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RESUMO

ALVES, F. V. Eficiéncia de uso de dgua e potassio, discriminacao isotépica de 13C, trocas
gasosas e alteracfes metabdlicas em gendtipos de cana-de-acUcar. 2020. 129 f. Tese
(Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2020.

A disponibilidade hidrica e nutricdo potassica sdo fatores primordiais para o desenvolvimento
e produtividade da cana-de-agucar. Estudos que investiguem respostas fisiologicas, nutricionais
e metabolicas do déficit hidrico e disponibilidade de potassio (K) no solo sdo necessarios para
o entendimento do uso eficiente e sustentavel de dgua e K pela cultura. Assim, no primeiro
experimento (experimento I) objetivou-se avaliar o efeito do déficit hidrico e do incremento da
disponibilidade de K no solo sobre os parametros biométricos, fisiologicos e respostas
nutricionais das plantas; biomassa de parte aérea e raizes; eficiéncia no uso da agua e K e
composicdo isotdpica do carbono na folha (8*3C), enquanto que no segundo experimento
(experimento 11) objetivou-se avaliar a atividade do sistema protetivo antioxidante e descrever
a modulacédo do perfil metabolico nas plantas submetidas aos tratamentos. Os estudos com 0s
gendtipos (IACSP95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7) foram conduzidos em casa de
vegetacdo utilizando-se vasos de 5 dm= de solo, sendo os tratamentos representados pelas
combinacBes de suprimento hidrico (com irrigacdo até 80 e 40% da capacidade maxima de
retencdo de agua no solo, condicGes de disponibilidade hidrica - controle e déficit) e teores de
K no solo (3 e 6 mmol. dm™). Os vasos foram distribuidos de forma inteiramente casualizada,
num esquema fatorial 2x2, com quatro repeticbes. No experimento I, foram avaliados os
parametros biométricos de altura e didmetro do colmo, a concentracdo de nutrientes, 0s
parametros de trocas gasosas (taxa de assimilacdo de CO; - A; condutancia estomatica — gs,
transpiracdo — E; eficiéncia instantanea de carboxilacao — k, eficiéncia do uso de agua — EUA),
contetdo de clorofila, eficiéncia do fotossistema I1, eficiéncia de absorcéo e uso de K, potencial
de 4gua na folha, 4rea foliar e §*3C, enquanto no experimento I1 foi avaliado o sistema protetivo
antioxidante e o perfil metabdlico das plantas submetidas ao déficit hidrico e teores de K no
solo. Dessa forma, as plantas supridas com o maior teor de K no solo apresentaram incrementos
nas variaveis-respostas dos ajustes fisioldgicos em condicdo de déficit hidrico, variando entre
os diferentes gendtipos estudados e, assim, fornecendo ferramentas para elucidar os
mecanismos de adaptacdo das plantas em ambientes restritivos de dgua e manejo nutricional.
Com relagéo ao metabolismo antioxidante, as plantas supridas com o maior teor de K no solo
apresentaram menor peroxidacéo lipidica em IACSP95-5000 e RB975201, o que demonstra
que o sistema antioxidante dessas plantas foi eficiente na atenuacdo dos danos causados pelo
deéficit hidrico. A caracterizacdo do perfil metabolico foliar na identificacdo da interagédo
condicdo hidrica e disponibilidade de K no solo contribuiram para elucidar os mecanismos
bioquimicos e fisiologicos das plantas submetidas a condicao de déficit hidrico.

Palavras-chave: Saccharum spp. Tolerancia a seca. Eficiéncia nutricional. Sistema
fotossintético. Metabolismo antioxidativo. Enzimas protetivas. Metabdlitos.
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ABSTRACT

ALVES, F. V. Water and potassium use efficiencies, 3C isotopic discrimination, gas
exchange and metabolic changes in sugarcane genotypes. 2020. 129 f. Tese (Doutorado) -
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2020.

Water availability and potassium nutrition are key factors for the development and productivity
of sugarcane. Studies that investigate physiological, nutritional and metabolic responses to
water deficit and availability of potassium (K) in soil are necessary to understand the efficient
and sustainable water and K use by the crop. Thus, in the first experiment (experiment I), the
objective was to evaluate the effect of water deficit and the increase of K availability in soil in
biometric, physiological and nutritional responses of plants; biomass of roots and shoots; water
and K-use efficiency and leaf carbon isotopic composition (5!3C), while in the second
experiment (experiment Il) the objective was to evaluate the activities of the antioxidant
protective system and describe the modulation of the metabolic profile in plants submitted to
treatments. The studies with the genotypes (IACSP95-5000, CTC14, RB975201 and CTC7)
were carried out in a greenhouse using pots of 5 dm= of soil, with the treatments represented
by combinations of water supply (with irrigation up to 80 and 40% of the maximum water
retention capacity in the soil, water availability conditions - control and deficit) and K content
in soil (3 and 6 mmolc dm.3). The pots were distributed in a design completely randomized, in
a 2x2 factorial scheme, with four replications. In experiment I, biometric parameters of height
and stalk diameter, nutrient concentration, gas exchange parameters (CO2 assimilation rate - A;
stomatal conductance - gs, transpiration - E; instant carboxylation efficiency - k , water use
efficiency - WUE), chlorophyll content, efficiency of Photosystem 1I, K-uptake and use
efficiency, leaf water potential, leaf area and &*3C, while in experiment 11 was evaluated the
antioxidant protective system and the metabolic profile of plants subjected to water deficit and
K content in soil. Thus, the plants supplied with the highest K content in soil showed increases
in response-variables of physiological adjustments in water deficit, varying between the
different studied genotypes and so providing tools to elucidate the mechanisms of plant
adaptation in environments water restrictive and nutritional management. Regarding
antioxidant metabolism, the plants supplied with the highest K content in soil showed lower
lipid peroxidation in IACSP95-5000 and RB975201, which demonstrates that the antioxidant
system of these plants was more efficient in mitigating the damage caused by water deficit.
Characterization of leaf metabolic profile in the identification of water and K-availability
interaction, contributed to elucidate the biochemical mechanisms of plants under water deficit.

Keywords: Saccharum spp. Drought tolerance. Nutritional efficiency. Photosynthetic system.
Antioxidative metabolism. Protective enzymes. Metabolites.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cultura da cana-de-agucar tem importancia notoria no cenario do agronegocio
brasileiro, sendo o pais o0 maior produtor do mundo e o estado de S&o Paulo destacando-se com
0 maior percentual da quantidade produzida. Diante disso, o pais destaca-se como segundo
produtor mundial de agucar e etanol (CONAB, 2019b).

O cultivo da cana tem relevancia mundial como fonte de alimentos e de suprimento
energético, sendo um importante aliado na demanda mundial pelo uso de energia renovavel,
como uma alternativa ambiental mais sustentavelmente vidvel. O Brasil tem papel de destaque
na crescente demanda mundial por combustiveis renovaveis, visto que além de possuir
condicdes edafoclimaticas adequadas e deter tecnologia vigente para a producao de bioetanol
de cana, o pais ainda possui areas agricultaveis disponiveis para expansdo, como tem ocorrido
principalmente em &reas do Cerrado, caracterizadas pela baixa fertilidade e periodos de
escassez hidrica.

O desenvolvimento fisiolégico e a produtividade das culturas estdo intimamente
relacionados aos fatores ambientais bioticos e abioticos pelos quais as mesmas sao expostas, e
a possivel interacdo entre esses fatores. Diante disso, € de extrema importancia a adequacgéo de
genotipos de cana-de-agUcar ao zoneamento agricola, visando o manejo varietal adaptado a
cada local.

A disponibilidade hidrica é um dos principais fatores que mais afetam a produtividade
e 0 sucesso de uma cultura agricola, principalmente devido ao seu envolvimento direto ou
indireto em todos os processos fisiolégicos e moleculares das plantas (ANGELOCI, 2002;
TAIZ; ZEIGER, 2017). De modo geral, as plantas respondem ao estresse hidrico em escalas
molecular, celular e fisioldgica que variam entre espécies e genotipo, duracéo e severidade,
estagio de desenvolvimento, organela e compartimento celular (YAMAKAWA et al., 2007),
sendo de extrema importancia o entendimento desses mecanismos de respostas e, nesse
contexto, a identificacdo de compostos e vias metabdlicas.

As plantas desenvolveram mecanismos de sobrevivéncia e manutencdo da
produtividade em fungdo dos estresses ambientais e atrelado a isso, o estado nutricional das
plantas também desempenha papel no aumento da resisténcia. Dentre 0s nutrientes, o potassio
(K), pode contribuir como agente atenuador de estresses e atuar na melhoria da eficiéncia do
uso de agua (EUA) pelas culturas. Segundo Smeltekop et al. (2003), uma possivel forma de
avaliar o estresse hidrico em plantas é por meio do uso da técnica do fracionamento isotopico

de carbono, levando em conta o CO; fixado durante a fotossintese.
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Vérios estudos evidenciam que plantas que sofrem com a deficiéncia hidrica,
apresentam uma maior necessidade interna de K (CAKMAK; ENGELS, 1999), principalmente
devido as inumeras funcdes que esse nutriente exerce nas plantas, tais como a ativacdo de mais
de 50 enzimas, manutencdo do processo fotossintético e de fixacdo de CO», abertura e
fechamento de estdbmatos (osmorregulacéo), balanco de carga nas células, redistribui¢do via
floema dos carboidratos sintetizados na fotossintese (KINGSTON, 2014), sintese de proteinas
(BLEVINS, 1985) e protecao dos cloroplastos aos danos oxidativos (CAKMAK, 2005).

Assim, diante desse contexto, este estudo tem como hipoteses: (i) que 0s materiais
vegetais quando submetidos ao déficit hidrico, apresentam melhor performance nutricional
(producdo de biomassa) e ajustes fisioldgicos (trocas gasosas e eficiéncia do fotossistema 1),
em condicdo de alta disponibilidade de potassio, apresentando maior eficiéncia de uso de agua
e K; (ii) a técnica do fracionamento isotopico de carbono elucida os mecanismos fisioldgicos
de eficiéncia de uso de &gua pelas plantas supridas com K; (iii) O suprimento adequado de K
no solo pode modular um sistema antioxidante eficiente e, dessa forma, mitigar os danos
causados pelo estresse hidrico a seca; (iv) a condicao hidrica e a nutricdo potassica exercem
influéncia direta no perfil de metabdlitos das plantas dos diferentes genétipos de cana-de-
acucar.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o déficit hidrico e o efeito do incremento da
disponibilidade de K em genétipos de cana-de-acucar, de modo a investigar respostas quanto
aos: i) parametros biomeétricos, fisiologicos e nutricionais das plantas; ii) eficiéncia no uso da
4gua e de K; iii) composicdo isotopica do carbono da folha (8*3C), iv) avaliar a atividade do
sistema protetivo antioxidante e v) descrever a modulagdo do perfil metabolico nas plantas
submetidas aos tratamentos suprimento hidrico e teor de K no solo.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1  Acultura da cana-de-acucar

A cana-de-acUcar é pertencente a divisdo Angiospermae, classe Monocotyledoneae,
familia Poaceae e género Saccharum, provavelmente originaria do sudeste da Asia, na regido
de Nova Guiné e Indonésia (DANIELS; ROACH, 1987). No Brasil, foi introduzida no Nordeste
pelos portugueses no inicio da colonizacdo, no seculo XVI (ROSILLO-CALLE; BAJAY;
ROTHMAN, 2005).

Em relacdo a safra 2018/2019, o Brasil produziu 620.44 milhGes de toneladas de cana
em aproximadamente 8.6 milhdes de hectares, distribuido em todos os estados produtores.
O maior produtor ¢ o estado de S&o Paulo, com 54% do total produzido, seguido pelos estados
de Goias (11%), Minas Gerais (10%), Mato Grosso do Sul (8%), Parana (6%), Mato Grosso
(3%); Alagoas (3%) e Pernambuco (2%). Esses estados compdem aproximadamente 94% da
producdo nacional e mais outros 13 estados com producgdes mais baixas que participam com o
restante (CONAB, 2020a). Para a safra 2019/2020, estima-se uma producéo de 624.7 milhdes
de toneladas em pouco mais de 8.5 milhdes de hectares (CONAB, 2020b). Entre os diversos
produtos e subprodutos da cana, destacam-se a producdo de acUcar e o etanol. Na safra
2018/2019, a producdo de acucar foi de 29 milhdes de toneladas, enquanto a producdo de etanol
atingiu 33 bilhdes de litros.

O etanol de primeira geracao (obtido a partir do caldo de cana) é o combustivel mais
viavel para atender a crescente demanda mundial por energia renovavel de baixo custo e menor
poder poluente em comparacdo com as emissdes de combustiveis fosseis, como a gasolina
(CORTEZ, 2010). A substituicido de combustiveis fdsseis por biocombustiveis cria
independéncia para recursos ndo renovaveis e reduz as emissdes de gases de efeito estufa
(LAL, 2004).

A cana-de-aguUcar ¢ uma planta do tipo C4, sendo uma das culturas mais eficientes na
conversao de energia solar em energia quimica e biomassa (SEGATO et al., 20006; FURTADO
et al., 2014). Representada como um sistema de producao, a cana-de-agucar € composta por um
local de producdo que sdo as folhas fotossinteticamente ativas, um sistema de fluxo e
distribuicdo do produto fotossintetizado, varios locais de consumo, representados pelas raizes,
caules, folhas jovens, tecidos meristematicos e 6rgéos reprodutivos, e um local para acimulo e
armazenamento de sacarose (MACHADO, 1987).
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O desenvolvimento e a produtividade da cana-de-agucar sdo limitados pelos fatores
bidticos e abidticos e suas interagdes. Entre os fatores abioticos, podemos incluir a
disponibilidade de agua (SILVA et al., 2008; FERREIRA et al., 2017; MONTEIRO;
SENTELHAS, 2017).

2.2 A cana-de-acucar frente ao déficit hidrico

A deficiéncia hidrica é um fator frequentemente limitante quando se busca extrair o
potencial produtivo das culturas (CIA et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2017). A cana-de-acUcar é
uma planta com alto consumo de 4gua (BUSO, 2006), e sua necessidade hidrica varia de acordo
com o gendtipo e a fase vegetativa da planta (ALMEIDA et al., 2008).

Na literatura, o trabalho de Inman-Bamber e Smith (2005) descreve a influéncia da
deficiéncia hidrica nas trocas gasosas em cana-de-agucar, corroborando que algumas
caracteristicas de tolerancia ao déficit hidrico possuem grande variacdo genotipica, como as
respostas nas condutancias radiculares e foliares bem como o ajuste da area foliar.

Em outro estudo, Graca et al. (2010) investigaram alguns gendtipos brasileiros de cana-
de-acucar quanto a alguns parametros fisioldgicos de tolerancia a seca (taxa fotossintética,
condutancia estomatica, taxa de transpiracdo, eficiéncia quéntica do fotossistema - FSII e
contetdo relativo de agua) e verificaram distincdo significativa de genoétipos tolerantes e
sensiveis. As cultivares tolerantes (SP83-2847 e CTC15) apresentaram melhor desempenho no
teor relativo de agua e FSII além de uma maior taxa fotossintética, condutancia estomatica e
transpiracdo. O gendtipo sensivel, SP86-155 ndo apresentou desempenho fisioldgico eficiente
mesmo sob irrigacdo continua.

A intensa demanda hidrica da cana-de-agUcar ocorre por volta de 60 a 150 dias
apos plantio, no periodo de perfilhamento e intenso crescimento (RAMESH, 2000;
MACHADO et al., 2009), enquanto que, no periodo de maturagdo a necessidade hidrica diminui
consideravelmente (ABREU et al., 2013). Dessa forma, dependendo da fase fenologica da cana-
de-acucar, o déficit hidrico pode ter maior ou menor impacto sobre a cultura (RAMESH, 2000;
INMAN-BAMBER, 2004). Frente ao estresse hidrico, as plantas realizam alteracGes
morfoldgicas e fisioldgicas para evitar os efeitos negativos, e mesmo considerando essas
alteracdes, a cana-de-acucar apresenta decrescimo significativo na produgdo de fitomassa
(MACHADO et al., 2009), com redugdo em torno de 35% na producdo de biomassa total da
parte aérea da planta (INMAN- BAMBER, 2004).
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Com relagdo as respostas das plantas em condi¢6es de déficit hidrico, inicialmente tem-
se um decréscimo da fotossintese devido ao fechamento dos estdmatos e, com a intensificacéo
da deficiéncia hidrica, também ocorrem limitacdes metabdlicas (LOPES et al., 2011).
A medida que a perda de dgua se torna limitante, o fechamento estomatico reduz o suprimento
de CO2 ao processo fotossintético (TAMBUSSI et al., 2000), com a diminui¢&o da atividade da
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) e da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase (Rubisco)
(LAKSHMANAN; ROBINSON, 2014).

A deficiéncia hidrica severa também conduz a um aumento da formacéo de espécies
reativas do oxigénio (EROs) (CAKMAK, 2005), o que contribui para a degradacéo oxidativa
daclorofila e membranas (WANG et al., 2013). Nessas condicGes, ocorre também uma restricao
da redistribuicdo de fotoassimilados pelo floema da planta (CAKMAK; HENGELER,;
MARSCHNER, 1994; MARSCHNER, 2012), gerando baixo suprimento de energia para o
sistema radicular (HERMANS et al., 2006).

O grau de abertura estomatico das plantas é afetado pela concentracdo de acido abscisico
(ABA), responsavel pelo controle do balango idnico do ion potassio (K*) e, com isso, a entrada
ou saida de agua nas células-guarda (ANGELOCCI, 2002). Através de sinais quimicos o ABA
comunica as raizes com a parte aérea da planta, em resposta ao déficit hidrico no solo (INMAM-
BAMBER; SMITH, 2005). Outro efeito resultante do déficit hidrico nas plantas ¢é a abscisdo
foliar, causada pela sintese de outro horménio de sinalizagdo, o etileno (TAIZ; ZEIGER, 2017).
Assim, as plantas tém como mecanismo contra o estresse hidrico, um aumento nos niveis de
ABA e etileno, o que permite um maior ajuste do controle da perda de a4gua por meio do
fechamento de estdmatos e abscisdo foliar (CHAVES et al., 2002; TAIZ; ZEIGER, 2017).

2.3 Nutricdo e adubacéo potassica

O potassio (K) € o nutriente mais absorvido e acumulado pela cultura da cana-de-agtcar
(RAIJ, 1974; CASOTI, 2008; DE OLIVEIRA et al., 2010; ROSETTO et al., 2010). Apresenta
inimeras fungdes bioquimicas e fisioldgicas atreladas ao crescimento e desenvolvimento das
plantas, como a ativacdo de enzimas, atuacdo na regulacdo estomética e no processo
fotossintético, metabolismo de carboidratos, sintese de proteinas, transporte do floema e
equilibrio cation-anion (MARSCHNER, 2012; WANG et al., 2013; HASANUZZAMAN et al.,
2018). Com relacéo a redistribuicéo de fotoassimilados, em condic¢des de baixo suprimento de
K, tem-se um acumulo de sacarose nos tecidos fotossinteticamente ativos, o que resulta em

menor suprimento energético para as raizes das plantas (HERMANS et al., 2006).



20

Além disso, o K também é importante para a manutencgdo do turgor das células, sintese de amido
(MEURER, 2006) e expanséo celular (PRADO, 2008). Plantas com niveis adequados de K tém
maior resisténcia a pragas e doencas, de forma que esse nutriente favorece a sintese e o acumulo
de compostos fenolicos (PERRENOUD, 1990).

Nos solos, 0 K é um dos nutrientes mais abundantes, porém grande parte (98%) é
encontrada na estrutura de minerais primarios e secundarios, e apenas uma fracdo esta nas
formas mais prontamente disponiveis para as plantas (ERNANI et al., 2007). As plantas
absorvem o K da solucdo do solo como cation (K*), sendo necessario o contato direto entre o
nutriente e a raiz. A difusdo é o principal mecanismo de contato ion-raiz, sendo responsavel por
aproximadamente 90% da quantidade de K* absorvido pela raiz (RUIZ; MIRANDA,
CONCEICAO, 1999; ROSOLEM et al., 2003).

A andlise de K no solo permite a previsdo de adubacdo na cultura da cana-de-acUcar,
sendo que na literatura, varios autores estudaram o nivel critico externo (ROSETTO et al.,
2010), como 2,1 mmolc dm= (RAIJ,1974); 2,3 mmol. dm® (ORLANDO FILHO 1983);
2,0 mmolc dm= (RODELLA et al., 1983); 1,5 mmolc dm3cana-planta e 1,2 mmol. dm-cana-
soca (CHALITA, 1991). A cultura da cana-de-acucar responde a altas doses de K (ROSETTO
etal., 2010). Muitas fontes de K estdo disponiveis no solo ou sdo fornecidas como fertilizantes,
tais como cloreto de potéssio (KCI), nitrato de potéassio (KNOs3), sulfato de potassio (K2SO4) e
carbonato de potéassio (K.COz) (KAFKAFI et al., 2001).

Segundo Marschner (2012), a absorcdo e o transporte de K* pela planta sdo facilitados
por proteinas da membrana (transportadores e canais catibnicos) que permitem seu movimento
através da membrana plasmatica. A faixa suficiente para a concentracdo de K nas folhas da
cana-de-agtcar variam entre 10 e 16 g kg™ de massa seca, sendo que os sintomas de deficiéncia
aparecem como manchas mosqueadas (verde-claras e verde-escuras), manchas avermelhadas
na nervura central das folhas e bordas marrons que podem evoluir para uma necrose
(SPIRONELLO et al., 1997). O K é muito mével na planta (ROSETTO et al., 2010), podendo
ser mobilizado para as folhas mais jovens e, dessa forma, os sintomas de deficiéncia aparecem

inicialmente nas folhas mais velhas, proximas a base das plantas (EPSTEIN; BLOOM, 1995).

2.4  Potéssio (K) e estresse hidrico

O estado nutricional das plantas interfere no rendimento produtivo sob condicGes
ambientais de estresse (ZORB; SENBAYRAM; PEITER, 2014). Dentre os nutrientes, o K pode

contribuir para a sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas em condicGes de estresses
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ambientais bidticos e abioticos, como o déficit hidrico (CAKMAK, 2005; WANG et al., 2013;
MARTINEAU et al., 2017; HASANUZZAMAN et al., 2018; MEILLE et al., 2018).
O suprimento adequado de K facilita o ajuste osmotico, aumentando a capacidade de tolerancia
das plantas ao estresse hidrico (EGILLA; DAVIES; BOUTTON, 2005, MARTINEAU et al.,
2017). As plantas que possuem maior capacidade de ajuste osmético tendem a manter a
turgescéncia das folhas em potencial hidrico mais baixo, o que possibilita melhor alongamento
celular e melhoria na condutancia estomatica (MARTINEAU et al., 2017; TAIZ; ZEIGER,
2017).

O estado nutricional de K e a resposta das plantas em nivel metab6lico podem ser
evidenciados por meio da presenca de solutos como aguUcares, alcoois de acucar e prolina, que
atuam no ajuste osmotico, mantendo o turgor celular em condicdes de déficit hidrico
(SEKI et al. 2007). A deficiéncia de K na planta aumenta a transcri¢do de genes envolvidos na
producéo e sinalizagéo de etileno (BENLLOCH-GONZALEZ et al., 2008), e, nesse caso pode
levar a epinastia, absciséo foliar, senescéncia e perda de clorofila (TAIZ; ZEIGER, 2009).
Kanai et al. (2011) demonstraram uma relagdo entre a aquaporina (proteinas de canal de agua)
e o canal transportador de K, em gque a deficiéncia de K alterou de maneira acentuada a atividade
do canal K*, com consequentes mudancas na atividade da aquaporina.

As plantas quando sofrem estresses abioticos apresentam aumento da biossintese de
poliaminas, como a putrescina, que pode ser uma resposta ao desequilibrio ibnico causado pela
acidificacdo do suco celular intensificado pelo excesso de aménio e aumento da atividade de
enzimas que convertem arginina, ornitina e citrulina em putrescina. Assim, o acumulo de
putrescina atua como um mecanismo interno de compensagdo para manter o pH a um valor
fisiologicamente adequado (MALAVOLTA, 2006).

2.5  Eficiéncia no uso de agua (EUA) e de K

A toleréncia a seca em especies vegetais pode ser caracterizada pela alta eficiéncia no
uso da agua (EUA) (FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK, 1989), que pode ser definida
como a producdo de matéria seca da planta por unidade de perda de agua por transpiracéo
(RASHEED et al. 2013). O suprimento de K apresenta uma relacdo positiva com EUA
EGILLA; DAVIES; BOUTTON, 2005; GRZEBISZ et al., 2013), sendo que niveis adequados
de K sobre condicOes de seca aumentam a resisténcia, as relacbes hidricas, a EUA e o
crescimento das plantas (EGILLA; DAVIES; BOUTTON, 2005).
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Existem vérios métodos para determinar a EUA, em diferentes escalas espacial e
temporal. Em escala de tempo curto e a nivel foliar, pode-se analisar a EUA intrinseca das
folhas (EUA:), por meio da razdo da assimilacdo liquida de COz (A) pela condutancia estomatica
(gs) ou a EUA instantanea (EUAT), por meio da relagdo de A pela transpiracdo (E)
(SEIBT et al., 2008; MATEUS et al., 2019). Em longo prazo, e considerando uma escala da
planta inteira, a EUAL pode ser determinada através da relacéo entre a massa seca da parte aérea
e a agua consumida pela planta durante todo o periodo experimental (EUAL) (MARTIN;
THORSTENSON, 1988).

2.6 Analise isotdpica do carbono (C) e EUA

Na agricultura, o uso de isotopos estaveis do carbono (*2C e *C) tem grande importancia
no estudo dos aspectos relacionados a fisiologia de plantas, pois pode auxiliar diretamente no
estudo da fotossintese, determinacdo dos ciclos fotossintéticos, translocacdo, alocacdo,
assimilacdo de carbono e déficit hidrico (EHLERINGER et al., 1993).

Na natureza, o elemento carbono possui dois isdtopos estaveis: 12C e 3C, com 98,89%
e 1,11% de todo o carbono (abundancia natural), respectivamente (BOUTTON, 1991).
A terminologia desses is6topos € expressa por meio dos valores do enriquecimento relativo do
13C, em delta (5) per mil (%o) da razdo isotopica *C/*>C da amostra em relagio ao padréo
internacional - PeeDee Belemnite — PDB (CRAIG, 1957).

