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RESUMO

BRITO, Ciro Maia de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2014.
Variabilidade genética em cana-de-agticar na tolerancia ao aluminio. Orientador:
Leonardo Lopes Bhering. Coorientadores: Felipe Lopes da Silva e Marcio Henrique
Pereira Barbosa.

O aluminio téxico presente em solos tropicais € um problema para produgdo agricola.
Entretanto, pouco se sabe sobre seus efeitos em cana-de-aclcar. Os objetivos deste
trabalho foram determinar a relagdo entre os caracteres relacionados com o estresse
de aluminio e identificar gendtipos de cana-de-aclcar tolerantes e sensiveis ao
estresse de aluminio. Foram avaliados 11 gendtipos com e sem estresse de Al. O
estresse de Al causou reducdao em mais da metade da massa da planta seca e da parte
aérea seca. No sistema radical, esse estresse, reduziu as raizes axiais e aumento a
formacdo de raizes laterais. Os gendtipos 2, 9 e 10 produziram massa total seca acima
da média nos dois ambientes, enquanto os genodtipos 4, 5, 7 e 8 produziram abaixo da
média. O gendtipo 2 se destacou na producdo de raizes laterais nos dois ambientes.
Em contraste, sob estresse de Al, o gendtipo 8 teve o comprimento de raiz lateral
reduzido a metade. Houve diferenca entre os gendtipos no acumulo de Al na raiz e na
parte aérea, indicando diferentes mecanismos de tolerancia ao Al dos gendtipos. Em
condi¢cbes normais, o efeito direto do teor de Al na raiz e o comprimento de raiz axial
foram os maiores e no sentido de reduzir a massa da parte aérea seca. O efeito
indireto da massa de raiz seca via teor de Al na raiz, também foi no sentido de reduzir
a massa da parte aérea seca. Em estresse MRS e CLR possui efeito direto em sentido
favoravel sobre MPAS. Pela analise discriminante, considerando o conjunto de
caracteristicas avaliadas, foi possivel agrupar os gendétipos 2, 4 e 11 como tolerantes ao
Al, os gendtipos 8, 9 e 10 como sensiveis e os demais com desempenho inconsistente.
Diante do exposto o uso de gendtipos tolerantes ao aluminio serd uma grande
oportunidade para producdo de cana-de-aglcar em regibes com esse estresse. A
identificacdo de gendtipos contrastantes serd importante para os programas de

melhoramento.



ABSTRACT

BRITO, Ciro Maia de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July 2014. Sugarcane
genetic variability for aluminum tolerance. Advisor: Leonardo Lopes Bhering. Co-
advisors: Felipe Lopes da Silva and Marcio Henrique Pereira Barbosa.

The growing of arable land increasingly requires the development of genotypes that
have higher productivity and are able to develop in stress environments. The
objectives of this study were to investigate the relationship between variables related
to the stress of Al and identify sugarcane genotypes tolerant and sensitive in Al stress.
The experiment was conducted with 11 genotypes that were evaluated in two
environments, with and without Al stress. The Al stress caused a reduction, by more
than half, in the dry plant and shoot dry mass. The axial roots were reduced and the
lateral roots were increased in stress condition. The genotypes 2, 9 and 10 produced
MTS above average in both environments, while genotypes 4, 5, 7 and 8 were below
average. The genotype 2 excelled in the production of lateral roots in both
environments. In contrast, genotype 8 reduced about half the CRL under stress. There
was a difference among genotypes for Al accumulation in root and shoot, indicating
different mechanisms of Al tolerance in genotypes. Under normal conditions the direct
selection for ALR and CRA were the largest and the unfavorable direction of the SDW
and indirect selection for ALR via MRS also has an unfavorable direction for MPAS. In
MRS stress and CLR has a direct effect on favorably on MPAS. Through the discriminant
analysis and considering the set of characteristics evaluated, we can group together
the genotypes 2, 4 and 11 as tolerant to Al, genotypes 8, 9 and 10 as sensitive to Al and
others with inconsistent performance. These groups can be used for future breeding

process.

Vi



1. INTRODUCAO

A cana-de-agUcar (Saccharum spp.) é cultivada em aproximadamente 23
milhdes de hectares em mais de 100 paises tropicais e subtropicais. Atualmente, a
cana-de-agucar e seus derivados sdo a segunda principal fonte de energia primdria da
matriz energética nacional (Brasil, 2009). Diante da expectativa de crescimento
populacional e da demanda mundial crescente pela producao de energia renovavel é
necessdria a expansdo da produ¢do em novas areas agricolas com inclusao de regides
com condicdes menos favordveis a producdo agricola (Vance et al. 2003, Godfray et al.

2010).

A area de cana-de-aglcar plantada na safra de 2013/14 foi de
aproximadamente 8,8 milhdes de hectares, um crescimento de 3,84/ em relacdo a
safra anterior e a previsdo de crescimento para a safra de 2014/15 é de 7,6/ (Conab,
2014). As novas dareas de expansdo da cultura compreendem principalmente regides
do Cerrado e areas de pastagens degradadas, caracterizadas em sua maioria por solos

intemperizados de baixa fertilidade e/ou de elevada acidez (Souza et al., 2007).

Na condicdo de baixo pH (pH < 5,5), o Al é solubilizado e permanece na solugao
do solo como elemento fitotdxico (AI**). A presenca desse elemento pode provocar a
fixacdo do fésforo no solo para formas menos disponiveis para as plantas, diminuir a
taxa de respiracdao da planta e modificar a dinamica de absor¢ao e translocacdo de
agua e nutrientes pela planta. Esses inconvenientes resultam em diminuicdo do

crescimento, queda de produtivade e qualidade da planta (Kochian, 1995).

