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RESUMO

Os programas de melhoramento de cana-de-actcar t€ém sido realizados
com o objetivo de se obter variedades resistentes a doengas, com alto acimulo
de sacarose ¢ adaptagcdo a diversos ambientes. Na literatura existem poucos
relatos sobre a influéncia de diferentes tipos e niveis de horménio com
caracteristicas agronomicas na cultura da cana-de-agtcar. Assim, os objetivos
deste trabalho foram comparar o perfil hormonal de trés variedades de cana-de-
acucar e relacionar com velocidade de crescimento, maturagio e susceptibilidade
a doencas. Diferentes formas dentro dos grupos hormonais auxinas, citocininas,
acido abscisico, acido jasmoénico, giberelinas e acido salicilico foram analisadas.
Foi possivel verificar relagdo entre velocidade de crescimento vegetativo e
niveis de giberelina GA1 e acido salicilico. Verificou-se que a auxina IAA-asp
pode estar relacionada com susceptibilidade a doengas, enquanto o horménio do
grupo do acido abscisico, ABAGE, pode estar relacionado com o periodo de
maturag¢do dos colmos de cana-de-agucar. A partir dessas informagdes sobre o
perfil hormonal da cana-de-aglicar, outras areas como biologia molecular,
cultura de tecidos ¢ até mesmo o melhoramento de plantas poderdo utiliza-las
para futuros trabalhos como, por exemplo, a descoberta de marcadores quimicos
e moleculares que possam estar relacionados com caracteres agronémicos da
cana-de-agucar.

Palavras-chave: cana-de-agucar, hormonios, fenotipos, maturagio,
susceptibilidade a doengas, velocidade de crescimento.



ABSTRACT

Sugarcane breeding programs have been conducted with the objective of
obtaining varieties resistant to disease, with high accumulation of sucrose and
adaptation to different environments. In literature, there are few reports
concerning the influence of different types and levels of hormone with
phenotypic characteristics in the sugarcane culture. Therefore, the objectives of
this study were to compare the hormonal profile of three sugarcane varieties and
relate them to growth rate, maturity and susceptibility to disease. We analyzed
different forms within the auxins, cytokinins, abscisic acid, jasmonic acid,
gibberellins and salicylic acid hormone groups. It was possible to verify the
relation between vegetative growth rate and GAlgibberellin and salicylic acid
levels. We observed that the IAA-asp auxin could be related to disease
susceptibility, while ABAGE, of the abscisic acid hormone group, can be related
to the maturation period of sugarcane stalks. With this information regarding
sugarcane hormonal profile, other fields, such as molecular biology, tissue
culture and even plant breeding, can use them for future works, such as for the
discovery of chemical and molecular markers, which may be related to
sugarcane agronomic traits.

Keywords: sugarcane, hormones, phenotype, maturation, disease susceptibility,
growth rate.
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1 INTRODUCAO

O rendimento econdmico da cana-de-acucar ¢ dado pela produgdo de
sacarose (o componente mais valioso). A fase fisiologica da cana-de-agucar que
proporciona um retorno econdémico devido ao acimulo de sacarose nos colmos ¢
a maturagdo. O processamento industrial da cana também pode ser dirigido
visando-se a produgdo de alcool, que é utilizado como combustivel e a partir dai,
empregado em toda a industria alcool-quimica. A cultura da cana-de-agucar
ocupa no Brasil uma 4rea de aproximadamente 5 milhdes de hectares, com
produgdo em torno de 340 milhdes de toneladas de colmos na safra 2001/2002.
Os principais produtos gerados sdo o agucar — cerca de 300 milhdes de sacas — e
0 alcool — cerca de 11 bilhdes de litros/ano. Dentre as principais regides
produtoras do pais se destacam o Centro Sul, com 3,5 milhdes de ha cultivados,
e o estado de Sdo Paulo é o responsavel por 2,5 milhdes de ha, nos quais a
produtividade média é de 70 t/ha, e a regido Nordeste, que cultiva cerca de 1 a
1,5 milhdo de ha e possui a produtividade média de 55 t/ha (TOPPA et al.,
2010).

