SP80-
3280 com 70 dias apos plantio mantidas em camara de crescimento com ambiente
controlado para uniformizar o desenvolvimento.

Fonte: O autor.

3.2.1 Descrigao do modelo experimental

e Experimento — Deficiéncia hidrica

O experimento de déficit hidrico foi conduzido no Campus Il da Universidade
do Oeste Paulista em Presidente Prudente — SP.

As plantas foram submetidas a dois regimes hidricos, caracterizados por
reposicao de 100% (controle) e 30% (déficit) da evapotranspiragao diaria, através do
método gravimétrico, sendo feita a reposicdo diaria da agua. Os vasos foram
mantidos em casa-de-vegetacdo e o experimento foi realizado em arranjo
inteiramente casualizado com 10 repeticobes de cada tratamento. A parcela
experimental foi constituida por apenas uma planta originada do perfilho primario,
com desbaste permanente dos perfilhos secundarios.

O regime de limitagéo hidrica foi iniciado 120 dias ap6s brotagao das mudas,
com reposi¢cado hidrica realizada diariamente a partir de pesagens dos vasos e
reposicado da massa de agua perdida conforme definido acima. As plantas com
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restricdo hidrica ficaram submetidas a este fator estressante por um periodo de 30
dias, em seguida foi reestabelecida a quantidade de agua adequada (100%), a fim
de analisar a capacidade de recuperacao fisiolégica das plantas.

Ao final do experimento, 30 dias apds a reidratacao, foi realizada a avaliacao
do rendimento de biomassa, analisando a massa seca total (MST), massa seca foliar
(MSF), massa seca do colmo (MSC), massa seca da raiz (MSR) e a area foliar total
por planta (AFT).

3.2.2 Parametros avaliados

3.2.2.1 Estado hidrico das plantas

O conteudo relativo de agua foliar (CRA) foi avaliado para determinar a
porcentagem de agua na folha (10cm de tecido foliar por planta de cada repeti¢c&o).
O CRA foi realizado 20 dias ap6s o inicio do tratamento com déficit hidrico. As
analises foram realizadas as 05:00h e as 12:00h. O CRA foi calculado segundo
LARCHER (2000):

CRA = (Mf — Ms)/ (Msat — Ms) x 100 (%)

Onde Mf corresponde a massa fresca de discos foliares pesados
imediatamente apds o seu destacamento, e Msat corresponde a massa de discos
foliares sob saturagcdo de agua, apds imersdao em agua destilada durante 12h, Ms
corresponde a massa seca obtida apds secagem dos discos foliares em estufa a
60°C até obtencdo de massa constante.

Foi determinado o potencial de agua foliar (-W¥) as 05:00h (“predawn” -Wpp) €
as 12:00h (“midday” -Wwp) quando as plantas estavam sob deficiéncia hidrica aos 8
e 30 dias apds o inicio do déficit hidrico utilizando a camara de Scholander. O
potencial de agua foliar medido com a cadmara de presséo fornece uma medicéo de
pressao hidrostatica negativa que ocorre no xilema de uma planta intacta devido a
evaporagdo de agua a partir da transpiragdo (SCHOLANDER et al, 1965;
KIRKHAM, 2005).
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3.2.2.2 Extravasamento de membrana (EM)

O extravasamento de eletrdlitos celulares foi avaliado por condutividade
elétrica de uma solugdo aquosa. Foram coletados 10 discos (6mm didmetro) de
folhas extraidos de cada repeticdo em todos os tratamentos durante o periodo de
restricdo hidrica e em seguida foram colocados em um recipiente plastico com 10
mL de agua deionizada. Os recipientes com a solugédo foram tampados e mantidos a
temperatura de 25° C por 24 h. Posteriormente, a condutividade do meio foi
determinada (Xi) com o auxilio de um medidor portatil de condutividade elétrica
(LTLutron, modelo CD-4301).

Em seguida, os discos na solugéo foram submetidos a banho-maria a 60 °C
por 3h e a condutividade elétrica da solugdo foi avaliada novamente (Xf). O
extravasamento de eletrolitos celulares foi expresso como a porcentagem de
condutividade em relagdo a condutividade total apds o aquecimento por 3h a 60 °C
[(Xi/Xf) x 100]. Essa técnica permite avaliar a integridade das membranas celulares
visto que quanto menor a condutividade elétrica da solugdo, menor é a quantidade
de eletrdlitos que extravasam das membranas indicando seu grau de integridade.
(SCOTTI CAMPOS; THU PHAM THI, 1997).

3.2.2.3 Medidas das variaveis fotossintéticas

Durante o periodo de déficit hidrico (120 DAP) foram realizadas medidas de
resposta fotossintética (A, E, Gs, Ci). Para essas medidas foram utilizadas as folhas
classificadas como +1, que sdo as primeiras folhas totalmente expandidas de cada
planta, consideradas folhas adultas. Estes parametros foram analisados apds a
determinacdo do estado hidrico das plantas, a fim de que as medidas fossem
realmente feitas somente quando as plantas estivessem sob déficit hidrico. Para
esta avaliagao utilizou-se o analisador de gas por infravermelho (Li-6400XTR, LiCor,

EUA), sob irradiacéo de 1600 umol m? s e concentragdo de CO, de 400 ppm.
3.2.2.4 Fluorescéncia da clorofila a

A avaliagdo da atividade fotoquimica foi realizada no mesmo momentos das

medidas fotossintéticas (120 DAP), por meio da analise de fluorescéncia da clorofila
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a, utilizando um medidor 6tico de fluorescéncia (FluorPen, FP100, Photo System
Instruments). Os parametros determinados foram: eficiéncia quantica potencial
(Fv/Fm) e efetiva (Fv/Fm’) do FSIl as 05:00h e 12:00h. Calculou-se também a taxa
de transporte de elétrons (ETR = DFFF * AF/Fm’ * 0,5 * 0,84) (BILGUER et al,,
1995). Os valores de Fm e Fv indicam, respectivamente, as fluorescéncias maxima e
variavel, determinadas apds 30 min de adaptacdo ao escuro. Fm' e Fs sao,
respectivamente, a fluorescéncia maxima e no estado de equilibrio dindmico na
presenca de luz, e FO’' representa a fluorescéncia basal apds a excitacdo do FSII.
(BILGER; SCHREIBER; BOCK, 1995).

3.2.2.5 Medidas pontuais de recuperagao

Apos 30 dias do inicio do déficit hidrico foi realizada a reidratacdo das
plantas de modo a elevar a capacidade de campo para 100%. Apos a reidratacéo
foram realizadas avaliagbes pontuais da fotossintese (A) e da condutancia
estomatica (Gs) no dia da reidratagao, aos trés e aos cinco dias apos a reidratagao.
Para esta avaliagéo utilizou-se o analisador de gas por infravermelho (Li-6400XTR,
LiCor, EUA), sob irradiagdo de 1600 pmol m? s e concentragdo de CO, de 400

ppm.

3.2.2.6 Avaliagao biométrica e produgcao da biomassa total

Apos o transplante das mudas para os vasos de 14,0 kg em casa-de-
vegetacdo, foram realizadas quinzenalmente avaliagbes biométricas da altura das
plantas, didametro do colmo, numero de folhas verdes e numero de entrends. A altura
das plantas foi medida da base (solo) até a bainha da folha totalmente expandida
(folha +1) e o didametro do colmo foi aferido no terco médio do colmo de cada planta.
Ao final do experimento, foi realizado a coleta das plantas para a avaliagdo do
rendimento de biomassa, analisando a massa seca total (MST), massa seca foliar
(MSF), massa seca da bainha (MSB), massa seca da raiz (MSR) e a area foliar total
por planta (AFT).

A area foliar total foi medida com um analisador portatil de area foliar
(modelo LI-3000A, Li-Cor, USA). Para a quantificagdo de massa seca foliar (MSF),

massa seca da bainha (MSB) e massa seca da raiz (MSR) as amostras foram
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armazenadas em sacos de papel, identificados e mantidos em estufa sob uma
temperatura constante de 70 °C, até obtengdo de massa constante medida com uma

balanca de precisao.

3.2.3 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA, p<0,05) e
ao teste de comparacdo de médias Tukey (p<0,05), utilizando o software SISVAR®

(verséo 5.3).

3.3 Resultados

3.3.1 Paréametros fisioldgicos

O potencial de agua foliar “predawn” (-Wpp) e “midday” (-Wwmp), foram
afetados diretamente pelo regime hidrico aplicado (déficit hidrico), sendo possivel
identificar uma redugao significativa quando comparamos os tratamentos de 100% e
30% (Tabela 1), confirmando que as plantas estavam sob deficiéncia hidrica. Essa
resposta foi semelhante para as plantas controle e para os somaclones (SPO05,
SP06, SP09, SP10). Nao foi possivel identificar diferengas significativas entre as
plantas dentro de cada regime hidrico (100% e 30%), para ambos parametros de
potencial de agua foliar (-Wpp) € (-Wwp).

A porcentagem de extravasamento de eletrélitos celulares (EEC) néo
apresentou diferencga significativa entre os clones dentro do regime hidrico de 100%,
durante todo o periodo de experimento (Tabela 1). Em contrapartida, no regime
hidrico de 30%, tratamento no qual as plantas estavam com limitacdo hidrica
(estresse hidrico), houve diferengas significativas entre as plantas dos somaclones e
as controle, sendo essa diferenca ainda mais acentuada quando as plantas ficaram
30 dias sob deficiéncia hidrica. Neste caso, os somaclones SP06, SP09 e SP10,
mesmo apresentando aumento no extravasamento de eletrdlitos celulares,
mostraram valores significativamente inferiores em comparagdo com as plantas do
controle e do somaclone SPO05.

Apé6s dois dias da reidratacdo das plantas foi possivel observar que as

plantas dos somaclones SP06, SP09 e SP10 igualaram os valores de EEC similares
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aos observados quando estas foram mantidas irrigadas; entretanto, as plantas-
controle e as do somaclone SP05 apresentaram menor recuperacdo em
comparagao aquelas do controle irrigado.

Foi possivel observar diferengas expressivas entre os regimes hidricos em
todas as plantas no que tange a eficiéncia quantica potencial medida ao meio dia
(Fv/Fm;,) ja apés 8 dias do inicio do déficit hidrico. (Tabela 2). A taxa de transporte de
elétrons (ETR) foi afetada pelo déficit hidrico, com a consequente reducdo da
fluorescéncia, no somaclone SP05 nos regimes de 100% e 30% de irrigagdo quando
comparadas com as plantas controle; entretanto, dentro do regime de 30% a
reducdo do ETR foi pouco afetada nos somaclones SP06, SP09 e SP10.
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Tabela 1- Valores médios do potencial de agua foliar as 05:00 hs (-¥pp,) € as 12:00
hs (-¥wup) e extravasamento de eletrélitos celulares (EEC) para plantas submetidas a
100% e 30% de reposi¢cao de agua evapotranspirada. Valores observados 8 e 30
dias ap0os o inicio do déficit hidrico e 2 dias apoés reidratacdo das plantas.

Cultivar SP80-3280

Tratamento 100%

Genotipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10

8 dias apos inicio do déficit hidrico

-Wep (Mpa) 0,4 Ab 0,2 Aa 0,2 Aa 0,2 Aa 0,3 Aab

-Ymp (Mpa) 0,5 Aa 0,7 Aa 0,5 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa
EEC (%) 15,7 Aa 15,2 Aa 18,3 Aa 14,7 Aa 15,6 Aa

30 dias apos déficit hidrico

-Wrp (Mpa) 0,3 Aa 0,2 Aa 0,2 Aa 0,2 Aa 0,2 Aa

-Ymp (Mpa) 0,7 Aa 0,8 Aa 0,6 Aa 0,6 Aa 0,7 Aa
EEC (%) 15,9 Aa 14,2 Aa 15,6 Aa 14,5 Aa 13,2 Aa

2 dias apés recuperagao

-Wep (Mpa) 0,3 Aa 0,2 Aa 0,2 Aa 0,2 Aa 0,3 Aa

-Ymp (Mpa) 0,6 Aa 0,6 Aa 0,4 Aa 0,6 Aa 0,4 Aa
EEC (%) 13 Aa 12,9 Aa 12,4 Aa 12,5 Aa 11,8 Aa

Tratamento 30%

Genotipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10

8 dias apds inicio do déficit hidrico

-¥rp (Mpa) 0,85 Ba 0,85 Ba 0,8 Ba 0,8 Ba 0,9 Ba

-Ymp (Mpa) 1,7 Bab 1,5Ba 1,4 Ba 1,8 Bb 1,8 Bb
EEC (%) 455 Bb 2765Ba 273Ba 2131Ba 24,65Ba

30 dias apos déficit hidrico

-Wep (Mpa) 0,8 Ba 0,8 Ba 0,7 Ba 0,8 Ba 0,9Bb

-Ymp (Mpa) 1,5 Ba 1,5 Ba 1,3 Ba 1,3Ba 1,3 Ba
EEC (%) 50,9 Bb 47 4 Bb 457 Ba 458 Ba 44,6 Ba

2 dias apos recuperagao

-¥rp (Mpa) 0,4 Aa 0,5Ba 0,5Ba 0,3 Aa 0,3 Aa

-Ymp (Mpa) 0,6 Aa 0,6 Ba 0,6 Aa 0,5 Aa 0,5 Aa
EEC (%) 17,8 Bb 20,2 Bb 13,8 Aa 13,5 Aa 13,9 Aa

Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (100% e 30%) na
comparacgao dos clones; Letras minusculas indicam diferenga estatistica entre somaclones (Controle,
SPO05, SP06, SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 2— Valores médios da eficiéncia quantica potencial antemanha, meio dia e
eficiéncia quantica efetiva do FSII (FvW/Fm, Fv/Fm;,, AF/F»' respectivamente), taxa de
transporte de elétrons (ETR) para plantas submetidas a 100% e 30% de reposigéao
de agua evapotranspirada. Valores apresentados 8 dias apds o inicio do déficit
hidrico.