Os compostos que participam de processos na natureza tém diferentes proporgoes
isotopicas, que podem ser detectadas em espectrometros de massa (MARTINELLI et al., 1988),
que sdo equipamentos capazes de separar formas isotopicas de um determinado elemento
atraves de um campo elétrico, seguido por outro magnético, apds o gas passar por uma fonte de
ions de impacto de elétrons (JAMIN, 1997). As diferentes razdes isotopicas séo o resultado de
reacOes fisico-quimicas e/ou biologicas, 0 que possibilita a discriminacdo de um dos isdtopos
(MARTINELLI et al., 1988).

A composicdo isotopica do C (8'°C) baseia-se na razdo isotopica BC/?C
sendo mais baixa no tecido vegetal do que na atmosfera, como resultado do fracionamento
isotopico da fotossintese e da composicdo isotdpica do carbono na biomassa, basicamente

determinada pela disponibilidade de agua e limitacdo estomética (BOWLING, 2002).
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Dessa forma, a avaliagdo da composicéo isotdpica de *C (8C %o) em tecidos vegetais é um
importante mecanismo para avaliar a variacdo nas trocas gasosas, e pode estar correlacionada
com a pressédo ambiental de carbono, difusédo de CO», ajuste osmotico e densidade estomatica
(MEINZER; PLAUT; SALIENDRA, 1994; MATEUS et al., 2019).

A utilizacdo da técnica isotdpica de *C em plantas pode ser empregada também para
monitorar estresses ambientais, como a deficiéncia hidrica (CLAY et al.,, 2001;
MONNEVEAUX et al., 2007), como verificaram Clay et al. (2001) na avaliagcdo da diminuicédo
de produtividade do milho sob déficit hidrico, em que foi constatado decréscimo de 1% com
aumento de 83C de 0.0117%o. O §®*C varia como resultado das propriedades bioquimicas das
enzimas de fixacdo de CO2 atmosférico (RuBisCo e PEPC) e das limita¢des da difusdo de CO>
para o interior das folhas (MONNVEUX et al., 2007). Em plantas do tipo C3, o 5'3C depende
basicamente da presséo interna e externa de CO2 na folha, ja em plantas do tipo C4, como a
cana-de-agucar, o valor de §3C também depende do vazamento (leakiness) de CO, (®)
descarboxilado das células do feixe da bainha que ndo é fixado pela RuBisCo, sendo
direcionado para as células do mesofilo foliar para ser re-fixado pela PEPC (HENDERSON,;
CAEMMERER; FARQUHAR et al., 1992).

A determinacéo de 5'C é um importante parametro para avaliar gendtipos com maior
tolerdncia ao estresse hidrico em plantas, sendo um potencial indicador de EUA
(MARTENSSON et al., 2017). De modo geral, as plantas em condicbes de baixa
disponibilidade de agua no solo tendem a fechar os estdmatos para evitar maiores perdas de
agua por transpiracdo e, dessa forma, ocorre decréscimo do processo fotossintético. Com a
entrada de CO> sendo limitada na camara estomatica, havera decréscimo na pressao interna e,
dessa forma, diminuicdo da relacdo Ci/Ca, ou seja, a razéo entre a fragdo molar de CO2 nos
espacos intercelulares das folhas (Ci) e da atmosfera (Ca) e, consequentemente, aumentando 0s
valores de 5'3C da planta (MARTINELLI et al., 2009).

2.7 A metaboldomica como ferramenta de estudo do déficit hidrico em plantas

O entendimento geral de um sistema metabdlico em uma planta é essencial para a
elucidacdo dos mecanismos que envolvem muitos processos biolégicos (FUKUSHIMA et al.,
2009). Metabolitos sdo produtos intermediarios ou finais do metabolismo bioldgico
(FIEHN, 2002), podendo ser vistos como produtos finais da expressdo génica e definir o
fenotipo (FIEHN, 2002). Assim, a metabolémica das plantas tornou-se na ultima década uma

notoria ferramenta de pesquisa para o estudo dos mecanismos bioquimicos relativos ao
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crescimento e desenvolvimento das plantas em resposta ao estresse abidtico, como a seca,
aumentando a compreensao das interacfes moleculares complexas nos sistemas biologicos das
plantas (JORGE et al., 2016). Em plantas, uma das maiores aplicacdes em metabolémica é a
analise de mudancas metabolicas devido a condices de estresses ambientais e nutricionais
(GUY:; KOPTA; MORITZ, 2008; RICHTER et al., 2015; RABELO et al., 2018; NIEVES-
CORDONES et al., 2018).

As abordagens de metabolémica de plantas baseadas em espectrometria de massa
estdo encontrando um ndmero crescente de aplicacbes para investigar oS mecanismos
moleculares e bioquimicos quanto as respostas das plantas em ambientes estressantes (JORGE;
ANTONIO, 2018). A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é
uma das técnicas analiticas mais usadas em estudos de metabolémica (FIEHN, 2008; HILL,
ROESSNER, 2013), com alta repetibilidade. As analises do perfil metabélico por GC-MS
permitem a quantificar muitos metabolitos em um Unico extrato (JORGE et al., 2016) e, com
iSs0, uma compreensdo mais abrangente das diferentes respostas de toleréncia aos estresses
abioticos em plantas (DAS; RUSHTON; ROHILA, 2017), elucidando mecanismos

bioquimicos complexos.
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3. INTERACAO AGUA E POTASSIO NAS RESPOSTAS BIOMETRICAS,
FISIOLOGICAS E ISOTOPICA EM CANA-DE-ACUCAR

Resumo

A nutricdo potéssica apresenta uma relacdo positiva com a capacidade das plantas em suportar
estresses abidticos, como a seca. Estudos que contemplem o entendimento das respostas
fisioldgicas e nutricionais das plantas frente ao estresse hidrico e uso de K sdo necessarios para
o melhor entendimento da atuacéo desses fatores no desenvolvimento da cultura, e também para
selecdo de cultivares mais adaptados a condi¢bes adversas. Dessa forma, o objetivo desse
estudo foi avaliar efeito do déficit hidrico e do incremento de K no solo sobre os parametros
biométricos, fisiologicos e nutricionais das plantas de cana-de-agucar; eficiéncia no uso da dgua
e de K e composigao isotdpica do carbono na folha (§3C). Os experimentos com os genotipos
independentes, IACSP95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7, foram conduzidos em casa-de-
vegetacdo, e as plantas foram cultivadas em duas condigdes hidricas (80% e 40% da capacidade
maxima de retencdo de 4gua no solo, controle e déficit, respectivamente) e dois teores de K no
solo (3 e 6 mmolc dm®), num esquema fatorial 2x2, inteiramente casualizado e com quatro
repeticbes. Em geral, houve diferencas para as varidveis-resposta dos genoétipos nas plantas
mantidas em condicdo de déficit hidrico (CH-40%) e com o aumento da disponibilidade de K
no solo (de 3 para 6 mmolc dm). Dessa forma, observando-se os parametros de trocas gasosas,
houve incremento nos valores de gs e E em IACSP95-5000 e A (assimilacdo de CO3), gs
(condutancia estomaética), E (transpiracdo) e k (eficiéncia instantanea de carboxilacdo) em
RB975201. A concentragdo de clorofila nas folhas e a eficiéncia do fotossistema Il
apresentaram incremento para 0s genétipos CTC14 e RB975201, respectivamente. Em
RB975201 e CTC7 observou-se a reducdo do potencial hidrico, mantendo o ajuste de turgidez
da célula. Também foram observados incremento na area foliar dos gendtipos IACSP95-5000,
CTC14 e RB975201 e na massa seca total de CTC7. O 3 C%o apresentou efeito de redugio dos
valores em RB975201. As plantas de IACSP95-5000 apresentaram aumento da EUA em todas
as escalas, porém esse efeito foi pronunciado em 3mmolc dm=. Dessa forma, de modo geral,
constataram-se incrementos nas varidveis-respostas com o aumento da disponibilidade de K no
solo variando para os genotipos estudados, indicando haver relacdo positiva entre a nutricdo
potassica quando as plantas foram submetidas ao estresse hidrico, principalmente nos ajustes
fisiolgicos.

Palavras-chave: Estresse abiotico. Avaliacdo fisioldgica. Avaliacdo nutricional. Tolerancia a
seca.
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Abstract

Potassium nutrition has a positive relationship with the ability of plants to support abiotic
stresses, such as drought. Studies that contemplate the understanding of the physiological and
nutritional responses of plants to water stress and the K use, are necessary for a better
understanding the role of these factors in the development of crop, and also for the selection of
cultivars more adapted to adverse conditions. Thus, the objective of this study was to evaluate
the effect of water deficit and increase of K in soil on biometric, physiological and nutritional
parameters of sugarcane plants; water and K-use efficiency and leaf carbon isotopic
composition (83C). The experiments with independent genotypes, IACSP95-5000, CTC14,
RB975201 and CTC7, were carried out in a greenhouse, and the plants were grown under two
water conditions (80% and 40% of the maximum water retention capacity in soil, control and
deficit, respectively) and two K levels in soil (3 and 6 mmol. dm), in a 2x2 factorial scheme,
completely randomized, with four replications. In general, there were differences for the
response-variables for the genotypes, in plants maintained under water deficit (CH-40%) and
with the increase of K availability in soil (from 3 to 6 mmolc dm=). Thus, observing the gas
exchange parameters, there was an increase in the values of gs and E in IACSP95-5000 and A
(CO2 assimilation), gs (stomatal conductance), E (transpiration) and k (instantaneous
carboxylation efficiency) in RB975201. The chlorophyll concentration in leaves and the
efficiency of photosystem Il showed an increase for the genotypes CTC14 and RB975201,
respectively. In RB975201 and CTC7, a reduction in water leaf potential was observed,
maintaining the cell's turgidity adjustment. An increase was also observed in leaf area of the
genotypes IACSP95-5000, CTC14 and RB975201 and in total dry mass produciton of CTC7.
The 53C%o showed a reduction effect in RB975201. The plants of IACSP95-5000 showed an
increase in EUA in all scales, however this effect was pronounced in 3mmolc dm=3. Thus, in
general, there were increases in response-variables with increased availability of K in soil,
varying for the studied genotypes, indicating a positive relationship between potassium
nutrition when plants were subjected to water stress, mainly in physiological adjustments.

Keywords: Abiotic stress. Physiological evaluation. Nutritional assessment. Drought tolerance.
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3.1  Introducéo

A seca causa déficit hidrico no solo e as plantas respondem de forma ativa a esse
estimulo através de uma série de alteracdes fisioldgicas e bioguimicas no seu metabolismo
visando a aclimatacdo nesse novo ambiente limitante (FANG; XIONG, 2015). O entendimento
dos processos da interacdo planta e ambiente é de suma importancia, sendo que as trocas
gasosas fazem parte de um dos processos fisiolégicos mais estudados entre as plantas, sendo
utilizadas como ferramentas para a avaliacdo indireta da integridade do processo fotossintético
como um todo frente as adversidades do meio ambiente, principalmente no tocante de serem
avaliadas por meio de técnicas de analise rapidas, precisas e nao destrutivas (TORRES NETTO
etal., 2015).

Além disso, também existem outras técnicas menos usuais para determinacdo de
variacao nas trocas gasosas, em que esta inserida a técnica isotopica da abundancia natural de
13C, sendo considerada uma importante ferramenta nesse tipo de avaliacio em espécies e
genotipos (FARQUHAR et al., 1989), e com isso contribuir para distingdo de materiais
genéticos mais tolerantes. Essa técnica € baseada no fracionamento isotopico do carbono (C),
(ue ocorre na natureza devido aos is6topos estaveis do C, *C (aproximadamente 1,1% do total)
e 12C (98,9% do total), sendo que esses isdtopos na forma de CO- séo fixados nos tecidos das
plantas de forma diferenciada (FARQUHAR et al., 1989).

A eficiéncia fisioldgica das plantas tem uma estreita relagdo com o seu processo de
crescimento. Quando as plantas sdo submetidas a condi¢cbes ambientais de estresse podem
ocorrer interferéncias no tilacoide, alterando a eficiéncia fotossintética, inativando o
fotossistema Il e a cadeia de transporte de elétrons, que é responsavel pela producéo de ATP e
NADPH; (COSTA et al., 2003). Possiveis respostas de melhoria da tolerancia das plantas a
condicdo limitante de falta de 4gua, provavelmente dependem ou possuem interacdo com a
nutricdo mineral potéassica, principalmente em razdo das inimeras fungdes fisiologicas e
bioguimicas que esse nutriente exerce nas plantas, contribuindo para a melhoria da eficiéncia
do uso de &gua como estratégia para mitigar os impactos adversos da seca (MARTINEAU et
al., 2017). Entretanto, segundo Meille et al. (2018) ainda existem lacunas de conhecimento
acerca dos efeitos combinados do potassio (K) e do estresse hidrico a seca no entendimento da
estrutura e do consumo de &gua pelas plantas.

A eficiéncia de absorcéo e uso de potéssio (K) apresentam diferencas genotipicas para
diversas espécies de interesse agronémico (RENGEL; DAMON, 2008). A eficiéncia de uso

agrondmico de nutrientes é definida de varias maneiras (FAGERIA et al., 1997) e, dessa forma,
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0s gendtipos podem ser classificados em eficientes e responsivos (ER), eficientes e nédo-
responsivos (ENR), nédo-eficientes e responsivos (NER) e nédo-eficientes e ndo-responsivos
(NENR) (FAGERIA et al., 1997; FAGERIA, 2000).

Dessa forma, tendo como base o pressuposto, os objetivos desse estudo foram: (i)
determinar os parametros biométricos e de trocas gasosas (taxa de assimilacdo de CO- - A,
condutancia estomatica - gs, transpiragdo - E e k), potencial de agua na folha (¥m),
concentracdo de clorofila bem como producéo de biomassa; (ii) determinar as concentragdes de
K, Na, Ca e Mg, avaliar a absorcao e as eficiéncias de uso da agua (EUA) e de K em gendtipos
de cana-de-agucar, cultivados sob condic¢Ges de suprimentos hidrico (controle e déficit) e de
potassio no solo (médio e alto teor) e (iii) usar a técnica de 8*3C para elucidar respostas ao

estresse hidrico, EUA e o uso do K como nutriente atenuador.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Material genético

No estudo para avaliar o efeito da disponibilidade de K e do suprimento de 4gua em
plantulas de cana-de-agUcar (Saccharum spp.), utilizaram-se mudas pré-brotadas (MPB) de
quatro variedades de cana-de-agucar fornecidas pelo viveiro “Sao José Mudas”, localizado em
Santa Cruz das Palmeiras, Sdo Paulo, Brasil. A opcao pelo uso de MPB foi realizada de modo
a garantir um alto padréo de sanidade, vigor e maior uniformidade de plantio.

Entre as variedades selecionadas, a IACSP95-5000 é considerada responsiva aos
insumos, com alta producdo de biomassa e sistema radicular mais concentrado na superficie do
solo (LANDELL et al., 2007), sendo também uma variedade que apresenta bons resultados em
condic@es de déficit hidrico (MARCHIORI, 2014; SILVEIRA et al., 2017).

A CTC14 é uma variedade com alta adaptabilidade ao plantio e colheita mecanizada,
com melhor potencial de produtividade em ambientes de producéo favoraveis (CENTRO DE
TECNOLOGIA CANAVIEIRA, 2018).

A RB975201 apresenta alta sanidade, produtividade e boa brotacdo na colheita
mecanizada. E uma variedade recomendada para plantio em ambientes com alto potencial
produtivo (RIDESA, 2015).



36

O CTCT possui alto teor de sacarose, precocidade, adaptabilidade ao plantio mecanizado
e longo periodo de utilizagdo industrial (PUI). E uma variedade que apresenta melhor
performance quando alocada em regiGes com boa disponibilidade hidrica (CENTRO DE
TECNOLOGIA CANAVIEIRA, 2018).

3.2.2 Condig0es experimentais

Os experimentos com gendtipos de cana-de-agUcar foram realizados em casa de
vegetacdo localizada no Centro de Energia Nuclear na Agricultura em Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil (22°43 'de latitude sul e 47°38' de longitude oeste), durante o periodo de 02 outubro
a 15 dezembro de 2019. O estudo foi realizado com mudas pré-brotadas (60 dias ap6s a
emergéncia), transplantadas em vasos plésticos individuais (5 dm=) contendo amostras de um
Latossolo Distrofico Vermelho-Amarelo tipico (LVAd) (EMBRAPA, 2013). As amostras de
solo foram coletadas da camada superior do solo (0-20 cm), homogeneizadas, secas ao ar,
passadas por uma malha peneirada (2 mm) e enviadas para caracterizacdo fisica e quimica.

A analise da umidade gravimétrica do solo foi realizada pelo Laboratério de Fisica do
Solo (CENA/USP) através da camara de pressao de Richards (EMBRAPA, 2011) e apresentou
capacidade de campo (CC) (-0,3 Bar) e ponto de murcha permanente (PMP) (-15 Bar) de
9,9 e 14,4% da massa seca do solo, respectivamente. O solo apresentou constituigdo
granulométrica (GEE; OR, 2002) de 818, 2 e 162 g kg™ de areia, silte a argila, respectivamente.
A caracterizacdo quimica foi avaliada de acordo com Raij et al., (2001): pH 5,4 (CaCly);
matéria organica 18 g dm=; P (resina) 28 mg dm=; K 3 mmol. dm™; Ca 20 mmolc dm?;
Mg 9 mmolc dm3; Al 0 mmolc dm=; H + Al 21 mmolc dm=; CTC 52 mmol. dm; soma de
bases (SB) 32 mmol. dm; saturagdo por bases (V%) 60; Cu 2 mg dm; Fe 29 mg dm=3;
Zn5mg dm=; Mn 3 mgdm=eB0,2mgdm?.

Para a correcdo da fertilidade do solo utilizado no experimento, os fertilizantes foram
aplicados no plantio e em cobertura, conforme analise do solo (MALAVOLTA, 1980).
O fésforo (P) foi fornecido através de fosfato de diaménio (DAP), o nitrogénio (N) como
NH4NOs, Manganés (Mn) como MnSQ42.H,0 e boro (B) como H3BOs. Todos os fertilizantes
utilizados foram p.a. Ndo foi necessaria a correcdo da acidez e dos demais nutrientes
(Ca, Zn, Fe e Mn), pois os teores disponiveis ja estavam adequados para a cultura da cana-de-

acucar.
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Em relacdo aos tratamentos com K, manteve-se o teor original do solo do experimento
(3 mmolc.dm?, condigdo média) para a metade das unidades experimentais, em que a
disponibilidade de K ndo foi corrigida, e para a outra parte, elevou-se para 6 mmolc.dm
(condicdo considerada adequada/otima) (SPIRONELLO et al., 1997), por meio da adubacéo
com KCI, a partir da analise do solo. A adubagdo de K foi realizada por meio do uso de solugéo
estoque de KCI (1 mol LY. Este estudo ndo considerou avaliar o desempenho de plantas
cultivadas em solos com baixa disponibilidade de K, visto que as respostas relacionadas a
distdrbios morfoldgicos, nutricionais e fisiologicos em plantas com alta deficiéncia de K ja séo
amplamente divulgadas na literatura (SUDAMA et al., 1998; BENLLOCH-GONZALEZ et al.,
2008; ANDESERSEN; JENSENM; LOSCH, 2009; VALADABADI; FARAHANI, 2010;
JAKLI et al., 2018) e também por ndo representar as condicdes reais/adequadas de areas de
cultivo de cana-de-acgucar, que normalmente recebem aplicacao de vinhaca.

Ap0s o transplante das plantas, o contetdo de 4gua foi mantido na capacidade de campo
durante 15 dias e, em seguida, as plantulas foram expostas a dois regimes hidricos: controle e
déficit hidrico. O teor relativo de agua no solo (SRWCs) no solo em ambos os regimes, foi
realizado por meio do método gravimétrico (XU; ZHOU; SHIMIZU, 2009), com irrigacdo de
até 80 e 40% da capacidade de retencdo de agua, condi¢des de disponibilidade hidrica (controle)
e déficit hidrico, respectivamente.

A SRW(Cs é expressa pela equacdo:

SRWCs = (Wsolo+ anso' DWsolo) /WFC - anso (1)

Em que Wsoio € 0 peso atual do solo (solo + vaso + agua), Wvaso € 0 peso do vaso vazio, DWsolo
€ 0 peso do solo seco e Wrc é 0 peso do solo na capacidade de campo.

Os vasos foram pesados diariamente em uma balanca analitica de preciséo, adicionando
agua até o correspondente SRWC valor, repondo a quantidade de agua transpirada e evaporada.
As reposicOes de 4gua foram realizadas ao final do dia e registradas. Além do controle do peso
da adgua por meio da pesagem de vasos, a umidade do solo também foi monitorada através de
leituras diariamente com o uso do equipamento Soilmoisture GBlocks (5201F1, Soilmoisture
Equipment Corp., California, USA), de maneira a validar o contetudo de agua imposto.

Aos 57 e 58 dias ap0s o transplante (DAT) foram realizadas as analises ndo destrutivas
das plantas: avaliacfes biométricas (altura das plantas e didmetro do colmo); estimativa do teor

de clorofila (em unidade SPAD), pardmetros de trocas gasosas; eficiéncia quantica do
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fotossistema Il e potencial hidrico foliar. As plantas foram colhidas aos 60 DAT, identificadas,
pesadas e separadas em folhas, de acordo com o sistema descrito por Kuijper (VAN
DILLEWIIN, 1952), colmo e raizes. As raizes foram lavadas em agua corrente, usando duas
peneiras sobrepostas (malhas de 1,00 e 0,25 mm) para evitar a perda de raizes durante o
processo de separagéo.

O delineamento experimental para cada gendtipo foi inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes, em esquema fatorial 2x2, sendo as principais fatores dois regimes de
fornecimento de agua (controle — 80% e déficit hidrico — 40%) e dois teores disponiveis
de K no solo (3 e 6 mmolc. dm=), com 4 repeticBes, totalizando 16 unidades experimentais
(uma planta em cada vaso), para cada experimento independente de gendtipo.

3.2.3 Parametros biométricos e de trocas gasosas

A altura da planta (H) foi medida do solo até a insercdo da folha +1 e o didmetro (D) foi
medido no terco médio do colmo e, usando um paquimetro digital.

As medidas dos parametros de trocas gasosas - assimilacdo de CO. (A), condutancia
estomatica (gs) e transpiracdo (E) foram registradas entre 10 e 12 horas, na por¢cdo média da
folha (+1), utilizando um analisador de gas infravermelho (IRGA, Li-6400, Licor Inc. Lincoln
NE, USA), sendo a concentracdo externa de CO, fixada em 380 pumol mol? e a radiacdo
fotossinteticamente ativa em 2.000 umol m? s (MARCOS et al., 2018).

Posteriormente, as relacdes foram calculadas: Eficiéncia instantanea de carboxilacdo
(k = A/C)) (FARQUHAR; SHARKEY, 1982), eficiéncia do uso de &gua instantanea
(EUAT = A/E) e a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EUAi = A/gs) (FARQUHAR,;
RICHARDS, 1984; MARTIN; THORSTENSON, 1988). A eficiéncia no uso de 4&gua em longo
prazo (EUAL) foi calculada dividindo-se a produgéo total de matéria seca pelo consumo de 4gua
durante o periodo experimental (g peso seco / kg H20) (MARTIN; THORSTENSON, 1988).

3.2.4 Determinagéo da concentracdo de clorofila e eficiéncia do fotossistema 11

A concentracdo de clorofila foi estimada pelo medidor de clorofila SPAD-502
(Soil-Plant Analysis Dev., Minolta Camera Co., Osaka, Japan). Foi utilizada uma média de trés
leituras na folha +1, de cada planta.

A eficiéncia quantica do fotossistema Il (PSIl) foi determinada na folha (+1),
utilizando um fluorémetro de clorofila PAM (Pulse Amplitude Modulated) (JUNIOR-PAM,
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Walz, Germany) e os pardmetros de fluorescéncia minima inicial (Fo) e fluorescéncia maxima
(Fm) foram processados no software WinControl (Walz, Effeltrich, Germany).

As folhas foram previamente adaptadas no escuro por 30 minutos, de acordo com
Da Matta et al. (1997). A Fo ocorre quando todas as reacfes do PSII se fecham e a Fm quando
os centros de reacdo de PSII estdo abertos. Fo e Fm foram utilizados para calcular a
fluorescéncia variavel (Fv = Fm - Fo) e o rendimento quantico méximo do PSII (Fv / Fm)
(MAXWELL; JOHNSON, 2000).

3.2.5 Potencial de 4gua na folha

O potencial de 4gua na folha (¥m) foi determinado na folha +1 usando uma cadmara de
pressdo Scholander modelo 3005 (Soil Moisture Equipment Corp., Santa Barbara CA, USA)
(MARTINEZ-FERNANDE?Z et al., 2012). As medidas foram tomadas na antemanha (3h)
(¥ma) e ao meio-dia (Ymm), sendo expressas em MPa.

3.2.6 Determinacdo da area foliar e producdo de massa seca

A érea foliar (AF) foi determinada utilizando-se medidor integrador de area foliar
L13100 (LI-COR Inc., Lincoln, USA). A area foliar especifica (AFe) foi calculada dividindo-se
AF (m?kg?) pela producdo de matéria seca das folhas (kg planta?) (WITKOWSKI; LAMONT,
1991).

Para obter a producéo de massa seca, cada parte da planta (folhas, colmo e raiz) foi seca
em estufa de ventilacdo forcada a 60°C por 90 h. A relacdo parte aérea/raiz foi calculada

dividindo-se o peso seco total das folhas e colmo pela matéria seca total das raizes.

3.2.7 Determinacéao dos teores de K, Ca, Mg e Na

Apds a secagem, o material vegetal (folhas, colmo e raizes) foi moido em um moinho
tipo Wiley e o extrato vegetal foi obtido via digestdo nitrico-perclorica (5:1 v/v), conforme
descrito por Malavolta, Vitti e Oliveira (1997), para determinagdo das concentracdes de
K, Ca e Mg, por meio de espectrometria de emissao Optica com plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES) (ICP-OES, Model iCAP 7000 series, Thermo Fisher Scientific, USA).
A concentracdo de Na foi obtida por espectrometria de absor¢do atbmica por chama (Perkin
Elmer AAnalyst 3110, Elmer Inc., Shelton, CT, USA).
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O acumulo de nutrientes foi calculado multiplicando-se a concentracdo do elemento no
tecido vegetal pela producdo de matéria seca do respectivo tecido (folhas, colmo e raiz)
(MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997). O acimulo de K foi utilizado para determinar a
eficiéncia de absorcédo de K (EAk) (Equagdo 2) (SWIADER; CHYAN; FRENI, 1994) e a
eficiéncia de uso de K (EUk) (Equacéo 3) (SIDDIQI; GLASS, 1981).