As variedades de cana-de-acucar cultivadas sdo espécies de hibridos
interespecificos do género Saccharum L. Este género é caracterizado por um alto
nivel de ploidia ¢ ancuploidia ¢ é composto por oito espécies: Saccharum
officinarum, Saccharum barberi, Saccharum sinense, Saccharum spontaneum,
Saccharum edule, Saccharum miscanthus, Saccharum erianthus e Saccharum
robustum (BLACKBURN, 1984; D'HONT et al., 1998). As espécies S.barberi e
S.sinense sdo espécies cultivadas desde a pré-histéria na India e na China.
Acredita-se que a espécie S.barberi seja um produto de introgressdo entre
S.officinarum e S. erianthus, enquanto S. sinense seria produto da introgressao
entre S. officinarum e S. miscanthus. Saccharum robustum ¢ considerada um

passo intermediario no processo evolutivo iniciado com o cruzamento entre S.
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officinarum e Saccharum spontaneum. A espécie Saccharum edule é muito
parecida com S. robustum, exceto pelo formato de sua inflorescéncia
(DANIELS; ROACH, 1987; D'HONT et al., 1996). As variedades comerciais
de cana-de-agucar modernas sdo hibridos interespecificos entre S.officinarum e
S. spontaneum, sendo a primeira eficiente no acumulo de sacarose e a segunda
resistente a doengas ¢ estresses abidticos (BLACKBURN, 1984; D'HONT et al.,
1998). Acredita-se que as canas comerciais, produzidas pelas empresas de
melhoramento, tenham em sua composi¢do 80% de Saccharum officinarum e
20% de Saccharum spontaneum (BULL; GLASZIOU, 1979; D'HONT et al.,
1996).

A cana-de-agucar ¢ uma graminea semiperene (COOPERATIVA DOS
PRODUTORES DE CANA, ACUCAR E ALCOOL DO ESTADO DE SAO
PAULO - COPERSUCAR, 1998), que perfilha de maneira abundante na fase
inicial do desenvolvimento (RODRIGUES, 1995). Possui capacidade unica de
acumular grandes quantidades de sacarose em seus colmos, devido a
organizagdo diferenciada de seus tecidos (ALEXANDER, 1985). Os entrenos
possuem estruturas celulares especializadas para transferéncia e armazenagem
da sacarose. Para isso ocorrer em cada entrend ha uma folha em forma de 1amina
anexada pela bainha. A bainha possui um conjunto de células com alta eficiéncia
na captura de carbono (MOORE; BOTHA, 2014). A analise da anatomia das
folhas e dos colmos de uma cultivar mais produtiva revelou que o espago
apoplastico no parénquina dos entrends possui um grande volume, que pode
estar relacionado com a capacidade de transportar e armazenar sacarose
(TEJERA; RODES; ORTEGA, 2007).

Nos programas de melhoramento, caracteristicas agrondmicas
importantes como o crescimento vegetativo, teor de sacarose e resisténcia a
doengas tém sido aprimoradas em cana-de-agucar. Os cruzamentos realizados no

melhoramento desta cultura visam ao uso de variedades com tolerancia aos
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estresses abidticos, com maior resisténcia a doengas, com alto acimulo de
sacarose nos colmos, visando obter variedades mais produtivas e importantes
para a economia (MOORE; BOTHA, 2014). A determinagdo destes caracteres
agrondmicos é dada pela variacdo genética explorada nos cruzamentos, pela
influéncia do ambiente e também pela agdo dos hormdnios vegetais (DAVIES,
2010).

Os hormoénios vegetais estdo presentes em baixas concentragdes e tém
relevante papel em diversos processos fisioldgicos e na determinagdo de
fendtipos das plantas. Eles regulam todo o desenvolvimento das plantas a partir
da fertilizagdo que leva a formacao do individuo, influenciando processos como
divisdo e diferenciagdo celular, embriogénese, desenvolvimento de brotos e
raizes, florescimento, formagdo de gametas, desenvolvimento da semente,
germinacgao, percepgdo e resposta aos sinais do ambiente (DAVIES, 2010).