Cultivar SP80-3280
Tratamento 100%

Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
Fv.Fm 0,82 Aa 0,83 Aa 0,81 Aa 0,82 Aa 0,82 Aa
Fv.Fmq, 0,68 Aa 0,66 Aa 0,75 Aa 0,72 Aa 0,75 Aa
AFv.Fm 0,79 Aa 0,81 Aa 0,79 Aa 0,83 Aa 0,83 Aa
ETR 27552 Aa 278,88 Aa 272,16 Aa 27552 Aa 275,52 Aa
Tratamento 30%

Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
Fv.Fm 0,71 Aa 0,69 Aa 0,77 Aa 0,79 Aa 0,83 Aa
Fv.Fmy, 0,45 Ba 0,49 Ba 0,52 Ba 0,55 Ba 0,55 Ba
AFv.Fm 0,76 Aa 0,81 Aa 0,78 Aa 0,76 Ba 0,80 Aa
ETR 238,56 Bb 231,84Bb 258,72Ba 26544 Ba 278,88 Aa

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (100% e 30%) na
comparacgao dos clones; Letras minusculas indicam diferenga estatistica entre somaclones (Controle,
SP05, SP06, SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

Ap0os 8 dias do inicio do déficit hidrico, a taxa de assimilagao liquida de CO»
e a transpiracao foliar apresentaram em média 50% de reducgao para as plantas de
todos os gendtipos quando entre os regimes hidricos (100% e 30%). As plantas que
estavam sob deficiéncia hidrica tiveram redugao de suas taxas fotossintéticas em
funcao da limitagc&o hidrica (Tabela 3).

As plantas-controle e os somaclones quando analisados dentro de cada
regime hidrico irrigado, nao apresentaram diferengas significativas para os
parametros analisados. Por outro lado, no regime hidrico de 30% a assimilagao
liquida de CO, dos clones SP05 e SP09 apresentaram valores menores, quando
comparadas aos demais somaclones e as plantas controle. Para os demais

parametros nao houve diferenca relevante.
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Tabela 3— Valores médios de assimilagao liquida de CO, (A), transpiracéao foliar (E),
condutancia estomatica (Gs), concentragdo interna foliar de CO, (Ci), para plantas
submetida a 100% e 30% de reposicdo de agua evapotranspirada. Valores
apresentados 8 dias apds o inicio do déficit hidrico.

Cultivar SP80-3280
Tratamento 100%
Genotipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10

A (umol CO,m*s”) 40,0 Aa 38,8Aa 37,58Aa 312Aa 33,53Aa
E (mmolH,0m?*s”) 643 Aa  545Aa 466Aa 533Ba 4,36 Aa
Gs (mmol m? s™) 043Aa 033Aa 0,30Aa 0,30Aa 0,26 Aa
Ci (umol m? s™) 172,53 Aa  1233Aa 1245Aa 179,5Aa 127,6 Aa
Tratamento 30%
Genotipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
A (umol CO,m*s”)  21,0Ba 16,6 Bb  2246Ba 13,83Bb 25,23 Ba
E (mmolH,O0m?s”) 363 Ba 173Bb  3,30Ba  1,46Bb 2,73 Ba
Gs (mmol m? s™) 0,13 Ba 0,06 Ba 0,6Aa 003Ba 0,1Ba
Ci (umol m*s™) 1234 Ab 216,36 Aa 185,33 Aa 178,3Aa 168,66 Aa

Letras maiusculas indicam diferenga estatistica entre os regimes hidricos (100% e 30%) na
comparacgao dos clones; Letras minusculas indicam diferenga estatistica entre somaclones (Controle,
SPO05, SP06, SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

Apos 30 dias sob deficiéncia hidrica as plantas foram reidratadas. Nao foram
observadas diferengas significativas em assimilagao liquida de CO; (A), transpiragéo
foliar (E), condutancia estomatica (Gs), concentragao interna foliar de CO, (Ci) entre
as plantas mantidas com 100% de reposigao diaria de agua durante os 30 dias de
cultivo em casa-de-vegetacédo (Tabela 4). As plantas controle e os clones SPOG,
SP09 e SP10 que estavam sob deficiéncia hidrica apresentaram plena recuperagao
fisiolégica apds 4 dias de reidratagdo, ndo havendo grandes diferengcas entre os
regimes hidricos (100% e 30%) para assimilagdo liquida de CO, condutancia
estomatica e potencial de agua foliar. Porém, houve diferengcas pontuais na
transpiracdo foliar e concentragdo interna de CO, nas plantas controle e do

somaclone SP09 dentro do regime hidrico de 30%.
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Tabela 4- Valores médios de assimilagao liquida de CO, (A), transpiracéao foliar (E),
condutancia estomatica (Gs), concentracao interna foliar de CO; (Ci) e potencial de
agua foliar as 12:00 hs (-¥up) para plantas submetidas a 100% e 30% de reposigéo
de agua evapotranspirada. Valores apresentados 4 dias apds a reidratacdo das
plantas.

Cultivar SP80-3280
Tratamento 100%
Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
A (umol CO;m”? s™) 28,1 Aa 26,8Ab  30,2Aa 27,5Aa 29,1 Aa
E (mmol H,0 m*s”) 3,9 Aa 3,5 Aa 37Aa 35Aa  36Aa
Gs (mmol m*s”) 0,2 Aa 0,17Aa 0,199Aa 0,18Aa 0,18 Aa
Ci (umol m* s™) 102,7Aa 80,3Aa 735Aa 792Aa 794 Aa
-%mp (MPa) 0,4 Aa 0,5 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa 0,5 Aa
Tratamento 30%
Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10

A (umol CO,m?s”) 2764Ab 2539Ab 315Aa 342Aa 32,4 Aa
E (mmol H,0 m? s™) 2,92 Ba 3,7 Aa 33Aa 365Aa 3,6Aa

Gs (mmol m?s”) 0,15Bab 021Aa 019Aa 022Aa 02Aa
Ci (umol m?s™) 442Ba 8844Aa 623Aa 66, 7Ba 75,1 Aa
-Yup (MPa) 0,6 Aa 0,5 Aa 0,5 Aa 0,5 Aa 0,4 Aa

Letras maiusculas indicam diferenga estatistica entre os regimes hidricos (100% e 30%) na
comparacgao dos clones; Letras minusculas indicam diferenga estatistica entre somaclones (Controle,
SP05, SP06, SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

3.3.2 Avaliagbes biométricas e biomassa

As avaliagdes biométricas realizadas durante todo o experimento estdo
apresentadas na Tabela 5, onde é possivel observar que no regime hidrico de 100%
todas as plantas apresentaram similaridade nos paradmetros avaliados. Entretanto, é
importante destacar positivamente o somaclone SP10 que atingiu taxas de
crescimento superiores aos demais em variaveis como altura e didmetro do colmo,
ao contrario do somaclone SP05 que mostrou valores menores em relagdo aos
demais nas variaveis biométricas de crescimento vegetal, durante a avaliaggo.

Durante o periodo equivalente ao de recuperacao das plantas submetidas ao
déficit hidrico, as plantas irrigadas (100%) continuaram apresentando crescimento
normal com algumas diferengas significativas pontuais, destacando-se o maior
numero de entrenods dos somaclones SP06, SP09 e SP10 (Tabela 5), caracteristica

esta economicamente importante para industria sucroalcooleira.
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Em plantas sob deficiéncia hidrica, observou-se que as diferencas
relevantes em comparagdo com o regime hidrico 100%, comegaram a partir de 20
dias apods o inicio do déficit hidrico para as variaveis altura e numero de folhas
verdes e 30 dias apos o inicio do déficit hidrico para didametro e numero de entrends
(Tabela 5). Esses resultados demonstram o efeito do déficit hidrico no crescimento
vegetativo, afetando todas as plantas que estavam sob limitagdo hidrica, as quais
apresentaram a reducdo em altura, didametro de colmo, numero de folhas e numero
de entrends. O somaclone SP09 se sobressaiu em relagdo aos demais e mesmo
sob limitagao hidrica apresentou valores maiores e significativos de altura e diametro
do colmo (Tabela 5).

Apos 10 e 20 dias da reidratagao das plantas (30%), ndo foi possivel
identificar a recuperagao nos parametros altura e numero de folhas verdes. Apenas
o somaclone SP09 estava completamente reestabelecido quando comparado as
plantas irrigadas (Tabela 6). Ao final dos 30 dias de reidratacdo as plantas clonais
SP09 e SP10 que estavam sob déficit hidrico se destacaram com maior altura,

folhas verdes e entrends, mostrando 6tima recuperagao.



45

Tabela 5- Valores médios dos parametros biométricos altura, didametro do colmo, numero de folhas verdes e numero de entrends
para plantas submetidas a 100% e 30% de reposi¢cao de agua evapotranspirada. Valores observados 10, 20 e 30 dias apds o inicio
do déficit hidrico.

Cultivar SP80-3280
Tratamento 100% 30%
Genotipo Controle SP05 SP06 SP09 SP10 Controle SP05 SP06 SP09 SP10
10 dias apoés inicio do déficit hidrico
Altura (cm) 47 Aa 32,5Ab 39,7 Aa 48,8 Aa 47,8 Aa 45 Ab 37,75 Ac 355Ac 51Aa 39,8Ac
Diédmetro (mm) 15,6 Aa 10,8 Ab 17,9 Aa 155Aa 16,8 Aa 14,3 Ab 10,9Ac 11,5Bc 14,2 Ab 16,1 Aa
Folhas Verdes (n°) 9 Ab 95Ab 11Ab 10,5Ab 12 Aa 11 Ab 9,5 Ab 12Aa 10,5Ab 10,5 Ab
Entrenos (n°) 12 Aa 12Aa 125Aa 12Aa 11,5Aa 12 Aa 13 Aa 1MAa  12Aa 12 Aa
20 dias apés inicio do déficit hidrico
Altura (cm) 68 Ab 55Ac 61,8Ab 57,5Ac 80 Aa 48,5Bb 40,3Bb 41,8Bb 60,8 Aa 46 Ab
Diédmetro (mm) 20,6 Aa 18,3 Aa 16,3 Aa 16,8 Aa 19,7 Aa 178 Aa 119Bb 13 Ab 16,5Aa 17,8 Aa
Folhas Verdes (n°) 10 Ab 10 Ab 10Ab 10Ab 12Aa 6Bb 55Bb 8 Ba 9 Aa 9 Ba
Entrends (n°) 12 Aa 12Aa 13,56Aa 13Aa 13 Aa 12Aa 13 Aa 12 Aa 13Aa 12 Aa
30 dias apés inicio do déficit hidrico
Altura (cm) 745Ab 63,8 Ac 69,6 Ab 67 Ab 84 Aa 57,8 Ba 45,6 Bb 45Bb 63,6 Aa 48,6 Bb
Diédmetro (mm) 21,5Aa 19,3 Aa 18,3 Aa 19,3 Aa 21,5Aa 18,2 Aa 12,8 Bc 15,4 Abc 17,8 Ab 18,9 Aa
Folhas Verdes (n°) 9 Ab 9Ab 10Aab 11Aa 12 Aa 5,5 Bb 55Bb 7Bab 7Bab 9Ba
Entrends (n°) 12Aa  12Aa 13,5Aa 13 Aa 13 Aa 12 Aa 13 Aa 13 Aa 13Aa 12 Aa

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (100% e 30%) na comparagéo dos clones; Letras minuUsculas indicam diferenga
estatistica entre clones (Controle, SP05, SP06, SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05). N=10.
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Tabela 6— Valores médios dos parametros biométricos altura, didametro do colmo, numero de folhas verdes e numero de entrends
para plantas submetidas a 100% e 30% de reposi¢cao de agua evapotranspirada. Valores observados 10, 20 e 30 dias apos a
reidratagao.