O primeiro sintoma da toxicidade do Al é a rdpida inibicdo do crescimento
radical, sobretudo em condicdes de déficit hidrico ou limitacdo de fésforo. O resultado
dessa toxidez de Al é a baixa absorcdo de agua e nutrientes minerais, em razdo da
reducdo da area superficial de exploracdo do sistema radical (Foy, 1976; Kochian et al.,
2004, Rosiello e Jacob Netto, 2006). A maior parte do Al absorvido permanece nas
raizes, mas uma pequena propor¢ao pode ser translocada para as folhas (Kochian et
al., 2004). Alguns dos efeitos do Al sobre o processo fotossintético sdo aparentemente
iniciados como consequéncia de seus efeitos tdxicos manifestados primariamente na

raiz. Alguns estudos mostram que o Al interfere na absorcdo e/ou o transporte de



nutrientes minerais essenciais para as folhas (Giannakoula et al., 2008), resultando em
baixas taxas de assimilacao liquida de CO, e reduzido acumulo de biomassa (Jiang et

al., 2008).

A tolerancia da planta ao Al estd relacionada a capacidade da planta de
continuar a divisdao e elongagcdo celular e a possibilidade dela manter areas
meristematicas viaveis a formacdo de novos tecidos sob condicdes de estresse (Foy et
al., 1984). As plantas podem resistir ao Al téxico por dois mecanismos principais.
Primeiro, ao evitar o Al toxico antes da entrada na planta, mecanismo de exclusdo do
Al. Segundo, ao complexar o Al nas células, mecanismos de tolerancia (Inostroza-

Blancheteau et al. 2012, Simdes et al. 2012).

No mecanismo de exclusdo hd exsudagdo de acidos organicos pelo apice radical
na presenca de Al ativado. Entre esses acidos organicos esta o malato, que é exsudado
pelas raizes de tabaco em presenca de Al (Delhaize et al. 1993), o citrato, pelas raizes
de milho (Kollmeier and Horst 2001, Pifieros et al., 2002), centeio (Ma et al. 2000, Stass
et al. 2008) e soja (Silva et al. 2001); e o oxalato pelas raizes de milho (Kidd et al.,
2001). Trejo-Tellez et al. (2010) relataram que a superexpressdao de piruvato fosfato
diquinase (PPDK) em raizes de tabaco aumenta a exsudagdao de anions de acidos

organicos, com forte decréscimo no acumulo de Al na planta.

No mecanismo de tolerancia, o Al entra no citoplasma da célula onde é
desintoxicado pela complexacdo com 4cidos organicos e proteinas componentes
organicos (Kochian, 1995, Simdes et al. 2012). Al*® livre ou Al complexado pode ser
transportado para o vacuolo celular, onde sdo estocados sem causar toxicidade
(Kochian et al., 2004). Esse mecanismo de tolerancia das plantas a solos acidos e com
elevada concentracdo de Al tdxico envolve interacdes complexas que sdao controladas

por muitos genes e fatores de transcricdo (Inostroza-Blancheteau et al. 2012).

A cana-de-agucar por ser cultivada em sistema semiperene e permanecer por
longo periodo no mesmo local (em média cinco cortes), o solo sofre intensa
acidificacdo devido ao uso de doses elevadas de fertilizantes. Dessa forma, a selecao
de plantas tolerantes ao Al é uma alternativa vidvel para assegurar uma producdo

agricola satisfatdria em solos acidos com altas concentracdes de Al.



O desenvolvimento de cultivares de plantas que apresentem alta produtividade
e se desenvolvem em ambientes pocuo favordveis é um dos objetivos de programas de
melhoramento, pois a cada dia novos ambientes pouco favoraveis sdo explorados e
condicdes diversas de producdo exigem materiais diversificados para atender aos

anseios do produtor.

O uso de material genético tolerante ao aluminio pode oferecer importantes
subsidios ao programa de melhoramento genético e a recomendagao de cultivares
visando ao melhor aproveitamento de solos acidos. Todavia, pouco se sabe sobre a
variabilidade genética existente no germoplasma e dos mecanismos fisiolégicos e
bioquimicos que possam ser utilizados como indicadores das respostas ao estresse ao

aluminio em cana-de-agucar.

Sobral e Guimardes (1992) estabeleceram graus de toxidez do Al na forma
trocdvel e sua porcentagem de saturagdo para a cana-de-aglcar, mas sem apresentar
conclusdes acerca da resposta diferencial de cultivares ao estresse de Al. Azeredo
(1982) observou que 1,56 ppm de Al causou uma inibicdo do crescimento radical em
alguns gendtipos de cana. Landell (1989) trabalhou com gendtipos de cana-de-agucar e
observou uma grande variabilidade quanto a sensibilidade ao Al. Esse estresse causou
grande redug¢do no crescimento radical em alguns gendtipos do género Saccharum
spontaneum enquanto gendtipos do género Saccharum officinarum exibiram maiores
niveis de tolerancia. Rowland (2006) investigou a influéncia do estresse de Al na
absorc3o e nutricio da cana-de-acucar com duas fontes de nitrogénio (NO* e NH™).
Os gendtipos foram mais tolerantes ao Al com a fonte NH*" gue com NO*. Os autores
sugerem que isso foi, em partes, devido ao suficiente fornecimento de carbono da
fotossintese para lidar com o desafio simultaneo de assimilar o NH** e a desintoxicacdo

do Al. O fato de o NH*" e Al aumentarem o crescimento de raizes pode indicar que o

NH* e os cations de Al competem pelo mesmo acesso ao tecido radical.

Carlin e Santos (2009) avaliaram a interacdo dos estresses de Al e agua no
gendtipo de cana-de-aglcar 1AC91-5155, recomendado como resistente a seca. Os
autores observaram que mesmo com a presenca de substancias osmoprotetoras
(substancias que mantém o equilibrio hidrico e integridade das membranas, proteinas
e enzimas) como a prolina, houve reducdo na producdo de biomassa em estresse de

Al. Oliveira (2012) avaliou nove gendtipos de cana-de-agucar submetidos a estresse de



Al. Os gendtipos apresentaram no apice radical, producdo de mucilagem, perda de
células epidérmicas da coifa, desintegracdao da coifa e coloragdao parda. A taxa de
alongamento radical foi a varidvel que mais contribuiu para avaliacdo da tolerancia das
variedades ao Al e dependem da interagdo entre gendtipo e a concentracao de Al.
Além dos efeitos do Al na morfologia e desempenho de gendtipos, varios trabalhos
tentam elucidar as principais causas da tolerancia das plantas ao Al. Chaffai e Marzouk
(2009) avaliaram o papel dos acidos organicos em estresse de Al em milho exposto ao
estresse a curto (1-8 h) e a longo prazo (quatro dias). O estresse de Al induziu
mudancas no sistema radical proporcional as concentracdes de Al e
consequentemente uma reduc¢do na biomassa. Além disso, a inducdo de exsudacgdo de
citrato pela presenca de Al, associado com elevados teores de Al acumulados na

parede celular da raiz, pode estar envolvido na elevada resisténcia do milho ao Al.