EAk =K na planta (mg) / massa seca raiz (g) 2

EUk = (massa seca total)” (g) / K na planta (mg) (3)

3.2.8 Composicdo isotdpica de 8'3C de tecido vegetal

A composicao isotopica de carbono (83C %) foi realizada nas folhas +1, apds secas e
moidas, em espectrometro de massa ANCA-GSL (Hydra 20-20 SERCON Co., Crewe, GBR)
acoplado a um analisador automatico de carbono, segundo metodologia de Barrie e Prosser
(1996) e através da equacdo (PARK; EPSTEIN, 1960; HENDERSON; CAEMMERER,;
FARQUHAR, 1992; CERNUSAK et al., 2013):

13 _ (Ramostra
513C (%0) = (—Rpa =2~ 1) x 1000 Q)
Em que R é a razdo de C/*2C e o material de referéncia é o Vienna Pee Dee Belemnite
VPDB = 0,01117960 (CRAIG, 1957).

3.2.9 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa estatistico R Software®
versdo 3.5.1 (R Development Core Team, 2015). Os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F (P <0,05) e seguidos pelo teste de médias de Tukey, quando foram
detectadas diferencgas. Os resultados foram expressos como média + erro padréo da média (EP).
O regime hidrico e o suprimento de K foram considerados fatores nos experimentos com 0s
genotipos. A distribuicdo normal e a homogeneidade das variéncias foram examinadas pelos

testes Shapiro - Wilk W e Bartlett, respectivamente.
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3.3 Resultados
3.3.1 Parametros biométricos

A Tabela 1 apresenta a andlise de variancia e os resultados dos tratamentos
de condicdo hidrica (CH-80% e CH-40%) e dos teores de K disponiveis no solo
(3 e 6 mmolc dm=, médio e alto teor, respectivamente) para os pardmetros de altura e diametro
do colmo dos gendtipos estudados.

Em IACSP95-5000 a altura das plantas em condicdo de déficit hidrico (CH-40%) néo
apresentou efeito pronunciado do K, sendo que ndo foram observadas diferencas de média entre
os tratamentos de K no solo (3 e 6 mmol. dm™) e, dessa forma, constatou-se que para a interagdo
CH x K, somente a limitagdo hidrica influenciou na altura de plantas. O mesmo comportamento
foi observado para o diametro do colmo.

CTC14 apresentou altura média 37% superior das plantas controle em relacdo as
cultivadas em déficit hidrico, sendo que o teor de K no solo também néo apresentou efeito
significativo entre os fatores (Tabela 1). O didmetro do colmo das plantas mantidas em déficit
hidrico ndo apresentou diferenca significativa entre os teores disponiveis de K no solo, e dessa
forma, também ndo foi observada influéncia da disponibilidade de K no solo em mitigar o efeito
negativo do déficit hidrico para esse parametro em CTC14.

Para o gendtipo RB975201 foi observada na interacdo CH x K na altura das plantas.
Para o diametro do colmo, as plantas sob regime hidrico ideal apresentaram média 21% superior
em relacdo as plantas mantidas em déficit hidrico, independente do teor de K no solo
(Tabela 1). CTC7 apresentou comportamento distinto dos outros genétipos avaliados, de forma
que em déficit hidrico (CH-40%) houve incremento em altura de 27% quando as plantas foram
cultivadas em 6 mmol. dm= de K. Dessa forma, pode-se observar que o aumento da
disponibilidade no teor de K no solo foi efetivo para mitigar o efeito do déficit hidrico nestas
plantas. Para o diametro do colmo, ndo houve efeito das doses de K, observando-se somente
efeito independente da CH. As plantas mantidas sob tratamento CH-80% apresentaram altura
média 39% superior em relacdo aquelas mantidas em CH-40%.
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Tabela 1 - Altura (H) e didmetro (D) dos genoétipos de cana-de-aglcar (IACSP95-5000, CTC14,
RB975201 e CTC7) sob diferentes condicdes hidricas (controle CH-80% e déficit CH-

40%) e teor disponivel de K no solo (3 e 6 mmol; dm=)

Gendtipos
Tratamentos | ACSP95-5000
K Altura Diametro
Condicao hidrica (CH
¢ CH) ol dm) (cm) (cm)
3 30,4 Ba+0,6 121 Ba+04
Controle
6 358Aa+12 193 Aa+08
. 3 271 Ab+172 120Aa +04
Déficit
6 26,4 Ab+0,3 121 Ab+03
CH 0,000015* 0,000018*
K 0,025220* 0,000002*
P -valor
CH*K 0,005428* 0,000022*
CV (%) 6,1 6,8
CTC14
o K Altura Diametro
Condigéo hidrica (CH) (mmol, dm'3) (cm) (cm)
3 455a+0,75 179 Aa+04
Controle
6 425a+23 159Ba+06
e 3 325b+13 121 Ab +05
Déficit
6 31,8b+0,3 129Ab+08
CH 0,00000* 0,000006*
K ns ns
P -valor
CH*K ns 0,04472*
CV (%) 73 7.6
RB975201
K Altura Diametro
Condicao hidrica (CH
¢ CH) ol dm) (cm) (cm)
3 46,1 Aa+17 189a+10
Controle
6 395Ba+1.2 196a+11
. 3 298 Ab+ 16 152b £09
Déficit
6 31,0Ab+15 168b+03
CH 0,000003* 0,00192*
K ns ns
P -valor
CH*K 0,023928* ns
CV (%) 8.3 9.6
CTC7
, . K Altura Diametro
Condicao hidrica (CH
¢ CH mmol, dm?) (cm) (cm)
3 565 Aa+1.2 181a+06
Controle
6 531 Aa+21 178a+0,7
P 3 364 Bb +07 122b+0,6
Déficit
6 433 Ab+038 13,7b+06
CH 0,000000* 0,00001*
K ns ns
P -valor
CH*K 0,001568* ns
CV (%) 57 8,6

Letras minGsculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre a condi¢do hidrica (dentro do
mesmo teor de K); Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre o teor de K
(dentro da mesma condi¢do hidrica). Todos os dados sdo apresentados em média £ EP, n = 4. * P <0,05; ns - ndo

significativo.



3.3.2 Trocas gasosas e EUA

A Tabela 2 apresenta a andlise de varidncia para os parametros de trocas gasosas
(assimilagdo de CO> - A, condutancia estomatica - gs, transpiracao - E e eficiéncia instantanea
de carboxilacéo - k) e EUA (eficiéncia no uso de 4gua instantanea - EUAT, eficiéncia no uso de

agua intrinseca - EUA, e eficiéncia no uso de 4gua em longo prazo - EUAL) dos gendtipos

estudados.

Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia para os parametros de trocas gasosas (assimilacdo de CO; -
A, condutancia estomatica - gs, transpiracao - E e eficiéncia instantanea de carboxila¢do K)
e eficiéncia do uso da &gua (eficiéncia no uso de agua instantanea - EUA«, eficiéncia no uso
de &gua intrinseca - EUA; e eficiéncia no uso de agua em longo prazo - EUA\) de cada
genotipo de cana-de-acucar, de acordo com a condi¢éo hidrica (CH) e o teor de K disponivel

no solo. *p<0,05; ns — ndo significativo

ANOVA IACSP95-5000 CTC14 RB975201 CTC7
A
CH 0,000061* 0,000000* 0,000032* 0,000194*
K ns ns 0,000078* 0,004754*
CH*K ns ns 0,002321* ns
CV (%) 22,1 15,7 111 11,7
gs
CH 0,000200* 0,000006* 0,000002* 0,00003*
K 0,000000* ns 0,000026* 0,00136*
CH*K 0,000003* ns 0,010643* ns
CV (%) 15,2 20,9 151 179
E
CH 0,000218* 0,00002* 0,000000* 0,00004*
K 0,000000* ns 0,008727* ns
CH*K 0,005806* ns 0,002464* ns
CV (%) 14,2 155 11,6 141
k
CH 0,000000* 0,000000* 0,000032* 0,000000*
K ns 0,000000* 0,000001* 0,000000*
CH*K 0,03915* 0,000000* 0,003980* ns
CV (%) 22,2 224 21,2 10,7
EUA,
CH ns 0,00712* 0,00193* 0,00870*
K 0,00007* ns ns ns
CH*K 0,00096* ns ns ns
CV (%) 21,1 216 135 171
EUA;
CH ns ns 0,012097* 0,004063*
K 0,000005* 0,01845* 0,023408* 0,016845*
CH*K 0,000004* 0,01877* ns 0,047724*
CV (%) 17,2 19,7 322 22,1
EUA
CH ns ns 0,01841* ns
K ns 0,02088* ns 0,00348*
CH*K 0,036422* ns ns ns
CV (%) 17,8 16,9 15,9 12,6
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Quanto aos resultados de trocas gasosas (Figura 1), para o gen6tipo IACSP95-5000 o
parametro A apresentou reducdo de 50% na média do tratamento controle em relagéo ao déficit,
enquanto que para CTC14 esse valor de reducdo foi de 55%, sendo que para esses dois
gendtipos o teor de K no solo ndo apresentou efeito significativo, somente efeito independente
de CH (Tabela 2). Em RB975201 em condi¢bes de déficit hidrico (CH-40%), as plantas
apresentaram aumento de 98% em A com o incremento do teor de K disponivel no solo
de 3 para 6 mmol. dm3, ou seja, observou-se efeito atenuador do nutriente, quando
incrementou-se a disponibilidade no solo de K. O genotipo CTC7 apresentou incremento de
37% da média da CH controle em relagdo ao déficit, e de 23% do médio para o alto teor de K
no solo, mas nesse caso néo foi observada interagdo dos efeitos (CH e K) (Tabela 2).

Para a condutancia estomatica (gs), em IACSP95-5000 cultivado no tratamento CH-
40% e com alto teor de K no solo (6 mmolc dm) as plantas apresentaram 240% de incremento
em gs em relacéo aquelas plantas cultivadas sob teor médio de K (3 mmolc dm), nessa mesma
condigdo hidrica. Em RB975201 esse mesmo incremento em gs foi de 143%. Dessa forma,
tanto para IACSP95-5000 e RB975201 foi observado que o maior teor de K no solo mitigou os
efeitos do déficit hidrico na gs. O genétipo CTC14 apresentou incremento em gs do tratamento
de controle hidrico em relacdo ao déficit, mas nesse caso a disponibilidade de K no solo nao
apresentou efeito significativo. Em CTC7 houve incremento na gs de 46% na média do controle
hidrico em relacdo ao déficit, e aumento de 45% nos valores de gs com o incremento da
disponibilidade de K no solo, porém foi observada interacao dos efeitos (CH e K) (Tabela 2).

Com relacdo a transpiracao (E), a variedade IACSP95-5000 mantida sob condicéo de
déficit hidrico (CH-40%) apresentou aumento de 280% do valor de E, quando cultivadas
em 6 mmolc dm, em relagdo aquelas cultivadas em 3 mmolc dm= de K no solo. O gen6tipo
RB975201 cultivado sob CH-40% apresentou 0 mesmo comportamento, com incremento de
83% em E, com o0 aumento da disponibilidade de K no solo. Para esse genotipo foi também
observado que a transpiracdo das plantas (E) ndo foi alterada pelos tratamentos CH-40% e
CH-80%, quando cultivadas em solo com o teor de K disponivel de 6 mmol. dm™ de K. Esses
dados sugerem tanto para IACSP95-5000 quanto para RB975201 houve efeito pronunciando
do suprimento de K em mitigar a condi¢do de déficit hidrico imposto a essas plantas.
A variedade CTC14 incrementou a taxa de transpiracao (E) media de 42% com o aumento na
disponibilidade de agua no solo; enquanto que para a variedade CTC7 esse aumento foi de 36%,
sendo que para ambas as variedades nao foram observados efeitos do teor disponivel de K no
solo (Tabela 2).
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Quanto a eficiéncia instantanea de carboxilagéo (k), para IACSP95-5000 e CTC14 nédo
foram observadas diferencas das médias dos valores, nos tratamentos 3 e 6 mmolc dm de K,
com regime hidrico de CH-40%. Enquanto que para RB975201 mantida sob CH-40%, houve
incremento de 450% com o aumento na disponibilidade de K no solo, evidenciando que o0 K
apresentou efeito atenuador do déficit hidrico para a varidvel-reposta k. O gendtipo CTC7 néo
apresentou interagdo CH x K para k, somente efeito dos fatores independentes CH e K
(Tabela 2).

Dessa forma, para os parametros de trocas gasosas (A, gs, E e k), de maneira geral,
observou-se que os materiais IACSP95-5000 e RB975201 foram 0s genétipos menos
impactados pelo déficit hidrico, quando as plantas foram cultivadas sob maior teor de K
disponivel no solo (6 mmolc dm).

Para a eficiéncia de uso de agua instantdnea (EUAT), observou-se para o genotipo
IACSP95-5000 mantido em condicdo de déficit hidrico (CH-40%), reducdo de 69%
quando os teores disponiveis de K no solo aumentaram de 3 para 6 mmolc. dm (Figura 2).
Os demais genotipos (RB975201, CTC14 e CTC7) apresentaram variacdo dos valores de EUAT
somente para os tratamentos de CH (40% e 80%), ndo sendo observado, portanto,
efeito da disponibilidade de K no solo (Tabela 2). Para a variavel eficiéncia de uso de agua
intrinseca (EUA;), observou-se para o0s gendtipos IACSP95-5000, CTC14 e CTC7
mantidos sob déficit hidrico (CH-40%), reducdo desses valores quando houve incremento na
disponibilidade de K no solo, de 3 para 6 mmolc. dm?®. Essas redugbes foram de 77%,
41% e 36% para IACSP95-5000, CTC14 e CTC7, respectivamente. O genotipo RB975201
mantido sob CH-80% apresentou incremento de 62% dos valores de EUA; em
relacdo ao tratamento CH-40%, e incremento de 53% da EUAi com a redugdo da
disponibilidade de K no solo, todavia, sem ser observada interacdo dos fatores agua e
K no solo (Tabela 2). Dessa forma, para IACSP95-5000 observa-se um melhor
desempenho tanto para EUAT, quanto EUA; em condigdo de média disponibilidade de K no
solo.

Para a eficiéncia no uso de agua em longo prazo (EUAL), observou-se que
genotipo IACSP95-5000, mantido sob condicdo de déficit hidrico (CH-40%), reduziu
em 9% a EUAL com o incremento da disponibilidade de K no solo de 3 para
6 mmolc dm™3, evidenciando melhor desempenho das plantas em termos de EUAL, da mesma

forma que EUAT e EUA,;, em condicdo de media disponibilidade de K no solo.
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N&o foi observado efeito significativo de interagdo CH x K para a EUAL nos gendtipos CTC14
e CTC7 (Tabela 2), enquanto que RB975201 apresentou aumento na média dos valores de
EUAL em 22% quando houve incrementou do suprimento de agua, independente da
disponibilidade de K no solo (Tabela 2).
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Figura 1 — Pardmetros de trocas gasosas — assimilacéo de CO, - A (A), condutancia estomatica - gs (B), transpiragdo - E (C) e k (D) dos gendtipos de cana-de-
actcar (IACSP95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7) sob diferentes condicdes hidricas (controle CH-80% e déficit CH-40%) e suprimento de K (3 a 6 mmol.
dm3). Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre o regime hidrico (dentro da mesma dose); letras mailsculas diferentes
indicam diferengas significativas (P <0,05) entre o teor de K (dentro da mesma condicao hidrica). As barras de erro indicam o erro padrdo da média (n=4)
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Figura 2 — Eficiéncia do uso de &gua instantanea - EUAr (A); Eficiéncia do uso de agua intrinseca - EUA; (B) e Eficiéncia do uso de agua a longo prazo - EUAL
(C) dos gendtipos de cana-de-aclcar (IAC SP 95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7) sob diferentes regimes hidricos (controle CH-80% e déficit
hidrico CH-40%) e suprimento de K (3 a 6 mmol. dm=). Letras mintsculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre o regime
hidrico (dentro da mesma dose); letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre o teor de K (dentro da mesma condicéo
hidrica). As barras de erro indicam o erro padrdo da média (n=4)
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3.3.3 Concentracéo de clorofila e eficiéncia do fotossistema |1

A Tabela 3 apresenta a anélise de variancia e os resultados para os pardmetros de
concentracdo de clorofila e eficiéncia do fotossistema 11 dos genotipos estudados.

A concentracdo de clorofila das folhas da variedade IACSP95-5000 cultivada em
condicédo de déficit hidrico (CH-40%) ndo foi alterada pelos teores disponiveis de K no solo,
porém também no foi constatada diferenca das plantas mantidas em CH-80% e 3 mmolc dm™
de K no solo em relacdo aquelas mantidas CH-40% com esse mesmo teor de K, evidenciando
nesse caso, que a disponibilidade média de K no solo (3 mmol. dm) ja apresentou resposta em
mitigar o impacto deletério do déficit hidrico na varidvel-reposta de concentragdo de clorofila.
Para CTC14 o maior teor de K disponivel no solo (6 mmolc dm=) em condicdo de déficit hidrico
(CH-40%), modulou a resposta da planta com o aumento de 33% do teor de clorofila nas folhas
em relacio ao menor teor de K no solo (3 mmol. dm?). Para os gendtipos RB975201 e
CTC7 nédo houve efeito de interagéo significativo entre CH x K (Tabela 3), sendo constatado
somente efeito isolado desses fatores.

Com relacdo a varidvel-reposta fluorescéncia variavel (Fv), observou-se em
IACSP95-5000 que as plantas mantidas em déficit hidrico (CH-80%) ndo apresentaram
diferencas com relagdo a disponibilidade de K no solo (3 e 6 mmol; dm? K). Em CTC14 n&o
foi observado interacdo dos efeitos (CH e K), somente o efeito isolado da CH e teor de K no
solo. Em CTC14 néo foi observado interacdo dos efeitos (CH e K), apenas efeitos isolados de
CH e K, com incremento de 24% da média do controle hidrico em relacdo a média do déficit,
e de 49% da média do teor de 3 mmol. dm™ em relacdo a 6 mmol. dm= de K. O genétipo
RB975201 cultivado em tratamento CH-40% apresentou 152% de incremento com o aumento
da disponibilidade de K no solo, evidenciando resposta positiva do K ao déficit hidrico. Nesse
gendtipo, a variavel-resposta Fv para as plantas cultivadas em CH-40% foi superior em relagédo
aos valores observados nas plantas que foram cultivadas em CH-80% com maior
disponibilidade de K no solo. Em CTC7 o controle hidrico apresentou reducdo de 14%, em
relacdo as plantas sob deficit, sem efeito significativo para K (Tabela 3).
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Para o rendimento quantico méximo do PSII (Fv/Fm), observou-se para o gendétipo
IACSP95-5000 que as plantas mantidas sob déficit hidrico (CH-40%) ndo apresentaram
diferencas com relagéo ao incremento de K no solo (3 e 6 mmol. dm K), evidenciando que o
aumento da disponibilidade de K, nesse caso, ndo apresentou efeito em mitigar o déficit hidrico
para essa variavel-resposta. Em CTC14 ndo foi observada interacdo CH x K entres os fatores
para Fv/Fm, apenas efeitos isolados de CH e K. Dessa forma, houve incremento de 13% da
média do controle hidrico (CH-80%) em relacdo a média do déficit (CH-40%), e de 6% da
média do teor médio em relacdo ao teor alto de K (Tabela 3). Os genotipos RB975201 e
CTC7 cultivados em condicdo de déficit hidrico (CH-40%) apresentaram aumento de 8% e
12%, respectivamente, com o incremento da disponibilidade de K no solo (3 e 6 mmol; dm™
K). Para esses mesmos gendtipos, as plantas cultivadas em condicéao hidrica controle (CH-80%)
e em condicdo de déficit (CH-40%) ndo apresentaram diferencas para 0 maior teor de K no
solo, evidenciando assim, que para esses gendtipos, a maior disponibilidade de K no solo
(6 mmolc dm™) apresentou efeito em mitigar o estresse hidrica & seca para a variavel resposta
Fv/Fm.
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Tabela 3 - Concentracéo de clorofila, Fv (fluorescéncia variavel) e Fv/Fm (rendimento quantico maximo
do fotossistema 1) dos geno6tipos de cana (IACSP95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7) sob
diferentes condicdes hidricas (controle e déficit) e teor de K no solo (3 e 6 mmol. dm)

Gendtipos
Tratamentos IACSP95-5000
K
Condic&o hidrica (CH) (mmol, dm?) SPAD Fv Fv/Fm
Controle 3 457Ba +14 394,8 Ba £ 45,0 0,67 Ba £0,01
6 504 Aa +13 622,3 Aa + 36,3 0,70 Aa + 0,01
Défict 3 463 Aa+05 3710 Aa+117 0,63 Ab + 0,01
6 483 Aa+13 2853 Ab+ 471 0,62 Ab + 0,00
CH ns 0,000618* 0,000002*
P_valor K ns ns ns
CH*K 0,01309* 0,001798* 0,020808*
CV (%) 49 18,7 2,1
CTC14
.~ , - K
Condic&o hidrica (CH) (mmol, dm®) SPAD Fv Fv/Fm
Controle 3 521Aa+08 546,0 Ba £ 42,3 0,69 Ba £ 0,00
6 502 Aa+18 6615 Aa+118 0,71 Aa + 0,00
Défict 3 347Bb+33 3634 Bb+438 0,61 Bb £ 0,02
6 464 Ab+ 16 480,7 Ab + 4438 0,64 Ab + 0,01
CH 0,000482* 0,00276* 0,00001*
K ns 0,03343* 0,04862*
P-valor
CH*K 0,011342* ns ns
CV (%) 95 189 31
RB975201
K
Condic&o hidrica (CH) (mmol, dm?) SPAD Fv Fv/Fm
Controle 3 417a+19 610,6 Aa = 37,7 0,68 Aa + 0,01
6 433a+14 586,4 Ab + 226 0,69 Aa + 0,01
Défict 3 378b+08 2280Bb + 16,0 0,63 Bb £ 0,00
6 38,7b+05 662,7 Aa + 41,7 0,68 Aa + 0,01
CH 0,00574* 0,0017307* 0,005261*
K ns 0,0001679* 0,011426*
P-valor
CH*K ns 0,0000617* 0,043367*
CV (%) 6,3 14,6 2,7
CTC7
o K
Condicéo hidrica (CH) (mmol, dm?) SPAD Fv Fv/Fm
3 414a+09 601,8a+98 0,69 Aa + 0,01
Controle
6 430a+21 5583a+9.2 0,66 Ba £ 0,01
Défict 3 372b+09 482,3b + 39,1 0,60 Bb £ 0,00
6 402b+10 5135b+ 335 0,67 Aa + 0,01
CH 0,02966* 0,02773* 0,000014*
K ns ns 0,000004*
P-valor
CH*K ns ns 0,015496*
CV (%) 7.0 9.0 18

Letras minGsculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre a condicdo hidrica (dentro do
mesmo teor de K); Letras mailsculas diferentes indicam diferengas significativas (P <0,05) entre o teor de K
(dentro da mesma condicéo hidrica). Todos os dados sdo apresentados em média + EP, n = 4. *P <0,05; ns - ndo
significativo.
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3.3.4 Potencial de 4gua na folha

A Tabela 3 apresenta o resumo da anélise de variancia dos tratamentos estudados para

o0 potencial de agua na folha (¥m), na antemanha (¥ma) ¢ ao meio dia (Ymm).

Tabela 4 - Resumo da analise de varidncia para os parametros de potencial de dgua na folha (Potencial
de agua na folha na antemanhd - ¥Yma e ao meio dia - ¥mm) de cada genétipo de cana-de-
acucar, de acordo com a condicdo hidrica (controle CH-80% e déficit CH-40%) e o teor
de K no solo (3 e 6 mmol. dm™). *p<0,05; ns — ndo significativo

ANOVA IACSP95-5000 CTC14 RB 975201 CTC7
¥Yma
CH 0,00447* 0,000632* ns ns
K ns 0,000330* 0,00701* 0,000065*
CH*K ns ns 0,02232* 0,005076*
CV (%) 79 12,3 9.0 134
¥Ymm
CH 0,02434* 0,00661* 0,00005* 0,00904*
K ns 0,04802* ns ns
CH*K ns ns ns ns
CV (%) 245 13,9 18,6 16,9

Para o gendtipo IACSP95-5000 (Figura 3), as variaveis-resposta ¥Yma e ¥mm
(Figura 3) nédo apresentaram efeito do teor de K no solo, somente o efeito isolado de CH
(Tabela 4), sendo que as plantas mantidas sob condicdo de déficit hidrico (CH-40%)
apresentaram 14% de incremento (¥ma) e 27% de reducdo (Ymm) em relacdo as plantas
mantidas sob controle (CH-80%). Em CTC14 foram observados somente os efeitos isolados
de CH e K no solo, (Tabela 4), com incremento em Wma de 24% das plantas mantidas sob
CH-40% em relacdo aquelas mantidas em CH-80%, e 36% de reducdo com o aumento da
disponibilidade de K no solo. Em RB975201 e CTC7 foi observado efeito teor de K no solo
sobre a variavel-resposta WYma, sendo que as plantas mantidas em CH-40% apresentaram
reducdo de 28% (RB975201) e 82% (CTC7) com o aumento da disponibilidade de K no solo,
de 3 para 6 mmolc dm™3, evidenciando o efeito atenuante do K sobre o ¥ma nas plantas desses

genodtipos. Em Wmm o K nao apresentou efeito significativo para esses genotipos, apenas CH

(Tabela 4).
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Figura 3 - Potencial de agua na folha na antemanhd (¥'ma) e ao meio dia (Ymm) dos genotipos de cana-
de-acucar IAC SP 95-5000 (A e E), CTC14 (B e F), RB975201 (C e G) e CTC7 (D e H) sob
diferentes condi¢Bes hidricas (controle CH-80% e déficit CH-40%) e suprimento de K
(3 a 6 mmol. dm™). Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05)
entre o regime hidrico (dentro do mesmo teor de K); letras mailsculas diferentes indicam
diferencas significativas (P <0,05) entre o teor de K (dentro da mesma condicao hidrica). As
barras de erro indicam o erro padrdo da média (n=4)
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3.3.5 Area foliar e producéo de massa seca

O resumo da analise de variancia dos tratamentos estudados para érea foliar (AF), &rea
foliar especifica (AFe), producdo de massa seca (massa seca da parte aérea — MSPA, massa
seca da raiz - MSR e massa seca total - MST) e razdo raiz: parte aérea esta apresentado na
Tabela 5.