As auxinas estdo envolvidas em praticamente todos os aspectos do
crescimento e desenvolvimento da planta, sendo considerada a principal
controladora do formato da planta (MOORE; BOTHA, 2014). O 4cido
jasmonico e o acido salicilico participam do sistema de protecdo das plantas
contra o ataque de insetos ¢ infeccdo de patogenos como fungos e bactérias. O
acido abscisico pode estar relacionado com o periodo de maturagdo da cana-de-
agUcar, em que ocorre o acumulo de sacarose, pois sua fungdo ¢ controlar a
abertura ¢ o fechamento dos estomatos em condigdes de estresse (MOORE;
BOTHA, 2014). As giberelinas estdo relacionadas com o crescimento do caule
da cana-de-agucar (MOORE, 1980; MOORE; BUREN, 1978). As citocininas
s80 hormoénios com a fung¢do de realizar o alongamento das células e também a
expansdo das folhas e cotilédones. Esses horménios podem ainda interagir de
forma complexa como resposta fisioldgica a diferentes condi¢des ambientais,

como por exemplo, ao ataque de patdgenos e/ou insetos (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Visando entender que as variedades diferentes de cana-de-agticar podem
apresentar concentragdes hormonais diferentes e que podem ter alguma relagio
com os caracteres agronomicos, os objetivos deste trabalho foram verificar se
existe diferenca entre as concentracdes de hormonios vegetais em trés diferentes
variedades ndo parentais de cana-de-actcar e relacionar caracteres como
velocidade de crescimento, maturagdo e susceptibilidade a doengas com os

hormonios analisados.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos do melhoramento de cana-de-agticar

As variedades de cana-de-agtcar cultivadas sdo espécies de hibridos
interespecificos do género Saccharum. Este género é caracterizado por um alto
nivel de ploidia e aneuploidia e é composto por oito espécies: S. officinarum, S.
barberi, S. sinense, S. spontaneum, S. edule, S. miscanthus, S. erianthus e S.
robustum (BLACKBURN, 1984; D'HONT et al., 1998).

A espécie S. officinarum € originaria do Pacifico Sul, provavelmente da
Nova Guiné e é chamada de cana “nobre” devido ao alto teor de sacarose em
seus colmos. As demais espécies tém seu centro de origem distribuido pela
Africa, India e China (BLACKBURN, 1984). Ja a espécie S. spontaneum é
pequena, altamente polimorfica, resistente a doengas, tem alta quantidade de
fibra, tolerante a seca e ¢ bem vigorosa (D'HONT et al, 1996;
SCREENIVASAN; AHLOOVALIA; HEINZ, 1987).

S. barberie ¢ S. sinense sdo espécies selvagens de cana-de-agtcar
cultivadas desde a pré-histéria na india e na China. Acredita-se que a espécie
S.barberi seja um produto de introgressdo entre S. officinarum x S. Erianthus,
enquanto S. sinense seria produto da introgressdo entre S. officinarum e S.
Miscanthus. S. robustum também ¢ selvagem e acredita-se ter sido um passo
intermediario no processo evolutivo do cruzamento entre S. officinarum e S.
spontaneum. A espécie S. edule é muito parecida com a S. robustum exceto pelo
formato de sua inflorescéncia. Estas espécies e todos os cruzamentos realizados
entre elas geraram as variedades modernas (DANIELS; ROACH, 1987;
D'HONT et al.,, 1996). As cultivares de cana-de-acicar que s3o utilizadas
atualmente sdo hibridos interespecificos de 6* a 10* geragdo, que tém em sua

composicdo aproximadamente 80% de S. officinarum e o restante de S.
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spontaneum. No melhoramento trabalha-se com estes hibridos interespecificos
com o intuito de ter plantas resistentes a doencas, vigorosas, adaptaveis a
diferentes ambientes, com tolerancia ao estresse hidrico e o alto acimulo de

sacarose (BULL; GLASZIOU, 1979, D’'HONT et al., 1996).