Estudos sobre estresse de Al em cana-de-aclcar ainda s3o escassos,
principalmente para selecionar genétipos contrastantes para utilizacdo em programas
de melhoramento. Logo, estudos para tolerdncia ao Al utilizando germoplasma em uso
nos cruzamentos do programa de melhoramento de cana-de-aglcar tornam-se

necessarios.

Os objetivos deste estudo foram determinar a relacdo entre os caracteres
relacionados com o estresse de aluminio e identificar gendtipos de cana-de-acgucar

tolerantes e sensiveis ao estresse de aluminio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Os gendtipos de cana-de-agucar foram obtidos do banco de germoplasma do
Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-acucar — PMGCA da Universidade
Federal de Vigcosa/UFV mantido no Centro de Pesquisa e Melhoramento da Cana-de-
Acucar (CECA) - UFV, localizado em Oratérios-MG. Foram avaliados 11 gendtipos
RB966928 (G1), RB867515 (G2), RB937570 (G3), RB957610 (G4), RB93509 (G5),
RB92579 (G6), RBO08041 (G7), SP801842 (G8), SP813250 (G9), RB935744 (G10) e

RB928064 (G11) (Tabela 1). Esses gendtipos sdo cultivares e clones que ocupam



extensa area de cultivo no Brasil e/ou sdo utilizados como genitores nos principais

programas de melhoramento (Barbosa et al., 2012).

Tabela 1: Descrigao das cultivares e clone de cana-de-agucar.

Genoétipo Cultivar Descricao

1 RB966928  Cultivar para ambientes de médio a alto potencial, com colheita no
inicio a meio de safra. Excelente brotacdo em cana-planta e em
soqueiras. Possui elevada sanidade as principais doencas.

2 RB867515 Cultivar se destaca em ambientes de média fertilidade natural,
colheita em meados de julho até setembro. Alto teor de sacarose e
alta produtividade agricola. Excelente desenvolvimento, com boa
brotacdo na planta e socas. Excelente desempenho em solos de
textura arenosa.

3 RB937570 Plantar em ambientes com bom potencial, colheita a partir de
maio a agosto. Alto teor de sacarose e média a alta produtividade
agricola, boa sanidade e excelente brotacdo em cana-planta e em
soqueiras, com bom desempenho no corte mecanizado.

4 RB957610 Cultivar precoce, colheita inicio de safra, alto teor de agucar,
porém produtividade baixa. Otima brotacdo de soqueiras, boa
resisténcia as principais doencas.

5 RB93509 Cultivar recomendada para meio e final de safra. Alta
produtividade agricola. Boa brotacdo de socaria e rapido
crescimento vegetativo.

6 RB92579 Cultivar para colheita no meio de safra. Otimo perfilhamento e
brotacdo de socaria, alta produtividade agricola, elevado ATR e
rapida recuperagdo ao estresse hidrico.

7 RB008041 Clone. Maturacdo média, colheita do meio a final de safra, media
produtividade, bom perfilhamento e brotacdo de soqueiras,
suscetivel a escaldadura.

8 SP80-1842  Cultivar para ambientes de média a alta fertilidade do solo.
Maturacdo precoce, brotacdo em soca sem restricdo, boa
tolerancia ao estresse hidrico e suscetivel a nematoides.

9 SP81-3250  Cultivar para ambientes de alta fertilidade do solo, maturacdo
media, colheita do meio para o final de safra. Bom desempenho
em colheita mecanica, sem restricdo na brotacdo de soca,
suscetivel a nematoides.

10 RB935744 Cultivar para ambientes de médio a bom potencial; colheita no
final de safra; material rustico, excelente sanidade e muito
produtivo.

11 RB928064 Cultivar para ambientes de médio a alto potencial, para colheita no

final de safra, quando atinge bom teor de sacarose e alta
produtividade agricola. Boa sanidade e excelente brotacdo em
cana-planta e em soqueiras, florescimento raro e interior
excelente.

Fonte: Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-aglcar da Universidade Federal de Vicosa.



2.2 Condi¢ao experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo localizada no campo
experimental Diogo Alves de Melo, pertencente ao Departamento de Fitotecnia da

UFV, Vicosa-MG (648 m de altitude; 20°45’ S de latitude; e 42°52” W de longitude).

Os colmos dos gendtipos foram cortados em toletes com uma gema cada e
plantados em bandejas contendo mistura de vermiculita e substrato comercial
Plantmax® na proporg¢do 1:1. Apds 16 dias de germinagdo, plantulas uniformes foram
selecionadas e transferidas para vasos de PVC (10 cm de didametro por 50 cm de
altura), com 7 dm?® de substrato. O substrato consistiu da mistura de areia e solo acido
(obtido no Banco de Solos da UFV) na proporc¢do 1:1. Os nutrientes essenciais foram
adicionados de acordo com a adubacdo recomendada para a cultura de acordo com
Malavolta et al. (1997) via solucdo nutritiva, contendo 0,3M NH4NOs, 0,43M K,SOq4,
0,74M NHH,PO4, 3,88mM FeS0,4.7H,0, 6,59mM MnCl,.4H,0, 2,40mM H3BO3, 3,19mM
ZnCl, 0,26mM CuS04.5H,0 e 0,15mM (NH4)6M070,4.4H,0, particionada em seis
aplicagdes. A umidade do solo foi mantida entre 80 e 90/ da capacidade maxima de

retencdo por meio de irrigacao didria com agua deionizada.