Tabela 5 - Resumo da analise de varidncia para os parametros de area foliar (AF), area foliar especifica
(AFe), producdo de massa seca (parte aérea - MSPA, raiz - MSR e total - MST) e a razéo raiz:
parte aérea de cada gendtipo de cana-de-agucar, de acordo com a condi¢do hidrica (controle
CH-80% e déficit CH-40%) e o teor de K no solo (3 e 6 mmol. dm?). *p<0,05;
ns - ndo significativo

ANOVA IACSP95-5000 CTCi14 RB975201 CTC7
Area foliar
CH 0,000000* 0,000000* 0,000000* 0,000000*
K 0,023060* 0,000032* 0,000932* ns
CH*K 0,042350* 0,004385* 0,009339* 0,047780*
CV (%) 11,1 7.1 81 74
Area foliar especifica
CH ns ns 0,00002* 0,0214973*
K ns 0,005635* 0,00023* 0,0116542*
CH*K 0,028683* 0,022489* ns 0,0094083*
CV (%) 111 9,9 12,1 6,2
Massa seca parte aérea
CH 0,000000* 0,000000* 0,000008* 0,000000*
K ns ns 0,015516* ns
CH*K ns ns 0,000544* 0,002041*
CV (%) 10,4 10,1 10,8 9.0
Massa seca raiz
CH 0,000036* 0,000000* 0,000000* 0,000000*
K 0,023225* 0,003579* ns ns
CH*K ns 0,000467* ns ns
CV (%) 20,7 16,7 97 20,5
Massa seca total
CH 0,000000* 0,000000* 0,000000* 0,000000*
K ns 0,004866* ns ns
CH*K ns 0,003414* 0,008438* 0,020570*
CV (%) 12,2 75 8,6 105
Raz&o raiz:parte aérea
CH ns 0,006631* ns 0,013030*
K 0,026690* 0,037105* 0,016866* ns
CH*K ns 0,000553* 0,001189* ns

CV (%) 154 20,1 145 18,3
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A Figura 4 apresenta os resultados de area foliar (AF) e area foliar especifica (AFe).
Com relacdo aos genotipos IACSP95-5000, CTC14, RB975201, as plantas mantidas em
condicdo de déficit hidrico (CH-40%) apresentaram incrementos na AF com 0 aumento da
disponibilidade de K no solo (de 3 para 6 mmolc dm), sendo esses incrementos de 24%, 16%
e 50% para 0s genotipos IACSP95-5000, CTC14 e RB975201, respectivamente. Em CTC7 ndo
foi observado diferenca nos teores de K no solo em condi¢édo de déficit hidrico (CH-40%).

Para AFe, IACSP95-5000 e CTC14 apresentaram efeito pronunciado do maior
teor de K no solo (6 mmole dm) na interacio CH x K. Dessa forma, para esses genotipos, as
plantas mantidas em CH-40% apresentaram incremento em AFe de 26% e 36% (IACSP95-
5000 e CTC14, respectivamente) com o aumento da disponibilidade de K no solo (de 3
para 6 mmolc dm=). Em CTC7, as plantas mantidas em CH-40% apresentaram maior AFe
quando cultivadas no solo com disponibilidade de 3 mmol. dm=. Em RB975201 nio foi

observada interacdo dos efeitos CH e K, somente efeito isolado de CH e K.
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Figura 4 - Area foliar (AF) e area foliar especifica (AFe) dos gen6tipos de cana-de-agucar (IAC SP 95-
5000, CTC14, RB975201 e CTC7) sob diferentes condi¢des hidricas (controle CH-80% e
déficit CH-40%) e teor de K (3 a 6 mmol. dm™). Letras minGsculas diferentes indicam
diferencas significativas (P <0,05) entre o regime hidrico (dentro da mesma dose); letras
maiUsculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre o teor de K (dentro do
mesmo regime hidrico). As barras de erro indicam o erro padrdo da média (n=4)
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Com relagdo aos resultados de massa seca, 0 genotipo IACSP 95-5000 (Figura 5, A-D)
ndo apresentou resposta de efeito de interacdo CH e K (Tabela 5). Para massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST), as plantas mantidas em
condicdo de déficit hidrico (CH-40%) apresentaram reducdo de 48%, 50% e 50%,
respectivamente, em relacdo aquelas mantidas em condicéo controle (CH-80%). A MSR das
plantas apresentou incremento de 24% com o aumento da disponibilidade de K no solo
(de 3 para 6 mmolc dm), enquanto que a raz3o raiz: parte aérea das plantas esse incremento
foi de 20% (Tabela 5).

O gendtipo CTC14 (Figura 5, E-H) apresentou para MSPA, reducéo de 44% das plantas
mantidas em CH-40% em relacdo aquelas sob controle, sem efeito significativo do teor de K
no solo (Tabela5). Para MSR e MST o aumento na disponibilidade de K no solo ndo apresentou
resposta em mitigar o efeito do déficit hidrico para essas variaveis-respostas, enquanto que,
para a raz&o raiz: parte aérea das plantas mantidas em CH-40% houve incremento de 32% com
0 aumento da disponibilidade de K no solo (de 3 para 6 mmolc dm).

Em RB975201 (Figura 5, I-L), os resultados de MSPA, MST e razdo raiz: parte aérea nao
apresentaram incremento com o aumento da disponibilidade de K no solo quando as plantas
foram mantidas em déficit hidrico (CH-40%) e, dessa forma, néo foi observado efeito do K em
mitigar os efeitos deletérios da seca nesses varidveis-respostas na interacdo CH x K. A MSR
apresentou reducdo de 42% da média das plantas cultivadas em CH-40% em relacdo aquelas
mantidas em CH-80%, sem efeito do teor de K no solo (Tabela 5).

Em CTC7 (Figura 5, M-P), quando as plantas foram mantidas em condicdo de déficit
hidrico (CH-40%), foi observado aumento das variaveis de MSPA (24%) e MST (26%) com o
incremento da disponibilidade de K no solo (de 3 para 6 mmol. dm). A MSR e a razo raiz:
parte aérea apresentaram reducdo de 52% e 45%, respectivamente, das plantas mantidas em
CH-40% em relacdo aquelas mantidas em CH-80%, sem efeito significativo do teor de K no
solo (Tabela 5).
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Figura 5 - Producdo de massa (parte aérea - MSPA, raiz - MSR e total - MST), razéo raiz:parte aérea
dos gendtipos de cana-de-acucar (IACSP95-5000 (A-D), CTC14 (E-H), RB975201 (I-L) e
CTC7 (M-P) sob diferentes condicdes hidricas (controle e déficit hidrico) e suprimento de K
(3 a 6 mmol. dm). Letras minGsculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05)
entre o regime hidrico (dentro da mesma dose); letras mailsculas diferentes indicam
diferencas significativas (P <0,05) entre o teor de K (dentro do mesmo regime hidrico). As
barras de erro indicam o erro padrdo da média (n=4)
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3.3.6 Concentracao de potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg) e sédio (Na)

Com relacdo a concentracdo de K, Ca, Mg e Na, a Tabela 6 apresenta a andlise de
variancia e os resultados dos tratamentos estudados para os diferentes genétipos de cana-de-
acucar do experimento.

Com relagdo a concentracdo de K nas folhas, colmo e raizes, ndo houve efeito de
interagdo CH x K para nenhum dos genotipos estudados, mas observou-se incremento da
concentracdo desse nutriente na planta com o aumento da disponibilidade de K no solo
(de 3 para 6 mmolc. dm™), independente da CH as quais as plantas foram mantidas. Em
IACSP95-5000 esse incremento foi de 34% para folhas, 60% para colmo e 82% para as raizes;
em CTCT14 foi 6% para folhas, 34% para colmo e 65% para as raizes; em RB975201 foi 53%
para folhas, 146% para colmo e 96% para as raizes e em CTC7 foi de 68% para folhas, 102%
para colmo e 57% para as raizes.

Em IACSP95-5000, com relagdo as concentracdes de Ca e Mg, observou-se, de maneira
geral para todas as partes da planta, reducdo das médias desses nutrientes quando as plantas
foram mantidas sob CH-40% em relacdo aquelas em CH-80%, e aumento da disponibilidade
do teor de K no solo. A concentracdo de Na apresentou interagdo CH x K nas folhas, colmo e
raizes das plantas e, de modo geral, houve incremento de Na quando as plantas foram mantidas
em CH-40%. Para CTC14, o teor de Mg apresentou interagdo CH x K para folhas, colmo e
raizes, com diminuicdo da concentracdo desse nutriente com o aumento da disponibilidade de
K no solo. A concentracdo de Na apresentou interacdo CH x K apenas no colmo, sendo que
para as plantas mantidas em CH-40% a maior concentracdo de Na ocorreu com a maior
disponibilidade de K no solo (6 mmolc dm).

Em RB975201, a concentracdo de Ca e Mg ndo apresentou interacdo CH x K, exceto
para o teor de Ca nas raizes. De maneira geral, foi observado diminuicdo de Ca e Mg quando
as plantas foram mantidas em CH-40%. A concentracdo de Na reduziu com a condig¢do de
déficit hidrico. Para CTC7, os teores de Ca e Mg apresentaram interacdo CH x K apenas para
as raizes, sendo observado um aumento desses nutrientes quando as plantas foram mantidas em
CH-40% em relacdo aquelas em CH-80%, e com aumento da disponibilidade de K no solo (de
3 para 6 mmolc dm™). A concentragdo de Na apresentou interagdo CH e K somente no colmo,
sendo que para as plantas mantidas em CH-40% a maior concentracdo de Na ocorreu no maior

disponibilidade de K no solo (6 mmolc dm).
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Tabela 6 - Acimulo de K nas folhas, colmo e raizes dos gendtipos de cana-de-agucar (IAC SP 95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7 sob diferentes condi¢oes
hidricas (controle e déficit) e suprimento de K (3 e 6 mmol. dm™). Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre o
regime hidrico (dentro do mesmo teor de K); letras maidsculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre o teor de K (dentro do

mesmo regime hidrico). As barras de erro indicam o erro padréo da média (n=4)

Tratamentos IAC SP 95-5000 CTC 14
Condigao hidrica K K (g kg") Ca(gkgh)  Mg(gkg"!)  Na(gkg? K(gkg")  Ca(gkg?) Mg(gkg?)  Na(gkgh
(CH) (mmol, dm?) Folhas Folhas
Controle 3 13,15+1,28Bb 3,35+0,13 Aa 2,82+0,02 Aa 0,05+0,00 Ab 18,27 +0,76 Aa 2,85+0,13a 3,23+0,14 Aa 0,07 £0,00
6 19,58 £+0,75 Ab 2,64 £0,18 Ba 2,02 +0,02 Ba 0,05 +0,00 Aa 11,88 +0,50Ba 2,60+0,16a 1,95+0,10 Ba 0,07 £0,01
Déficit 3 17,60 £ 0,48 Ba 3,00 £0,10 Ab 2,49 +£0,17 Ab 0,07 £ 0,00 Aa 14,29 +0,41 Ab 2,25+0,13b 2,58+0,11 Ab 0,05+0,01
6 21,77 +0,76 Aa 2,36 +0,16 Bb 1,63 +0,09Bb 0,06 +£0,00 Ba 22,73 £0,31Bb 2,29+0,15b 1,89 +0,03 Ba 0,07 £0,01
CH 0,002544* 0,04609* 0,00732* 0,006725* 0,000028* 0,00752* 0,005609* ns
P -valor K 0,000059* 0,00050* 0,00001* ns 0,000000* ns 0,000000* ns
CH*K ns ns ns 0,017530* ns ns 0,014154* ns
CV (%) 9,7 9,9 10,4 14,9 6,3 11,6 8,4 20,7
IAC SP 95-5000 CTC 14
Condigéo hidrica K K (g kg Ca(gkg™)  Mg(gkg")  Na(gkg? K(gkg")  Ca(gkg’) Mg(gkg?)  Na(gkgh
(CH) (mmol, dm*) Colmo Colmo
Controle 3 2297+2,13A 4,13+0,11 A 6,60+0,41 Aa 0,06 £0,00 Aa 11,48+1,29 Aa 3,23+0,26 5,31+0,32 Aa 0,10+£0,01 Aa
6 42,20+1,79B 3,29+0,18B 3,55+0,41Ba 0,06 0,00 Aa 28,60+2,69Ba 3,25+0,09 4,39+0,12Ba 0,07 £0,00 Ba
Déficit 3 30,67 +057A 3,99+0,15A 5,58+0,46 Ab 0,01 £0,00 Ab 20,57 +2,87 Ab 3,22+0,11 6,28 +0,13 Ab 0,07 £0,00 Ab
6 43,49 +255B 3,06+0,22B 3,44+0,26 Bb 0,07 £0,01 Ba 40,82 +2,24Bb 3,25+0,16 3,99+0,09Ba 0,10+ 0,01 Bb
CH ns ns 0,009892* 0,000031* 0,00069* ns ns ns
P -valor K 0,000002* 0,00017* 0,000000* 0,018179* 0,00000* ns 0,000002* ns
CH*K ns ns ns 0,006664* ns ns 0,003557* 0,00652*
CV (%) 10,9 9,2 8,2 11,4 18,5 10,4 7,5 19,7
IAC SP 95-5000 CTC 14
Condigéo hidrica K K (g kg™ Ca(gkg’)  Mg(gkg")  Na(gkg? K(gkg!)  Ca(gkg’) Mg(gkg")  Na(gkg?
(CH) (mmol, dm*) Raizes Raizes
Controle 3 5,32+054Aa 460+0,11 A 4,27+0,16a 0,054+0,00Aa 3,73+0,48 Aa 3,14+0,08a 2,66 +0,15 Aa 0,056 +0,02 Aa
6 9,92+058Ba 3,92+0,14B 3,89+0,14a 0,036 0,00 Ba 7,77 +0,34Ba 3,82+0,13a 4,11 +0,19Ba 0,054 £0,01 Ba
Déficit 3 750+046 Ab 440+0,28 A 3,71+0,21b 0,049+0,01Ab 7,48+054Ab 459+0,04b 3,77 +£0,13 Ab 0,053 +0,01 Ak
6 13,44 +0,44Bb 3,89+0,24B 3,30+0,20b 0,063+0,02Bb 10,68+0,83Bb 4,70+0,32b 3,36 +0,13 Ab 0,049 +0,01 Bb
CH 0,000102* ns 0,00720* 0,000068* 0,00009* 0,000028* ns 0,00818*
P -valor K 0,00000* 0,01369* ns 0,000027* 0,00004* ns 0,005646* 0,02113*
CH*K ns ns ns 0,000000* ns ns 0,000070* ns
CV (%) 11,1 10,1 9,8 4,4 15,6 8,8 8,9 4,9
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Tratamentos RB 975201 CTC7
Condicéo hidrica K K (g kg™ Ca (g kg™h) Mg (g kg?) Na (g kg™) K (g kg™h) Ca (g kg™h) Mg (g kg?)  Na(gkg?)
(CH) (mmol, dm?®) Folhas Folhas
Controle 3 12,21+056 A 2,82+0,18a 2,96+0,10 Aa 0,05+0,00 A 11,45 +0,07 Aa 3,40+0,15Aa 3,43+0,17 Aa 0,05+0,00
6 20,42 +0,70B 3,40+0,20a 2,59+0,23Ba 0,09+0,00B 19,59+0,80Ba 3,27+0,20Ba 2,92+0,08Ba 0,05+0,00
Déficit 3 1456 +0,73 A 2,83+0,13b 2,65+0,13 Ab 0,04 +0,00 A 15,11 + 0,91 Ab 3,00+0,03Ab 2,86 +0,13 Ab 0,05+0,00
6 20,46 +0,23b 2,37+0,15b 1,71+0,05Bb 0,09+0,00B 2490+0,57Bb 2,50+0,07Bb 2,15+0,09Bb 0,04 +0,00
CH ns 0,01389* 0,001248* ns 0,000025* 0,001037* 0,00015* ns
P -valor K 0,000000* ns 0,000362* 0,00000* 0,000000* 0,034305* 0,00030* ns
CH*K ns ns ns ns ns ns ns ns
CV (%) 7.0 11,9 11,3 9,4 7,6 8,6 8,6 10,7
RB 975201 CTC7
Condigao hidrica K K (g kg™) Ca(gkg™)  Mg(gkg") Na(gkg? K (g kg™) Ca(gkgh Mg (g kg!)  Na(gkg™)
(CH) (mmol, dm~) Colmo Colmo
Controle 3 12,97 +1,51 Aa 2,75+0,06 Aa 4,24 +0,21 Aa 0,07+£0,01a 10,26 + 0,65 Aa 2,98 +0,01a 4,93+0,09 Aa 0,06 +£0,00 Aa
6 42,13+151Ba 2,63+0,11Ba 2,86+0,08Ba 0,08+0,01a 29,74+1,78Ba 2,84+0,07a 3,78+0,12Ba 0,10+0,01 Ba
Déficit 3 21,28 +£0,98 Ab 2,40 +£0,07 Ab 3,61+0,13 Ab 0,05+0,01b 2295+1,15Ab 257+0,12b 4,65+0,16 Ab 0,09 £0,01 Ab
6 4256 +2,28Ba 1,97 +0,05Bb 2,04+0,04Bb 0,04+0,00b 37,33+1,34Bb 2,31+0,17b 3,20+0,17 Bb 0,07 £ 0,01 Bb
CH ns 0,000021* 0,00016* 0,00193* 0,000005* 0,0009* 0,015289* ns
P -valor K 0,00000* 0,00303* 0,00000* ns 0,00000* ns 0,00001* ns
CH*K ns ns ns ns ns ns ns 0,00008*
CV (%) 10,2 6,1 8,4 21,7 10,3 8,1 6,6 13,5
RB 975201 CTC7
Condigao hidrica K K (g kg™) Ca(gkg™)  Mg(gkg") Na(gkg" K (g kg™) Ca(g kg™ Mg (g kg!)  Na(gkg™)
(CH) (mmol, dm*) Raizes Raizes
Controle 3 477+039A 310+£0,21Aa 2,35%+0,13 0,065+0,01 Aa 3,55+0,17Aa 3,38 +0,21 Aa 2,01 £0,17 Aa 0,051 +£0,02a
6 10,02+0,29B 3,31+0,08 Aa 2,57+0,23 0,049+0,03Ba 597+0,68Ba 3,78 £0,07 Aa 2,76 £0,14 Ba 0,048 £0,02 a
Déficit 3 550+039A 307+008Aa 2,37+0,06 0,051+0,01Ab 6,15 +0,69 Ab 4,63 +0,08 Ab 3,25 +0,12 Ab 0,052 +0,00 k
6 10,14 +0,39B 3,91+0,10Bb 2,36+0,14 0,039+0,02Bb 9,30+0,15Bb 4,33 +0,16 Ab 3,33 +0,23 Ab 0,054 +0,00 &
CH ns 0,021179* ns 0,004284* 0,00200* 0,00005* 0,000128* 0,02581*
P -valor K 0,00000* 0,000952* ns 0,001378* 0,00305* ns 0,027705* ns
CH*K ns 0,021179* ns ns ns 0,03563* 0,048086* ns
CV (%) 9,7 7.0 12,3 8,8 24,1 7,4 11,6 5,8
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A Tabela 7 apresenta o resumo da andlise de varidncia ANOVA e a Figura 6 apresenta
os resultados dos tratamentos de condicdo hidrica (controle CH-80% e déficit CH-40%) e teor
de K no solo (3 e 6 mmolc dm) para o0 acimulo de K nas folhas, colmo e raizes dos gendtipos

de cana-de-agUcar do experimento.

Tabela 7 - Resumo da anélise de variancia para os parametros de acimulo de K nas folhas, colmo e
raizes de cada genotipo de cana-de-agucar, de acordo com o suprimento hidrico (controle CH-
80% e déficit CH-40%) e o contelido de K no solo (3 e 6 mmol. dm®). *p<0,05; ns — ndo

significativo
ANOVA IACSP 95-5000 CTC,14 RB 975201 CTC7
Acumulo de K nas folhas
CH 0,000000* 0,000000* ns 0,000000*
K 0,000000* 0,000000* 0,000004* 0,000000*
CH*K 0,000000* 0,000000* ns 0,023635*
CV (%) 54 104 9,6 6,8
Acumulo de K no colmo
CH 0,000000* 0,000261* 0,000000* 0,000022*
K 0,000000* 0,000015* 0,000000* 0,000000*
CH*K 0,000000* 0,015500* 0,009809* 0,007937*
CV (%) 91 16,6 104 6,6
Acumulo de K nas raizes
CH 0,000459* 0,000001* 0,000000* 0,022059*
K 0,000004* 0,000054* 0,000000* 0,000136*
CH*K 0,007726* 0,281722* 0,000000* ns
CV (%) 159 98 6,7 184

Com relacdo a Figura 6, observa-se que a maior disponibilidade de K no solo
(6 mmolc dm™) apresentou os maiores valores de acimulo de K nas folhas, colmo e raizes para
todos os genotipos. Em IACSP95-5000, quando as plantas foram mantidas em condicdo de
déficit hidrico (CH-40%) houve incremento de 21%, 38% e 101% no acumulo de K nas folhas,
colmo e raizes, respectivamente, com o aumento da disponibilidade de K no solo (de 3
para 6 mmolc dm=). O gendtipo CTC14 também apresentou a mesma tendéncia de resultados
para 0 acimulo de K nas folhas, colmo e raizes, com incrementos de 57%, 56% e 59%,
respectivamente, com o aumento da disponibilidade de K no solo nas plantas mantidas em
condicdo de CH-40%. Dessa forma, fica evidente o efeito do K na interacdo CH x K para esses

genotipos.
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Em RB975201 (Figura 6), para o acimulo de K no colmo e nas raizes, observou-se para
as plantas mantidas em CH-40%, aumento dessas variaveis em 104% e 90%, respectivamente,
com o incremento da disponibilidade de K no solo (de 3 para 6 mmolc dm). Para acimulo de
K nas folhas houve apenas efeito do teor de K no solo, sendo o maior acimulo observado em 6
mmol. dm de K no solo.

Para o gendétipo CTC7 (Figura 6), o acumulo de K nas folhas e no colmo quando as
plantas foram mantidas em CH-40% apresentaram incremento de 125% e 106%,
respectivamente, com o aumento da disponibilidade de K no solo. O acimulo de K nas raizes
ndo apresentou interacdo significativa CH x K, apenas os efeitos isolados desses fatores, sendo
0 maior acumulo observado em 6 mmolc dm™ de K no solo, independente da condic&o hidrica
(Tabela 7).

Figura 6 - Acimulo de K nas folhas, colmo e raizes dos gendtipos de cana-de-agucar (IACSP95-5000,
CTC14,RB975201 e CTC7 sob diferentes condigdes hidricas (controle CH-80% e déficit CH-
40%) e teor de K no solo (3 e 6 mmol. dm). Letras mintsculas diferentes indicam diferencas
significativas (P <0,05) entre o regime hidrico (dentro do mesmo teor de K); letras maiusculas
diferentes indicam diferengas significativas (P <0,05) entre o teor de K (dentro do mesmo
regime hidrico). As barras de erro indicam o erro padrdo da média (n=4)
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3.3.7 Eficiéncia de absorcéo (EA) e de uso (EU) de K

A Tabela 8 apresenta o resumo da andlise de variancia da eficiéncia de absorcdo (EA) e
uso (EU) de K e a Figura 7 apresenta os resultados de EAk e EUk dos tratamentos de condicéo
hidrica (CH-80% e CH-40%) e teor de K no solo (3 e 6 mmolc.dm=, médio e alto teor,
respectivamente) para os genotipos estudados.

Tabela 8: Resumo da anéalise de variancia para os parametros de Eficiéncia de absorcdo de K (EAk) e
Eficiéncia de uso de K (EUk) de cada gendtipo de cana-de-agucar, de acordo com a condigdo
hidrica (controle CH-80% e déficit CH-40%) e o teor de K no solo (3 e 6 mmol.dm™®)
*p<0,05; ns — n&o significativo

IACSP95-5000 CTC14 RB975201 CTC7
ANOVA
EA«
CH 0,00900* 0,000699* 0,004508* 0,000003*
K 0,00063* 0,000062* 0,000009* 0,000001*
CH*K ns 0,040427* ns ns
CV (%) 11.0 19,1 14,4 139
EUx
CH 0,000000* 0,000000* 0,000002* 0,000002*
K 0,024900* 0,000000* 0,000000* 0,000050*
CH*K ns 0,000004* 0,000184* 0,000583*
CV (%) 20,3 16.0 15,9 23.0

Em IACSP95-5000 (Figura 7), houve aumento médio na eficiéncia de absor¢do de K
(EAK) em 19% para as plantas mantidas sob déficit hidrico (CH-40%) em relacdo aquelas sob
controle (CH-80%). O incremento da disponibilidade de K no solo (de 3 para 6 mmol. dm)
aumentou a EAk, porém n&o foi observada interacdo CH x K. Para os genotipos RB975201 e
CTC7, também foi observado o mesmo comportamento, com aumento de 29% e 78%,
respectivamente, das plantas mantidas sob CH-40% em relacdo aquelas sob CH-80%. O
incremento da disponibilidade de K no solo (de 3 para 6 mmol. dm) aumentou a EAk, porém
também n&o se observou interacdo dos efeitos CH x K. Em CTC14, para as plantas mantidas
em CH-40% foi observado incremento de 34% em EAk com o0 aumento na disponibilidade de
K no solo, com efeito de interacdo CH x K. Dessa forma, para esse genotipo, em condicéo de
déficit hidrico, as plantas modularam a resposta na absor¢do de K quando houve maior

disponibilidade de K no solo (Figura 7).
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Com relacdo a EUk, em IACSP95-5000 observou-se redugdo de média das plantas sob
controle hidrico (CH-80%) em relagdo aquelas cultivadas em déficit (CH-40%), e reducdo da
EUk com o aumento da disponibilidade de K no solo (de 3 para 6 mmolc dm), porém néo foi
observado efeito de interagdo CH x K. Para os genotipos CTC14, RB975201 e CTC7 quando
as plantas foram mantidas em CH-80% houve efeito pronunciado da menor disponibilidade de
K no solo (3 mmolc dm™®) na varidavel EUx. Em CTC14 e CTC7, quando as plantas foram
cultivadas em CH-40% nao foram apresentadas diferencas quanto a EUk, enquanto que em

RB975201 houve reducédo de 37% quando houve aumento da disponibilidade de K no solo.