2.2 Aspectos fisiolégicos da cana-de-agucar

A cana-de-agtcar ¢ uma graminea semiperene (COPERSUCAR, 1998),
que perfilha de maneira abundante na fase inicial do desenvolvimento. Quando
se estabelece como cultura, o auto-sombreamento induz a inibi¢do do
perfilhamento e aceleragdo do colmo principal. O crescimento em altura
continua até a ocorréncia de alguma limitagdo no suprimento de agua, baixas
temperaturas ou ainda devido ao florescimento (RODRIGUES, 1995). E uma
monocotiledonea que possui capacidade tnica de acumular grandes quantidades
de sacarose em seus colmos.

As caracteristicas dos cultivares influenciam a eficiéncia fotossintética
da cana, além das variagdes climaticas que prevalecem durante o
desenvolvimento da cultura. A fotossintese é correlacionada negativamente com
a largura das folhas e positivamente com a sua espessura. A posi¢do e a idade
das folhas influenciam a capacidade fotossintética (MOORE; BOTHA, 2014).

A cultura de cana-de-agtcar possui uma capacidade especializada de
sintetizar e transportar altos teores de sacaroses. Esta habilidade esta
intimamente ligada as caracteristicas anatdmicas dos colmos e folhas. Desde os
primeiros relatos do cultivo de cana-de-agucar, o colmo ¢ reconhecido como o
tecido de armazenamento (ALEXANDER, 1985). Os entrends possuem
estruturas celulares especializados para transferéncia e armazenagem da
sacarose. Para isso ocorrer em cada entrend ha uma folha em forma de lamina

anexada pela bainha. A bainha possui um conjunto de células com alta eficiéncia
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na captura de carbono (MOORE; BOTHA, 2014). A andlise da anatomia das
folhas e dos colmos de uma cultivar mais produtiva revelou que o espago
apoplastico no parénquina dos entrends possui um grande volume, que pode
estar relacionado com a capacidade de transportar e armazenar sacarose
(TEJERA et al., 2007).

O ciclo de uma planta de cana-de-agucar esta dividido em: germinagao,
desenvolvimento vegetativo e o desenvolvimento reprodutivo. Na germinagéo ¢
estabelecido o plano basico do corpo da planta, ou seja, os meristemas da parte
adrea e da raiz a partir da gema. O desenvolvimento vegetativo comeca com a
germinacdo das gemas até o estabelecimento dos meristemas vegetativos. Esse
crescimento vegetativo pode continuar por meses até a planta sofrer uma
transicdo para o desenvolvimento reprodutivo, resultando na producdo de um
novo zigoto para iniciar o ciclo novamente. Em algum momento, ocorrerd a
senescéncia, ou seja, a planta adulta morre (BONNETT; SALTER; BERDING,
2005).

Na agricultura, a cana-de-acicar ¢ propagada vegetativamente e a
germinagdo se refere ao inicio do crescimento das gemas. O plantio pode ser
feito com gemas individuais ou com o colmo inteiro. Elas germinam
rapidamente em solos mais quentes (35°C) e um pouco mais lentamente em
solos frios (18°C). Como sua origem ¢ em locais de clima umido, ¢ importante
contar com a irrigacdo na fase inicial do desenvolvimento (BULL, 2000; HAM;
MCGUIRE; KINGSTON, 2000; WILLCOX; GARSIDE; BRAUNACK, 2000).