Foram avaliados 11 gendtipos em dois ambientes. Um ambiente sem estresse
de Al, com 0/ de saturacdao de Al (Ambiente 1) e outro caracterizando o estresse com
53/ de saturacdao de Al (Ambiente 2). Segundo Sobral e Guimardes et al. (1992) esse
valor de saturacdo por Al é elevado para a cana-de-agUcar. Portanto, caracteriza o
ambiente de estresse. O delineamento adotado foi o de blocos casualizados com trés
repeticdes. A parcela experimental foi constituida por uma planta por vaso de PVC. As
caracteristicas quimicas do solo utilizado para caracterizar os dois ambientes de cultivo

estdo apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2: Resultados da analise quimica do solo, proveniente de amostras
dos dois ambientes antes do plantio.

Analise Ambiente 1 Ambiente 2

pH H,0 6,29 4,49

pH KCI 5,70 4,42

P mg/dm? 5,90 10,90
K mg/dm? 8,00 6,67
Na mg/dm? 3,03 2,37
Ca** cmolc/dm? 2,81 0,28
Mg?* cmolc/dm? 0,86 0,36
AP cmolc/dm? 0,00 0,77
H+ Al cmolc/dm? 2,17 5,37
SB cmolc/dm? 3,70 0,67
t cmolc/dm? 3,70 1,44
T cmolc/dm? 5,86 6,04
Y / 63,17 11,17
m / 0,00 53,67
ISNa / 0,23 0,18
MO dag/Kg 1,58 1,71
P-Rem mg/L 21,53 18,43
Zn mg/dm> 3,09 1,88

Fe mg/dm> 199,63 233,27
Mn mg/dm® 34,03 15,47
Cu mg/dm> 11,77 3,61

Ambiente 1: Sem estresse de Al; Ambiente 2: Com estresse de Al. pH em agua, KCl e CaCl, —
Relacdo 1:2,5. P, Na, K, Fe, Zn, Mn e Cu — Extrator Mehlich 1. Ca, Mg, Al — Extrator KCI
1mol/L. H+Al — Extrator acetato de calcio 0,5 mol/L, pH 7,0. B — Extrator agua quente. S —
Extrator Fosfato monocalcico em &acido acético. SB — Soma de bases trocaveis. CTC (t) —
Capacidade de troca catidnica efetiva. CTC (T) — Capacidade de troca catiénica a pH 7,0. V —
indice de saturacdo de bases. m — indice de saturacdo de Aluminio. ISNa — indice de
saturacdo de sédio. Matéria organica (MO) - Walkley-Black. P-rem — Fdsforo
Remanescente.

2.3 Avaliagdo Fenotipica

As plantas foram colhidas aos 90 dias apds o transplantio. A parte aérea foi
separada do sistema radical e secas em estufa com ventilacao forcada a 70°C por 72h
para determinar a massa da parte aérea seca (MPAS, g). As raizes foram lavadas em
agua corrente e armazenadas em etanol 50/ . O sistema radical foi avaliado pela
analise de imagens usando o software WinRHIZO Pro 2009a (Basic, Reg, Pro &
Arabidopsis for Root Measurement) acoplado a um scanner Epson Perfection
V700/V750 equipado com luz adicional na resolugdo de 400 dpi, como descrito por

Bouma et al. (2000). O comprimento do sistema radical foi dividido por classe de



didmetro (d), em raizes laterais (CRL, d<0,5 mm) e raizes axiais (CRA, d>0,5 mm)
(Trachsel et al., 2009). Apds a avaliagdo, as raizes foram secas em estufa com
ventilacdo forcada a 70°C por 72h para determinar a massa de raiz seca (MRS, g) e a
massa total da planta seca (MTS, g). Apds a mensuragdo das massas, foi avaliado o teor
de Al na raiz (ALR, dag kg*) e teor de Al na parte aérea (ALPA, dag kg™) de acordo com

Fonseca Junior et al. (2014).

2.4 Analise estatistica

Na andlise de variancia foi considerado o seguinte modelo e todos os efeitos
como fixos, Yii = i+ B/Aj + Gi + Aj+ GAj + Ej, onde, Yji é a observagdo do genotipo i,
no nivel de Al j e bloco k; u é a média geral; B/Aj é o efeito de bloco k dentro de
ambiente j; G; é o efeito de gendtipo i; A; é o efeito devido ao nivel de Al j; GA; é o
efeito de interagdo entre o gendtipo i e o nivel de Al j, e Ejx é o efeito residual da

observagao Y.

As estimativas dos coeficientes de correlacdo fenotipica foram obtidas pelo
método de Pearson, entre caracteristicas mensuradas e testadas quanto a sua
significancia pelo teste t, a 1, 5 e 10/ de probabilidade. As estimativas dos efeitos
diretos e indiretos foram obtidas por meio da analise de trilha, conforme Wright
(1921), citado por Cruz et al. (2004). As variaveis MRS, CRL, CRA, ALR e ALPA foram
consideradas independentes explicativas e a MPAS como a varidvel dependente
principal, a qual representa a maquinaria fotossintética da planta. O diagndstico de
multicolinearidade na matriz de correlacdo foi obtido de acordo com os critérios

indicados por Montgomery & Peck (1981), resultando em colinearidade fraca.

Os gendtipos foram classificados no ambiente de estresse de Al pela analise
multivariada, utilizando a fungdo discriminante de acordo com Anderson (1958). A
finalidade foi classificar gendtipos de comportamento desconhecido em grupos

conhecidos, fazendo-se uso simultaneo das caracteristicas avaliadas.