Figura 7 - Eficiéncia de absorcdo (EAk) e de uso de K (EUk) dos geno6tipos de cana-de-agtcar (IAC SP
95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7 sob diferentes condi¢des hidricas (controle e déficit) e
suprimento de K (3 e 6 mmol. dm?3). Letras mintsculas diferentes indicam diferencas
significativas (P <0,05) entre o regime hidrico (dentro da mesma dose); letras maiusculas
diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre o teor de K (dentro do mesmo
regime hidrico). As barras de erro indicam o erro padrdo da média (n=4)
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3.8  Composicéo isotépica de carbono (8*3C)

A Tabela 9 apresenta a analise de variancia ANOVA e os resultados da composi¢do
isotopica do C (5'3C) das plantas mantidas nos tratamentos sob condigdo hidrica CH-80% e
CH-40% e teor disponivel de K no solo de 3 e 6 mmol. dm™, para os gendtipos estudados.

Os valores de 5'°C apresentaram incrementos nas plantas mantidas em condicio de
déficit hidrico (CH-40%) em relacdo ao controle (CH-80%) para todos os gendtipos. Para 0s
genotipos IACSP95-5000 e RB975201 mantidos sob condicdo hidrica de déficit, observou-se
reducéo dos valores de 8*3C (%o) com o incremento da disponibilidade de K no solo (de 3 para
6 mmolc dm3).

Para os genotipos CTC14 e CTC7 as plantas mantidas em tratamento hidrico déficit
apresentaram media de aumento de 8% e 5%, respectivamente, em relacdo aquelas cultivadas
sob controle hidrico, sendo que o teor de K no solo ndo apresentou efeito significativo
(Tabela 9).
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Tabela 9 - 5'3C dos gendtipos de cana-de-aglcar sob diferentes condicdes hidricas (controle e déficit) e
suprimento de K (3 e 6 mmol. dm?). Letras minGsculas diferentes indicam diferencas
significativas entre o regime hidrico (dentro do mesmo teor de K); letras mailsculas
diferentes indicam diferengas significativas entre o teor de K (dentro do mesmo regime
hidrico). Todos os dados sdo apresentados em média + EP, n = 4. *P<0,05; ns - ndo

significativo
Condicao hidrica K (e
(CH) (mmol, dm'’®) IAC 95-5000 CTC14 RB 975201 CTC7
Cortrole 3 -13,66 Aa+ 0,09 -1355a+0,08 -13,31 Aa+0,05 -13,27 a+ 0,09
6 -14,07Ba+0,09 -13,44a+0,10 -13,48Ba+0,05 -13,47a+0,10
Défic 3 -12,80 Ab + 0,05 -12,59b+0,11 -12,34 Ab+0,02 -12,74 b + 0,09
6 -12,80 Ab+0,04 -1250b+0,05 -12,74Bb+0,06 -12,75b+ 0,06
CH 0,000000* 0,00001* 0,000000* 0,00001*
K 0,032634* ns 0,000106* ns
P -valor
CH*K 0,002481* ns 0,041528* ns
CV (%) 0,99 1,95 0,78 1,34

34 Discussao

Considerando as varidveis-respostas dos pardmetros avaliados nesse estudo, 0s
gendtipos de cana-de-aclcar IACSP 95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7 foram impactados
pelo estresse hidrico e pela disponibilidade de potassio (K) no solo, porém em diferentes
proporcdes e respostas entre 0s genotipos. O suprimento hidrico e/ou teor disponivel de K no
solo constituiram fatores limitantes dependentes ou independentes.

Em relacdo aos parametros biométricos de altura e diametro (Tabela 1), IACSP95-5000
apresentou limitacdo hidrica na interacdo CH x K, e ndo foi observado efeito do suprimento de
K como nutriente atenuador. De maneira geral, 0s outros genotipos também apresentaram para
altura e diametro, maior influéncia da limitacdo hidrica para esses atributos, com excecao da
CTC7, em que o teor disponivel de K no solo de 6 mmol. dm amenizou o efeito deletério do
déficit hidrico na altura das plantas. O K € um dos elementos esséncias mais exigidos para
diversas espécies vegetais, desempenhando papel fundamental nos processos de crescimento e
desenvolvimento (TANG et al., 2015). Kanai et al. (2011) observaram em tomate uma estreita
relacdo dos canais transportadores de K* com as atividades da aquaporina (proteinas de
membrana) e, dessa forma, alterando a condutancia hidraulica da raiz e o fornecimento de 4gua
para expansédo do diametro do caule.

A altura do colmo é afetada negativamente pelas condicdes de seca (INMAN-
BAMBER; SMITH, 2005; SILVA; COSTA, 2004; SOARES et al., 2004; SILVA et al., 2008),
0 mesmo também ocorre para o didmetro do colmo, sendo a limitagdo também dependente do
genotipo (SILVA; COSTA, 2004). Segundo Soares et al. (2004), a altura é um dos parametros
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biométricos mais afetado sob déficit hidrico. A selecdo de gendtipos de cana-de-agucar mais
tolerantes & seca pode ser associada a caracteristicas fenotipicas como o didmetro, o
perfilhamento e a altura do colmo, sendo essas caracteristicas ferramentas importantes para
programas de melhoramento (SOARES et al., 2004; SILVA et al., 2008).

De modo geral, em condi¢Bes de déficit hidrico todos os genotipos apresentaram
diminuicdo nos valores dos parametros simultaneos de trocas gasosas — assimilacéo de CO> (A),
condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E) e eficiéncia instantanea de carboxilacdo (k)
(Figura 1), como também observado por Inman-Bamber e Smith (2005), Silva et al. (2007),
Da Gragca et al. (2010), Medeiros et al. (2013), Santos et al. (2014) e Basnayake et al. (2015),
em variedades de cana-de-agUcar. Essas reducbes estdo principalmente relacionadas com o
processo de abertura e fechamento estomatico, visando reduzir a perda de agua sobre condicGes
de baixa umidade no solo (LARCHER, 2004). A reducdo da concentracdo interna de CO>
associada a reducdo de gs e, consequentemente A, indicam um decréscimo da eficiéncia
instantanea de carboxilagdo (k) em virtude do declinio da atividade da RuBisco, pela perda de
ATP sintase e, dessa forma, se as concentragdes de CO> intercelulares estéo baixas, seu influxo
nas células do meséfilo é restringido, limitando o processo fotossintético (TAIZ; ZEIGER,
2017). A sensibilidade de gs ao estresse hidrico pode ser considerada uma importante
caracteristica relacionada a resisténcia ao déficit hidrico em cana-de-aglcar (RIBEIRO et al.,
2013). Li et al. (2016) relataram declinio gradual em gs e na taxa de E, com aumento
concomitante no contetdo de acido abscisico (ABA) em plantas de cana-de-acUcar expostas ao
déficit hidrico. O ABA estimula o efluxo de K* das células protetoras para o apoplasto foliar,
resultando em perda da pressao do turgor e diminuigéo de gs (SAUTER; DAVIES; HARTUNG,
2001).

Dentre os gendtipos estudados, CTC14 e CTC7 ndo apresentaram o efeito do suprimento
de K como atenuador do estresse hidrico nas trocas gasosas. O gen6tipo RB975201 apresentou
melhoria da performance dos pardmetros de trocas gasosas (A, gs, E e k) quando cultivado com
disponibilidade de K no solo de 6 mmolc. dm= e sob restricdo hidrica (CH-40%), evidenciando
o efeito positivo do K em mitigar os danos da limitagdo hidrica. Essa resposta também foi
observada em IACSP95-5000 para os parametros gs e E. Nesses casos, 0 K pode operar como
um osmolito para atuar na manutencédo de gs e, dessa forma, evitar maiores danos nas plantas
(AZEDO-SILVA, 2004). A regulacdo estomatica & um evento primordial que governa a
operacdo continua de fotossintese, e ¢é alterada pela quantidade de K absorvida pela planta
(MARSCHNER, 2012).
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Com relagdo aos parametros de eficiéncia do uso de 4gua (EUA) (Figura 2), constatou-
se para a variedade IACSP95-5000 interacdo CH x K, sendo que no teor disponivel de K no
solo de 3 mmolc dm em condicéo hidrica de CH-40% as plantas apresentaram a maior resposta
para todas as escalas de EUA (eficiéncia de uso de agua instantanea — EUAT, eficiéncia de uso
de &gua intrinseca - EUA, e eficiéncia de uso de agua a longo prazo - EUAL). Nesse caso,
durante o déficit hidrico houve aumento da EUA; provavelmente pelo rapido fechamento dos
estomatos (EGILLA; DAVIES; BOUTTON, 2005). Dessa forma, pode-se inferir que esse
gendtipo possui bom desempenho quanto a EUA, pois na condi¢cdo de menor disponibilidade
do K no solo as plantas apresentaram resposta mais efetiva quanto ao uso de agua. Esse
resultado corrobora com Marchiori (2014) e Silveira (2017), que encontraram repostas positivas
guanto aos ajustes fisioldgicos e bioquimicos desse gendtipo em condicao de estresse hidrico a
seca. RB975201, de modo geral, também apresentou aumento da EUA em todas as escalas
avaliadas, mas sem efeito significativo do teor de K no solo, também demonstrando
desempenho positivo das plantas quanto a EUA. CTC14 e CTC7 apresentaram, de maneira
geral, menor EUA em condic¢des de déficit hidrico, com excecdo de EUA; (A/E). A maior EUAI
pode ser uma caracteristica importante para selecionar genétipos tolerantes (FLEXAS, 2016),
porém como uma medida instantanea e somente em nivel foliar, igualmente como EUAT, pode
nédo ser tao eficiente para determinar a EUA para toda a planta, sendo mais recomendadas
analises como a de composicao isotopica de carbono (§°C) (TOMAS et al., 2014; MEDRANO
et al., 2015) e EUAL, que leva em conta o consumo de agua na planta durante todo o periodo
experimental (MEDRANO et al., 2015; MARTENSSON et al., 2017). Segundo o Centro de
Tecnologia Canavieira (2018), CTC14 apresenta melhor potencial em ambientes de producao
favoraveis e CTC7 possui melhor desempenho em condic¢des de maior disponibilidade hidrica.

De modo geral, para todos os gendtipos, houve reducdo do teor de clorofila
(indice SPAD) (Tabela 3) em condicdo de déficit hidrico, sendo que para 0s genotipos
RB975201 e CTC7 o efeito da condicdo hidrica foi exclusivo, sem interferéncia do conteudo
de K no solo. A seca reduz o conteudo do pigmento clorofila das plantas e, consequentemente,
reduz A (TARIQ et al., 2018). A reducédo do indice SPAD em plantas expostas a seca ocorre
como consequéncia da degradacdo da clorofila (LONG et al., 1994). Na literatura, muitos
estudos reportaram a reducdo do indice SPAD em genotipos de cana-de-agucar sob condicéo
de deficit hidrico (PARDO; DELGADO, 1989; SILVA et al., 2007; PINCELLI, 2010;
SILVA et al, 2011; ZHAO; GLAZ; COMSTOCK, 2013; SILVA et al., 2014).
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Segundo O'Neill et al. (2006) uma reducao no indice SPAD € uma caracteristica sensivel
e facilmente mensuravel no rastreamento da tolerncia ao estresse hidrico. Os gendtipos
IACSP95-5000 e CTC14 apresentaram efeito positivo do K em mitigar os efeitos deletérios do
déficit hidrico sobre o indice SPAD, sendo que essa resposta foi observada para as duas
condicBes de teores disponiveis de K no solo (3 e 6 mmol. dm=) em IACSP95-5000, e para
CTC14 cultivada com K disponivel no solo em 6 mmolc dm=. A regulacio do teor de K na
planta esta associada com a atividade das enzimas envolvidas na desintoxicacdo das espécies
reativas de oxigénio (EROs), que sdo responsaveis pela degradacdo da clorofila e da membrana
das plantas (CAKMAK, 2005). As plantas acumulam K* do solo através da membrana
plasmatica das raizes e, assim criam um gradiente desse ion (LEIGH; WYN JONES, 1984). As
EROs, que podem ser geradas por meio de respostas aos estresses ambientais, sdo responsaveis
pelo efluxo de K* nas raizes das plantas devido ao extravasamento do contetido celular, causado
pela peroxidacéo lipidica das membranas (DEMIDCHIK, 2014).

Os resultados dos gendtipos para a eficiéncia quantica do fotossistema Il (FSII)
(Tabela 3), de modo geral, também apresentaram reducdo quando expostos ao déficit hidrico,
como reportado por Silva et al. (2007), Silva et al. (2011), Medeiros et al. (2013) e Vilela et al.
(2017). O efeito do K em funcdo de mitigar os efeitos deletérios do sob o déficit hidrico foi
observado somente em RB975201, onde o maior teor de K no solo apresentou efeito positivo
sobre a fluorescéncia variavel (Fv), parametro que conforme Inman-Bamber (2004) pode ser
usado como indicador do efeito do déficit hidrico em cana-de-acUcar.

O rendimento quantico do FSII esta associado com assimilacdo de carbono e reflete o
processo fotossintético da folha (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Em condicdes de estresse
hidrico, a biossintese da clorofila € inibida e com isso tem-se uma menor eficiéncia na absorcéao
de energia luminosa (SILVA et al., 2011). Assim, o declinio do rendimento nos centros de
reacdo do FSII esta ligado a ocorréncia de dano fotoinibitério (BJORKMAN; DEMMING,
1987), em fungdo de que Fv representa o fluxo de elétrons do centro de reagéo do FSII até a
plastoquinona e o rendimento quantico maximo do PSII, representado pela relagcdo Fv/Fm, que
indica a eficiéncia maxima de captura de luz absorvida pelo complexo do fotossistema Il e que
é convertida em energia quimica (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Dentro desse contexto, o
ion K torna-se necessario em grande quantidade para utilizar a alta energia luminosa absorvida
para a fixacdo de CO». Dessa forma, plantas que estdo expostas ao excesso de energia luminosa
(radiagdo  fotossinteticamente ativa) podem requerer maior demanda de K
(HASANUZZAMAN et al., 2018).
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Com relacdo ao potencial de agua na folha na antemanha (¥ma), de modo geral, todos
0s genatipos apresentaram-se menos negativos em condi¢des de estresse hidrico em relagdo ao
controle. Na literatura, estudos em cana-de-agucar também demonstraram essas repostas quanto
a0 Wma foliar (SALIENDRA et al., 1996; MACHADO et al., 2009). Os gendtipos RB975201
e CTC7 também apresentaram efeito significativo para o contetdo de K disponivel no solo. Em
CTC7, sob 6 mmol.dm™ K houve efeito ainda mais pronunciado de W¥ma até em relacdo a
condicéo controle (CH-80%), evidenciando que o maior conteddo desse nutriente no solo foi
capaz de mitigar os impactos negativos do estresse hidrico para esse parametro. Diante disso, 0
K tem um importante papel como um soluto osmoticamente ativo que possivelmente altera o
potencial osmotico das folhas permitindo a maior retencdo de agua e manutencdo do turgor
celular (WANG et al., 2016). Os valores de ¥ma observados nas plantas cultivadas com maior
conteddo de K no solo pode ser a principal razéo pela qual as folhas mantém a integridade e
recuperacdo fotossintética durante o estresse hidrico, como observado por Zahoor et al. (2017).
O estresse hidrico reduziu o potencial de agua na folha ao meio-dia (¥Ymm) de todos 0s
gendtipos avaliados, e que apenas CTC14 apresentou efeito independente do teor de K no solo.
Ao meio dia, os valores do Wm sdo mais negativos por ser o horario de maior demanda
evaporativa e, dessa forma, pode acentuar os efeitos do déficit de dgua no solo, conduzindo a
planta a reduzir seu potencial hidrico (TAIZ; ZEIGER, 2017).

A érea foliar (AF) (Figura 5) apresentou resposta positiva do maior teor de K no solo
em condicdes de déficit hidrico para os genétipos IACSP95-5000, CTC14 e RB975201. Para a
area foliar especifica (AFe) foi observada resposta do maior teor de K para IACSP95-5000 e
CTC14, e do teor médio de K no solo para CTC7. Dessa forma, de modo geral, houve efeito
positivo da disponibilidade de K do solo, em condi¢do de défict hidrico, nos genotipos de cana
para as variaveis AF e AFe. O desenvolvimento da AF é afetado diretamente pelo status
nutricional das plantas (MARSCHNER, 2012). Lindhauer (1985) reportou que a nutricdo
potassica promoveu aumento na massa seca e area foliar de girassol (Helianthus-annuus L.)
sob condicdes de seca e Gerardeaux et al. (2010) também observaram influéncia positiva do K
na area foliar em plantas de algodao (Gossypium hirsutum L.), em fase vegetativa.

A AF reduzida é considerada uma resposta de aclimatagdo das plantas em exposicao a
condicdes de seca, promovendo reducdo da area transpirante e da interceptacdo de radiacéo e,
dessa forma, minimizando a pressdo de energia nos sistemas fotossintéticos (CHAVES et al.,
2009), em funcéo da reducdo da perda de agua das folhas (SILVA et al., 2007). Além disso, é

responsavel por uma reducdo geral na quantidade de formagdo de fotoassimilados para o
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crescimento da planta (PETTIGREW, 2008). No caso da cana-de-agucar, pode ser considerada
uma das respostas mais comuns ao estresse hidrico em conjunto com o fechamento estomatico,
a reducdo do crescimento do colmo e senescéncia foliar INMAN-BAMBER; SMITH, 2005;
INMAN-BAMBER; LAKSHMANAN; PARK, 2012). A AFe também ¢é considerada um
indicador para a regulacdo da folha da planta ap6s fatores de estresses como a seca (MONCLUS
etal., 2006). Nesse contexto, o K desempenha papel imprescindivel no processo de fotossintese
e, consequentemente, contribuindo para o desenvolvimento e produtividade das plantas
(HASANUZZAMAN et al., 2018).

A producdo de massa seca (parte aérea, raiz e total) bem como a relacdo parte aérea/raiz
das plantas de todos os genotipos diminuiu com a condicao de estresse hidrico, o qual também
foi reportado em outros estudos (OLIVEIRA et al., 2010; ZHAO; GLAZ; COMSTOCK, 2010;
INMAN-BAMBER; LAKSHMANAN; PARK, 2012). Em consequéncia da deficiéncia hidrica,
foi observada reducdo de até 35% na producdo de biomassa vegetal da cana-de-agUcar em
relacdo a um periodo de alta demanda evaporativa (INMAN-BAMBER, 2004). Com relacéo
aos gendtipos estudados, IACSP 95-5000 ndo apresentou interacdo entre CH x K para nenhum
dos parametros de biomassa avaliados; em RB975201 o efeito da limitacdo hidrica foi
dominante em relacdo aos teores de K no solo, visto que ndo reduziram os danos causados pela
condicgdo de deficit hidrico. Em CTC7 foi observado efeito positivo do maior teor de K para
matéria seca da parte aérea, com efeito positivo sobre o déficit hidrico. Em CTC14 para as
varidveis de massa seca da raiz e total, o teor de K ndo foi capaz de mitigar os efeitos do déficit
hidrico, enquanto que para a razdo parte aérea/raiz 0 maior teor de K apresentou boa resposta
em relacdo a condicdo controle, indicando provavel alocacdo de fotossintatos para o
crescimento radicular, como ocorre em plantas cultivadas em condi¢des de seca (MERCHANT
et al., 2006), como resposta a aclimatacdo. Dessa forma, o aprofundamento do sistema radicular
€ uma estratégia importante para evitar a desidratacdo das plantas em condi¢des de limitagédo
hidrica (HUND et al., 2009), o que pode ser atribuido a regulacdo estomatica por K* e,
consequentemente maiores taxas de crescimento radicular (ROMHELD; KIRKBY, 2010).

As concentracdes de K, Ca, Mg e Na nos tecidos vegetais das plantas apds a colheita
apresentaram variacdo entre os genotipos estudados, condicdo hidrica e teor de K no solo
(Tabela 6). A concentracdo de K em todas as partes da planta aumentou com o incremento da
disponibilidade de K no solo para todos os cultivares estudados. O Ca e 0 Mg sdo nutrientes
antagbnicos ao K (ESPIRONELLO et al., 1986) e, dessa forma, com o incremento do teor de
K no solo, independente da condi¢éo hidrica, de maneira geral houve redugéo das concentragdes

desses nutrientes para todos os genotipos e em todos os Orgdos analisados. Com relacdo a
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concentracdo de Na, houve diferencas entre os genoétipos com excecdo para CTC14 que néo
apresentou diferenga significativa para os teores desse elemento, para nenhum dos efeitos
estudados. De modo geral, 0s genétipos ndo apresentaram um padrdo de aumento ou reducao
do Na em relacdo aos teores de K no solo, ou seja, os teores de Na nos genotipos nao foram
alterados pelos fatores CH e suprimento de K.

O acumulo de K nas diferentes partes da planta também apresentou variagdo entre 0s
diferentes genotipos, sendo que os maiores acimulos foram encontrados nas plantas cultivadas
em condicéo de controle hidrico (CH-80%) e com disponibilidade do maior teor de K no solo
(6 mmol. dm3). O suprimento de K no solo alterou o acimulo de K nas diferentes partes da
planta e seguindo o padrdo: Colmo > Folhas > Raiz. Diversos trabalhos tém relatado que as
guantidades de nutrientes absorvidos do solo pela cana-de-agUcar variam de acordo com 0s
métodos de cultivo, gendtipos e disponibilidade de nutrientes como o K, e transporte de
carboidratos e, dessa forma, podem existir diferencas de acimulo na planta (TASSO JUNIOR
et al., 2007). Os ions K* sdo absorvidos pelas raizes e transportados no xilema por meio do
fluxo de transpiracdo para as folhas. Nos tecidos-fonte, as bombas de protons no floema
estabelecem um gradiente elétrico alimentado por ATP que é usado para carregar o floema com
K™ por canais de captacdo (DREYER; BLATT, 2009). A absorcao e o transporte de K* através
da planta é facilitada por proteinas de alta e baixa afinidade, que possibilitam seu movimento
para a membrana plasmatica (MARSCHNER, 2012).

De modo geral, comparando os regimes hidricos, o déficit aumentou a EAk e reduziu a
EUk para todos os genétipos. As plantas utilizam um sistema de absorcdo de K* dependendo
de sua disponibilidade no solo (EPSTEIN et al., 1963). O gendtipo CTC14 em CH controle em
relacdo ao déficit ndo apresentou diferenca significativa de média na EAk para o maior
contetdo de K no solo, evidenciando ser um genotipo eficiente na absorcdo desse nutriente
mesmo em estresse hidrico, o que também corrobora ao fato da boa performance parte
aérea/raiz apresentada. Os outros genétipos apresentaram maior EAx em 6 mmol; dm?,
independente da condicdo hidrica. Em relagdo a EUk, 0s gen6tipos em condic¢éo hidrica controle
e em teor médio de K no solo apresentaram aumento drastico da EUk, exceto para IACSP95-
5000, que ndo apresentou interacdo dos tratamentos (CH e K). A EUk é a capacidade relativa
de uma planta de produzir biomassa ou rendimento por unidade de K* acumulado e, dessa
forma, pode refletir a capacidade de transporte, distribuicdo e acumulacdo de K nas plantas
(WANG et al., 2014). A producdo de biomassa apresenta uma alta correlagdo com a eficiéncia

agrondmica de uso do K e, nesse caso RB975201 apresentou-se eficiente no uso de K, sob
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déficit hidrico e teor médio de K no solo (Figura 7), mas nao responsivos (ENR) (FAGERIA et
al., 1997; FAGERIA, 2000) em producdo de massa seca (Figura 5). Assim torna-se importante
a melhoria genética de cultivares que adquiram e/ou utilizam o K de forma mais eficaz
(RENGEL; DAMON, 2008).

Zhang et al. (2007) verificaram em cultivares de algodoeiro maiores valores de EUxk
quando submetidos a menor concentracdo de K na solucdo. VariacGes intraespecificas
significativas para EUk foram relatadas para diversas culturas (GEORGE; LU; ZHOU, 2002;
DAMON; MA; RENGE, 2011; WANG et al., 2015). Em condi¢des de “fome” de K*, a
sobrevivéncia das plantas depende ndo apenas de sua eficiéncia de absor¢do, mas também de
sua eficiéncia de utilizacdo (TANG et al., 2015), sendo que a selecdo de gendtipos com maior
capacidade de EA e/ou EU de nutrrientes sdo mais desejaveis por permitirem a manutencgdo da
produtividade da cultura mesmo em solos com menores teores nutricionais (GODOY;
ROSADO, 2011) e/ou ambientes de seca.

Para todos os genotipos avaliados, a diminui¢do na disponibilidade de agua no solo
causou um aumento nos valores de 5'3C, o qual também foi reportado em outros estudos (CLAY
et al., 2001; NGUGI et al., 2003; YAN; PANG; CHEN, 2009). IACSP95-5000 apresentou o
maior valor de 53C em condicdo de estresse hidrico, independente do teor de K no solo,
enquanto que para RB975201 o maior valor de 8**C foi encontrado em 3 mmol; dm= K. A
disponibilidade de K regula as rela¢fes hidricas das plantas alterando o status osmotico da
célula (ZAHOOR et al., 2017), o que pode estar relacionado aos valores de §*3C encontrados
nesses genotipos. Em CTC14 e CTC7 ndo foi observado efeito dos teores de K no solo
(Tabela 7). Em espécies C4, como a cana-de-acgucar, a discriminacdo liquida é uma funcéo de
Ci/Ca e do vazamento de CO2 (@), ou seja, a propor¢do de CO: fixada pela PEPC que
posteriormente vaza para fora da bainha (FARQUHAR, 1983). Saliendra et al. (1996)
verificaram um aumento de 3*3C em condicdo de menor irrigagdo em cultivares de cana-de-
acucar, sendo esse aumento relacionado com a razao da atividade das enzimas RuBisco/PEPC,
pois a atividade da RuBisco, localizada nas células da bainha, apresentou reducdo em maior
proporcao que a atividade da PEPC, no mesofilo, aumentando o @ e, consequentemente o §°C.

O is6topo de carbono da folha (5*3C) possui uma estreita relagdo com as condicdes
ambientais e, dessa forma, com as variagdes de A, gs e E (FARQUHAR; RICHARDS, 1984;
ANDERSON et al., 1996), e, dessa forma também estd relacionado a EUA das plantas
(SARANGE et al., 1999; MCDOWELL; BROOKS; FITZGERALD, 2003; HUANG et al.,
2019). Quando ocorrem limitagbes estomaticas, gs diminui em resposta a menor

disponibilidade de &gua no solo, como uma resisténcia adicional a difusdo de CO> aos
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cloroplastos (MISSON et al., 2010), enquanto que E diminui em funcéo da possivel reducédo de
perda de agua pelas folhas. Em condicBes de seca, espera-se que a 8:3C aumente com a EUA
(FARQUHAR; RICHARDS, 1984), em funcdo da diminuicdo de gs (EUAI = A/gs) elou E

(EUAL = A/E). Dessa forma, foi observado aumento de EUA e §'3C para os gen6tipos avaliados.