Cultivar SP80-3280
Tratamento 100% 30%
Genotipo Controle SP05 SP06 SP09 SP10 Controle SP05 SP06 SP09 SP10
10 dia apés recuperagao
Altura (cm) 79,2Ab 734Abc 78Ab 70,9Ac 90 Aa 64,7Ba 50,9Ba 482Ba 66,4 Aa 53,1Ba
Diédmetro (mm) 23,4 Aab 20,8 Ab 19,3 Ab 23,7 Aab 25,4 Aa 19,7 Aab 16,6 Ab 19,6 Aab 21,8 Aa 19,2 Bab
Folhas Verdes (n°) 9 Ab 9Ab 10Aab 11 Aa 12 Aa 55Bb 55Bb 7Bab 7 Bab 9 Ba
Entrenés (n°) 13 Ab 12Ab 145Aa 14 Aa 15 Aa 14 Aab 13,5Ab 15 Aa 15 Aa 14,5 Aab
20 dia ap6s recuperagao
Altura (cm) 84,75 Aa 81Aa 815Aa 77,3Aa 955Aa ©674Ba 58Ba 583Ba 69Aa 66,7Ba
Diédmetro (mm) 25,7 Aa 234Aa 234Aa 27Aa 26 Aa 21,9Aa 19,8 Aa 20,3 Aa 22,7Aa 21,6 Aa
Folhas Verdes (n°) 9 Ab 9 Ab 11Aa 10,5Aab 12 Aa 7 Bb 7Bb 85Bab 85Bab 10Ba
Entrenés (n°) 15 Aab 13Ab 16,5Aa 16Aa 16 Aa 15Ab 145Ab 17Aab 18 Aa 17 Aab
30 dias apés recuperacgao
Altura (cm) 89,3 Aa 88,3 Aa 90,5Aa 89,8 Aa 102,55 Aa 785Ab 63,3Bc 658Bc 83,8Aa 85Ba
Diédmetro (mm) 26,5Aa 24,8 Aa 24,2Aa 28,1 Aa 27,8Aa 245Aa 23,5Aa 243 Aa 245Aa 24,4Aa
Folhas Verdes (n°) 10Abc 9,5Ac 12Aab 11 Abc 13 Aa 9 Ab 9Ab 10Aab 10,5Aab 12 Aa
Entrends (n°) 17Abc 15Ac 20Aa 18Bab 18 Aab 17 Abc 16 Ac 19Aab 21 Aa 19,5 Aab

Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (100% e 30%) na comparagéo dos clones; Letras minusculas indicam diferenga
estatistica entre clones (Controle, SP05, SP06, SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05). N=10.
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Em relacdo aos dados de biomassa, as plantas que estavam sob condigao
hidrica ideal apresentaram diferengcas expressivas entre si, sendo que os
somaclones SP09 e SP10 exibiram maiores valores de biomassa de folha, bainha,
raiz e também maior area foliar total (Tabela 7). Apenas o somaclone SP06
apresentou valor de massa seca de bainha inferior aos demais. E importante
salientar que os somaclones SP09 e SP10 que ficaram sob restricdo hidrica
obtiveram os maiores valores de biomassa em todos os parametros avaliados, se
aproximando dos valores obtidos pelas plantas clonais SP05, SP06 e Controle que

estavam sob condi¢des hidricas ideais durante todo experimento (Tabela 7).

Tabela 7- Valores médios de massa seca foliar (MsF), massa seca da bainha
(MsB), massa seca de raiz (MsR), e area foliar total (AFT) para plantas submetidas a
100% e 30% de reposicdo de agua evapotranspirada avaliados o final do
experimento (30 dias apos a reidratagéo das plantas).

Cultivar SP80-3280
Tratamento 100%

Genotipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
MsF (g) 60 Ab 63,2 Ab 57 Ab 70 Aa 76 Aa
MsB (g) 86 Ab 90 Ab 81 Ac 104 Aa 108 Aa
MsR (9) 231,6 Ab 259 Ab 295 Aa 300 Aa 321,5 Aa
AFT (cm’) 20998 Ab 1898 Ab  26215Aa 2617,5Aa 2606,8 Aa

Tratamento 30%

Genotipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
MsF (g) 48 Bb 37 Bb 29,5 Bc 55 Ba 53 Ba
MsB (g) 55,5 Bc 59 Bb 51 Bb 82 Ba 78 Ba
MsR (9) 146,5Bc  193,5Bb  205,5Bb 225Ba 234 Ba
AFT (cm’) 1262,3Bb 1161,5Bb 1267 Bb 1514 Ba 1972 Ba

Letras maiusculas indicam diferenga estatistica entre os regimes hidricos (100% e 30%) na
comparagao dos clones; Letras mindsculas indicam diferenca estatistica entre clones (Controle,
SPO05, SP06, SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

3.4 Discussiao

Varios estudos demonstraram que a variagao somaclonal pode ser utilizada
para a melhoria de caracteristicas agronémicas em cana-de-agucar e em outras
culturas agricolas (LIU; CHEN, 1974, 1978; LAT; LANTIN, 1976; KARP;
MADDOCK,1984; ADKINS et al., 1990; ADKINS et al., 1995). Como as variagbes



48

genéticas sao traduzidas em caracteristicas fisiolégicas e morfolégicas, o
entendimento amplo sobre os parametros fisioldgicos em diferentes gendtipos,
singularmente em termos de relagdes hidricas e trocas gasosas, auxilia na selegcéao
de plantas tolerantes a seca (ENDRES et al., 2010). Como a cana-de-agucar, ao ser
submetida a deficiéncia hidrica, exibe alteragées morfofisioldgicas, como redugao do
potencial de agua foliar, fechamento parcial/total dos estdbmatos, reducdo da
transpiracao foliar e da fotossintese (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005; DAPANAGE;
BHAT, 2018). Neste trabalho buscou-se avaliar a resposta de genétipos originados
de cultura de tecidos por embriogénese somatica a este estresse ambiental para
verificar possiveis variantes potencialmente uteis para o melhoramento ou uso direto
como cultivar.

O potencial de agua foliar (-W¥), que pode ser considerado um indicador do
estado hidrico da planta, € afetado pela redugdo na disponibilidade de agua no solo
(BERGONCI et al., 2000; KORIR et al., 2006; BAYOUMI et al., 2008; ENDRES et al.,
2010). Ennahli e Earl (2005) e Vieira et al. (2014) observaram uma relagéo linear
entre conteudo relativo de agua nas folhas (CRA) e potencial de agua foliar (-W),
quando as plantas estdo sob regimes de restricdo hidrica leve, moderado e severo.
Os resultados de potencial de agua foliar (-WV) obtidos em todos os gendtipos aqui
analisados corroboram com os encontrados por Graga et al. (2010) em um estudo
realizado com cultivares de cana-de-acucar, onde foi observado redugdo no
potencial de agua foliar (-W) quando em plantas sob deficiéncia hidrica. Também,
Pincelli (2010) apresentou dados confirmando que gendtipos tolerantes conseguem
manter seu potencial de agua foliar (-W) em niveis maiores do que os genotipos
suscetiveis diante do mesmo regime de deficiéncia hidrica.

O déficit hidrico afeta a fisiologia da cana-de-agucar, principalmente os
parametros que tem relagdo com a taxa de fotossintese foliar, condutancia
estomatica e a eficiéncia fotoquimica (FSIl) (SILVA et al., 2007, 2011, 2012;
SANTOS et al., 2015; ZHAO et al., 2010; KHONGHINTAISONG, 2018). A
condutancia estomatica em cana-de-agucar é controlada pelo sistema radicular, com
o envolvimento de sinalizagdo quimica (SMITH et al., 1999), sendo o fechamento
estomatico uma das primeiras respostas de defesa contra perda de agua e
possuindo uma correlagdo positiva com potencial e conteudo de agua foliar (¥,
CRA), conteudo de clorofila (indice SPAD), eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm) e

pigmentos fotossintéticos (SANTOS et al., 2015). Os resultados observados em
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todos os gendtipos usados neste trabalho confirmam o comportamento ja observado
em plantas de cana-de-agucar, que apresentaram fechamento estomatico como
forma de impedir a desidratacdo excessiva das folhas e, consequentemente,
ocasionando o declinio da fotossintese liquida (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005;
INMAN-BAMBER et al., 2008).

Outro aspecto importante observado em todos os gendtipos foi a redugéo na
transpiracdo foliar (E) em condicdo de déficit hidrico, possivelmente como
consequéncia direta da diminuigcdo da condutancia estomatica, que, de acordo com
Machado et al. (2009), é uma estratégia interessante em resposta a falta de agua.
Estes resultados se assemelham aos relatados por Smit e Singels (2006), que
constataram reducdo na condutancia estomatica em cultivares de cana-de-agucar
sul-africanas (N22 e NCo376) em condi¢cbes de déficit hidrico. Ao encontro a estes
resultados, Gongalves et al. (2010) também verificaram a diminuicdo de trocas
gasosas (A, Gs e E) em plantas submetidas a restrigdo hidrica no decorrer do
crescimento vegetativo inicial.

Especificamente, analisando as respostas de cada gendtipo ao déficit
hidrico, os somaclones SP06, SP09 e SP10 apresentaram melhor desempenho
quanto a assimilagao liquida de CO,. Como neste trabalho, outros autores também
demonstraram a possibilidade de detectar plantas mais tolerantes a deficiéncia
hidrica analisando parametros fisiolégicos de somaclones de cana-de-agucar
(WAGIH et al., 2004; BEGUM et al., 2011; NAHEED et al., 2017).

Os prejuizos advindos do déficit hidrico podem ser detectados em diversas
variaveis biométricas apds a cessacao do estresse, como na altura, no numero,
peso e didmetro dos colmos, bem como na reducdo do numero de folhas verdes
(SILVA et al., 2008; ZHAO et al., 2010). Esses efeitos causados pelo déficit hidrico
podem estar associados ao processo de expansao celular que necessita de
condigbes hidricas adequadas para a divisdo e alongamento celular (PAEZ et al.,
1995). Como esperado, nas condi¢gdes aplicadas neste trabalho, o déficit hidrico
afetou negativamente os parametros biométricos em todos os gendtipos, sendo que
resultados similares foram observados por Machado et al. (2009), com o cultivar
IAC96-2042 sob restrigdo hidrica que apresentou grande redugdo na altura das
plantas. Gongalves (2008) ainda observou redugdao de até 35,9% na altura de
plantas de diferentes cultivares de cana-de-agucar em condicbes de deficiéncia

hidrica. Neste trabalho, os somaclones SP09 e SP10, apesar de apresentarem
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reducdo média de 50% em altura durante o periodo de déficit hidrico, se destacaram
no periodo de reidratagdo, reestabelecendo seu crescimento e apresentando
recuperacao em altura, numero de folhas verdes e numero de entrenés.

Ainda, o déficit hidrico pode ocasionar reducido no numero de perfilhos e
area foliar, resultando em menor biomassa tanto a radicular como da parte area
(ZHAO et al., 2010; JANGPROMMA et al., 2012). Gongalves (2008) verificou em
plantas de cana-de-agucar reducdo de 55,6% da area foliar no tratamento de
limitacdo hidrica em comparacdo com o controle, dados esses que apoiam o0s
encontrados neste trabalho, onde o déficit hidrico acarretou redugcbes meédias de
40% na area foliar total, sendo que a reducdo de area foliar foi menor nos
somaclones SP09 e SP10.

Considerando os parametros biométricos apdés 30 dias da cessacao do
déficit hidrico, foi observado que os somaclones SP06, SP09 e SP10 apresentaram
melhor potencial de recuperagcédo, com destaque para altura das plantas. Além desta
caracteristica, variantes somaclonais apresentando variacbes positivas para o
didmetro, comprimento e massa dos colmos (LAT; LANTIN, 1976), numero, volume
e densidade de colmos (LIU; CHEN, 1974, 1978; LAT; LANTIN, 1976; MANCHANDA
et al., 2018) ja foram anteriormente observados.

Os dados obtidos aqui mostram que os somaclones SP06, SP09 e SP10
apresentaram melhor capacidade de recuperacao fotossintética apés a reidratacao e
isso pode estar relacionado a sua capacidade e eficiéncia na captacido de recursos
hidricos. Em condigbes de deficiéncia hidrica foi demonstrado que ocorre aumento
do sistema radicular da cana-de-agucar, sendo que esse aumento foi maior quando
houve reducdo do conteudo de agua superficial do solo (INMAN-BAMBER et al.,
2003; JONGRUNGKLANGA et al., 2013). Plantas que apresentam sistema radicular
com grande porte e raizes mais profundas no solo, demonstram melhores respostas
na extragcdo de nutrientes e na capacidade de absorgdo de agua (WOOD; WOOD
1967; JONGRUNGKLANG et al., 2011; INMAN-BAMBER et al., 2012). Nesse
sentido, os dados aqui obtidos demonstram que os somaclones SP06, SP09 e SP10
obtiveram maior biomassa do sistema radicular tanto em condi¢cdes hidricas ideais
(100%), como sob deficiéncia hidrica, o que pode ter fornecido melhor suporte as
trocas gasosas. O desempenho elevado encontrado no desenvolvimento do sistema
radicular em condicdes de seca foi demonstrado em varios cultivares de cana-de-

agucar que apresentaram tolerancia a seca (SMITH et al., 2005).
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As variagdes na resposta ao déficit hidrico apresentadas pelas variantes
somaclonais analisadas neste trabalho indicam que esta ferramenta biotecnologica é
util para a obtengdo de plantas com melhor resposta agrondmica a este estresse
abidtico. Entretanto, ainda ha debates sobre se esta variabilidade obtida em plantas
oriundas de cultivo in vitro, classificada com variagdo somaclonal (LARKIN;
SCOWCROFT, 1981; EVANS; SHARP, 1986; MANCHANDA et al., 2018), é o
resultado da diferenciagdo genética preexistente nas células somaticas ou induzida
pelos procedimentos de cultura de tecidos (mutagbes ou epigenética), ou
provavelmente a combinagdo das duas acima (SKIRVIN; JANICK, 1976; LORZ;
SCOWCROFT, 1983; KARP, 1991; KAEPPLER et al., 2000; D’ALESSIO; SZYF,
2006; BHOJWANI; DANTU, 2013; CHEN et al., 2013). Independentemente de sua
origem, conforme aqui demonstrado, a variagdo somaclonal pode ser aproveitada
em cana-de-agucar, podendo ser herdada em progénie sexual ou clonal, como
mostram as experiéncias anteriores bem-sucedidas nesta importante espécie
agricola (LARKIN; SCOWCROFT, 1983; RAMOS et al., 1996).