Sejam, il e m2: populacdes 1 e 2, tolerantes e sensiveis ao Al, respectivamente;
ul e u2: vetor de médias dos p caracteres avaliados (p=6) na populacdo nl e m2,

respectivamente; ¥1, 32: matriz de covariancia entre os caracteres avaliados na



populacdo ml e m2, respectivamente. Considerando que ha homogeneidade das
matrizes de covariancia 21 e 22, obtém-se a matriz Z que é obtida a partir de 21 e 22,
levando-se em consideracdo os respectivos graus de liberdade. Sendo x o vetor de
variaveis representativas dos caracteres envolvidos na analise, obtém-se as seguintes

funcgdes discriminantes:
Dt(x) = In (p1) + (x =% ul) =t ul e Ds(x) = In (p2) + (x =% u2) £ u2

em que, Dt(x) e Ds(x) sdo as fungdes discriminantes que possibilitam a obtencdo de
escores para a classificacdo dos gendtipos nas populagdes nl e m2, consideradas
tolerantes e sensiveis ao Al, respectivamente, e pl e p2 sdo as probabilidades, a priori,
de os gendtipos pertencerem as populagcbes ml e m2 respectivamente. As
probabilidades a priori foram consideradas iguais a 0,5, por ndo ter informacao prévia
do comportamento do gendtipo a ser classificado. Os gendtipos foram classificados
por repeticdo. Assim, classificou-se determinado gendtipo como tolerante ao Al se

Dt(x) foi maior que Ds(x), e sensivel, em caso contrario.

Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa computacional GENES

(Cruz, 2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise experimental e desempenho dos genétipos

As variancias residuais entre os ambientes foram homogéneas, possibilitando a
realizacdo da anadlise de variancia conjunta sem ajuste de graus de liberdade. Houve
diferencas significativas entre as médias dos gendtipos para todas as caracteristicas,
exceto para MTS, indicando a existéncia de variabilidade genética entre gendtipos
(Tabela 3). Houve efeito significativo de ambiente sobre todas as caracteristicas,
exceto sobre CRA e ALPA, indicando que as condi¢des foram adequadas para avaliacdo
do estresse de Al em cana-de-aglcar. A interacdo GxA foi significativa para todas as

caracteristicas, exceto MPAS, MRS e MTS.



Tabela 3: Resultado da analise de varidncia conjunta para as caracteristicas
relacionadas ao estresse de Al em 11 genétipos de cana-de-agucar em ambientes sem
(Amb 1) e com estresse Al (Amb 2).

FV GL MPAS MRS MTS CRL CRA ALR ALPA
Blocos/Amb 4 938,7 2,2 896,3 623771,9 9954,3 0,1 3,0E-05
Gendtipos 10 973+ 44** 884ns 507188* 14700* 1,03** 1,5E-4**
Ambientes 1 29646** 188** 34559** 2818078+ 16810ns 0,85* 01,0E-4ns
GenxAmb 10 340ns 4,3ns 419ns 502574* 21909** 0,57** 1,0E-4**
Gen/Amb1 10 975ns 21,3+ 893ns  203097ns 5119ns 0,81** 1,5E-5**
Gen/Amb 2 10 387ns 26,6* 410ns  806665** 31490** 0,80** 1,0E-4**
Residuo 40 557 12 624 184156 7046 0,1 2,0E-05

MPAS, massa da parte aérea seca; MRS, massa de raiz seca; MTS, massa total seca; CRL, comprimento de
raiz lateral; CRA, comprimento de raiz axial; ALR, teor de Al na raiz; ALPA, teor de Al na parte aérea.

ns, ndo significativo; **, * e * significativo a P<0,01, P<0,05 e P<0,10 de probabilidade, respectivamente.

O ambiente com estresse de Al proporcionou aos gendtipos uma redugdo da

média em todas as caracteristicas, exceto para CRL e ALPA. A MPAS teve uma maior

reducdo devido ao estresse de Al (44/ ). As plantas submetidas ao estresse de Al

tiveram redugdo de apenas 8,6/ no CRA e um aumento de 27/ no CRL. A média do

teor de Al foi praticamente a mesma nos dois ambientes (Tabela 4).

Tabela 4: Médias e diferenca minima significativa das caracteristicas nos ambientes
com estresse de Al e sem estresse de Al.

Médias MPAS MRS MTS CRL CRA ALR ALPA
MédiaAmb1 95,6 13,6 109,2 1516,1 369,7 1,6 0,02
DMS(5/) 87,9 9,7 90,9 1089,4 233,7 0,9 0,011
DMS(1/) 106,5 11,7 110,1 1319,6 283,1 1,1 0,014
Média Amb 2 53,2 10,2 63,45 1929,4 337,8 1,3 0,02
DMS(5/) 44,2 10,4 51,1 1420,9 260,9 1,0 0,015
DMS(1/ ) 53,6 12,6 61,9 1721,2 316,0 1,2 0,018
Média Geral 74,4 11,9 86,3 1722,8 353,8 1,4 0,02
CV(/) 31,7 28,7 28,9 24,9 23,7 21,9 28,5

Amb 1- ambiente sem estresse de Al; Amb 2-ambiente com estresse de Al; DMS-Diferenga significativa
pelo teste de Tukey a 1 e 5/ de probabilidade; CV(/ )-Coeficiente de variagado.

Os gendtipos que obtiveram desempenho acima da média nos dois ambientes,

acima da média apenas na condicdo de estresse, abaixo da média nos ambientes e

acima da média apenas no ambiente sem estresse, sdo alocados nos quadrantes 1, 2, 3

e 4, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1: Dispersdo das médias de 11 gendtipos de cana-de-agUcar avaliados para as
caracteristicas relacionadas ao estresse de Al, em ambiente com condi¢ées normais (Eixo X) e
com estresse de Al (Eixo Y). Os eixos se interceptam na média da caracteristica. MTS, massa
total seca (g); MPAS, massa parte aérea seca (g); CRL, comprimento de raiz lateral (cm); CRA,
comprimento de raiz axial (cm).

Os gendtipos 2, 9 e 10 produziram elevada MTS nos dois ambientes. Em
contraste, os genétipos 4, 5, 7 e 8 foram os que menos produziram MTS nos dois
ambientes. Os gendtipos 3, 6, 9 e 11 produziram maior MTS no ambiente sem
estresse, em contraste, os genotipos 1 e 4 produziram, aproximadamente, 34/ menos
MTS no mesmo ambiente. O gendtipo 2 produziu quase o dobro de MTS no ambiente
com estresse de Al, que o gendtipo 4, que teve a menor producdo de biomassa. A
classificacdo dos gendtipos também foi semelhante para a MPAS (Figura 1A e B). Para
a producdo de biomassa em um ambiente com estresse de Al, os genétipos 2, 9 e 10

sdo de melhor desempenho, o contrario é observado para os gendtipos 4 e 8.