35 Conclusoes

Em condicdo de déficit hidrico, o desenvolvimento dos gendtipos de cana-de-aglcar
avaliados no experimento foi influenciado por mecanismos fisiologicos e nutricionais. O efeito
da interacdo condicdo hidrica e teor de K no solo foi capaz de mitigar os efeitos deletérios da
seca em todos o0s genotipos, porém apresentaram diferengas nas varidveis-resposta.
O incremento do suprimento potassico no solo minimizou os efeitos deletérios da seca nas
varidveis fisioldgicas avaliadas, porém ndo foi observado incremento em biomassa, com
excecao da massa seca total em CTC7. O gen6tipo RB9752011 foi eficiente na manutencéo dos
ajustes fisioldgicos para melhoria do desempenho fotossintético com o incremento do teor de
K no solo. IACSP95-5000 apresentou-se eficiente no uso de 4gua em condigdes de seca, porém
ndo refletiu em incremento de biomassa. CTC14 apresentou resposta quanto a eficiéncia de
absorcédo de K, porém ndo apresentou eficiéncia de uso desse nutriente e capacidade de mitigar
0 estresse a seca. O 8'3C %o somente para o gendtipo RB9752011 mostrou-se eficiente na
avaliacdo dos parametros de trocas gasosas das plantas na avaliacdo do estresse hidrico, porém

ndo foi observado incremento na eficiéncia no uso de agua.
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4, INTERACAO AGUA E POTASSIO EM CANA-DE-CUCAR: UM ENFOQUE
EM METABOLISMO ANTIOXIDANTE E PERFIL METABOLICO

Resumo

O potéssio (K) € o nutriente mais extraido pela cultura da cana-de-agUcar e que esta intimamente
relacionado a maioria dos processos bioquimicos que influenciam o crescimento e metabolismo
e, dessa forma, contribui para a tolerancia das plantas expostas a estresses ambientais, como a
seca. Assim, o0 objetivo desse estudo foi avaliar a atividade do sistema protetivo antioxidante e
descrever a modulacéo do perfil metabolico nas plantas submetidas aos tratamentos de condicéo
hidrica e disponibilidade de K no solo. Os experimentos constaram dos genotipos de cana-de-
acucar, IACSP95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7, que foram cultivados em casa de
vegetacdo, sendo as plantas mantidas em duas condic¢des hidricas (controle e déficit) e dois
teores de K disponiveis no solo (3 e 6 mmolc dm). Os tratamentos foram distribuidos de forma
inteiramente casualizada, utilizando-se esquema fatorial 2x2, com quatro repeticdes. A
identificacdo do perfil metabolico primério foi realizada por meio da cromatografia gasosa
combinada com a espectrometria de massas (GC-MS). Para as plantas mantidas em déficit
hidrico houve alteracdo no metabolismo oxidativo, com aumento na concentracao de perdxido
de hidrogénio (H202) e MDA nas folhas das plantas, de todos os gendtipos. A maior
disponibilidade de K no solo, para as plantas mantidas em condi¢do de seca, contribuiu para a
maior eficiéncia do sistema antioxidante, com maiores atividades das enzimas catalase (CAT)
e superoxido dismutase (SOD) para o genétipo IACSP95-5000; ascorbato peroxidase (APX)
em IACSP95-5000 e CTC14; guaiacol peroxidase (GPX) em RB975201 e CTC7. As respostas
do perfil metabdlico das folhas das plantas diferiram quanto aos gen6tipos de cana-de-agucar,
em condicdo de déficit hidrico e alta disponibilidade de K no solo, sendo observado acimulo
de &cidos organicos (&cido aconitico e acido guldénico em IACSP95-5000; 4cido malico e acido
benzoico em CTC14; acido aspartico em RB975201 e &cido valérico em CTC7), acgUcares
(ribulose e hexopiranose em IACSP95-5000 e turanose em CTC14), aminoacidos (alanina em
CTC14 e CTCY7) e poliamina (putrescina em CTC7). Dessa forma, essa caracterizacdo da
modulacéo do perfil metabolico foliar contribuiu na identificacdo de respostas bioquimicas dos
gendtipos submetidos a condicdo de deéficit hidrico e da disponibilidade de K no solo,
evidenciando o papel do nutriente, como agente atenuador dos processos de estresses abioticos
adversos.

Palavras-chave: Seca. Estresse oxidativo. Metabolémica. Cromatografia gasosa. Espectometria

de massa.
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Abstract

Potassium (K) is the most extracted nutrient by the sugarcane culture and is closely related to
most biochemical processes that influence growth and metabolism and, thus, contributes to
tolerance of plants exposed to environmental stresses, like drought. Thus, the objective of this
study was to evaluate the activity of the antioxidant protective system and describe the
modulation in metabolic profile in plants submitted to treatments of water condition and K
availability in soil. The experiments consisted of the sugarcane genotypes, IACSP95-5000,
CTC14, RB975201 and CTC7, which were grown in a greenhouse, with the plants maintained
in two water conditions (control and deficit) and two K levels available in the soil (3 and 6
mmolc dm™3). The treatments were distributed in a completely randomized design, using a 2x2
factorial scheme, with four replications. The identification of the primary metabolic profile was
performed using gas chromatography combined with mass spectrometry (GC-MS). For plants
maintained in water deficit, there was a change in oxidative metabolism, with an increase in the
concentration of hydrogen peroxide (H202) and MDA in the leaves of the plants, of all
genotypes. The higher K availability in soil, for plants kept in dry condition, contributed to the
greater efficiency of the antioxidant system, with greater activities of the enzymes catalase
(CAT) and superoxide dismutase (SOD) for the genotype IACSP95-5000; ascorbate peroxidase
(APX) in IACSP95-5000 and CTC14; guaiacol peroxidase (GPX) in RB975201 and CTC7.
The responses of the metabolic profile in leaves of plants differed in relation to the sugarcane
genotypes, in conditions of water deficit and high K availability in soil, with accumulation of
organic acids (aconitic acid and glutonic acid in IACSP95-5000; malic acid and benzoic acid
in CTC14; aspartic acid in RB975201 and valeric acid in CTC7), sugars (ribulose and
hexopyranose in IACSP95-5000 and turanosis in CTC14), amino acids (alanine in CTC14 and
CTC7) and polyamine (putrescine in CTC7). Thus, this characterization of leaf metabolic
profile modulation contributed to the identification of biochemical responses of genotypes
submitted to the condition of water deficit and K availability in soil, highlighting the role of the
nutrient, as an attenuating agent of the processes of adverse abiotic stresses.

Keywords: Drought. Oxidative stress. Metabolomics. Gas chromatography. Mass
spectrometry.
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4.1  Introducdo

Entre os estresses abioticos, a seca € um dos problemas que mais causam adversidades
na agricultura (VILELA et al., 2017), incluindo a producéo de cana-de-agucar (PRABU et al.,
2011; BRUNINI; TURCO, 2018). O uso de potassio na producdo agricola pode ser um
importante aliado em condicdes de seca, em virtude que esse elemento atua em processos
fisioldgicos e bioquimicos que afetam diretamente o crescimento e o metabolismo das plantas
(WANG et al., 2013; AHMAD et al., 2018).

Além de ser elemento essencial para as plantas e extremamente importante para a
producdo da cultura de cana-de-acucar (ROSSETO et al., 2010), o suprimento adequado de K
contribui para a manutencdo das plantas em condicdes de estresses bidtico e abidtico (WANG
et al., 2013; TU et al., 2019), como a seca (CAKMAK, 2005; AHMAD et al., 2018). Nesse
caso, a nutricdo adequada do K atua na manutencdo da fixacdo do CO2 e na particdo de
fotoassimilados, reduzindo o excesso de elétrons fotossintéticos de transferéncia e
consequentemente a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (CAKMAK, 2005).

Quando as plantas estdo sob distdrbios ambientais, como a seca, ha aumento no nivel
de EROs, formado durante o metabolismo celular (KAPOOR et al., 2019), e que contribuem
para a degradacdo oxidativa da clorofila e da peroxidacgdo lipidica da membrana (VERMA,;
MISHRA, 2005; WANG et al., 2003). As EROs séo formadas durante as etapas de reducéo de
elétrons do oxigénio molecular (O2), resultando na geracdo de radicais superoxido (O2*),
peroxido de hidrogénio (H20:) e hidroxil (OH*") (GILL; TUTEJA, 2010). Os efeitos danosos
das EROs sdo eliminados pelo sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico. Os
antioxidantes enzimaticos incluem superoxido dismutase (SOD) que catalisa a remoc¢édo de
superoxido (O2*") e ascorbato peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GPOX) e catalase
(CAT) que convertem H202 em H,0 (CUYPERS et al., 2010; LAZARO et al., 2013). O sistema
ndo enzimatico incluiu compostos como glutationa, ascorbato, acido ascorbico, compostos
fendlicos e flavonoides, carotenoides e tocoferdis (RACCHI, 2013).

Estudos em tecnologias dmicas, dentre elas a metabolémica, podem ser de extrema
importancia para a compreensdo das vias bioquimicas envolvidas no estresse oxidativo e no
metabolismo de EROs (BARBOSA et al., 2014; JANKU; LUHOVA; PETRIVALSKY, 2019),
e vinculado a isso, uma visdo mais ampla do papel de K como nutriente atenuante. Urano et al.
(2009) verificaram o perfil de metabolitos em folhas de Arabidopsis cultivadas sob estresse
hidrico e observaram muitos metabolitos que respondem ao estresse hidrico em plantas,

como aminodcidos, rafinoses, c-amino butirato (GABA) e &cido tricarboxilico (TCA).
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Do et al. (2013) relataram o efeito do estresse hidrico em cultivares de arroz e a anélise do perfil
metabdlico indicou reducdo no nivel de putrescina e acimulo de espermina, sendo que essa
regulacdo do metabolismo da poliamina apresenta um importante papel osmoprotetor.

As plantas apresentam capacidade adaptativa a estresses ambientais, como a seca, por
meio da biossintese de metabdlitos e suas interacGes pelos processos e vias de sinalizacdo
(REGUERA,; PELEG; BLUMWALD, 2012). Segundo Versules et al. (2006), a tolerancia a
seca € um mecanismo que permite as plantas manter o metabolismo mesmo com a reducéo do
potencial hidrico dos tecidos, principalmente devido ao acumulo de solutos ou osmdlitos
compativeis, proteinas protetoras e capacidade antioxidante. O acumulo de osmolitos nas
plantas € um importante mecanismo adaptativo que contribui para a reducdo do potencial
osmotico, auxiliando na manutencao do turgor (ANJUM et al., 2017), além de oferecer protecao
contra danos oxidativos, diminuindo o maior acimulo de ERO e retornando balanco redox
celular (FOYER; NOCTOR, 2003; CHAVES; OLIVEIRA, 2004). O entendimento das vias
metabdlicas que envolvem a biossintese de osmoprotetores como trealose, sorbitol, galactinol,
frutano, poliaminas, glicina betaina e prolina sdo de extrema importancia para a engenharia
genética (REGUERA; PELEG; BLUMWALD, 2012; ANJUM et al., 2017 ) e a selecdo de
melhores clones de cana-de-agUcar adequados para estresses abioticos. Assim, os metabdlitos
vegetais podem determinar a expressdo de um fendtipo especifico e a variacdo desses
compostos pode ser usada como um potencial biomarcador entre gen6tipos contrastantes para
caracteres de interesse (DIOLA et al., 2013).

Portanto, conforme discutido anteriormente, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
da disponibilidade hidrica (CH-40% e CH-80%) e dos teores disponiveis de K no solo (3 e
6 mmolc dm3) na performance do sistema antioxidante e nos perfis de metabdlitos de gen6tipos
de cana-de-agucar, a fim de melhor compreender a resposta bioldgica e 0s ajustes bioquimicos
resultantes do suprimento de K em plantas cultivadas sob condi¢Ges de estresse hidrico
(e condicao adequada de disponibilidade de 4gua no solo) e verificar quais sdo os cultivares
mais adaptados a baixa disponibilidade de dgua no solo, quando mais bem supridos em K.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Material genético

Para o estudo para avaliar o efeito do K e do suprimento de agua em plantulas de cana-
de-agUcar (Saccharum spp.), utilizaram-se mudas pré-brotadas (MPB) de quatro variedades de

cana-de-agucar fornecidas pelo viveiro “Sao José Mudas”, localizado em Santa Cruz das



91

Palmeiras, Sdo Paulo, Brasil. A opcdo pelo uso de MPB foi realizada de modo a garantir um
alto padrdo de sanidade, vigor e maior uniformidade de plantio.

Entre as variedades selecionadas, a IACSP95-5000 é considerada responsiva aos
insumos, com alta producdo de biomassa e sistema radicular mais concentrado na superficie do
solo (LANDELL et al., 2007), sendo também uma variedade que apresenta bons resultados em
condic@es de deficit hidrico (MARCHIORI, 2014; SILVEIRA et al., 2017).

A CTC14 é uma variedade com alta adaptabilidade ao plantio e colheita mecanizada,
com melhor potencial de produtividade em ambientes de producao favoraveis (CENTRO DE
TECNOLOGIA CANAVIEIRA, 2018a).

A RB975201 apresenta alta sanidade, produtividade e boa brotacdo na colheita
mecanizada. E uma variedade recomendada para plantio em ambientes com alto potencial
produtivo (RIDESA, 2015).

O CTCT7 possui alto teor de sacarose, precocidade, adaptabilidade ao plantio mecanizado
e longo periodo de utilizagdo industrial (PUI). E uma variedade que apresenta melhor
performance quando alocada em regibes com boa disponibilidade hidrica (CENTRO DE
TECNOLOGIA CANAVIEIRA, 2018b).

4.2.2 CondigOes experimentais

Os experimentos com gendtipos de cana-de-agucar foram realizados em casa de
vegetacdo localizada no Centro de Energia Nuclear na Agricultura em Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil (22°43 'de latitude sul e 47°38' de longitude oeste), durante o periodo de outubro a
dezembro de 2019. O estudo foi realizado com mudas pré-brotadas (60 dias ap6s a emergéncia)
transplantadas em vasos plasticos individuais (5 dm) contendo amostras de um Latossolo
Distrofico Vermelho-Amarelo tipico (LVAd) (EMBRAPA, 2013). A caracterizacao fisico-
quimica do solo, bem como a corre¢do da fertilidade foram as mesmas das descritas no
item 3.2.2.

Em relacdo aos tratamentos com K, manteve-se o teor original do solo do experimento
(3 mmolc.dm™, condicdo média/boa), onde nenhuma dose de K foi aplicada, e outro elevado
para 6 mmolc.dm= (condicdo considerada 6tima) (SPIRONELLO et al., 1997), por meio do
calculo da analise do solo.

Ap0s o transplante das plantas, o contetido de dgua foi mantido na capacidade de campo
durante 15 dias e, em seguida, os tratamentos de reposi¢do de agua (40% - déficit hidrico e

80% - condicdo adequada, controle) foram baseados no teor relativo de agua no solo (SRWCs)
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e 0 volume de &gua reposto diariamente através de pesagem em balanga analitica de precisao,
conforme descrito no item 3.2.2.

Aos 60 DAT e plantas foram colhidas e as folhas (+3 e +2) de todos os tratamentos
foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até posteriores
analises do metabolismo antioxidante e perfil dos metabolitos.

O delineamento experimental para cada gendtipo foi inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes, em esquema fatorial 2x2, sendo os principais fatores duas condicbes de
disponibilidade de K no solo (3 e 6 mmolc. dm™) e dois regimes de abastecimento de agua
(controle CH-80% e déficit hidrico CH-40%), com 4 repeti¢des, totalizando 16 unidades
experimentais (uma planta em cada vaso), para cada experimento independente de genotipo.

4.2.3 Metabolismo antioxidante
4.2.3.1 Determinacéo de peréxido de hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA)

A concentragdo de H20> foi determinada nas laminas foliares, de acordo com o método
descrito por Alexieva et al., (2001), com algumas modificacGes. As amostras congeladas
(0,2 g) foram homogeneizadas em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) a 0,1% (p/v) com 20%
(p/p) de polivinil polipirrolidona (PVPP). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por
10 min a 4 °C e em 200 pL do sobrenadante foram adicionados 0,2 mL de 100 mmol L™ de
tampao fosfato de potéssio (pH 7.0) e 0,8 mL de iodeto de potéssio. A solugdo foi deixada por
1 h no escuro e em temperatura ambiente para estabilizacdo. A absorbancia foi lida a 390 nm
com trés réplicas independentes de cada amostra. A concentracdo de H2O foi expressa
em nmol g de massa fresca.

O MDA foi determinado seguindo o método descrito por Heath e Packer (1968), em que
a peroxidacao lipidica foi determinada pela estimativa do contetudo da substancia reativa do
acido 2-tiobarbitdrico (TBA). As amostras congeladas (0.2 g) foram homogeneizadas em
2 mL de TCA a 0,1% (p/v) com 20% (p/p) de PVPP. O homogeneizado foi centrifugado a
10.000 rpm por 10 min a 4 °C e em 250 uL do sobrenadante foram adicionados 1 mL de
20% (p/v) de TCA contendo 0.5% de acido tiobarbitdrico. A reacdo foi mantida em banho-
maria a 95 °C por 30 min e depois no gelo (10 min). As amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 10 min e a solucdo deixada em temperatura ambiente durante 15 min.
A absorbancia foi lida a 532 e 600 nm com trés replicas independentes de cada amostra.

O contetido de MDA foi expresso em nmol g de massa fresca.
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4.2.3.2 Extragéo e quantificacdo de proteinas

As laminas foliares (0,25 g) foram homogeneizadas com nitrogénio liquido em
100 mmol L de tamp&o fosfato de potéssio (pH 7.5) contendo 1 mmol L de 4cido etileno
diamina tetraacético (EDTA), 1 mmol L ditiotreitol (DDT) e 20 % (p/v) de PVPP (AZEVEDO
et al., 1998). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C e 0
sobrenadante foi armazenado em aliquotas a -80 °C para a analise enzimética.

A concentracdo total de proteinas soltveis foi determinada pelo método descrito por
Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo e reagente de

Bradford. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 595 nm.

4.2.3.3 Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada conforme descrito por Giannopolitis e Ries (1977)
e Cembrawska-Lech et al. (2015). A reacdo foi realizada em uma caixa sob iluminacdo de
lampada fluorescente a 25 °C. As amostras (50 puL) foram adicionadas em 5 mL de um meio de
reagdo contendo 50 nmol L* de tampdo fosfato de potassio (pH 7.8), 13 nmol L™ metionina,
75 nmol L NBT, 0,1 nmol L* EDTA e 2 umol de L™ de riboflavina. Os tubos foram colocados
dentro da caixa e mantidos sob iluminacdo por 15 minutos para formar a formazana azul,
composto produzido pela reacdo fotoelétrica NBT. As leituras foram feitas no
espectrofotdbmetro a 560 nm e o conteldo de SOD expresso como U SOD/mg de proteina.

4.2.3.4 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi realizada conforme descrito por Kraus, McKersie e Fletcher
(1995), com modificacOes de Azevedo et al. (1998). O ensaio foi realizado a 25 °C e a reagéo
foi iniciada pela adi¢do de 25 pL de extrato vegetal com 1 mL de um meio de reagdo contendo
30 mmol L de H20; e 100 mmol L de tamp&o fosfato de potassio (pH 7.5). A atividade
enzimatica foi determinada seguindo a decomposi¢cdo do H20.. A absorbancia foi lida a

240 nm durante 1 min e os resultados expressos como pmol min mg™ de proteina.

4.2.3.5 Ascorbato Peroxidase (APX)

A atividade de APX foi determinada como descrito por Nakano e Asada (1981).
O ensaio foi iniciado em meio de reacdo com 10 uL de extrato da amostra e 1 mL de uma

mistura contendo 80 mmol L* de tampéo fosfato de potassio (pH 7.0), 5 mmol L™ de ascorbato,
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1 mmol L! de EDTA e 1 mmol L H,0.. A absorbancia foi lida a 290 nm durante 1 min.
A atividade foi calculada usando o coeficiente de extingdo de 2,8 mM™ cm™ e os resultados

expressos como pumol ascorbato min™ mg de proteina.

4.2.3.6 Guaiacol Peroxidase (GPOX)

A atividade da GPX foi medida através do método de Matsuno e Uritani (1972).
A reacdo iniciou-se em um meio contendo 790 puL de tampao fosfato-citrato (fosfato de sodio
dibasico 0,2 mol L™ e 0,1 mmol L de 4cido citrico, pH 5,0, 10 pL de extrato de proteina e
50 pL de guaiacol (0,2%), seguido de a adi¢do de 50 pL e agitagdo em vortice. A mistura foi
incubada a 30 °C por 15 min e a reacdo foi parada em um banho de 4gua gelada com adicéo de
50 mL de solucdo de metabissulfeto de sddio (2%). Apds 10 min, a absorbancia foi lida a

450 nm e os resultados expressos em pmol min™® mg? de proteina.

4.2.4 Perfil metabdlico
4.2.4.1 Extracdo de metabdlitos e derivatizagdo para GC-MS

Metabolitos de laminas de folhas de plantulas de cana-de-agucar foram extraidos de
150 mg de material vegetal macerado, de acordo com o método proposto por Hoffman et al.
(2010), com algumas modificagcBes. Foram realizadas duas réplicas independentes de cada
amostra do experimento.

As amostras maceradas foram agitadas em moinho de bolas ajustado a 30 Hz.s™*/3 min,
com esferas magnéticas de tungsténio. Em cada amostra foi adicionada 1 mL de solucédo
extratora de metanol:cloroférmio:agua (3:1:1) contendo padrbes internos de referéncia
(1,2,3,4-13C4)-4cido palmitico, (?H4)-acido succinico e (1, 2, 3-3Cs)- 4cido miristico].

Seguidamente tubos foram agitados em vortex por 30 s, submetidos a sonificacdo em
banho de gelo a 60 Hz.s* por 30 min e centrifugados a 16.000 g, por 10 min a 4 °C.
O sobrenadante foi filtrado (Millex®, 0,22 uM) e uma aliquota de 100 pL foi transferida para
um novo vial. Seguidamente as amostras foram liofilizadasos.

As amostras foram derivatizadas com 30 pL de metoxiamina (15mg mL™) em piridina
por 16h em temperatura ambiente. Apos, a sililacdo foi realizada pela adicdo de 30 pL de
MSTFA (n-metil trimetilsilil trifluoroacetamina) com 1% de TMCS (trimetilclorisilano).
As amostras foram mantidas por 1 hora em temperatura ambiente. Subsequentemente, foram

adicionados 30 pL de Heptano, com 15 ng/g de metil-esterato.
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4.2.4.2 Anélise por GC-MS

As amostras foram analisadas de acordo com o método descrito por Gullberg et al.
(2004), utilizando cromatografia de espectrometria de massa (GC-MS). Para esta etapa, foram
utilizadas amostras controle (brancos) e uma série de n-alcanos (C12 — Cao), que permitiu o
calculo dos indices de retengcdo (SCHAUER et al., 2005).

ApoGs a derivacdo, as amostras foram injetadas em um cromatdgrafo gasoso 7890A
(Agilent Technologies, Santa Clara, EUA) acoplado a um processador automatico Comb-XT
(Leap Technologies, Carboro, EUA). A temperatura do injetor foi de 280°C e a taxa de fluxo
de purga do septoe 20 mL min! por um periodo de 60 s. O fluxo de gas de hélio da coluna foi
de 1 mL min? e a temperatura da coluna foi mantida em 80 °C por 2 min e aumentada em
15°C mint até 305 °C, e mantida nessa temperatura por 10 min.

O efluente da coluna foi inserido na fonte de ionizacdo de um GCxGC/TOF MS
(Pegasus 4D, Leco Corp., St. Joseph, EUA) equipado com duas colunas de silica fundida.
A dimens&o da primeira coluna (Agilent DB-5) tinha 20 m de comprimento (filme interno de
0,18 mm de didmetro x 0,18 um de filme) e a segunda coluna de 0,96 m (filme
RXT-170,10 mm de didmetro interno x 0.10 um filme). A temperatura da linha de transferéncia
e a fonte de ions foram de 280 e 250°C, respectivamente. Os ions foram gerados por um feixe
de elétrons de 70 eV em uma corrente de ionizagdo de 2,0 mA e 10 espectros™ e adquiridos em
uma faixa de massa de m/z 45-800.

4.2.4.3 Processamento de dados e identificacdo de metabolitos

O software Chroma TOF 2.12 (Leco Corporation) foi usado para executar a corre¢ao
da linha de base e exportar todos os arquivos MS no formato NetCDF. A deteccéo de pico, 0
alinhamento dos tempos de retencdo e a pesquisa na biblioteca foram realizadas através do
pacote TargetSearch (CUADROS-INOSTROZA et al., 2009).

Os metabdlitos foram identificados pelos indices de retencdo, espectros com
similaridade (escore) maior que 600 e metabdlitos com pelo menos trés fragmentos (contagem
de massa), que foram confrontados com os compostos da biblioteca de banco de dados GMD
(The Golm Metabolome Database), mantida pelo Instituto Max Planck em Golm, Alemanha
(KOPKA et al., 2005). Os dados brutos das intensidades de metabolitos foram normalizados
pelos valores de Cromatografia de fon Total (TIC). Antes de gerar a planilha final para a
performance das andlises estatisticas foram excluidos os metabdlitos que provavelmente

pertencem a coluna, como siloxano e derivados.
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O mapeamento das vias metabdlicas nas quais os compostos identificados participam
foram obtidas por meio do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome) a fim de
elucidar o entendimento das fungdes dos sistemas bioldgicos com informacdes em nivel

molecular.

4.2.5 AnaAlise estatistica

Os resultados do sistema antioxidante foram submetidos a andlise estatistica através do
programa estatistico R Software® versao 3.5.1 (R Development Core Team, 2015). Os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F (P <0,05) e seguidos pelo teste de médias de Tukey,
guando foram detectadas diferencas. O regime hidrico e o suprimento de K foram considerados
fatores nos experimentos com os diferentes genotipos. A distribuicdo normal e a
homogeneidade das variancias foram examinadas pelos testes Shapiro - Wilk W e Bartlett,
respectivamente.