Durante as fases iniciais de germinago, na regido onde se encontram os
nos, se inicia a emissdo de raizes que ndo estdo ligadas ao broto. Estas raizes sdo
importantes para manter a umidade dos colmos até a primeira raiz da gema
surgir. Em seguida, surgem os brotos em cada gema. Enquanto os brotos e as
raizes se desenvolvem, novas gemas se desenvolvem abaixo do solo para dar

origem a brotos secundarios e tercidrios (BULL, 2000).
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Apos brotos e raizes se estabelecerem, inicia-se a fase de crescimento,
ou seja, o alongamento do colmo. Este crescimento acontece até o momento de
alguns entrends estarem prontos para serem carregados de sacarose. O acumulo
de sacarose ocorre na maturagdo dos colmos da cana-de-agucar. A planta
diminui seu crescimento e este processo ocorre nas épocas de pouca chuva e
baixa temperatura. Enquanto a folha verde estd ligada ao entrenod, a parede
celular das células do colmo se alongam e a sacarose ¢ acumulada nas células do
parénquima. O ciclo do entrend finaliza quando a folha se desprende. Apds
alguns dias do corte surgem novas plantas a partir das soqueiras. Elas crescem
muito mais rapido do que a planta original, pois o sistema de raizes formado
inicialmente ja se encontra no solo. Estas plantas podem ser cortadas apos um

ano, ou dependendo do ciclo da variedade plantada (BULL, 2000).

2.3 As doencas na cultura da cana-de-agucar

As doengas mais importantes sdo mitigadas com o uso de variedades
resistentes. Porém, o fato de o controle estar embutido nas caracteristicas
agrondmicas da planta faz com que alguns produtores rurais desconhecam o
valor da variedade. Entretanto, como a maioria das resisténcias a doengas nessa
cultura ¢ de carater quantitativo e ndo qualitativo; ou seja, a resisténcia nédo ¢
absoluta, mas gradual, muitas variedades em cultivo podem apresentar certo
nivel de suscetibilidade, dependendo da condicdo ambiental em que elas se
encontram, a algumas doengas (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 1994).

Nos programas de melhoramento, caracteristicas importantes como a
resisténcia a doengas tém sido aprimoradas em cana-de-agucar. As doencas estio
diretamente relacionadas a produtividade. O prévio conhecimento da reagao as

doencas dos genitores envolvidos em cruzamentos ¢ condig¢do essencial para que
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se possa executar o programa de melhoramento. A caracterizagdo da reagdo dos
genitores visa promover uma prospeccdo de genes de resisténcia para depois
tentar transmiti-los a progénie por meio de cruzamentos dirigidos
(FERNANDES, 2006).

Os cruzamentos realizados possuem objetivos de ter variedades mais
resistentes a doencas ¢ com isso maior produtividade (MOORE; BOTHA,
2014). As doengas como ferrugem alaranjada (Puccinia kuehnii), ferrugem
marrom (Puccinia melanocephala) e carvao (Ustilago scitaminea) sdo causadas
por fungos. Os fungos causadores da ferrugem atacam as folhas e o do carvéo, o
meristema apical (CRUZ; JERONIMO; PERDONA, 2014). A escaldadura
(Xanthomonas albilineans) ¢ uma bactéria que afeta o sistema vascular das
plantas e as folhas apresentam os sintomas. O virus do mosaico ¢ o causador de
manchas amareladas nas folhas e ¢ transmitido através de pulgdes contaminados
pelo virus (CROFT; MAGAREY; WHITTLE, 2000). Como mencionado, a
maioria das doencas atacam as folhas, as quais estdo diretamente relacionadas
com o acimulo de sacarose nos colmos, diminuindo assim a produtividade

(MOORE; BOTHA, 2014).
2.4 Hormonios

O termo “hormoénio de planta” refere-se a um grupo de substincias
organicas que ocorrem naturalmente nas plantas e que influencia processos
fisiologicos em baixas concentragdes. Os hormonios, diretamente ou
indiretamente, regulam praticamente todos os processos das plantas, desde a
formagdo dos gametas até a fertilizacdo, divisdo e diferenciacdo celular,
embriogénese, desenvolvimento de brotos e raizes, florescimento,
desenvolvimento da semente, germinagdo, percepcdo e resposta aos sinais do

ambiente (DAVIES, 2010).
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Sdo descritos cinco diferentes tipos de hormdnios, chamados de auxinas,
giberelinas, citocininas, acido abscisico e etileno. Segundo Moore e Botha
(2014) hoje s@o reconhecidos outros hormoénios de plantas que devem ser
adicionados a essa lista como: os brassinosterdides, jasmonatos, acido salicilico,
os peptideos hormonais e strigolactonas.