Em relacao ao CRL, os gendtipos 1, 2, 4 e 6, se destacaram na producdo de
raizes laterais nos dois ambientes. Ja os gendtipos 5, 7, 9 e 10 tiveram menor producdo

de raizes laterais nos dois ambientes.
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Em estresse de Al os gendtipos 7 e 8 produziram, aproximadamente, a metade
de raizes laterias, que os gendtipos 2 e 4. Entretanto, sem estresse de Al, o gendtipo 8
produziu o maior CRL e os gendtipos 3 e 9 os menores. Nenhum gendtipo obteve uma
producdo expressiva de raizes axiais (CRA) nos dois ambientes simultaneamente, com
excecdo do gendtipo 1, o qual apresentou uma discreta producdo acima da média no
ambiente com estresse de Al. Os gendtipos 2, 4 e 11 produziram mais raizes axiais sob
estresse e os gendtipos 3, 5 e 8 produziram mais em condicdo sem estresse de Al

(Figura 1Ce D).

Existe uma clara diferenca no comportamento dos gendtipos em estresse de Al.
O gendtipo 2 produz elevada parte aérea e raizes, o genétipo 4 nao produz tanta parte
aérea, porém tem grande producdo de raizes. Em contraste, o gendtipo 9 produz
elevada parte aérea e baixa formacao de raizes. O gendtipo 8, que apresentou baixo

desempenho, ndo produz nem parte e nem raizes de forma expressiva.

O teor de Al no sistema radical e na parte aérea dos gendtipos em estresse de
Al estd representado na Figura 2. O gendtipo 1 acumulou maior teor de Al na raiz e na
parte aérea. Os gendtipos 7 e 8 apresentaram maior teor de Al na raiz e abaixo da
média na parte aérea. Os gendtipos 6, 9 e 10 acumularam menor teor de Al na raiz e
maior teor na parte aérea, indicando grande translocacdo do Al da raiz para a parte
aérea. Mesmo assim foram eficientes na producdo de biomassa. Isso pode estd
relacionado com o mecanismo de desintoxicagdao interna do Al. O Al entra no
citoplasma e, uma vez no interior da célula, é desintoxicado pela complexa¢cdo com
componentes organicos (Kochian, 1995). Em milheto, por exemplo, 80/ do Al nas
folhas sdo estocados no vacuolo em complexos Al-oxalacetato (Shen et al., 2002). Por
outro lado, os gendtipos 2 e 5 acumularam Al acima da média na raiz e apresentaram
baixos teores na parte aérea, indicando que o elemento ficou quase restrito aos
tecidos radicais, com pouca translocacdo para a parte aérea. Os gendtipos 3, 4 e 11
ndo tiveram um acumulo expressivo de Al na parte e nem na raiz. Isso pode indicar que
esses genotipos possuem genes associados ao mecanismo de tolerdncia/exclusdo do
Al. A exclusdao pode ocorrer de diferentes maneiras. O complexo Al-carboxilato ndo é
transportado para dentro das raizes ou através das membranas das raizes, as taxas de
Al-ativado carboxilado liberados sao dose-dependente da atividade do Al na rizosfera.

Isso indica que o ambiente de estresse foi suficiente para ativar esse mecanismo nos
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gendtipos de cana-de-agucar. Outra possibilidade seria a superexpressao de genes que
codificam enzimas envolvidas na sintese de acidos organicos, o que resulta em um
aumento da tolerancia ao Al (Kochian, 2005). Muitos autores relataram uma forte
correlagdo entre exsudagdo de Al-ativado com carboxilados e tolerancia ao Al em
gramineas, tais como a exsudacdo de citrato em arroz (Ishikawa et al. 2000), sorgo
(Magalhdes 2002), milho (Piferos et al. 2002), de malato em trigo (Papernik et al.

2001), de citrato e malato em aveia (Zheng et al. 1998a).

ALPA Estresse
(dag kg-1)
3,0

41
10 2,5

9 ¢

6’ .
2,0 -

.

0,5 * 10 15 15 24 *5
ALR Estresse 11 ¢ L 2 7
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2
1,0 #

0,5 -

Figura 2: Dispersdao das médias de 11 gendtipos de cana-de-agucar
avaliados em estresse de Al. ALR, teor de Al na raiz (dag kg™); ALPA, teor de
Al na parte aérea (em 100; dag kg-1). Diferenca minima significativa com
Tukey a 1le5/ de probabilidade para ALPA, 1,8 e 1,5; para ALR, 1,16 e 0,96.

3.2 Correlagdes e analise de trilha

Apenas as correlagbes entre MTS e MPAS e entre ALR e CRL foram significativas
nos dois ambientes (Tabela 5). No ambiente sem estresse de Al, a correlacdo entre ALR
e MPAS (-0,57) e entre ALPA e MRS (0,53) foram significativas e de magnitudes
medianas. Esses resultados indicam que em condi¢cdes adequadas de nutrientes e
auséncia de Al trocavel, a planta tende a manter producdo adequada de biomassa

aérea, uma vez que ha baixa ou auséncia de absorgdo do elemento fitotéxico pelo
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sistema radical (correlacdo negativa entre ALR e MPAS). A presenca de Al na parte
aérea nado foi, de modo geral, impedimento para o desenvolvimento adequado do

sistema radical, como pode ser observado pela correlacdo positiva entre ALPA e MRS.

No ambiente com estresse de Al, as correlacdes entre CRL e CRA, CRL e ALR e
entre ALR e MRS foram significativas e de magnitude mediana (0,64, -0,64 e 0,58,
respectivamente). Houve correlacdo negativa entre comprimento de raiz e producdo
de massa pela planta. Esses resultados indicam uma provavel tendéncia da planta
investir em producdo de mais raizes para substituir o tecido radicular lesionado pelo
elemento fitotdxico (correlacdo positiva entre ALR e MRS). A correlacdo negativa entre
ALR e CRL pode ser explicada indiretamente como resposta a presenca do Al no

sistema radical, resultando em engrossamento das raizes.