A analise estatistica multivariada dos metabolitos primarios foi realizada atraves da
plataforma MetaboAnalyst versdo 3.0 (XIA et al., 2015), incluindo ajustes de transformacéo
logaritmica e pareto scalling. A two-way ANOVA foi utilizada para identificar as alteracdes
metabdlicas estatisticamente significativas (p<0,05) e decompor as variacdes metabdlicas
derivadas do suprimento hidrico, teor de K no solo e sua interacdo. A analise simultanea de
componentes (ASCA) foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Xia e Wishart
(2016) e foi aplicada para analisar a dindmica dos metabdlitos observados associados a
condicéo hidrica (CH), teor de K no solo e seus padrGes de interacdo para todos os genotipos
avaliados (SMILDE et al., 2005).

4.3  Resultados
4.3.1 Avaliacdo do sistema antioxidante
4.3.1.1 Peroxido de hidrogénio (H202) e da concentracdo de malondialdeido (MDA)

A Tabela 1 apresenta a andlise de variancia para as concentracdes de perdxido de
hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA) dos genotipos de cana-de-agucar (IACSP95-5000,
CTC14, RB975201 e CTC7) estudados.
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Tabela 1 - Resumo da analise de variancia para as concentra¢des de peroxido de hidrogénio (H.02) e
malondialdeido (MDA) de cada gendtipo de cana-de-agucar, de acordo com a condicdo
hidrica (CH) e o teor de K disponivel no solo. *p<0,05; ns — ndo significativo

IACSP95-5000 CTC14 RB975201 CTC7
ANOVA
H,0,
CH 0,00000* 0,00140* 0,00020* 0,001206*
K 0,01350* ns 0,00232* ns
CH*K 0,06591* ns 0,004550* ns
CV (%) 73 9.0 9,3 77
MDA
CH 0,00007* 0,00539* 0,000338* 0,04946*
K ns ns 0,01139* 0,00266*
CH*K 0,00150* ns 0,00260* ns
CV (%) 19,3 214 16,5 9,3

Os resultados das concentragdes de perdxido de hidrogénio (H-02) e malondialdeido
(MDA\) para todos 0s genotipos de cana-de-agucar submetidos a diferentes condicdes hidricas
(controle CH-80% e déficit CH-40%) e teores de K disponivel no solo (3 e 6 mmol. dm, teor
médio e alto, respectivamente) estdo apresentados na Figura 1.

As plantas cultivadas em déficit hidrico (CH-40%) apresentaram aumento no
acumulo de H202e MDA, sendo que para 0s genotipos IACSP95-5000 e RB975201 esse efeito
foi menos pronunciado quando houve incremento da disponibilidade de K no solo (de 3 para
6 mmolc dm) (Figura 5). Para os genétipos CTC14 e CTC7, cultivados no tratamento CH-40%
com K disponivel em 3 mmolc dm=3, também foi observado aumento de H.0, e MDA, porém
sem interacdo significativa CH x K, somente efeitos independentes de CH e K (Tabela 1).
Dessa forma, em condicdo de déficit hidrico e com o aumento do teor de K disponivel no solo
(3 para 6 mmol. dm=), o gendtipo IACSP95-5000 apresentou reducdo de 7% e 19% nas
concentracdes de H20> e MDA, respectivamente, enquanto para RB975201 essas reducdes

foram de 20% e 29%, respectivamente.
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Figura 1 - ConcentragBes de peroxido de hidrogénio (H.O,) e malondialdeido (MDA) nas folhas dos
gendtipos de cana-de-acUcar (IACSP95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7) sob diferentes
condicBes hidricas (controle CH-80% e déficit CH-40%) e suprimento de K no solo
(3 a 6 mmol; dm3). Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05)
entre o regime hidrico (dentro da mesma dose); letras maitsculas diferentes indicam diferencas
significativas (P <0,05) entre o teor de K (dentro da mesma condic&o hidrica). As barras de
erro indicam o erro padrdo da média (n=4).
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4.3.1.2 Sistema protetivo antioxidante

A Tabela 2 apresenta a analise de variancia para o sistema protetivo antioxidante
avaliado nas folhas dos genotipos de cana-de-acgtcar, composto pelas enzimas catalase (CAT,
EC 1.11.1.6), superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX, EC
1.11.1.11) e guaiacol peroxidase (GPOX, 1.11.1.7).
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Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia para a atividade da Catalase (CAT), Superéxido Dismutase
(SOD), Ascorbato Peroxidase (APX) e Guaiacol Peroxidase (GPOX) de cada genoétipo de
cana-de-agucar, de acordo com a condigdo hidrica (CH) e o teor de K disponivel no solo.
*p<0,05; ns — nao significativo.

ANOVA IACSP95-5000 CTC14 RB975201 CTC7
CAT
CH 0,00016* 0,000002* 0,000030* 0,006297*
K ns ns ns ns
CH*K 0,03362* ns ns ns
CV (%) 12,2 8,7 9,13 20,2
SOD
CH 0,000532* 0,037001* 0,004467* 0,008588*
K 0,01387* 0,003630* ns 0,00011*
CH*K 0,000164* ns ns ns
CV (%) 10,3 16.0 13,9 11,3
APX
CH 0,00275* ns 0,016543 0,03057*
K ns 0,00330* ns ns
CH*K 0,01142* 0,00017* ns 0,01497*
CV (%) 17,8 72 134 11,9
GPX
CH 0,00390* ns ns 0,00066*
K ns 0,00628* ns ns
CH*K ns ns 0,01802* 0,00025*
CV (%) 24,1 13,1 11.0 119

A Figura 2 apresenta os resultados das atividades enzimaticas (CAT, SOD, APX e
GPOX) do sistema protetivo antioxidante avaliado para todos 0s gen6tipos de cana-de-agucar
submetidos a diferentes condi¢des hidricas (controle CH-80% e déficit CH-40%) e teores de K
disponivel no solo (3 e 6 mmol. dm, teor médio e alto, respectivamente). O sistema protetivo
antioxidante avaliado nas folhas dos genotipos de cana-de-agUcar, composto pelas enzimas
CAT, SOD, APX e GPOX, apresentou de modo geral, aumento de atividade em condicgéo de
déficit hidrico (CH-40%) para todos os genotipos avaliados. O aumento das atividades dessas
enzimas de protecdo antioxidativa revelou que as plantas foram efetivas na atuagéo sobre as
espécies reativas do oxigénio (EROs) oriundas do estresse hidrico a seca, indicados pelos niveis
de H>O2 e MDA observados.

A CAT e a SOD, em condicao de déficit hidrico (CH-40%), apresentaram para todos 0s
gendtipos, incremento com o aumento da disponibilidade de K no solo (3 para 6 mmol. dm®),
porém apenas em IACSP95-5000 houve efeito significativo de interacdo CH x K, em que esses

incrementos corresponderam a 32% para CAT e 40% para SOD (Figura 2). Esta observacéao



100

sugere que o aumento da nutricdo em K modulou a atuagdo da atividade dessas enzimas em
IACSP95-5000. Para os outros genotipos foram observados efeitos independentes, sendo em
CTC14 efeito de CH (CAT) e CH e K (SOD), em RB975201 apenas efeito de CH para CAT e
SOD e em CTCY7 efeitos isolados de CH (CAT) e CH e K (SOD) (Tabela 2).

Para APX, quando as plantas foram mantidas em condicdo de déficit hidrico,
houve aumento da atividade dessa enzima com o aumento do teor de K no solo (de 3 para
6 mmol. dm?®) para IACSP95-5000 e CTC14, sendo esses aumentos de 30% e 16%,
respectivamente (Figura 2). Em CTC 7 houve efeito de interacdo CH x K, porém, sem diferenca
significativa da atividade da APX entre os teores de K no solo (Tabela 2).

A atividade da GPOX, quando as plantas foram mantidas em CH-40%, aumentou
significativamente com o aumento do teor de K no solo (3 para 6 mmolc dm-3) para os gendtipos
CTC7 e RB975201, sendo esses incrementos de 12% e 35%, respectivamente. Os gendtipos

IACSP95-5000 e CTC7 apresentaram efeitos independentes de CH e K, respectivamente.

Figura 2 - Atividade da Catalase (CAT), Superéxido Dismutase (SOD), Ascorbato Peroxidase (APX) e
Guaiacol Peroxidase (GPOX) nas folhas dos gendtipos de cana-de-agucar (IACSP95-5000,
CTC14, RB975201 e CTC7) sob diferentes condicdes hidricas (controle CH-80% e déficit
CH-40%) e suprimento de K no solo (3 a 6 mmol. dm). Letras minUsculas diferentes indicam
diferencas significativas (P <0,05) entre o regime hidrico (dentro da mesma dose); letras
maiusculas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05) entre o teor de K (dentro da
mesma condicdo hidrica). As barras de erro indicam o erro padrdo da média (n=4)
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4.3.1 Perfil metabdlico

Um total de 216 metabdlitos foi detectado pelo GC-TOF/MS em folhas de plantulas de
cana-de-agclcar para todos 0s genotipos estudados no experimento e, dentre esses

107 classificados como desconhecidos. O gendtipo IACSP95-5000 apresentou um total de
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197 metabdlitos (96 desconhecidos), CTC14 205 metabdlitos (102 desconhecidos), RB975201
184 metabdlitos (92 desconhecidos) e CTC7 189 metabdlitos (91 desconhecidos).

A resposta do perfil metabdlico das folhas coletadas em plantas mantidas nos
tratamentos de condicdo hidrica e teores de K no solo e suas interacfes foi analisada
individualmente, a partir de cada gendtipo avaliado. O top 50 metabolitos estatisticamente
significativos (p<0,05) esta apresentado nas Tabelas 3, 4, 5 e 6. Os metabdlitos identificados
foram classificados em diferentes categorias, incluindo: &cidos organicos; aminoacidos,
acucares, nucleosideos, nucleotideos, polifenois, fenois, hormoénios e entre outros.

Os perfis detalhados de abundancia do top 50 metabdlitos significativos podem ser
visualizados com base nos Heat maps dos diferentes genétipos (Figura 3). De modo geral os
Heat maps apresentaram variacdo de intensidade entre os tratamentos estudados. Para os
gendtipos IACSP95-5000, CTC14 e RB975201 (Figura 1A, 1B e 1C), os metabdlitos presentes
em condicdo hidrica controle (CH-80%) e médio teor de K no solo (3 mmol; dm™) exibiram
tendéncia semelhante que aqueles presentes em condicao hidrica déficit (CH-40%) e alto teor
de K no solo (6 mmolc dm). Para CTC7 os metabdlitos presentes em condico hidrica controle
(CH-80%) e alto teor de K no solo (6 mmolc. dm) exibiram tendéncias opostas aos outros

tratamentos.
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Tabela 3 — Resultados do two-way ANOVA de acordo com a condi¢do hidrica (CH) e o conteido de K
no solo (K) para o top 50 metabdlitos do genotipo IACSP95-5000.

Metabolitos Classificagdo valorp (CH) valorp (K) valor p (Interagéo)
Fosfoserina Outros 0,000000 0,0000000 0,0000000
Ribulose Acucar 0,128500 0,0491210 0,000000
Benzeno, hexacloro- Nucleotideo 0,000000 0,000000 0,000015
Androstano-17-one, 3a-hidroxi- Horménio 0,878460 0,582790 0,000045
Lactulose Acucar 0,285410 0,269740 0,000089
Inositol-2-fosfato Outros 0,256760 0,158900 0,000520
Inositol-1-fosfato Outros 0,355500 0,228360 0,000524
Mannose-6-fosfato Acucar 0,404020 0,263570 0,000524
Citidina Nucleosideo 0,425580 0,280960 0,000524
Androstano-4-en-3,17-dione Horménio 0,453380 0,300570 0,000524
Acido méalico Acido organico 0,786370 0,969030 0,000768
Corticosterona Horménio 0,000287 0,066377 0,000862
Turanose Acucar 0,805240 0,798780 0,000949
Palatinose Acucar 0,05012 0,000328 0,001814
Biotina Outros 0,818660 0,812630 0,002423
Benzeno-1,2 4-triol Nucleotideo 0,931490 0,929170 0,003541
Secologanin Outros 0,731020 0,924570 0,006282
Trealose Acucar 0,002765 0,002082 0,011694
Acido tridecandico Acido organico 0,002805 0,002113 0,011694
Acido tetracosantico Acido organico 0,231250 0,000128 0,011694
B-D-Galactopiranosideo Outros 0,265300 0,263000 0,012169
Lumichrome Outros 0,006838 0,005364 0,015906
Acido fosférico Outros 0,006984 0,005484 0,015953
Acido piroglutamico Aminoacido 0,007722 0,006092 0,017296
Estradiol Horménio 0,007793 0,006149 0,017296
Acido lixénico Acido organico 0,055036 0,001325 0,020346
Acido aconitico Acido organico 0,000050 0,000000 0,022292
Monooleoylglicerol Outros 0,260060 0,109830 0,037160
Acido aspartico Acido organico 0,024135 0,016945 0,039786
Xilose Acucar 0,052859 0,573240 0,048762
Galactose Acucar 0,751160 0,147040 0,048762
Resveratrol, trans Polifenol 0,016559 0,013546 0,049021
Acido itaconico Acido organico 0,016594 0,013576 0,049021
Galactosamina, N-acetil- Acucar 0,016746 0,013706 0,049021
Melibiose Acucar 0,169140 0413110 0,049021
Galactinol Acucar 0,420280 0,022037 0,049021
Fosfato de diidroxiacetona Outros 0,017099 0,014010 0,049296
Sinefrina Alcal6ide 0,002789 0,000388 0,996750
Acido gulénico-1,4-lactona Acido organico 0,000128 0,040414 0,097840
Acido arabinoheptulosonico enol Acido organico 0,000001 0,070439 0,517680
Tetracosane, n- Outros 0,001204 0,137540 0,916310
Hexopiranose (similar) Acucar 0,000000 0,266640 0,398020
Acido aconitico, cis- Acido organico 0,000404 0,364140 0517680
Acido succinico Acido organico 0,000121 0,617270 0,743240
Sorbitol Outros 0,000000 0,995250 0,996750
Ribulose (similar) Acucar 0,819770 0,000344 0,821720
Ribulose (similar) Acucar 0,819770 0,000344 0,821720
Acido aspartico (similar) Acido organico 0,105560 0,001220 0,089372
Lactose, a.- Acucar 0,094292 0,001279 0,181030
Isoleucina Aminoacido 0,094673 0,004474 0,122920

mdbdulo de analise two-factor no MetaboAnalyst foi usado para calcular os scores de significancia da two-way
ANOVA (valor p) mostrados na tabela. Significativo p<0,05.

)
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Tabela 4 — Resultados do two-way ANOVA de acordo com a condigao hidrica (CH) e o conteudo de K
no solo (K) para o top 50 metabolitos do genétipo CTC14

Metabdlitos Classificagao valorp (CH) valorp (K) valor p (Interagéo)
Galactose Aclcar 0,000000 0,000000 0,000000
Sacarose Aclcar 0,042383 0,042383 0,000000
Benzeno-1,2,4-triol Nucleotideo 0,009494 0,021690 0,000000
Turanose Aclcar 0,584130 0,584130 0,000000
Acido lixénico Acido organico 0,000158 0,000064 0,000002
Acido gulénico-1,4-lactona Acido organico 0,000000 0,000000 0,000002
Acido malico Acido organico 0,000000 0,000000 0,000003
Acido ribdnico-1,4-lactona Acido organico 0,0000002 0,000000 0,000003
Lumichrome Outros 0,937240 0,937240 0,000009
Lactose Aclcar 0,826340 0,826340 0,000009
Acido fosférico monometil ester Outros 0,047279 0,047279 0,000011
Ribulose Aclcar 0,138550 0,138550 0,000024
Acico metilfurancarboxilico (similar) Acido organico 0,661990 0,002005 0,000045
Lactulose Aclcar 0,590740 0,590740 0,000053
Acido iminodiacético Aminoacido 0,545730 0,545730 0,000580
Resveratrol, trans Polifenol 0,000087 0,000087 0,000709
Acido tridecanéico Acido organico 0,000091 0,000091 0,000712
Coniferilaldeido, trans- Hormonio 0,000098 0,000098 0,000738
Androstan-17-one, 3a-hidroxi- Outros 0,000439 0,038456 0,000765
Alanina Aminoacido 0,534820 0,534820 0,001356
Benzeno, hexachloro- Nucleotideo 0,556030 0,556030 0,001420
Acido benzoico Acido organico 0,783280 0,783280 0,001420
Frutose derivado (similar) Aclcar 0,673820 0,673820 0,001420
Piridina, 3-hidroxi- Nucleotideo 0,205040 0,033840 0,001986
Acido pré-fendlico Acido organico 0,000073 0,001764 0,004565
Tetracosane, n- QOutros 0,0045532 0,096493 0,005157
Acido cindmico acid, 3-metoxi-, cis- Acido organico 0,058864 0,010697 0,007998
Acido aspartico Acido organico 0,000126 0,109800 0,008482
Androst-5-en-17-one, 3beta-hidroxi- Hormbnio 0,001975 0,001975 0,008595
Acido benzéico, 4-hydroxy- Acido organico 0,109120 0,199430 0,013471
Acido succinico Acido organico 0,043391 0,184500 0,024345
Acido fosforico Outros 0,010524 0,928580 0,028350
Acido benzéico, 3-amino-2,3-diidro- Acido organico 0,013654 0,013654 0,042147
Galactinol Acucar 0,014646 0,014646 0,043193
Acido itaconico Acido organico 0,353850 0,026120 0,043193
Estradiol, 17alpha- Hormdnio 0,000000 0,474540 0,562700
Docosan-1-ol, n- QOutros 0,000053 0,228590 0,651550
Miricetina Flavonoide 0,000205 0,626570 0,684910
Acido fumarico, 2-metil- Acido organico 0,001338 0,836760 0,857890
Acido piroglutamico Aminoacido 0,005861 0,101120 0,062768
Nonano-1-ol, n- Outros 0,010145 0,125830 0,058288
Acido octadecatriendico Acido organico 0,113240 0,007195 0,175920
Piridina, 2,3-diidroxi- Nucleotideo 0,267910 0,000395 0,380320
Galactosamina, N-acetil- Aclcar 0,292650 0,005539 0,058784
Frutose Aclcar 0,352880 0,008484 0,523640
Corticosteron Hormdnio 0,569770 0,000204 0,638810
Galactopiranosideo, 1-O-metil-, o.- Outros 0,723890 0,000215 0,773420
Acido glicérico Acido organico 0,743040 0,003924 0,381140
Acido aconitico, trans- Acido organico 0,957470 0,000013 0,967000
Homoserina lactona, N-tetradecanol- Aminoacido 0,985970 0,000858 0,990850

O mddulo de analise two-factor no MetaboAnalyst foi usado para calcular os scores de significancia da two-way

ANOVA (valor p) mostrados na tabela. Significativo p<0,05.
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Tabela 5 — Resultados do two-way ANOVA de acordo com a condi¢do hidrica (CH) e o conteido de K
no solo (K) para o top 50 metabélitos do genotipo RB975201

Metabdlitos Classificagdo valor p (CH) valor p (K) valor p (Interacéo)
Acido neuramico AcuUcar 0,000000 0,000000 0,000000
Acido gulbnico-1,4-lactona Acido organico 0,000001 0,000004 0,000047
Acido iminodiacético, N-(2-hidroxietil)- Aminoacido 0,000001 0,000004 0,000047
Androstan-17-one, 3a-hidroxi- Hormdnio 0,000000 0,000004 0,000064
Acido malico Acido organico 0,147440 0,264350 0,000288
Miricetina Flavonéide 0,702450 0,964050 0,000419
Acido arabinoheptulosonico Acido organico 0,001022 0,000021 0,002036
Acido aspértico Acido organico 0,000000 0,001272 0,002446
Citidina Nucleosideo 0,000243 0,000112 0,002592
Lumichrome Outros 0,994700 0,770220 0,002593
Coniferilaldeido, trans- Outros 0,000305 0,000618 0,002781
Trealose Aclcar 0,000311 0,000628 0,002781
Acido fumérico, 2-metil- Acido organico 0,000318 0,000641 0,002781
Serina, O-fosfo- Aminoécido 0,000330 0,000663 0,002781
Lactulose Aclcar 0,000341 0,000684 0,002781
Acido aconitico Acido organico 0,000421 0,000829 0,003175
Acido Hipdrico Acido organico 0,210660 0,658260 0,003265
Acido fosférico Outros 0,000338 0,921050 0,003270
Acido succinico Acido organico 0,974490 0,777430 0,005205
Galactopiranosil-(1,4)-D-galactopiranoside Outros 0,008576 0,027260 0,015177
Nonacosane, n- Outros 0,125090 0,018213 0,019541
Monooleoylglicerol QOutros 0,003820 0,002209 0,020309
Homoserine lactone, N-tetradecanol- Aminoéacido 0,003927 0,002276 0,020309
Pentacosane, n- Outros 0,003847 0,002226 0,020309
Inositol-2-fosfato, myo- Outros 0,000172 0,294450 0,020749
Acido itacénico Acido organico 0,004702 0,002770 0,022398
Dopamina Outros 0,739800 0,297900 0,024078
Corticosteron Horménio 0,005637 0,009007 0,024292
Piridina, 3-hidroxi- Nucleotideo 0,007770 0,001372 0,034658
Lactose Aclcar 0,098772 0,003974 0,039742
Turanose Aclcar 0,034524 0,134050 0,047060
Acico metilfurancarboxilico (similar) Acido organico 0,045819 0,512500 0,048281
Nonano-1-ol, n- Outros 0,000407 0,015822 0,346110
Acido octadecanoico Acido organico 0,006558 0,007170 0,189470
Acido octadecanoico, 9-(2)- Acido organico 0,016776 0,021537 0,107790
Succinico semialdeido Acido organico 0,021050 0,014305 0,065193
Acido aconitico, trans- Acido organico 0,021611 0,014724 0,065193
Frutose derivado (similar) Acucar 0,021980 0,015001 0,065220
Melibiose Acucar 0,030427 0,018203 0,923580
Acido benzéico, 4-hidroxi- Acido organico 0,047350 0,001975 0,335970
Mannose-6-fosfato Aclcar 0,000021 0,339370 0,562930
Timidina Nucleosideo 0,000054 0,801610 0,585120
Resveratrol, trans Polifenol 0,000077 0,275930 0,452410
Lactulose Aclcar 0,000091 0,372420 0,541170
Biotina Outros 0,000096 0,350980 0,526120
Uridina Nucleosideo 0,000193 0,74204 0,336660
Fosfato diidroxiacetona Outros 0,000227 0,818970 0,877540
Galactopiranosideo, 1-O-metil-, a.- Outros 0,001790 0,890060 0,917400
Tricosane, n- Outros 0,002747 0,057235 0,455540
Acido piroglutamico Aminoacido 0,167450 0,000142 0,298950

O mddulo de analise two-factor no MetaboAnalyst foi usado para calcular os scores de significancia da two-way

ANOVA (valor p) mostrados na tabela. Significativo p<0,05.
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Tabela 6 — Resultados do two-way ANOVA de acordo com a condi¢8o hidrica (CH) e o conteudo de K

no solo (K) para o top 50 metabdlitos do gen6tipo CTC7

Metabolitos Classificagéo valor p (CH) valorp (K) valor p (Interagéo)
Acido lixénico Acido organico 0.000000 0.000000 0.000000
Galactose Aclcar 0.000000 0,000000 0,000000
Acido valerico, 5-amino- Acido organico 0,000000 0,0000000 0,000000
Ribulose Aclcar 0,222940 0,845750 0,000012
Acido gulbnico-1,4-lactona Acido organico 0,000000 0,000003 0,000027
Triacontane, n- Outros 0,000789 0,241720 0,000034
Nonacosane, n- Outros 0,000026 0,016542 0,000043
Piridina, 2,3-diidroxi- Nucleotideo 0,066338 0,000022 0,000049
Alanina Aminoécido 0,000007 0,000002 0,000113
Acido iminodiacético, N-(2-hidroxietil)- Aminoéacido 0,000001 0,000028 0,000130
Putrescina Outros 0,002628 0,042793 0,000755
Acido fenoxiacético, 4-hidroximetil-3-metoxi- Acido organico 0,012744 0,029749 0,001031
Acido pré-fendlico Acido organico 0,005273 0,000003 0,001779
Galactopiranosideo, 1-O-metil-, a- Outros 0,000240 0,000104 0,002112
Hexopiranose (similar) Acucar 0,003564 0,110330 0,002112
Monooleoylglicerol Outros 0,330750 0,729400 0,003202
Acido fosférico Outros 0,330820 0,296890 0,003566
Acido Hipdrico Acido organico 0,000036 0,000000 0,005194
Corticosteron Hormdnio 0,896030 0,888370 0,005828
Frutose derivado (similar) Acucar 0,748790 0,847920 0,010684
Tetracosane, n- Outros 0,873950 0,571920 0,014156
Lactulose Aclcar 0,003982 0,002219 0,018808
Acido succinico Acido organico 0,560650 0,002956 0,018808
Acido arabinoheptulosonico Acido organico 0,000000 0,000013 0,018944
Acido benzéico, 3-amino-2,3-diidro- Acido organico 0,001418 0,007929 0,018944
Acido tridecandico Acido organico 0,004867 0,002765 0,020665
Acico metilfurancarboxilico (similar) Acido organico 0,014092 0,057061 0,033680
Benzeno-1,2,4-triol Nucleotideo 0,022039 0,014619 0,033680
Coniferilaldeido, trans- Outros 0,022059 0,014633 0,033680
Ribulose (similar) Acucar 0,927870 0,308790 0,034628
Galactosamina, N-acetil- Aclcar 0,687930 0,038711 0,035859
Piridina, 3-hidroxi- Nucleotideo 0,001052 0,040206 0,079816
Fosfato diidroxiacetona Outros 0,007570 0,000410 0,795690
Putrescina, N-acetil- Diamina 0,012086 0,000674 0,107470
Homoserina lactona, N-tetradecanol- Aminoéacido 0,021522 0,01424 0,066924
Lactose Aclcar 0,000000 0,086377 0,079816
Hexadec-9-enal Outros 0,000000 0,15477 0,656860
Acido aconitico, trans- Acido organico 0,000036 0,971600 0,974510
Digitoxose Aclcar 0,000046 0,476760 0,092418
Acido benzoico Acido organico 0,000541 0,663220 0,777770
Acido benzéico, 4-hidroxi- Acido organico 0,004161 0,729960 0,890800
Acido aspartico (similar) Aminoécido 0,004316 0,516450 0,422790
Acido docosenoico Acido organico 0,007841 0,145400 0,263450
Uridina Nucleosideo 0,008359 0,554280 0,500390
Trealose Acucar 0,011847 0,174200 0,244550
Acido piroglutamico Aminoécido 0,013332 0,987520 0,054363
Galactitol Acucar 0,056772 0,008238 0,131870
Androstan-17-one Horménio 0,110430 0,002920 0,206590
Sorbitol Aclcar 0,138730 0,000000 0,506050
f3-D-Galactopiranosideo QOutros 0,257050 0,000000 0,266910

O mddulo de analise two-factor no MetaboAnalyst foi usado para calcular os scores de significancia da two-way

ANOVA (valor p) mostrados na tabela. Significativo p<0,05.