3.5 Conclusao

Os somaclones SP09 e SP10 obtidos in vitro, apresentaram melhores
respostas para a tolerancia ao déficit hidrico nas avaliacbes realizadas em casa-de-
vegetacdo considerando os parametros fisiolégicos e biométricos quando
comparado as demais plantas avaliadas.

Portanto, a obtengdo de somaclones por embriogénese somatica mostrou-se
uma ferramenta biotecnoldgica util no intuito de obter plantas mais tolerantes ao
déficit hidrico, com potencial agrondmico para serem utilizadas como cultivares
comerciais. Contudo, ha necessidade de novas avaliagdes em condi¢gdes de campo
a fim de obter dados de resposta a este estresse abidtico em condi¢gdes de cultivo
predominantes, mas também em relagao a outras caracteristicas agronémicas como

produtividade, rendimento de agucar (ATR), entre outras.
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4 CAPITULO 2: Resposta transgeracional ao déficit hidrico em cana-de-agticar
RESUMO

Ha evidéncias de que plantas submetidas a tipos diferentes e subsequentes de
estresses podem responder de forma mais rapida e efetiva quando expostas a um
futuro estresse. Nesse sentido, as respostas fisioloégicas mediantes a deficiéncia
hidrica em cultivares de cana-de-agucar que vivenciaram exposi¢cao a eventos de
estresse anteriores é relevante no contexto da busca de novas tecnologias de
manejo da cultura. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar se condi¢des de
restricdo hidrica afetam o desempenho fisiolégico de cana-de-agucar submetidos a
deficiéncia hidrica na geragao clonal subsequente. Para tal, plantas somaclones do
cultivar SP80-3280 regenerados a partir de calos embriogénicos foram resubmetidos
a deficiéncia hidrica na 22 geragdo clonal. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado no esquema fatorial 2x5, sendo dois regimes hidricos,
100% e 30% da reposicdo diaria de agua evapotranspirada e cinco genotipos
(somaclones SP05, SP06, SP09 e SP10, e plantas controle propagadas
vegetativamente por gemas axilares). A parcela experimental foi constituida de
vasos plasticos contendo 14,0 kg de solo com uma planta por vaso, para cada
tratamento utilizou-se dez repetigdes. O déficit hidrico foi iniciado aos 120 dias apods
plantio e durante este periodo foram realizadas avaliagdes biométricas e fisiolégicas
nas plantas. Apos 30 dias sob deficiéncia hidrica as plantas foram reidratadas e as
avaliagbes realizadas novamente. Os gendétipos do cultivar SP80-3280 que
vivenciaram a situagao de estresse hidrico na geragédo anterior apresentaram maior
tolerancia a deficiéncia hidrica quando expostas novamente a essa esta situagao,
indicando a indugdo de mudangas fenotipicas adaptativas (“stress memory”),
provavelmente através de mecanismos epigenéticos. Assim, € possivel concluir que
o déficit hidrico aplicado na primeira geragao clonal de plantas de cana-de-agucar
atuou como um processo de preparo prévio (“plant priming”), aumentando o
potencial adaptativo das plantas na geracao subsequente.

Palavras-chave: Deficiéncia hidrica, Memoaria do estresse, Somaclones.
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ABSTRACT

There is evidence that plants undergoing different and successive stresses can
respond more quickly and effectively when exposed to an ensuing stress. In this
sense, physiological responses to water deficiency in sugarcane cultivars that
experienced exposure to previous stress events is relevant in searching for new crop
management technologies. Therefore, the objective of this work was to evaluate if
water restriction conditions affect the physiological performance of sugarcane plants
submitted to water deficit in subsequent clonal generation. For this purpose, plants of
four somaclones of the cultivar SP80-3280 regenerated from embryogenic calluses
were resubmitted to water deficit in the 2" clonal generation. The experimental
design was completely randomized in the 2x5 factorial scheme, with two water
regimes, 100% and 30% of the daily replenishment of evapotranspirated water and
five genotypes (somaclones SP05, SP06, SP09 and SP10, and control plants
propagated by axillary buds). The experimental plot consisted of plastic pots
containing 14.0 kg of soil with one plant per pot, ten treatments were used for each
treatment. The water deficit was started at 120 days after planting and during this
period the biometric and physiological evaluations were performed in the plants. After
30 days under water deficit the plants were rehydrated and then reanalyzed. The
genotypes of the cultivar SP80-3280 that experienced the water stress situation in
the previous generation presented greater tolerance to water deficit when exposed
again to this stress, indicating the induction of phenotypic changes (“stress
memory”), probably through epigenetic mechanisms. Thus, it is possible to conclude
that the water deficit applied in the first clonal generation of sugarcane plants acted
as a plant priming process, increasing the adaptive potential of the plants in the
subsequent generation.

Keywords: Water deficit, Stress memory, Somaclones.
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4.1 Introdugao

As plantas consideradas tolerantes a seca, normalmente s&o reconhecidas
pela capacidade de reducdo do metabolismo a fim de construir respostas que, a
partir de alguma alteragcdo morfofisioldgica, seja capaz de superar a condigao de
estresse (SOUZA; LUTTGE, 2015).

Alguns estudos com cana-de-agucar relatam alta variagdo genotipica entre
cultivares sob restrigdo hidrica (BASNAYAKE et al., 2012; JANGPROMMA et al.,
2012; RIBEIRO et al., 2013; SALES et al., 2013; KHUEYCHAI et al., 2015). A
maioria dos estudos realizados avaliam apenas as respostas morfolégicas ou
fisiolégicas em plantas sob déficit hidrico e isto ndo esclarece como a cultura da
cana-de-agucar consegue manter seu crescimento em situagdes de limitagao hidrica
(RAMESH, 2000; MACHADO et al., 2009). A conexao entre planta e ambiente é o
que governa suas respostas fisiologicas e morfolégicas perante as variagdes
ambientais, e essa capacidade de perceber e reagir as perturbagdes gera alteragdes
de fendtipo, que é chamada de plasticidade fenotipica (MATESANZ et al.,2010;
VALLADARES et al., 2006). As plantas possuem a capacidade de aclimatagao
perante a um estresse abidtico (BRUCE et al., 2007; LAMBERS et al., 2008), a partir
de sua plasticidade fenotipica em resposta a mudangas ambientais (AUBIN-HORTH;
RENN, 2009). A plasticidade fenotipica pode dar a planta a condicdo de ter
respostas mais ageis visando protecéo ao estresse recorrente (WALTER, 2010).

Diversas evidéncias mostram que plantas submetidas a tipos diferentes de
estresse e subsequente podem responder de forma mais rapida e efetiva quando
exposta a um futuro estresse (RAMiREZ et al., 2015; WALTER et al., 2011; LI et al.,
2014). O preparo de uma planta para enfrentar um estresse futuro € conhecido como
“priming” e € um processo usado para desenvolver plantas com melhor capacidade
para lidar com estresses (BRUCE et al.,, 2007; CONRATH 2011). Este fenbmeno
esta relacionado com efeito de memoria do estresse (“stress memory”), que envolve
diversas alteragdes que podem ser transcricionais, pos-transcricionais e/ou devido a
mecanismos epigenéticos (KINOSHITA; SEKI, 2014). Estas alteracbes podem
ocorre em qualquer periodo do ciclo de vida de uma planta (MUNNE-BOSCH;
ALEGRE, 2013; RAMIREZ et al., 2015).
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O processo denominado ‘plant priming”, ocorre quando uma planta é
exposta a um estresse bidtico/abidtico visando prepara-la para uma exposicao futura
a este estresse (BRUCE et al., 2007; CHEN et al., 2012; CHEN; ARORA, 2012; LI et
al., 2014; WANG et al., 2014; LI et al., 2015). O processo de “priming” induz
respostas de memoria que podem persistir em geragdes sucessivas a original
(CHINNUSAMY; ZHU, 2009; CHEN; ARORA, 2012). Resposta diferenciais mediante
ao mesmo tipo de estresse é o que traduz o conceito de memodria do estresse dado
pelo termo em inglés “stress memory” (AVRAMOVA, 2015), sendo que alguns
estudos tiveram como foco explorar os mecanismos envolvidos em ‘plant priming” e
“stress memory”, em busca de plantas mais tolerantes a seca (POLLE et al., 1996;
TAHKOKO et al., 2007; KREYLING et al., 2010; WALTER et al., 2011; WANG et al.,
2014; WANG et al., 2015; RAMIREZ et al., 2015; SHUKLA et al., 2015; LI et al.,
2015).

Diante do exposto, torna-se relevante a compreensdo dos mecanismos
fisioloégicos de plantas de cana-de-agucar submetidas a deficiéncia hidrica em duas
geracgdes clonais subsequentes, visando desenvolver novas tecnologias de manejo

da cultura baseadas nos conceitos de “plant priming” e “stress memory”.

4.2 Material e Métodos

Foram usadas neste estudo plantas de 4 somaclones de cana-de-agucar cv.
SP80-3280 (SP05, SP06, SP09, SP10) obtidos através de embriogénese somatica
usando como fontes de explantes tecido meristematico apical conforme descrito por
Maniero (2015), e plantas dessa mesma cultivar obtidas através de propagacao
vegetativa natural por toletes (gendtipo “controle”).

As plantas foram entdo mantidas em condicbes de casa-de-vegetacao
durante todo o periodo experimental (6 meses) em vasos de 12L contendo 14 kg de
solo tipo Argissolo Vermelho-Amarelo eutréfico. O solo foi corrigido 30 dias antes do
plantio segundo as recomendacgdes de Vitti (2008), a fim de atender necessidades
nutricionais da cultura apontadas em analise quimica previamente realizada.

O ambiente foi monitorado diariamente por um sistema HOBO (modelo HO8-
004-02, EUA) de coleta automatica de temperatura, luz e umidade. Durante este

periodo foi realizado acompanhamento das plantas e os parametros fisioldgicos
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foram avaliados durante o periodo de restricdo hidrica e reidratacdo das plantas,
conforme descrito abaixo.

As plantas foram submetidas a dois regimes hidricos, caracterizados por
reposi¢cao de 100% (controle) e 30% (déficit) da evapotranspiragao diaria através do
meétodo gravimétrico, sendo feita a reposicdo diaria da agua. Os vasos foram
mantidos em casa-de-vegetacdo e o experimento foi realizado em arranjo
inteiramente casualizado com 10 repeticdes de cada tratamento. Cada repeticao foi
constituida apenas por plantas com um colmo originado do perfilho primario, com
desbaste permanente dos perfilhos secundarios.

O regime de limitag&o hidrica foi iniciado 120 dias ap6s brotagao das mudas,
com reposi¢cao hidrica realizada diariamente a partir de pesagens dos vasos e
reposicdo da massa de agua perdida conforme definido acima. As plantas com
restricdo hidrica ficaram submetidas a este fator estressante por um periodo de 30
dias, em seguida foi reestabelecida a quantidade de agua adequada (100%), a fim
de analisar a capacidade de recuperacao fisiolégica das plantas.

Ao final do experimento, 30 dias apds a reidratacao, foi realizada a avaliacao
do rendimento de biomassa, analisando a massa seca total (MST), massa seca foliar
(MSF), massa seca do colmo (MSC), massa seca da raiz (MSR) e a area foliar total
por planta (AFT).

4.2.1 Descricao do modelo experimental

e Experimento — Deficiéncia hidrica na 22 geragao clonal

Apenas gemas oriundas de plantas usadas no 1° experimento (somaclones
e plantas controle) foram selecionadas a partir de marcagao realizada com uma fita
colorida no colmo. Essas gemas foram plantadas e submetidas aos regimes hidricos
seguindo os mesmos procedimentos ja descritos no primeiro capitulo, para
estabelecer as condigdes de déficit hidrico em plantas da primeira geragéo. Assim,

os tratamentos que compdem o segundo experimento s&o:

1- Plantas do regime hidrico 100% (reposicédo de 100% da ETc)
que continuaram sendo irrigadas, tratamento este identificado como
100.100%.
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2- Plantas do regime hidrico 100% (reposicédo de 100% da ETc)
submetidas a deficiéncia hidrica (reposicdo 30% da ETc), tratamento
este identificado como 100.30%.

3- Plantas do regime hidrico 30% (reposicdo 30% da ETc),
novamente expostas a deficiéncia hidrica (reposicdo 30% da ETc),

tratamento este identificado como 30.30%.