Tabela 5: Correlagdo fenotipica entre as caracteristicas relacionadas ao
estresse de Al em 11 gendtipos de cana-de-aglcar, ambiente com estresse de
Al (abaixo da diagonal) e ambiente sem estresse (acima da diagonal).

MPAS MRS MTS CRL CRA ALR ALPA
MPAS - -0,36 0,99** -0,33 -0,41 -0,57" -0,22
MRS -0,02 - -0,22 -0,34 -0,19 0,55" 0,53"
MTS 0,97** 0,23 - -0,40 -0,46 -0,51 -0,15
CRL 0,07 -0,43 -0,05 - 0,16 -0,09 -0,06
CRA -0,08 0,00 -0,08 0,64* - -0,14 -0,17
ALR -0,13 0,58" 0,03 -0,64* -0,42 - 0,03

ALPA 0,20 0,31 0,27 -0,08 -0,37 -0,14 -
** * o *significativo a P<0,01, P<0,05 e P<0,10 de probabilidade pelo teste t.

A producdo de biomassa, bem como a tolerancia ao estresse de Al, sdo
caracteristicas complexas e influenciadas por varios caracteres inter-relacionados. A
analise de trilha nos permite avaliar os efeitos diretos e indiretos na quantificacdo da
magnitude e direcdo das influéncias de fatores na determinacdo de caracteristicas
complexas. Os coeficientes de correlacao das varidveis explicativas MRS, CRL, CRA, ALR

e ALPA sobre a MPAS foram decompostos em efeitos diretos e indiretos (Tabela 6).
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Tabela 6: Efeitos diretos e indiretos envolvendo a varidvel primaria dependente
MPAS (massa da parte aérea seca, g) e as varidveis independentes MRS (massa de
raiz seca, g), CRL (comprimento de raiz lateral, cm), CRA (comprimento de raiz axial,
cm), ALR (teor de Al na raiz, dag kg™), ALPA (teor de Al na parte aérea, dag kg™)
avaliadas em 11 gendtipos de cana-de-aglcar sem estresse de Al (AMB1) e com
estresse de Al (AMB2).

Variavel Efeito da associacao Estimativas
AMB1 AMB2
DIRETO SOBRE MPAS -0,10 0,24
INDIRETO VIA CRL 0,12 -0,09
MRS INDIRETO VIA CRA 0,10 0,00
INDIRETO VIA ALR -0,34 -0,16
INDIRETO VIA ALPA -0,14 -0,01
TOTAL -0,36 -0,02
DIRETO SOBRE MPAS -0,36 0,21
INDIRETO VIA MRS 0,03 -0,10
CRL INDIRETO VIA CRA -0,08 -0,22
INDIRETO VIA ALR 0,06 0,17
INDIRETO VIA ALPA 0,02 0,00
TOTAL -0,33 0,07
DIRETO SOBRE MPAS -0,51 -0,34
INDIRETO VIA MRS 0,02 0,00
CRA INDIRETO VIA CRL -0,06 0,13
INDIRETO VIA ALR 0,08 0,11
INDIRETO VIA ALPA 0,04 0,01
TOTAL -0,41 -0,08
DIRETO SOBRE MPAS -0,61 -0,27
INDIRETO VIA MRS -0,05 0,14
ALR INDIRETO VIA CRL 0,03 -0,13
INDIRETO VIA CRA 0,07 0,14
INDIRETO VIA ALPA -0,01 0,00
TOTAL -0,57 -0,13
DIRETO SOBRE MPAS -0,26 -0,03
INDIRETO VIA MRS -0,05 0,07
ALPA INDIRETO VIA CRL 0,02 -0,02
INDIRETO VIA CRA 0,09 0,13
INDIRETO VIA ALR -0,02 0,04
TOTAL -0,22 0,19
COEFICIENTE DE DETERMINACAO 0,77 0,06
EFEITO DA VARIAVEL RESIDUAL 0,47 0,97

O elevado coeficiente de determinacdo e o baixo efeito residual no ambiente
sem estresse de Al indicam que a MRS, CRA, ALR e ALPA explicam satisfatoriamente

grande parte da variagdo na MPAS. Entretanto, em estresse de Al, o coeficiente de
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determinacdo foi muito baixo e o efeito residual elevado, o que indica que outras
variaveis, ndao analisadas, podem interferir na varidvel principal MPAS. Sugere, para
trabalhos futuros com estresse de Al em cana-de-aclcar, que outras varidveis além das

presentes neste trabalho devem ser mensuradas.

No ambiente sem estresse, os efeitos diretos sobre a varidvel principal foram
negativos. Em condicdo de estresse de Al o desempenho foi similar, exceto para MRS e
CRL. O efeito direto do CRL e MRS sobre a MPAS, 0,24 e 0,21 respectivamente, indica
que as caracteristicas relacionadas com o sistema radical sdo de grande importancia na
producdo de biomassa pela planta em condicdo de estresse de Al. Resultado também

observado em cana-de-acglcar por Azeredo (1982), Landell (1989) e Oliveira (2012).

Os efeitos indiretos para MPAS, no ambiente sem estresse de Al, apresentaram
praticamente as mesmas magnitudes, exceto para MRS via ALR (-0,34) que foi o maior
efeito indireto nesse ambiente. Entretanto, com estresse de Al os efeito indiretos
foram maiores. Sendo o maior efeito indireto do CRL sobre a MPAS via CRA (-0,22).
Esses resultados indicam que a selecdo deve ser realizada em condi¢des de estresse.
Ademais, deve-se buscar um desempenho equilibrado entre a produc¢dao de biomassa

aérea e a producdo de raizes.