A influéncia dos hormonios depende de trés fatores (DAVIES, 2010):
primeiro, a quantidade que esta presente no tecido, ou seja, o efeito de
biossintese, degradacdo, conjugagdo ¢ translocagdo do hormoénio; segundo a
localiza¢do do hormonio, que seria o resultado da sua biossintese, translocagéo e
movimento; € em terceiro, a capacidade de resposta dos tecidos, que ¢
influenciada principalmente pela presenga de receptores e pela regulagdo da via
de transdugdo de sinais.

E importante também reconhecer que a resposta de uma planta é uma
combinagdo de sinais internos e externos (MOORE; BOTHA, 2014). Alguns
estudos mostram que o efeito de um horménio é dependente do nivel de
atividade de outros hormonios na planta, podendo ocorrer uma interagéo
complexa entre eles (ROSS; WESTON; DAVIDSON, 2011). Estas interagdes
ocorrem em resposta a estresses abioticos, agdo de patdgenos, insetos, regulando
hormédnios como 4acido salicilico e dcido jasménico, juntamente com a agdo de
hormonios como giberelinas, citocininas, auxinas ¢ acido abscisico (TAIZ;

ZEIGER, 2009).
2.4.1 Auxinas

A auxina ou IAA (acido-3-indol-acético) ¢ um hormdnio vegetal
multifuncional. Ela estd envolvida em praticamente todos os aspectos do
crescimento e desenvolvimento da planta, sendo considerada a principal

controladora do formato da planta (MOORE; BOTHA, 2014).
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A auxina foi descoberta em 1880 por Charles Darwin que realizou uma
série de experimentos observando o movimento de plantas de aveia ao cortar a
ponta dos coledptilos ou cobrindo-os com tinta ou uma capa de cor opaca,
impedindo assim que as plantas se voltassem para a luz. Ele chamou as auxinas,
inicialmente, de “hormonio do crescimento” baseado na capacidade que as
auxinas tinham de estimular o crescimento das plantas em resposta a luz
(fototropismo) e a gravidade (gravitropismo). Cinquenta anos mais tarde Fritz
identificou o IAA, chamando-o de regulador de crescimento (TAIZ; ZEIGER,
2009).

A biossintese da auxina ocorre em meristemas apicais ¢ em tecidos
jovens em divisdo. Contudo, aplicacdo de inibidores do transporte de auxina
bloqueia o acimulo de IAA no meristema apical, sugerindo que a auxina apical
¢ transportada para outras regides, provavelmente para folhas jovens e para
primérdios foliares em desenvolvimento (LJUNG; BHALERAO; ANDDBERG,
2001). Meristema apical de raiz sdo também locais para sintese de auxina
(LJUNG; HULL; CELENZA, 2005).

Para a biossintese do IAA existem dois tipos de caminhos: dependentes
de triptofano e as independentes de triptofano. As rotas dependentes de
triptofano sdo quatro, sendo trés vegetais € uma bacteriana. As rotas vegetais
sdo: rota da triptamina (TAN), rota do acido-indol-3-pirtivico (AIP), rota do
acido-indol-3-acetonitrila (IAN). A rota bacteriana ¢ a rota indol-3-acetamina
(IAM). A rota predominante para as gramineas ¢ a rota IAN. As rotas
independentes de triptofano s3o bem pouco compreendidas, mas sabe-se que ¢
mais predominante em plantas com desenvolvimento de caule e raiz diferente da
rota dependente de triptofano que ¢ mais predominante em fases de crescimento
e quando ocorre alguma injuria (ferimentos) na planta (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Trabalhos mostram que auxinas exdgenas como o 2,4-acido

diclorofenoxiacético (2,4-D), que pode ser utilizado como um herbicida seletivo,
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quando aplicadas em dicotiledoneas e gramineas, foi observado ser mais letal
para dicotiledéneas que para gramineas. Esta seletividade pode ser devido a
translocag@o restrita, a degradacdo rapida, a diferenca da anatomia vascular ou a
percepgao alterada das auxinas (MCSTEEN, 2010).