Figura 4- Croqui experimental - Fluxograma explicativo da segunda etapa do
experimento.

12 Déficit Hidrico 22 Déficit Hidrico
o Regime Hidrico 30% Regime Hidrico 30% o
L Genétipos (Controle SPOS Gendtipos {Controle, SP05, SPO6, SP09 e SP10) E
c . ! 0
Q SP06, SP09 e SP10) Tratamento30.30% O
‘o . . o o
o Regime Hidrico 30% O
(@} Gendtipos {Controle, SPOS, SPO6, SP09 e SP10) o
x . ;. 0 x
0 Regime Hidrico 100% Tratamento 100.30% W
2| Genétipos (Controle, SPOS5, (o'\ll
SP06, SP09 e SP10) Regime Hidrico 100%

Gendtipos (Controle, SPO5, SP06, SPO9 e SP10)
Tratamento 100.100%

Fonte: O autor.

4.2.2 Parametros avaliados

4.2.2.1 Estado hidrico das plantas

O conteudo relativo de agua foliar (CRA) foi avaliado para determinar a
porcentagem de agua na folha (10cm de tecido foliar por planta de cada repeticéo).
O CRA foi realizado 20 dias ap6s o inicio do tratamento com déficit hidrico. As
analises foram realizadas as 05:00h e as 12:00h. O CRA foi calculado segundo
Larcher (2000):

CRA = (Mf — Ms)/ (Msat — Ms) x 100 (%)
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Onde Mf corresponde a massa fresca de discos foliares pesados
imediatamente apds o seu destacamento e Msat corresponde a massa de discos
foliares sob saturagcdo de agua, apds imersdao em agua destilada durante 12h. Ms
corresponde a massa seca obtida apdés secagem dos discos foliares em estufa a
60°C até obtencdo de massa constante.

Foi determinado o potencial de agua foliar (-W¥) as 05:00h (“predawn” -Wpp) e
as 12:00h (“midday” -Wwp) quando as plantas estavam sob deficiéncia hidrica aos 8
e 30 dias apds o inicio do déficit hidrico utilizando a cdmara de Scholander. O
potencial de agua foliar medido com a cadmara de presséo fornece uma medicéo de
pressédo hidrostatica negativa que ocorre no xilema de uma planta intacta devido a
evaporagdo de agua a partir da transpiragdo (SCHOLANDER et al, 1965;
KIRKHAM, 2005).

4.2.2.2 Extravasamento de membrana (EM)

O extravasamento de eletrdlitos celulares foi avaliado por condutividade
elétrica de uma solugao aquosa. Foram coletados 10 discos de folhas extraidos de
cada repeticdo em todos os tratamentos durante o periodo de restricdo hidrica e em
seguida foram colocados em um recipiente plastico com 10 mL de agua deionizada.
Os recipientes com a solugao foram tampados e mantidos a temperatura de 25° C
por 24 h. Posteriormente, a condutividade do meio foi determinada (Xi) com o auxilio
de um medidor portatil de condutividade elétrica (LTLutron, modelo CD-4301).

Posteriormente, os discos na solu¢cado foram submetidos a banho-maria a 60
°C por 3h e a condutividade elétrica da solugdo foi avaliada novamente (Xf). O
extravasamento de eletrdlitos celulares foi expresso como a porcentagem de
condutividade em relagdo a condutividade total apds o aquecimento por 3h a 60 °C
[(Xi/Xf) x 100]. Essa técnica permite avaliar a integridade das membranas celulares
visto que quanto menor a condutividade elétrica da solugdo, menor é a quantidade
de eletrélitos que extravasam das membranas indicando seu grau de integridade.
(SCOTTI CAMPOS; THU PHAM THI, 1997).
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4.2.2.3 Medidas das variaveis fotossintéticas

Durante o periodo de déficit hidrico (120 DAP) foram realizadas medidas de
resposta fotossintética (A, E, Gs, Ci). Para essas medidas foram utilizadas as folhas
classificadas como +1, que sdo as primeiras folhas totalmente expandidas de cada
planta, consideradas folhas adultas. Estes parametros foram analisados apds a
determinacdo do estado hidrico das plantas, a fim de que as medidas fossem
realmente feitas somente quando as plantas estivessem sob déficit hidrico. Para
esta avaliagdo utilizou-se o analisador de gas por infravermelho (Li-6400XTR, LiCor,
EUA), sob irradiagdo de 1600 uymol m? s e concentragdo de CO, de 400 ppm.

4.2.2 .4 Fluorescéncia da clorofila a

A avaliagdo da atividade fotoquimica foi realizada no mesmo momento das
medidas fotossintéticas (120 DAP), por meio da analise de fluorescéncia da clorofila
a, utilizando um medidor otico de fluorescéncia (FluorPen, FP100, Photo System
Instruments). Os parametros determinados foram: eficiéncia quantica potencial
(Fv/Fm) e efetiva (Fv/Fm’) do FSIlI as 05:00h e 12:00h. Calculou-se também a taxa
de transporte de elétrons (ETR = DFFF * AF/Fm’ * 0,5 * 0,84) (BILGUER et al.,
1995). Os valores de Fm e Fv indicam, respectivamente, as fluorescéncias maxima e
variavel, determinadas apds 30 min de adaptacido ao escuro. Fm’ e Fs sao,
respectivamente, a fluorescéncia maxima e no estado de equilibrio dindmico na
presenca de luz e FO' representa a fluorescéncia basal apos a excitacdo do FSII.
(BILGER; SCHREIBER; BOCK, 1995).

4.2.2.5 Medidas pontuais de recuperacao

Apds 30 dias do inicio do déficit hidrico foi realizada a reidratacdo das
plantas de modo a elevar a capacidade de campo para 100%. Apds a reidratagao
foram realizadas avaliagbes pontuais da fotossintese (A) e da condutancia
estomatica (Gs) no dia da reidratagdo, aos trés e aos cinco dias apos a reidratagao.
Para esta avaliagao utilizou-se o analisador de gas por infravermelho (Li-6400XTR,

LiCor, EUA), sob irradiagdo de 1600 pmol m? s e concentracdo de CO, de 400
ppm.
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4.2.2.6 Avaliacdo biométrica e producédo da biomassa total

ApoOs o transplante das mudas para os vasos de 14,0 kg em casa-de-
vegetacdo, foram realizadas quinzenalmente avaliagbes biométricas da altura das
plantas, didametro do colmo, numero de folhas verdes e numero de entrends. A altura
das plantas foi medida da base (solo) até a bainha da folha totalmente expandida
(folha +1) e o didametro do colmo foi aferido no tergo médio do colmo de cada planta.
Ao final do experimento, foi realizado a coleta das plantas para a avaliagdo do
rendimento de biomassa, analisando a massa seca total (MST), massa seca foliar
(MSF), massa seca do colmo (MSC), massa seca da raiz (MSR) e a area foliar total
por planta (AFT).

A area foliar total foi medida com um analisador portatil de area foliar
(modelo LI-3000A, Li-Cor, USA). Para a quantificagdo de massa seca foliar (MSF),
massa seca do colmo (MSC) e massa seca da raiz (MSR) as amostras foram
armazenadas em sacos de papel, identificados e mantidos em estufa sob uma
temperatura constante de 70 °C até obtencdo de massa constante medida com uma

balanca de precisao.
4.2.2.7 indice de plasticidade fenotipica
Os indices de plasticidade fenotipica (IPF), foram calculados a partir
dos valores médios para cada parametro fisioldgico, biométrico e biomassa de
acordo com Valladares et al. (2006):
IPF= (MédiaMax — MédiaMin) / MédiaMax
O indice de plasticidade fenotipica (IPF) indica a distancia fenotipica

entre individuos do mesmo gendtipo expostos a diferentes ambientes e varia de 0

(sem plasticidade) a 1 (plasticidade maxima).
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4.2.3 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA,
p<0,05) e ao teste de comparagcdo de médias Tukey (p<0,05), utilizando o software
SISVAR® (versao 5.3).

4.3 Resultados
4.3.1 Parametros fisiologicos

Apds 3 dias do inicio do déficit hidrico as plantas cultivadas sob regime
hidrico 100%.100% mantiveram-se estaveis em relagdo aos parametros de
assimilagao liquida de CO; (A) transpiragao foliar (E), condutancia estomatica (Gs) e
concentragao interna foliar de CO, (Ci), contudo, os somaclones SP09 e SP10
obtiveram respostas significativas ligeiramente superiores aos demais genétipos nos
parametros citados anteriormente (Tabela 8). Quanto ao potencial de agua folia (-
Wup), ndo houve diferengcas em todas as plantas neste regime hidrico. No entanto,
nas plantas que foram submetidas ao déficit hidrico pela primeira vez (100.30%), foi
possivel verificar diferengas expressivas em A, E, Gs, Ci e potencial de agua foliar,
sendo que os somaclones SP06, SP09 e SP10 apresentaram melhores respostas
fisiologicas nestes parametros (Tabela 8).

A mesma resposta exibida pelas plantas dos somaclones SP09 e S10 no
tratamento 100.30% foi confirmada no regime hidrico 30.30%, juntamente com o
somaclone SP06. Estes trés somaclones demonstraram melhor desempenho
fisiolégico que os demais em todos os parametros avaliados neste tratamento,
indicando que a passagem por um prévio evento estressante afeta positivamente as
suas respostas fisioldgicas a um novo ciclo de restricao hidrica (Tabela 8). Apds 3
dias do inicio do déficit hidrico ja ficou evidenciado as melhores respostas tanto dos
somaclones como do gendtipo controle, sendo que as plantas 30.30% apresentaram
valores similares de assimilacdo liquida de CO, (A), transpiracdo foliar (E),
condutancia estomatica (Gs), concentragao interna foliar de CO; (Ci) aos observados
nas plantas sob o regime hidrico 100%.100% (Tabela 8). Nos dois regimes hidricos
com deficiéncia hidrica (100.30% e 30.30%), os somaclones SP06, SP09 e SP10 se
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destacaram positivamente, principalmente com maiores valores nas taxas

fotossintéticas.

Tabela 8- Valores médios de assimilagao liquida de CO; (A), transpiracéao foliar (E),
condutancia estomatica (Gs), concentracao interna foliar de CO; (Ci), e potencial de
agua foliar as 12:00hs (-¥mp) 3 dias apds inicio do déficit hidrico em plantas
submetidas a 100% e 30% de reposicéo de agua evapotranspirada.

Cultivar SP80-3280
3 dias apos inicio do déficit hidrico
Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
100.100%
A (umol CO,m*s™) 22,9 Ab 231Ab  253Bab 27,7Aa 252 Aab
E (mmol H,0 m*s™) 3,3 Ab 3,4 Ab 37Aab  3,9Aa 4 Aa
Gs (mmol m? s™) 021Ab  0,22Aab 025Aab 032Aa 0,32Aa
Ci (umol m* s™) 173 Ab 171 Ab 186Bb  245Aa 223 Aa
-%mp (MPa) 0,5 Aa 0,5 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa
100.30%
A (umol CO,m*s™) 16,8 Cc 16 Cc 241Ba  20,8Bb  21,1Bb
E (mmol H,0 m*s™) 2,7Ba 2,6 Ba 2,9 Ba 3,1 Ba 2,9 Ba
Gs (mmol m*s™) 0,19Ab  0,17Ab  024Aab 030Aa 0,25 Aab
Ci (umol m* s™) 158 Aa 152Aa 169Ba  172Ca 162 Ba
-%mp (MPa) 1,3 Cb 1,2 Cab 1,1 Ca 1,2 Cab 1,1 Ca
30.30%
A (umol CO,m*s”) 20,3 Bb 19,8Bb  27,9Aa 27.6Aa  252Aa
E (mmol H,0 m* s”) 2,4 Bb 2,4 Ab 3,7 Aa 3,2 Ba 3,5 Aa
Gs (mmol m*s™) 019Ab  0,14Ab  029Aa 027Aa 0,26 Aa
Ci (umol m* s™) 178 Ab 1456 Ac 206 Aab 214 Ba 222 Ba
-%mp (MPa) 1Bb 1Bb 0,7 Ba 0,8 Ba 0,7 Ba

Letras maiusculas indicam diferengca estatistica entre os regimes hidricos (100.100%, 100.30% e
30.30%); Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre gendtipos (Controle, SP05, SP06,
SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

Apos 5 dias do inicio do déficit hidrico, as diferencas na assimilagao liquida
de CO., transpiracao foliar e condutancia estomatica mostraram-se ainda maiores
entre as plantas do regime hidrico 100.100% em comparagao aquelas com déficit
hidrico nos regimes 100.30% e 30.30%, evidenciando efeitos da restricdo hidrica
(Tabela 9). E interessante observar que houve diferencas significativas importantes

entre os gendtipos no regime 100.30%, sendo que os somaclones SP06, SP09 e
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SP10 apresentaram melhor desempenho fotossintético, mostrando que mesmo nao
tendo vivenciado um estresse anterior conseguiram apresentar boas taxas de

fotossintese e transpiracao foliar frente ao estresse hidrico.