O efeito direto de MRS sobre MPAS foi negativo (-0,1) e inferior aos efeitos
indiretos, evidenciando a baixa contribuicdao dessa variavel para a formagao de massa
na parte aérea em condi¢des normais. O maior efeito direto, porém de relagao
negativa sobre a MPAS foi através do teor de Al na raiz (ALR, -0,61). Esse resultado era
esperado, uma vez que o acumulo do Al provoca estresse na planta com efeito na
reducdo da biomassa. Resultado semelhante também ocorreu com o efeito direto de
CRA sobre a MPAS (-0,51), em condi¢des normais, confirmando que o equilibrio na

producdo de raizes e biomassa aérea é fundamental.
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3.3 Analise discriminante

A avaliacdo em estdgios inicias sob condicGes de estresse abidtico é um
importante passo na conduc¢do de um programa de melhoramento focado na eficiéncia
nutricional e/ou tolerdncia a elementos tdxicos. Para isso, a andlise discriminante é

uma importante ferramenta para tomada de decisdes dos melhoristas.

Os genodtipos 2 e 8 devido ao desempenho contrastante em estresse de Al,
foram padronizados neste estudo, como tolerante e sensivel ao estresse de Al,
respectivamente. Com base nos padrdes de tolerdncia e sensibilidade, os demais
genoétipos, foram classificados, dentre eles os gendtipos 2 e 8 foram confirmados como
tolerante e sensivel ao Al, respectivamente (Tabela 7). Assim, as fun¢des estimadas
possuem consisténcia estatistica e as inferéncias a respeito dos demais gendtipos sao
validas. As funcdes estabelicidades poderdo ser utilizadas para uma futura classificacao

de novos gendétipos.

Gendtipos que possuem as trés repeticdes na mesma classe foram agrupados
em tolerante ou sensivel ao Al. Caso uma das repeti¢cdes nao fosse classificada como as
demais, o genétipo foi classificado como predominantemente sensivel ou tolerante.
Pela analise discriminante é possivel agrupar os gendtipos em quatro grupos distintos:
genodtipos tolerantes (T), 2, 4 e 11; gendtipos sensiveis ao Al (S), 8, 9 e 10; gendtipos
predominantemente tolerantes, 1, 5 e 7; gendtipos predominantemente sensiveis, 3 e
6. Dessa forma, os gendtipos pertencentes aos grupos extremos, tolerante e sensivel,
podem ser utilizados como genitores potenciais para formacdo de populacdes
segregantes para mapeamento de QTL sob estresse de Al. Pouco se sabe sobre estudos
de cruzamentos com gendtipos contrastantes para estresse abidtico, principalmente

com estresse de Al em cana-de-agUcar.
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Tabela 7: Classificacdo dos gendtipos de cana-de-aclcar em estresse de Al de acordo
com as respectivas estimativas das fungbes discriminantes, conforme o método de
Anderson (1958).

OBS GEN REP Dt(x) Ds(x) Grupo Classe Classificacao
1 1 1 16,17 11,78 1 T T/S
2 1 2 212,24 206,28 1 T T/S
3 1 3 -175,57 -172,46 2 S T/S
4 2 1 201,21 199,45 1 T T
5 2 2 220,77 219,01 1 T T
6 2 3 186,72 184,96 1 T T
7 3 1 150,29 153,57 2 S S/T
8 3 2 175,27 175,10 1 T S/T
9 3 3 171,00 172,16 2 S S/T
10 4 1 254,65 248,39 1 T T
11 4 2 413,27 405,72 1 T T
12 4 3 345,27 335,91 1 T T
13 5 1 14,71 15,23 2 S T/S
14 5 2 155,18 152,26 1 T T/S
15 5 3 261,79 260,42 1 T T/S
16 6 1 123,38 122,27 1 T S/T
17 6 2 -56,61 -51,35 2 S S/T
18 6 3 157,93 160,30 2 S S/T
19 7 1 -153,88 -153,77 2 S T/S
20 7 2 455,65 452,73 1 T T/S
21 7 3 -2,68 -4,40 1 T T/S
22 8 1 208,08 209,66 2 S S
23 8 2 226,39 227,96 2 S S
24 8 3 152,21 153,78 2 S S
25 9 1 -243,42 -239,31 2 S S
26 9 2 -65,71 -58,19 2 S S
27 9 3 -161,94 -155,55 2 S S
28 10 1 -33,32 -32,20 2 S S
29 10 2 -226,26 -218,66 2 S S
30 10 3 -101,51 -97,59 2 S S
31 11 1 -86,79 -89,29 1 T T
32 11 2 5,06 -2,74 1 T T
33 11 3 -212,20 -214,03 1 T T
T - Tolerante; S - Sensivel; T/S - Predominantemente Tolerante e S/T -

Predominantemente Sensivel. Taxa de erro aparente - 0/ . Numero de classificados -
6.
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A caracterizacdo dos genodtipos e o conhecimento da relagdo entre as
caracteristicas para tolerancia ao estresse de Al s3o as etapas iniciais para o
melhoramento para estresse abidtico. A partir disso, os melhoristas possuem o desafio
de tracar estratégias de melhoramento para aumentar a produgao em condigdes de
estresse. Parentoni et al. (2010) sugeriu para milho que um critério adequado de
selecdo para aumentar a eficiéncia em P deveria incluir a producdao de grdaos em
estresse de P e o conteudo de P no grdao em condigGes de alto P. Mundim et al. (2013)
concluiram para milho-pipoca que a selegdo em ambientes contrastantes de P deve ser
realizada para cada ambiente, podendo ser realizada via selecdo direta ou indireta. A
identificacdo de gendtipos de cana-de-aclcar tolerantes ao Al deve levar em
consideragdo caracteristicas radiculares e da parte aérea, bem como uma correlagdo
com produtividades em estagios de maior desenvolvimento da planta. A tentativa de
selecdo em condicOes de baixos insumos dificulta a expressdo ideal de muitas
caracteristicas desejadas, particularmente aqueles relacionados a produtividade e

qualidade (Hawkesford, 2012).

4. CONCLUSOES

As relagdes entre as caracteristicas ndo possuem uma magnitude e efeito
semelhante nos ambientes. Em estresse de Al a relacao entre as varidveis ndo teve
consisténcia através dos efeitos diretos e indiretos. Foram identificados os genétipos
tolerantes (2, 4 e 11) e sensiveis (8, 9 e 10) ao Al, que podem ser utilizados como
possiveis genitores no programa de melhoramento de cana-de-aglcar para estresse de

Al.
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