Figura 3 - Heat maps dos gendtipos IACSP95-5000 (A), CTC14 (B), RB975201 (C) e CTC7 (D), ilustrando o top 50 metabdlitos nos tratamentos de
condicéo hidrica (controle CH-80% e déficit CH-40%) e teores de K no solo (3 e 6 mmol..dm=, médio e alto teor, respectivamente). As cores
vermelha e azul representam o aumento e diminui¢do da intensidade dos metabdlitos através da escala de cores, respectivamente. Os Heat maps
foram gerados com base no uso de euclidiana e ward.d para medicdo de distancia e algoritmo de agrupamento, respectivamente
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A andlise two-way ANOVA para o geno6tipo IACSP 95-5000 revelou que a abundancia
de metabdlitos que foram afetados principalmente pelo suprimento hidrico, teor de K no solo e
suas interacOes foram 18, 17 e 37, respectivamente (Figura 4A1). Para 0s outros genétipos esses
valores foram: 22, 23 e 36 (CTC14 - Figura 4B1), 34, 38 e 32 (RB975201 - Figura 4C1) e 33,
25¢e 34 (CTC7 - Figura 4D1).

A analise multivariada ASCA foi aplicada para analisar a dindmica dos metabdlitos
observados para os efeitos de condicéo hidrica (CH), teor de K e seus padrfes de interacdo para
todos os gendtipos avaliados. A analise ASCA foi validada pelo método de permutagédo
(p<0,05) e, dessa forma, indicou que o modelo aplicado foi adequado para todos 0s gendtipos
avaliados. Os principais padrdes associados aos fatores CH, teor de K e suas interagOes
mostraram graficamente a relacdo das variaveis (metabdlitos) (Figura 4). Os gréficos de
leverage/erro de predicdo ao quadrado (SPE) foram realizados para correlacionar as
caracteristicas metabdlicas com os fatores experimentais. A leverage seleciona os metabolitos
bem modelados ao grupo e avalia a importancia do metabdlito para 0 modelo, enquanto a SPE
testa a adequacdo do modelo a metabolitos especificos e, dessa forma seleciona os outliers.
Metabolitos com alta-leverage SPEs e que contribuem significativamente para o modelo, foram
escolhidos como metabdlitos bem modelados. As varidveis bem modeladas seguiram as
tendéncias do grupo de metabdlitos enquanto que os outliers sdo aqueles metabdlitos com

alteraces relevantes, mas diferentes do perfil principal.
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Figura 4 - Resultados da two-way ANOVA e ASCA para os genétipos IACSP95-5000 (A), CTC14 (B),
RB975201 (C) e CTC7 (D). [1] Diagrama de Venn dos metabdlitos significativamente
diferenciados que respondem aos fatores de condicdo hidrica (CH), teor de K ou intera¢do CH-
K; [2] Graficos de dispersdo (Leverage/ SPE) ASCA para CH, K e suas interacfes. Os
metabolitos na regido vermelha tém altas cargas que seguem os padrdes e 0s metabdlitos na

regido azul tém padrdes de expressdo diferentes dos principais
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A Tabela 7 apresenta os metab6litos bem modelados pela leverage/erro de predicao ao
quadrado (SPE), para os tratamentos de condicdo hidrica (CH), teor de K no solo e interacdo
CH x K para todos os genotipos avaliados e a Figura 5 apresenta alguns desses metabdlitos
modelados que apresentaram destaque nos tratamentos, e a abundancia correspondente em
funcdo da condicdo hidrica (controle CH-80% e deficit CH-40%) e teor de K disponivel no solo
(3 e 6 mmolc dm, médio e alto teor, respectivamente) nos gendtipos.

Para IACSP95-5000, dentre os 7 metabdlitos bem modelados na interacdo CH x K
observou-se que ribulose, hexapiranose, &cido aconitico e o &cido gulonico apresentaram
abundancia quando as plantas foram mantidas em condi¢do de déficit hidrico (CH-40%)
com o aumento da disponibilidade de K no solo. De modo geral, pode-se destacar que em
condicdo de déficit hidrico, a influéncia do maior teor de K no solo sobre esse perfil de
metabolitos foi verificado em IACSP95-5000 (Figura 5A).
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Para CTC14, dentre os 10 metabolitos modelados na interacdo CH x K, tiveram destaque
a turanose, que apresentou abundéncia quando as plantas foram mantidas em déficit hidrico e
maior disponibidade de K no solo. A alanina e acido benzo6ico apresentaram padrdes
semelhantes quando as plantas foram mantidas em condicdo hidrica controle (CH-80%) e
disponibilidade média de K no solo (3 mmolc dm™), e quando as mantidas em déficit (40%) e
disponibilidade alta de K no solo (6 mmol. dm=). O acido malico foi abundante quando as
plantas foram mantidas em CH-40% e alta disponibilidade de K no solo (Figura 5B).

RB975201, apresentou 4 metabdlitos bem modelados na interacdo CH x K. A miricetina
apresentou abundancia quando as plantas foram mantidas em CH-40% e disponibilidade média
de K no solo (3 mmol. dm). O androstano e o acido aspartico seguiram o mesmo padréo de
abundancia nas plantas mantidas sob condicéo de déficit hidrico, em disponibilidade média e
alta de K. a-D-galactopiranosil apresentou abundancia quando as plantas foram mantidas em
condicdo déficit hidrico e aumento da disponibilidade de K no solo (Figura 5C).

Em CTC7, dentre os 9 metabdlitos modelados baseados na interacdo CH x K, a piridina
foi abundante quando as plantas foram mantidas sob déficit hidrico e com o sob média e alta
disponibilidade de K no solo (3 e 6 mmolc dm™, respectivamente). Acido valérico e alanina
apresentaram padrdo de semelhanca, com abundéancia nas plantas cultivadas em déficit hidrico
(CH-40%) e maior disponibilidade de K no solo. A putrescina apresentou abundancia quando
as plantas foram mantidas sob déficit hidrico, com maior abundancia na disponibilidade
de 3 mmol..dm= de K no solo (Figura 5D).

Tabela 7 - Metabdlitos bem modelados para os tratamentos de condicao hidrica (CH), teor de potéssio
no solo (K) e interagdo CH x K, para os gendtipos IACSP95-5000, CCT14, RB975201 e
CTC 7, de acordo com o valor de leverage e EPQ

Metabdlito Leverage EPQ p<0.05
IACSP95-5000
Acido succinico 0.0430522 0.0124078 CH
Corticosterona 0.0374408 0.0107906 CH
Benzeno 0.0365140 0.0105235 CH
Acido aconitico 0.0357083 0.0102913 CH
Fosfoserina 0.0320884 0.0092480 CH
Sinetina 0.0259983 0.0074928 CH
Adenosina 0.0249498 0.0071907 CH
Acido lixonico 0.0377822 0.0105397 K
Benzeno 0.0377240 0.0105235 K
Palatinose 0.0340489 0.0094983 K
Fosfoserina 0.0331518 0.0092480 K
Isoleucina 0.0301265 0.0084041 K
Acido Iminodiacético 0.0284759 0.0079436 K
Acido fumarico 0.0250845 0.0069976 K
Ribulose 0.0687128 0.0343556 CHx K
Acido Quionico 0.0636241 0.0060712 CHxK
Acido aconitico 0.0625852 0.0160296 CHx K
Fosfoserina 0.0618056 0.0092742 CHx K
Hexopiranose 0.0601025 0.0263380 CHx K
Androstan 0.0467772 0.0259290 CHx K

Lactulose 0.0446045 0.0259935 CHx K




CTC14
Miricetina 0.0604491 1.57772E-30 CH
Acido Mélico 0.0438687 1.57772E-30 CH
Acido Fumarico 0.0412284 1.57772E-30 CH
Acido Gulonico 0.0400792 1.57772E-30 CH
Galactose 0.0398724 1.57772E-30 CH
Acido Ribonico 0.0375824 1.57772E-30 CH
Androstan 0.0353050 7.88861E-31 CH
Coniferilaldeido 0.0330929 1.57772E-30 CH
Acido Piroglutamico 0.0311347 9.86076E-30 CH
Resveratrol 0.0284232 1.57772E-30 CH
Acido fosférico 0.0285529 1.97215E-31 CH
Acido Tridecanoico 0.0281822 1.97215E-31 CH
Acido lixonico 0.0278853 9.86076E-30 CH
Acido aconitico 0.0269325 3.94430E-31 CH
Fosfato de dihidroxiacetona 0.0254786 7.88861E-31 CH
Homoserina Lactona 0.0379628 1.57772E-30 K
Acido Mélico 0.0345496 1.57772E-30 K
Acido Quionico 0.0315650 1.57772E-30 K
Galactose 0.0314022 1.57772E-30 K
Acido Ribonico 0.0295987 1.57772E-30 K
Piridina 0.0285284 1.57772E-30 K
Acido lixonico 0.0262356 1.57772E-30 K
Coniferilaldeido 0.0260629 1.57772E-30 K
Turanose 0.0950109 2.76101E-30 CHx K
Acido metilfurancarboxilico 0.0806695 2.76101E-30 CHx K
Acido Iminodiacético 0.0640676 1.57772E-30 CHxK
Lumichrome 0.0619515 1.18328E-30 CH x K
Acido lixonico 0.0602516 1.18328E-30 CHx K
Alanina 0.0565443 2.36658E-30 CH x K
Acido malico 0.0561050 7.88861E-31 CHx K
Benzeno 0.0525569 7.88861E-31 CH x K
Frutose 0.0512013 7.88861E-31 CH x K
Acido Benzoico 0.0489476 7.88861E-31 CHx K
RB 97 5201
Galactopiranosideo 0.0374173 0.0425762 CH
Acido fosférico 0.0342265 0.0389455 CH
Acido Gulonico 0.0296272 0.0337121 CH
Acido neuraminico 0.0287644 0.0327303 CH
Ribulose 0.0804352 1.47911E-30 K
Metanefrina 0.0631497 1.47911E-30 K
Acido aspartico 0.0535526 1.47911E-30 K
Sorbitol 0.0480268 1.47911E-30 K
Galactose 0.0470988 1.47911E-30 K
Acido Piroglutamico 0.0465979 1.47911E-30 K
Prostagladina 0.0430864 1.47911E-30 K
Piridina 0.0288096 1.47911E-30 K
Androstan 0.0115462 2.6131E-30 CH x K
Mircetina 0.0113770 2.12006E-30 CHx K
Acido aspartico 0.0617621 1.5654E-30 CHx K
Galactopiranosideo 0.0586140 1.08468E-30 CH x K
CTC 17
Acido benzoico 0.0360186 0.0332884 CH
Acido valerico 0.0352661 0.0325930 CH
Piridina 0.0348091 0.0321705 CH
Acido arabinoheptulonosico 0.0260033 0.0240323 CH
Fosfato de dihidroxiacetona 0.041574 0.0343678 K
Acido lixonico 0.0398968 0.0329813 K
Acido valerico 0.0394271 0.0325930 K
Acido Gulonico 0.0358930 0.0296714 K
Galactose 0.0358629 0.0296466 K
Piridina 0.0334827 0.0276789 K
Acido aconitico 0.0307944 0.0254566 K
Acido succinico 0.0299112 0.0247265 K
Putrescina 0.0262568 0.0217056 K
Piridina 0.095783 0.0557791 CH x K
Acido valerico 0.0893105 0.0333451 CHx K
Putrescina 0.0828478 0.1164700 CHx K
Ribulose 0.0759697 0.0896295 CHx K
Hexapiranose 0.0728478 0.1194290 CHx K
Protaglandina 0.0669013 0.0983430 CHx K
Fosfato de dihidroxiacetona 0.0621600 0.0004726 CHx K
Galactopiranosideo 0.0572260 0.0213660 CHx K
Alanina 0.0537714 0.0200761 CHx K
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Figura 5 - Representacdo dos box plots da abundancia dos metabdlitos modelados e normalizados pelo
leverage/ EPQ para a interacdo CH x K (condig&o hidrica x potéssio) para 0s genotipos
IACSP95-5000 (A), CTC14 (B), RB975201 (C) e CTC7 (D). A linha sélida indica mediana
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4.3.1.1 Andlise das vias metabdlicas

Para melhor elucidar as func@es bioldgicas dos metabdlitos identificados, foi realizada
uma analise das rotas metabdlicas usando o MetaboAnalyst e posteriormente 0 KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genome). Dessa forma, foram identificadas rotas metabdlicas
envolvendo a participacdo de metabdlitos observados e destacados na interacdo significativa

CH x K e, principalmente em déficit hidrico, modelada pelo leverage/SPE.
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Para os diferentes genotipos de cana-de-aclcar estudados, foram observados
metabdlitos nas folhas relacionados a importantes rotas/metabolismos da planta, como do ciclo
do acido tricarboxilico (TCA) (&cido aconitico - IACSP95-5000 e acido malico — CTC14) e
ciclo do metabolismo da alanina, aspartato e glutamato (alanina - CTC14 e CTC7 e acido
aspéartico — RB975201) (Figura 6).

Figura 6 - Rotas metabodlicas do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) e do metabolismo da alanina,
aspartato e glutamato envolvendo os diferentes metabolitos encontrados nos genétipos de
cana-de-acucar (&cido aconitico - IACSP95-5000 e acido malico — CTC14) e ciclo do
metabolismo da alanina, aspartato e glutamato (alanina - CTC14 e CTC7 e 4cido aspartico
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4.4 Discussao

A seca afeta os processos fisioldgicos e bioquimicos nas plantas, resultando em
crescimento e desenvolvimento alterados (KHAN et al., 2019). O capitulo anterior demonstrou
que os diferentes teores de K no solo (3 e 6 mmol. dm3) poderiam desempenhar um papel na
reducdo do estresse hidrico em cana-de-agucar, porém essa resposta variou entre 0s genotipos
avaliados (IACSP95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7), sendo observadas algumas respostas

fisiologicas quanto ao efeito do incremento do teor de K no solo no alivio do estresse a seca.
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Com relagdo ao metabolismo antioxidante estudado, o deficit hidrico induziu a
modificacdo do metabolismo oxidativo nas plantas de cana-de-aglcar do experimento e, dessa
forma, aumentou as concentragdes de H.O> e MDA nas folhas de todos os gendtipos estudados,
porém apenas IACSP95-500 e RB975201 apresentaram interacdo significativa CH x K
(Tabela 6). Essa resposta também foi observada por Cia et al. (2012) ao estudarem 4 variedades
de cana-de-agucar expostas ao déficit hidrico, com aumento mais acentuado de H20, e MDA
20 dias ap6s a supressdo da agua. A deficiéncia hidrica severa conduz a um aumento da
formacéo de espécies reativas do oxigénio (EROs) (CAKMAK, 2005), e entra elas o peréxido
de hidrogénio (H202). As EROs contribuem para a degradacdo oxidativa da clorofila e
membranas (WANG et al., 2013), além de serem substancias com grande reatividade e que
podem interagir com grande parte das moléculas bioldgicas (SAED-MOUCHESHI et al.,
2014). Dentro desse contexto, a peroxidacdo lipidica € comumente usada como um indicador
de estresse oxidativo, sendo caracterizada pelo ataque das EROs aos acidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares, que podem afetar a integridade e a funcionalidade
das células (GRATAO et al., 2005).

As mudancas observadas no metabolismo antioxidante dos gendtipos em condicéo de
déficit hidrico, sugerem que o incremento de K no solo diminuiu a concentracdo de H>O; e
MDA nas folhas dos gendtipos de cana-de-aclcar, evidenciando assim um aumento nas
respostas antioxidantes das folhas das plantas para evitar danos oxidativos induzidos pelo H>O>
sob déficit hidrico, sendo que essas observacdes podem estar relacionadas ao status da dgua da
planta, pois 0 H2O> pode inibir a atividade da aquaporina e com isso reduzir o transporte de
agua (LIU et al., 2015), sendo que a aquaporina possui uma estreita relacdo com o canal
transportador de K (KANAI et al., 2011).

O estresse hidrico a seca sofrido pelas plantas induziu uma resposta protetiva
enzimatica, sendo que essa resposta variou em funcdo do teor de K no solo e dos gendtipos
estudados. As atividades enzimaticas estéo relacionadas ao metabolismo das plantas em tolerar
o dano oxidativo (TURKAN et al., 2015; ), causado, por exemplo, pelo déficit hidrico, como
do presente estudo. A SOD desempenha um papel importante em processos redox nas plantas
e é considerada a primeira linha de defesa contra as EROs, participando da modulacgéo do nivel
de H202 (MITTLER, 2002). A CAT esta associada com a detoxificacdo de processos como a
fotorrespiragédo e a B-oxidacdo dos &cidos graxos (HELDT; HELDT, 2005). Estudos reportam
gque 0 aumento na atividade dessas enzimas constitui uma importante estrutura de defesa da

planta contra o estresse oxidativo, sendo observado que essa maior atividade pode estar
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relacionada com o aumento da tolerancia ao estresse abi6tico (GRATAO et al., 2005), e o teor
disponivel de K para as plantas pode contribuir com esse efeito de defesa.

As folhas do gendtipo IACSP95-5000 apresentaram aumento das concentracdes de
H2>02 e MDA, bem como a maior atividade de CAT (Figura 2), 0 que sugere um aumento
controlado dos niveis de H202 a medida que a atividade da CAT aumentou, sendo essa uma
enzima importante envolvida nessa degradacdo, como também reportado por Marcos et al.
(2018). O aumento da atividade da CAT em deficit hidrico foi ainda mais pronunciado quando
as plantas foram supridas com 6 mmol. dm? de K no solo. Esse mesmo comportamento de
IACSP95-5000 também foi observado na atividade da APX, ou seja, em condigdo de déficit
hidrico, houve um aumento dessa oxidase no maior teor de K no solo. A CAT e a APX estéo
interligadas dentro do sistema protetivo antioxidante de forma que a APX pode eliminar o H20>
inacessivel a CAT (FOYER; NOCTOR, 2011) e, dessa forma degradar as EROs durante o
déficit hidrico. Dentro desse contexto, a manutencéo do nivel adequado de K na planta torna-
se importante para reduzir os danos das EROs pelo estresse hidrico a seca. CTC14 e CTC7
também apresentaram aumento da atividade da APX em déficit hidrico para o maior teor de K
no solo, porém ndo foram observadas respostas quanto a atividade da CAT para esses genotipos.
A atividade de GPOX também aumentou com o déficit hidrico no solo, sendo que o genétipo
CTC7 respondeu em fungdo do aumento do teor de K. A principal fun¢do da GPOX é produzir
compostos oxidados e, que dessa forma, utilizam H2O, como substrato (ASADA, 1999),
reduzindo as EROs.

Com relacdo ao perfil metabolico avaliado nas folhas dos genétipos de cana-de-acucar,
os principais metabdlitos observados foram aqueles que apresentaram actimulo significativo na
interacdo CH x K, principalmente sob déficit hidrico e, dessa forma, sdo considerados
metabolitos essenciais na avaliacdo dessa interacao e estdo correlacionados com possiveis vias
bioquimicas para uma melhor compreensdo dos mecanismos de tolerancia e disponibilidade
adequada de K em funcao de mitigar os efeitos do déficit hidrico em cana-de-agucar. Os perfis
metabolicos encontrados para os diferentes gendétipos avaliados diferiram bastante entre si.

O metabolismo das plantas é reajustado em condicdes de estresse de seca através do
acumulo de osmolitos ou solutos compativeis (SLAMA et al., 2015), que podem se acumular
em altas concentragGes na célula sem inibir o metabolismo celular, como os agucares soluveis
e alcoois de agucar (glicose, sacarose e manitol), alguns oligossacarideos (rafinose, estaquiose
e verbascose), aminodcidos e poliaminas (JORGE; ANTONIO, 2018). Em relacdo aos
genotipos estudados, para a interacdo CH x K, em condicao de déficit hidrico e com o aumento

da disponibilidade de K no solo, IACSP95-5000 apresentou abundancia dos agtcares soluveis
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ribulose e hexopiranose e CTC14 de turanose. CTC14 e CTC7 apresentaram abundancia do
amino&cido alanina, enquanto que em CTC7 a putrescina (poliamina) também foi verificada
(Figura 3).

Guo et al. (2018) observaram 58 metabdlitos em respostas ao déficit hidrico em mudas
de trigo e verificaram que o metaboloma do trigo foi dominado por aglcares, cidos organicos
e aminodcidos, sendo que esse perfil metabdlico identificado responsavel por desempenhar
papel importante no aumento da tolerancia da planta. Segundo Babita et al. (2010), os agUcares
contribuem notavelmente para o ajustamento osmético das plantas. Os agucares sollveis ndo
apenas atuam como recursos metabolicos e constituintes estruturais das células, mas também
funcionam como sinais, regulando muitos processos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas sob condic6es de déficit hidrico (PRADO et al., 2000), sendo que
um aumento nas concentracdes de aclcar nas folhas também pode ativar a expressdo de genes
relacionados as atividades fotossintéticas nas plantas (OOSTEN; BESFORD, 1995).

Com relagdo a presenca de alanina no perfil de metabdlitos encontrados para 0s
gendtipos CTC14 e CTC7, a biossintese e a via metabdlica de aminoacidos aromaticos, pode
ter sido regulada pelo maior teor de K no solo em condi¢Ges de déficit hidrico. Essa é uma via
de alto fluxo, e estima-se que mais de 30% de todo o carbono fixado na fotossintese seja
direcionado por essa via (TZIN; GALILI, 2010). O aumento do nivel de amino&cidos é
demonstrado no aumento da flexibilidade do estresse nas plantas, induzindo numerosos
mecanismos fisioldgicos, incluindo a desintoxicacdo de espécies reativas do oxigénio, ajuste
do estresse osmotico e manutencdo dos niveis de pH intracelular (KRASENSKY'; JONAK,
2012).

As principais poliaminas, triamina espermidina, espermina tetraamina e putrescina, sdo
normalmente encontradas no aparato fotossintético de plantas superiores e estdo relacionadas
ao crescimento e as respostas das plantas frente aos estresses ambientais (HAMDANI;
YAAKOUBI; CARPENTIER, 2011). Em CTC7, sob condi¢do de estresse hidrico, foi
observada abundancia da putrescina nos diferentes teores de K no solo (3 e 6 mmolc dm)
(Figura 3). Quando as plantas enfrentam alguma situacéo de estresse, elas acumulam poliaminas
em uma concentragdo mais alta (LIU et al., 2000). Dessa forma, o acimulo de putrescina atua
como um mecanismo interno de compensacao para manter o pH a um valor fisiologicamente
adequado (MALAVOLTA, 2006), o qual é controlado fisiologicamente pelo K e mantido por
volta de 7,2. As poliaminas, como espermidina, espermina, cadaverina e putrescina, tém

interacdes significativas com o K em nivel celular e regulam o canal K* da membrana
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plasmética das células guarda, modulando a regulagdo estomatica e, dessa forma blogueiam a
abertura e o fechamento dos estdomatos, (LIU et al., 2000). Dessa forma, tem-se uma estreita
ligacdo entre estresses ambientais, como a seca, nutricionais, a regulacdo estomatica e o nivel
de poliamina (SANTOS et al., 2017).

Os 4cidos organicos atuam como intermediarios no ciclo energético e também
desempenham um papel na adaptacdo das plantas a deficiéncia de nutrientes e a outros estresses
abioticos (KANG et al., 2019). O perfil metabdlico de acidos organicos variou sob condicdo de
déficit hidrico e teor de K no solo (Figura 3), IACSP95-5000 apresentou abundancia de acido
aconitico e acido gulénico, CTC14 acido malico e cido benzoico, RB975201 &cido aspartico
e CTCTY7 acido valérico. O acido malico esta envolvido em muitos aspectos do metabolismo,
sinalizacdo, nutricdo e resisténcia ao estresse abidtico em plantas (SCHULZE et al., 2002),
sendo que seu acimulo em estresse hidrico também foi relatado em videira (CRAMER et al.,
2007) e batata (MANE et al., 2008). Levi et al. (2011) observaram que o acimulo de alguns
acidos organicos, incluindo o acido malico, poderia contribuir para a maior capacidade de
alguns gendtipos de algoddo em gerenciar o estresse da seca.

Dentro desse contexto, o acido aconitico e acido malico estdo entre 0s principais
intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) (Figura 4), que estd envolvido no
metabolismo energético para impulsionar a biossintese de ATP nas plantas (SWEETLOVE et
al., 2010). Assim, o incremento de acidos organicos no perfil metabdlico dos genotipos sob
condicdo de déficit hidrico, pode sugerir um suporte do teor de K no solo na manutencédo das
demandas do metabolismo energético causado pelo estresse a seca. No metabolismo das
plantas, os agUcares transformados na via do TCA sdo utilizados para a biossintese de
aminoacidos e acidos organicos e também dos compostos produzidos no metabolismo
secundario (HELDT, 2005).

4.5 Conclusodes

O déficit hidrico promoveu alteragcdes no metabolismo oxidativo dos gendtipos de cana-
de-aglcar. A interacdo déficit hidrico e disponibilidade de potéssio no solo, modulou as
respostas do sistema enzimatico antioxidante das plantas, de forma que foi observado aumento
nas atividades das enzimas do metabolismo protetivo antioxidativo com o incremento na

disponibilidade de K no solo.
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A caracterizacdo do metaboloma foliar variou entre os diferentes gendtipos estudados
(IACSP95-5000, CTC14, RB975201 e CTC7), sendo verificado que o incremento do K no solo
em plantas submetidas ao deficit hidrico mostrou-se influente sobre o perfil metabdlico das
mesmas, sendo observado acumulo de acucares, acidos organicos, aminoacidos e poliamina,
que também estdo relacionados com as vias bioquimicas dos mecanismos de ajustes fisiol6gicos

frente ao estresse hidrico a seca.
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