Tabela 9- Valores médios de assimilagao liquida de CO, (A), transpiracéao foliar (E),
condutancia estomatica (Gs), concentracéo interna foliar de CO, (Ci) 5 dias apos
inicio do déficit hidrico em plantas submetidas a 100% e 30% de reposi¢céo de agua
evapotranspirada.

Cultivar SP80-3280
5 dias apos inicio do déficit hidrico
Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
100.100%
A (umol CO;m™* s7) 226Ab  26Aab  243Aab  27.4Aa 26,2 Aa
E (mmol H,0 m* s™) 3,8 Aa 3,2 Ab 3,8 Aa 4 Aa 3,9 Aa
Gs (mmol m? s") 0,16 Aab 0,13Ab 0,17Aab 0,177 Aab 0,18 Aa
Ci (umol m*s™) 183 Aa 152 Aa 156 Aa 157 Aa 181 Aa
100.30%
A (umol CO;m™* s7) 167Bab 154Cb  196Ba  19,3Ba  17,3Bab
E (mmol H,0 m* s™) 2,3 Cb 2,2 Bb 2,9 Ba 2,7 Ca 2,7 Ca
Gs (mmol m? s") 0,12Ba  0,12Aa 014Aa  0114Aa 0,13 Ca
Ci (umol m*s™) 145 Ba 132 Aa 134 Aa 153 Aa 142 Ca
30.30%
A (umol CO;m™* s7) 194Ba  198Ba 209Ba  19,9Ba 20 Ba
E (mmol H,0 m* s™) 3,4 Ba 3,2 Aa 3,2 Ba 3,2 Ba 3,5 Ba
Gs (mmol m? s") 016Aa 0,14Aa 015Aa  0,15Aa  0,15Ba
Ci (umol m*s™) 156 Ba 151 Aa 137 Aa 155 Aa 167 Ba

Letras maiusculas indicam diferengca estatistica entre os regimes hidricos (100.100%, 100.30% e
30.30%); Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre gendétipos (Controle, SP05, SPO06,
SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

Em relacdo ao periodo de condi¢cdes severas de restricdo hidrica, apds 7
dias sem irrigagao, houve diferencgas significativas em plantas que experimentaram o
estresse pela primeira vez (100.30%), evidenciando uma influéncia negativa maior
da limitagc&o hidrica em todos os parametros fisiolégicos avaliados (Tabela 10).

Nao foram encontradas diferengas significativas nos parametros fisioldgicos
entre gendtipos dentro do regime 100.100% que estavam em condigbes hidricas
ideais (Tabela 10).
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Nas plantas do regime hidrico 30.30%, os efeitos do déficit hidrico sob as

taxas de fotossintese, transpiracdo foliar e os parametros referentes aos

fotossistemas (Fv/IFm42, AF/Fm’, ETR) foram menores do que nas plantas do regime
hidrico 100.30%, realgando claramente que as plantas que passaram pelo estresse
anterior (30.30%), obtiveram maior tolerancia ao déficit hidrico, capacidade esta
adquirida possivelmente durante o primeiro evento de estresse hidrico (Tabela 10).

Tabela 10— Valores médios de assimilagao liquida de CO; (A), transpiragao foliar
(E), condutancia estomatica (Gs), concentragao interna foliar de CO, (Ci), potencial
de agua foliar as 12:00hs (-¥mp), eficiéncia quantica potencial meio dia, eficiéncia
quéntica efetiva do FSII (Fv/Fm12, AF/Fm’) e a taxa de transporte de elétrons (ETR),
7 dias apos inicio do déficit hidrico em plantas submetidas a 100% e 30% de
reposi¢cao de agua evapotranspirada.

Cultivar SP80-3280
7 dias apos inicio do déficit hidrico
Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
100.100%
A (umol CO,;m” s”) 23Ab  245Aab 257 Aa 25Aab 24,6 Aab
E (mmol H,0 m” s) 3,8 Aa 3,8 Aa 3,9 Aa 3,8 Aa 3,9 Aa
Gs (mmol m*s”) 0,16 Aab  0,15Aab  0,14Ab  0,19Aa 0,16 Aab
Ci (umol m* s™) 134 Ab 144 Aab 160 Aa 147 Aab 134 Ab
-¥up (MPa) 0,5 Aa 0,5 Aa 0,5 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa
Fv/Fmyz 070Aa  069Aa  069Aa  068Aa 0,67 Aa
AF/Fm’ 077Aa  078Aa  079Aa  077Aa  0,75Aa
ETR 23520 Aa 231,84 Aa 231,84 Aa  22848Aa 22512 Aa
100.30%
A (umol CO,m” s”) 12,9 Cb 16 Ca 146 Cab 14,6 Cab 153 Cab
E (mmol H,0 m” s) 1,5 Cb 1,3 Cb 1,5 Cb 1,9 Ca 1,9 Ba
Gs (mmol m” s 010Ba  009Ba  0,10Aa  009Ca  0,11Ba
Ci (umol m* s) 109Bbc 103 Bc 128Bb  106Bbc 140 Aa
-%Yump (MPa) 2Bb 2,2Cb 2,1 Cab 2Cb 1,9 Ba
Fv/Fmyz 060Ca  039Cc  052Cb  050Cb  0,55Cb
AF/Fm 066Bab  065Bb  066Bab  069Ba 0,67 Bab
ETR 201,60 Ca 131,04Cb 174,72Ca 168,00 Ca 184,80 Ca
30.30%
A (umol CO,m* s™) 18 Ba 20 Ba 183Ba  185Ba 19,3 Ba
E (mmol H,0 m”* ™) 24Bab  2,4Bab 2,5Ba 2,2 Bab 2,1Bb
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Gs (mmol m”* s 012Ba  0,13Aa  0,13Aa  0,14Ba 0,13 Ba
Ci (umol m*s™) 147 Aab 94 Bb 134 Bab 151 Aa 125 Aab
-¥mp (MPa) 2 Ba 1,9 Ba 1,9 Ba 1,8 Ba 1,9 Ba
Fv/Fm1, 0,65Bb  063Bbc 0,67 Ba 0,68 Ba 0,68 Ba
AF/Fm’ 0,78Aa 0,77 Aa 0,77 Aa 0,75 Aa 0,78 Aa
ETR 221,76 Ba 211,68Ba 225,12Ba 194,88 Aa 201,60 Aa

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (100.100%, 100.30% e
30.30%); Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre gendétipos (Controle, SP05, SPO06,
SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

Trés dias apos a reidratagdo, as plantas do regime hidrico 100.100%
demonstraram niveis similares de A, E, Gs, Ci e -Wp (Tabela 11). Todas as plantas
submetidas a dois ciclos subsequentes de déficit hidrico (30.30%) obtiveram maior
capacidade de recuperagao tendo em vista a melhoria de todos os parametros
fisiologicos analisados (Tabela 11), com destaque para os somaclones SP06, SP09
e SP10 que obtiveram melhores valores de potencial de agua foliar e fotossintese.
Em clara oposicao a este fato, todos os gendtipos que nédo foram submetidas a
limitacdo hidrica na geracéo clonal anterior (100.30%) n&o conseguiram recuperar
sua capacidade hidrica foliar apdés este periodo, apresentando menores taxas de
assimilagao liquida de A, E, Gs e Ci (Tabela 11).
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Tabela 11- Valores médios de assimilagao liquida de CO, (A), transpiragao foliar
(E), condutancia estomatica (Gs), concentracao interna foliar de CO, (Ci) e potencial
de agua foliar as 12:00 h (-?mp), 1 dias apos reidratagcdo das plantas submetidas a
100% e 30% de reposicédo de agua evapotranspirada.

Cultivar SP80-3280
1 dia apés a recuperagao
Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
100.100%
A (umol CO,m?s™) 24,8 Aa 23,5Aab 23,7Aab  21,8Bb 24,9 Aa
E (mmol H,0 m?s™) 5,2 Aa 4,1 Ab 5,1 Aa 4,7 Aa 5,1 Aa
Gs (mmol m?s™) 0,29 Aa 0,30 Aa 0,27 Aa 0,26 Aa 0,28 Aa
Ci (umol m?s”) 217 Aa 193 Aab 206 Aa 174 Ab 187 Aab
-WYyp (MPa) 0,5 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa
100.30%
A (umol CO,m?s™) 18,2 Ca 18,4 Ca 18,7 Ca 19,8 Ca 17,9 Ba
E (mmol H,0 m?s™) 2,4Cb 2,4 Cb 2,6 Cab 3,0Ca 2,9 Cab
Gs (mmol m?s™) 0,12 Bb 0,10 Cb 0,16Ba 0,14Bab 0,14 Bab
Ci (umol m?s”) 161 Ba 116 Cb 147 Bab 150 Aa 177 Aa
-Yup (MPa) 1,2 Ca 1,1 Ca 1,1 Ca 1,1 Ca 1,2 Ca
30.30%
A (umol CO,m?s™) 22 Bb 25,2 Aa 26,3 Ba 25,2 Aa 26,6 Aa
E (mmol H,O m?s™) 4.2 Ba 4.2 Aa 4.3 Ba 4,3 Ba 4,3 Ba
Gs (mmol m?s™) 0,15 Ba 0,15 Ba 0,17 Ba 0,18 Ba 0,15 Ba
Ci (umol m?s”) 136 Ba 151 Ba 149 Ba 153 Aa 138 Ba
-Yup (MPa) 0,9 Bb 0,8 Bb 0,7 Ba 0,7 Ba 0,6 Ba

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (100.100%, 100.30% e
30.30%); Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre gendtipos (Controle, SP05, SPO06,
SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

Subsequentemente, apds 5 dias da reposi¢cao hidrica ideal no solo para o
tratamento de déficit hidrico, as plantas dos somaclones SP06, SP09 e SP10 no
regime hidrico totalmente irrigado (100.100%), exibiram melhores respostas
fotossintéticas e de transpiragdo foliar em comparagdo aos demais gendtipos
(Tabela 12). E importante ressaltar que mesmo apds 5 dias de reidratacdo as
plantas de todos os gendtipos do regime 100.30% n&o recuperaram totalmente a
capacidade de assimilagéo liquida de CO; (A), enquanto que as plantas do regime
30.30% apresentaram valores assimilagdo liquida de CO; (A) similares aos das
plantas que se mantiveram completamente irrigadas (100.100%) durante todo o

experimento (Tabela 12).
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Tabela 12— Valores médios de assimilagao liquida de CO, (A), transpiragao foliar
(E), condutancia estomatica (Gs), concentragao interna foliar de CO, (Ci), 3 dias
apo6s reidratagcao das plantas submetidas a 100% e 30% de reposi¢cao de agua

evapotranspirada.

Cultivar SP80-3280
3 dias apos a recuperagao
Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
100.100%
A (umol CO,m*s”) 23,6 Ac 25,1 Abc 29 Aa 26,3Ab  27,5Ab
E (mmol H,0 m® s™) 4,0 Ab 4,0 Ab 3,7 Ab 4,7 Aa 4,7 Aa
Gs (mmol m*s”) 018Ba  014Aa 017Aa 020Aa 0,16 Aa
Ci (umol m* s™) 152 Aa 117 Bb 155 Aa 162 Aa 158 Aa
100.30%
A (umol CO;m? s7) 206Ba  195Ca 204Ca 195Ca 20,1 Ca
E (mmol H,0 m* s™) 3,3 Bbc 3,1 Bc 3,2 Bc 3,7 Bb 4,0 Ba
Gs (mmol m*s”) 014Ba  0,13Aa 0,18Aa  0,16Aa 0,18 Aa
Ci (umol m* s 116 Bb 119 Bb 164 Aa 151 Aa 159 Aa
30.30%
A (umol CO;m? s7) 222Aa  222Ba  22,3Ba  234Aa 22/1Ba
E (mmol H,0 m® s™) 3,2 Bb 3,1 Bb 4,1 Ba 3,9 Ba 3,8 Ba
Gs (mmol m*s”) 035Aa  0,14Ab  024Aab 0,19Aab 0,15 Ab
Ci (umol m* s™) 113 Bb 153 Aa 175 Aa 157 Aa 173 Aa

Letras maiusculas indicam diferenga estatistica entre os regimes hidricos (100.100%, 100.30% e
30.30%); Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre gendtipos (Controle, SP05, SPO06,
SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

A recuperacao fisiolégica das plantas somente foi observada apds 7 dias de
reidratacdo, quando o potencial de agua foliar mostrou-se equilibrado nas plantas de
todos os gendtipos em todos os tratamentos (Tabela 13). O somaclone SP10
apresentou melhores respostas em parametros fisiolégicos (A, E, Ci) avaliados
dentre os gendtipos do tratamento que esteve totalmente irrigado (100.100%)
(Tabela 13). Nos regimes 100.30% e 30.30% os somaclones SP06, SP09 e SP10
apresentaram as melhores respostas em praticamente todos os parametros

fisiologicos avaliados (Tabela 13).
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Tabela 13- Valores médios de assimilagao liquida de CO, (A), transpiragao foliar
(E), conduténcia estomatica (Gs), concentracao interna foliar de CO; (Ci), e potencial
de agua foliar as 12:00 hs (-Wwup) 5 dias apods reidratagcdo das plantas submetidas a
100% e 30% de reposicédo de agua evapotranspirada.

Cultivar SP80-3280
5 dias apés recuperagao
Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
100.100%
A (umol CO,m? s™) 25,7 Ab 26 Ab 26 Ab 25,5 Ab 29,3 Aa
E (mmol H,0 m? s™) 4,5 Ac 5,2 Aab 4,9 Ab 4,8 Ab 54 Aa
Gs (mmol m?s™) 0,20Ab 0,27 Aa 0,20 Ab 0,19 Ab 0,29 Aa
Ci (umol m?s™) 137 Ab 209 Aa 155 Ab 158 Bb 213 Aa
-Yyp (MPa) 0,5 Aa 0,5 Aa 0,5 Aa 0,4 Aa 0,5 Aa
100.30%
A (umol CO,m? s™) 247Aab 241Ba 24,8Aab 254Aab  26,3Ba
E (mmol H,0 m?s™) 3,9Bb 4,0 Bb 4,9 Ba 4,7 Aa 4,6 Ba
Gs (mmol m*?s™) 0,13Bb  0,14Bb 0,20 Aa 0,18Aa 0,17 Bab
Ci (umol m?s”) 142 Ab 150 Bb 151 Ab 186 Aa 147 Bb
-WYup (MPa) 0,4 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa 0,5 Aa 0,5 Aa
30.30%

A (umol CO,m? s™) 257Aa 245Ba  24,8Aa 26,3 Aa 28,1 Aa
E (mmol H,0 m?s™) 3,8 Bb 3,9Bb 4,5 Ba 4,5 Aa 4,4 Ba
Gs (mmol m*?s™) 0,13Bb  0,13Bb 0,19 Aa 0,22 Aa 0,21 Ba
Ci (umol m*?s™) 126 Ab 121 Cb 143 Aab 155 Ba 123 Ca
-WYup (MPa) 0,5 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa 0,4 Aa 0,5 Aa

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (100.100%, 100.30% e
30.30%); Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre gendtipos (Controle, SP05, SPO06,
SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

4.3.2 Avaliagdes biométricas e biomassa

As plantas dos somaclones SP06, SP09 e SP10 mantidas com suplemento
ideal de agua (100.100%) apresentaram maiores biomassas de raiz e folha, o que
contribuiu para um acumulo maior de massa total dessas plantas ao final do
experimento (Tabela 14).

As plantas sob regime hidrico 100.30% foram fortemente afetadas pelos
efeitos da deficiéncia hidrica aplicada neste experimento, o que resultou em
diminuicdo dos valores de massa seca de folha, colmo e raiz (MSg, MSc, MSR);
porém estes efeitos foram mais acentuados nos gendétipos Controle e SP05 do que
nos SP06, SP09 e SP10 que apresentaram maiores valores em todos os parametros

de biomassa analisados (Tabela 14). Contudo, todas as plantas no regime 30.30%
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apresentaram resultados equivalentes aos observados nas plantas do regime hidrico
(100.100%) e superiores quando comparadas com as plantas do tratamento
100.30% para as variaveis MSg, MSc e MSg, com destaque a este ultimo (Tabela
14).

E nitido o impacto decorrente da deficiéncia hidrica na area foliar total
(AFT) de todas as plantas do tratamento 100.30%, com destaque negativo para os
gendtipos SP05 e Controle. Comparado ao tratamento 100.100%, € notéria a
reducao da area foliar total neste regime hidrico dos somaclones SP06, SP09 e
SP10 (média de 50%), sendo esta redugédo ainda maior nas plantas dos genoétipos
SP05 e Controle (65%). Por outro lado, as plantas no regime de irrigagdo 30.30%
tiveram somente uma redugcdo de média de 20% para os somaclones SP06, SPQ9,
SP10 e 35% para SP05 e Controle (Tabela 14).

Em relacédo a razdo raiz/parte aérea (R/PA), os resultados relevantes
ficaram restritos aos somaclones SP09 e SP10, que apresentaram valores muito

proximos das plantas do regime hidratado (100.100%).
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Tabela 14— Valores médios de massa seca foliar (MSg), massa seca do colmo
(MSc), massa seca de raiz (MSgr), massa seca total (MSt), a raz&o entre raiz e parte
aérea (R/PA) e area foliar total (AFT) das plantas submetidas a 100% e 30% de

reposi¢cao de agua evapotranspirada.

Cultivar SP80-3280
100.100%

Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10
MSk (g) 35,0 Ac 35,3 Ac 51,3 Aa 43,6 Aab 42,8 Abc
MSc (g) 198 Aa 192 Aa 226 Aa 210 Aa 198 Aa
MSk (g) 80,3 Bc 92,6 Bbc 124,7 Aab 140,6 Aa 150,8 Aa
MS+ (g) 313,3 Ab 319,9 Bb 401,9 Aa 404,9 Aa 381 Aa
R/PA 0,36 Bb 0,41 Bab 0,46 Bab 0,58 Aa 0,59 Aa
AFT (crm?) 2539,75Aa 2503,75Aa 27125Aa  2617,5Aa  2856,75 Aa
Tratamento 100.30%

MSk (g) 27,4 Bb 28,6 Aab 30,8 Cab 36,1 Ba 33,7 Bab
MSc (g) 74,5 Bb 94,5 Bb 96 Bb 150,5 Ba 155,5 Ba
MSr (g) 57 Bb 60,5 Cb 87,5 Bab 89 Bab 93 Ba
MS+ (9) 158,9 b 183,6 Cb 214,3 Cb 284.,6 Ba 273,1 Ba
R/PA 0,56 Aa 0,50 Ba 0,69 Aa 0,48 Ba 0,48 Ba
AFT (cm’) 1079,75Ca  1071,5Ca  1270,75Ca 1247,25Ca 121475 Ca
Tratamento 30.30%

MSk (g) 34,5 Aab 33,4 Ab 42,1 Ba 42,9 Aa 40,8 Aab
MSc (g) 163 Ab 197 Aa 192,5 Aa 194,5 Aa 197,5 Aa
MSr (9) 107 Ab 104,5 Ab 117,8 Aa 121,3 Aa 133,2 Aa
MSr+ (g) 305,5 Ab 325,9 Ab 352,3Bab  358,6 Aab 371,5 Aa
R/PA 0,58 Aa 0,62 Aa 0,5Ba 0,52 Aa 0,56 Aa
AFT (crm?) 1632,5Bb  1672,25Bb  2047,25Ba  2039,25Ba  2050,0 Ba

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre os regimes hidricos (100.100%, 100.30% e
30.30%); Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre gendétipos (Controle, SP05, SPO06,
SP09, SP10) dentro de cada regime hidrico. Teste de Tukey (p<0,05).

4.3.3 indice de plasticidade fenotipica

Para a realizagcao do calculo do indice de plasticidade fenotipica (IPF) foram
utilizados os dados obtidos na andlise de varidncia, sendo os valores de média
maxima referentes as plantas do regime hidrico totalmente irrigado (100.100%) e as
meédias minimas s&o advindas das plantas que estavam sob déficit hidrico (100.30%
e 30.30%).

Para os parametros fisioldgicos, independentemente do gendtipo, os indices
de plasticidade fenotipica foram menores em todas as plantas que foram submetidas
a deficiéncia hidrica pela segunda vez (30.30%) em comparag&o com as plantas que
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vivenciaram o déficit hidrico pela primeira vez (100.30%) (Tabela 15). Nesta ultima
condicdo, onde as plantas experienciaram a deficiéncia hidrica pela primeira vez, os
maiores indices de plasticidade fenotipica em todos gendtipos foram encontrados
nos parametros de potencial de agua foliar (-¥up), transpiragado foliar (E) e
condutancia estomatica (Gs), que sao fatores intrinsecamente ligados ao estado
hidrico das plantas (Tabela 15).

Em todos os gendtipos no tratamento 30.30%, o IPF mais elevado foi
observado aos 7 dias ap6s inicio do déficit hidrico e 1 dia apds a reidratacéo, para o
paradmetro de potencial de agua foliar e condutancia estomatica (Tabela 15). No
entanto, em todos os outros parametros avaliados nestes periodos citados acima, os
indices de plasticidade fenotipica mantiveram-se préoximos de zero. E importante
ressaltar que as plantas neste regime hidrico ja haviam superado um evento de
estresse na primeira geragao, o que pode ter influenciado as respostas plasticas dos
parametros fisiologicos. Portanto, para essas plantas (30.30%) n&o foi observado
niveis elevados de alteragdo do fendtipo em relagado aos parametros fisioldgicos; no
entanto, em contraste ao citado para as plantas 30.30%, as respostas de
plasticidade fenotipica das plantas 100.30% revelou altos indices em parametros
fisiologicos importantes (A, E, Gs, -¥up) durante o periodo de déficit hidrico.
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Tabela 15— indice de plasticidade fenotipica referente a assimilagdo liquida de CO,
(A\), transpiracao foliar (E), condutancia estomatica (Gs), concentracdo interna foliar
de CO; (Ci), e potencial de agua foliar as 12:00 h (-?mp), para a variedade SP80-
3280 submetida a 100% e 30% de reposigdo de agua evapotranspirada. 3, 7 dias
apos inicio do déficit hidrico e 1dias apos reidratagao das plantas.

Cultivar SP80-3280
indice de plasticidade fenotipica
100.30% 30.30%
Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10 Controle SP05 SP06 SP09 SP10

3 dias apos déficit hidrico

A (umol CO;m* s™) 027 031 005 025 0,16 011 0,14 0,09 000 0,00
E (mmol H,0 m*s”) 0,18 0,24 0,22 021 0,28 0,27 0,29 0,00 0,18 0,13
Gs (mmol m?s™) 0,06 020 0,05 0,06 0,22 0,06 035 0,15 0,16 0,19
Ci (umol m* s”) 0,09 0,11 0,09 0,30 027 0,03 0,15 0,0 0,13 0,00
-Pup (MPa) 062 058 064 067 0,64 050 050 043 050 043
7 dias apo6s déficit hidrico
A (umol CO,m*s™) 044 0,35 043 042 0,38 022 0,18 0,29 0,26 0,22
E (mmol H,0 m*s”) 0,61 0,66 0,62 0,50 0,51 0,37 0,37 0,36 042 0,46
Gs (mmol m*s™) 0,34 039 026 049 0,28 0,26 0,10 0,06 025 0,19
Ci (umol m? s™) 0,19 0,28 0,20 0,28 0,04 009 0,35 0,16 0,03 0,07
-Yup (MPa) 075 077 0,76 0,80 0,79 075 0,74 0,74 078 0,79
Fv/Fm,, 0,01 0,04 004 0,09 0,03 0,01 0,01 0,03 004 0,04
AF/Fr’ 0,14 043 025 026 0,18 009 038 022 014 0,08
1 dia apés recuperagao
A (umol CO,m*s™) 0,27 0,22 0,21 0,09 0,28 0,11 0,07 0,0 0,13 0,06
E (mmol H,0 m*s”) 0,54 041 049 0,36 043 0,19 0,02 0,6 0,09 0,16
Gs (mmol m?s™) 0,59 065 041 046 0,49 049 048 0,38 031 047
Ci (umol m? s™) 026 040 029 0,14 0,05 037 0,22 028 012 0,26
-Ywp (MPa) 058 0,64 064 064 0,67 044 050 043 043 033

Em relagdo aos indices de plasticidade fenotipica relacionados ao acumulo
de biomassa, é possivel observar que todos os gendtipos no tratamento 30.30%
apresentaram valores maiores no IPF de massa seca de colmo e raiz (MSc, MSR) e,
consequentemente, de massa seca total (MSt) (Tabela 16). Essa resposta mais

plastica, principalmente em biomassa do sistema radicular, tem relagdo direta com a
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manutencdo do estado hidrico dessas plantas e deu suporte a outros parametros
fisiologicos (A, E Gs).

No regime 100.30%, todos os gendtipos apresentaram baixa
plasticidade fenotipica em relagdo aos pardmetros de biomassa analisados, com
rara excegdo para os genotipos SP05 e Controle que apresentaram valores de
plasticidade fenotipica equivalente as plantas do tratamento 30.30% para massa
seca de raiz, mas que isoladamente ndo contribui efetivamente para um melhor

desempenho fisiolégico dessas plantas.

Tabela 16— indice de plasticidade fenotipica referente a massa seca foliar (MsF),
massa seca do colmo (MsC), massa seca de raiz (MsR), massa seca total (MsT), a
razao entre raiz e parte aérea (R/PA) e area foliar total (AFT) para a variedade
SP80-3280 submetida a 100% e 30% de reposicdo de agua evapotranspirada.

Cultivar SP80-3280

indice de plasticidade fenotipica

100.30% 30.30%

Genétipos Controle SP05 SP06 SP09 SP10 Controle SP05 SP06 SP09 SP10
MSk (9) 0,01 0,05 0,48 0,02 0,05 0,22 0,19 0,40 0,17 0,21
MSc (9) 0,18 0,03 0,15 0,07 0,00 0,62 0,51 0,58 0,28 0,21
MSr (9) 0,31 0,36 0,06 0,14 0,12 0,29 0,35 0,30 0,37 0,38
MSt (9) 0,01 0,16 0,12 0,11 0,02 0,49 043 0,47 0,30 0,28
R/PA 0,38 0,06 0,08 0,10 0,05 0,36 0,18 0,33 0,17 0,19

AFT (cm®) 0,36 0,02 0,25 0,22 0,28 0,57 0,57 0,53 0,52 0,57

4.4 Discussao

A manuten¢ao da condig&o hidrica foliar durante eventos de estresse hidrico
€ um importante indicativo de plantas tolerantes a limitacdo de agua (JAMAUX et al.,
1997; ALTINKUT et al., 2001; COLOM; VAZZANA 2003; LAWLOR; TEZARA, 2009;
SILVA et al.,, 2011; CIA et al., 2012). Plantas que sdo capazes de manter ou
apresentar menor redugéao no conteudo de agua foliar demonstram uma capacidade
crucial para preservar suas fungdes fisiologicas (GORAI et al., 2010). Os resultados

obtidos neste trabalho confirmam a importancia da condi¢do hidrica foliar para
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tolerancia ao déficit hidrico em cana-de-agucar, sendo que os somaclones SPO0G,
SP09 e SP10 no tratamento (30.30%) obtiveram redugdo de apenas 50% de seu
potencial de agua foliar apés 3 dias do inicio do déficit hidrico, enquanto todos os
gendtipos do tratamento 100.30% apresentaram redugcao média de 90% no mesmo
periodo.

Estudos relataram que redugdes severas na eficiéncia quantica do PSII
(Fv/Fm), com valores abaixo de 0,75 sao encontrados em cultivares sensiveis ao
déficit hidrico e estresse salino (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989; CHA-UM;
KIRDMANEE 2009; GRACA et al., 2010; SILVA et al., 2014). Portanto, o parametro
que considera a razdo Fv/Fm é um relevante fator para identificar cultivares que
possam ser tolerantes ao estresse hidrico (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989;
SANTOS et al.,, 2015; CHEN et al., 2011). A eficiéncia quantica do fotossistema |l
possui correlacdo direta com assimilagdo de carbono, contribuindo com a atividade
fotossintética foliar (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Portanto, os resultados obtidos
neste estudo estdo de acordo com os anteriormente descritos, pois os somaclones
SP06, SP09 e SP10 do tratamento 30.30% obtiveram melhores respostas de
eficiéncia quéntica efetiva (Fv/Fm;) do fotossistema, parametro este que da suporte
ao aparato fotoquimico. A partir de dados fotoquimicos em condi¢cdes hidricas de
extrema limitagdo, evidenciou-se que plantas de cana-de-agucar com maior
eficiéncia fotoquimica possui melhor desempenho na dissipagcdo do excesso de
energia gerado no FSII, evitando a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (MULLER et al., 2001; VILELA, 2017).

Ainda, os somaclones SP06, SP09 e SP10 do tratamento denominado
30.30% apresentam maior tolerancia ao déficit hidrico, mantendo sua condigao
hidrica até 5 dias apds o inicio do déficit hidrico, indicando que essa caracteristica
positiva tenha sido adquirida através da experiéncia de estresse em um ciclo
anterior, denominado “stress memory” (BRUCE et al., 2007; CONRATH 2011; CHEN
et al., 2012; CHEN; ARORA 2012; LI et al., 2014; WANG et al., 2014; LI et al., 2015).
Os valores dos parametros fisiolégicos obtidos ao avaliar as plantas submetidas a
um segundo evento de deficiéncia hidrica (30.30%) confirmam as diversas
evidéncias que afirmam que plantas submetidas a tipos diferentes estresses de
maneira subsequente podem responder de forma mais rapida e efetiva quando
exposta a um futuro estresse (RAMIREZ et al., 2015; WALTER et al., 2011; LI et al.,

2014). Essa capacidade adquirida de aclimatagdo faz com que plantas possam
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apresentar melhores respostas quando o evento de estresse € recorrente
(SCHEFFER et al., 2001; BRUCE et al., 2007; HU et al., 2015). Outros estudos
recentes concentraram seus esforcos no entendimento dos mecanismos presentes
nos processos de ‘plant priming” e “stress memory”, na qual plantas apresentam
melhores respostas perante eventos estressantes e deletérios (POLLE et al., 1996;
TAHKOKORRPI et al., 2007; KREYLING et al., 2010; WALTER et al., 2011; WANG et
al., 2014; WANG et al., 2015; RAMIREZ et al., 2015; SHUKLA et al., 2015; LI et al.,
2015).

O déficit hidrico conduz a alta senescéncia foliar, afetando a area foliar,
diminuindo a produtividade de colmos e concomitantemente reduz o rendimento da
biomassa total das plantas de cana-de-agucar (SMIT; SINGELS, 2006; PINCELLI;
SILVA, 2012). De acordo com Smit e Singels (2006), a limitagdo da expansao foliar
pode ser considerada um critério de defesa da planta contra a falta de agua, sendo
que um dos primeiros efeitos da deficiéncia hidrica na planta € o decréscimo no
turgor celular que afeta a elongagéao das células e influéncia negativamente a area
foliar das plantas, variavel extremamente importante pela sua estreita conexdo com
estado hidrico da planta e a capacidade fotossintética. No tratamento (30.30%), os
somaclones SP06, SP09 e SP10 apresentaram comparativamente maior area foliar
total apos déficit hidrico. Portanto, os dados obtidos na avaliagdo de biomassa das
plantas reforcam a observacédo que, dependendo do gendtipo, plantas oriundas de
material propagado de plantas que vivenciaram uma situagcdo hidrica adversa
anteriormente podem apresentar uma melhor capacidade de resposta ao déficit
hidrico, principalmente no que tange a area foliar total e a massa seca do sistema
radicular e que foram menos afetadas pela restricao hidrica.

Como ja relatado, ha uma ampliacédo do sistema radicular de plantas de
cana-de-agucar cultivadas em condi¢des de deficiéncia hidrica, (INMAN-BAMBER et
al., 2003; JONGRUNGKLANGA et al., 2013). Sistemas radiculares com maior
densidade e profundidade apresentam melhor aporte hidrico e nutricional as plantas
de cana (WOOD; WOQOD, 1967; SMITH et al., 2005; LACLAU; LACLAU, 2009;
JONGRUNGKLANG et al., 2011; INMAN-BAMBER et al., 2012). O maior acumulo de
biomassa sob déficit hidrico em cana-de-agucar foi associado a maior plasticidade
fenotipica, pois melhor regulagao das trocas gasosas determinou maior plasticidade
fisiologica (MARCHIORI et al., 2017). Neste trabalho, os somaclones SP06, SP09 e

SP10 que passaram pelo tratamento 30.30% apresentaram maior sistema radicular
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mediante submissdo as condi¢cdes de déficit hidrico aqui aplicadas, fato que nao
ocorreu com aquelas submetidas a esse estresse pela primeira vez (tratamento
100.30%).

Alteragcbdes genéticas, fisioldgicas e possiveis adaptagcbes ao longo de seu
processo evolutivo, podem elevar os niveis de plasticidade fenotipica (ZHANG et al.,
2013). A plasticidade fenotipica pode conferir a planta uma condicdo de apresentar
respostas mais rapidas visando se proteger do estresse recorrente (VALLADARES
et al., 2007; WALTER, 2010), e & uma ferramenta utilizada para analisar a
aclimatacédo das plantas as variagdes ambientais (NICOTRA et al., 2010). Nesse
sentido, sugere-se que a capacidade de uma planta em notar e lidar com as
variagbes ambientais apresentando respostas morfofisiolégicas e alterando seu
fendtipo sdo determinadas pela sua plasticidade fenotipica (VALLADARES et al.,
2006; PIGLIUCCI; MURREN; SCHLICHTING, 2006; MATESANZ et al., 2010).
Portanto, plantas com maior capacidade de aclimatagdo mediante um estresse
abidtico podem apresentar melhores respostas a partir de sua plasticidade fenotipica
(MUNNE-BOSCH; ALEGRE, 2000; JIANG et al., 2005; BRUCE et al., 2007;
LAMBERS et al., 2008; AUBIN-HORTH; RENN, 2009). Segundo Hahn, Kleunen e
Scharer (2012), espécies poliploides como a cana-de-agucar, apresentam altos
niveis de plasticidade fenotipica, sendo mais adaptadas e resistentes a fatores
abidticos. Plantas desse tipo apresentam um genoma plastico, possuindo
mecanismos regulatoérios capazes de mediar variagbes prejudiciais, permitindo o
surgimento de novos fenotipos estimulados por adaptagdes e estimulos ambientais
(SONG; CHEN, 2015). No entanto, nem sempre alta plasticidade é sinbnimo de
vantagem adaptativa (COUSO; FERNANDEZ, 2012). No caso dos parametros
fisiologicos analisados nos genotipos usados neste trabalho, foram observados
indices de plasticidade fenotipica (IPF) menores em todas plantas que foram
originarias das submetidas a deficiéncia hidrica na geracéo clonal anterior (30.30%),
em comparagao com as plantas que vivenciaram o déficit hidrico pela primeira vez
(100.30%) (Tabela 19). Portanto, isso indica que plantas submetidas pela primeira
vez um déficit hidrico (regime 100.30%) tendem a apresentar respostas fisioldgicas
mais plasticas, a fim de tentar superar a limitacio hidrica.

Estudos relataram aclimatacao diferencial a varios modelos de estresse que
podem afetar o metabolismo das plantas (DING et al., 2012; BYUN et al., 2014; HU

et al., 2015; HU et al., 2016). Assim, a resposta plastica observada, principalmente
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em massa de raiz, nas plantas submetidas ao tratamento 30.30%, pode ter fornecido
melhor suporte na manutencédo do hidrico dessas plantas, que se manteve sempre
superior no que se refere aos parametros fisioldgicos durante o déficit hidrico em
comparacgao as plantas 100.30%.

No contexto do trabalho aqui desenvolvido, plantas expostas previamente a
alguma situagdo estressante desenvolveram um tipo diferente de aclimatagao,
denominado efeito de memoria do estresse (“stress memory”), que pode
potencializar as respostas defensivas das plantas quando submetidas ao estresse
novamente (BRUCE et al., 2007; IWASAKI; PASZKOWSKI, 2014; FLETA-
SORIANO; MUNNE-BOSCH, 2016; AVRAMOVA, 2015). Algumas respostas
positivas apresentadas por plantas submetidas a um déficit hidrico, incluindo os
indices de plasticidade fenotipica, podem ser afetadas pelo processo conhecido
como “plant priming”, que acontece quando uma planta é exposta a um estresse
bidtico/abidtico visando prepara-la para uma possivel exposi¢cao futura ao mesmo
evento estressante (CHEN et al., 2012; CHEN; ARORA, 2012; BRUCE et al., 2007).
Estudos anteriores mostram que essa exposicdo anterior ao estresse favorece a
planta em respostas posteriores durante seu ciclo de vida (RAMIREZ et al., 2015;
MUNNE-BOSCH; ALEGRE, 2013; LI et al., 2014; WANG et al., 2014; LI et al., 2015)
e isso inclui o efeito de memoaria (“stress memory”) que também pode ser mediada
por proteinas, fatores de transcricdo, modificagcbes epigenéticas e alteragdes
fisiolégicas (CHINNUSAMY; ZHU, 2009; CHEN; ARORA, 2012; KINOSHITA; SEKI,
2014; BRUCE et al., 2007; CONRATH, 2011).

Neste caso a condigdo estressante (déficit hidrico) foi aplicada em uma
geragcdo clonal anterior e o mesmo estresse foi replicado em plantas que
vivenciaram e nao vivenciaram o fator estressante. Mesmo neste caso, que se
diferencia de mecanismos de memodria experienciados durante o mesmo ciclo
bioldgico da planta, ficou evidente pelos parametros fisiolégicos como potencial de
agua foliar, pelo acumulo de biomassa e maior area foliar que alguns gendétipos
testados (SP06, SP09 e SP10) apresentaram um mecanismo fisioldgico adquirido
durante a primeira passagem por condi¢gbes de deficiéncia hidrica (30.30%) que as
prepara para superar o déficit hidrico de maneira mais efetiva do que as plantas que
sdo submetidas ao estresse pela primeira vez (100.30%). Resultados similares
foram obtidos por (MARCOS et al., 2018) em plantas de cana-de-agucar sob ciclos

recorrentes de déficit hidrico aplicados em gerag¢des subsequentes, no qual plantas
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expostas previamente ao déficit hidrico responderam com mais eficiéncia na

geracgao seguinte.

4.5 Conclusao

As evidéncias do efeito de memoria do estresse (“stress memory”) sao
confirmadas neste trabalho, onde os somaclones SP06, SP09 e SP10 que passaram
por deficiéncia hidrica subsequente apresentaram melhores respostas fisioldgicas e
de biomassa perante os efeitos negativos do estresse, demonstrando que ao serem
submetidas ao primeiro evento estressante adquiriram através de mecanismos
regulatorios internos algum tipo de preparo para enfrentar o evento de estresse no
futuro.

Avaliagbes futuras sdo necessarias com os somaclones SP06, SP09 e
SP10, afim de investigar quais os mecanismos fisiolégicos estdo por tras das

respostas positivas mediante o estresse.
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