Sabe-se que o transporte das auxinas durante a embriogé€nese pode
desempenhar alguns papéis importantes dentre eles: estabelecer o nimero de
cotilédones, padronizagdo da vasculatura da folha, ou seja, paralela para
gramineas ou reticuladas em dicotiledoneas e o estabelecimento de raizes
laterais ou adventicias como em gramineas, em vez de raiz primaria como em
dicotiledoneas (MCSTEEN, 2010).

Apesar da diversidade morfologica entre monocotiledoneas e
dicotiledoneas existe uma forte conservacido evolutiva quando se fala em
mecanismos moleculares, ou seja, 0s mecanismos responsaveis por controlar a
biossintese de auxinas, homeostase, transporte e a transdug¢do de sinal
(BAUMANN; SALTIEL, 2001; MUDAY; MURPHY, 2002; SIMPSON;
WHITEHEAD; JAMES, 2001).

Existem também as auxinas conjugadas com aminodcidos (formas
inativas) como, por exemplo, IAA-val (Indol-3-acetil valina), IAA-Ile (N-(3-
Indolacetil)-L-Isoleucina), IAA-Me (Indol-3-acético 4cido metil Ester) e IAA-
Asp (indol-3-acetil aspartato). Elas s3o responsaveis em manter a homeostase
das auxinas (KORASICK; ENDERS; STRADER, 2013). Estudos com IAA-
Aspem Arabidopsis thaliana, mostrou que bactérias e fungos, patogénicos e
simbiontes, sequestram o hormoénio IAA, acumulando-o na forma conjugada
[AA-asp para promover o desenvolvimento de doencas, pela regulacido da
transcrigio de genes de viruléncia (GONZALES-LAMOTHE et al., 2012;
LUDWIG-MULLER, 2015). Outro trabalho com Arabidopsis thaliana mostrou
que talvez as auxinas conjugadas com aminoacidos estejam relacionadas a

diminuicdo do alongamento das raizes (LECLERE et al., 2002).
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2.4.2 Citocininas

Desde 1913 as citocininas vém sendo estudadas. Neste periodo ndo se
sabia ao certo quais suas fungdes principais, porém Haberlandt (1913)
identificou em batatas um sinal no sistema vascular que era necessario para
induzir a divisdo celular durante a cicatrizagdo de feridas nas plantas. Nas
décadas de 40 e 50 varios grupos independentes trabalhavam em busca do fator
que causava a divisdo celular. Um dos trabalhos que se destacaram na época foi
de Van-Overbeek, Conklin e Blakeslee (1941), no qual foi identificada uma
substancia na agua de coco que causava a divisdo celular. Pesquisa com DNA de
esperma de arenque autoclavado apresentava um forte efeito na promogio da
divisdo celular. A substancia isolada nesta pesquisa foi a cinetina. Esta
substancia ndo ocorre naturalmente nas plantas. A zeatina foi a primeira
citocinina natural de plantas identificada. Ela foi isolada do endosperma maduro
de milho (LETHAM; MILLER, 1965). Em 1974 (LETHAM, 1974) identificou
que a substancia que continha na dgua de coco e causava a divisdo celular era a
zeatina. Como consequéncia dessas descobertas muitas citocininas, que ocorrem
naturalmente e possuem estruturas semelhantes a cinetina, foram identificadas
em diversas plantas. Foram identificadas desde citocininas livres até as
conjugadas com um glicosideo, nucleotideo ou até mesmo um ribosideo
(MOORE; BOTHA, 2014).

As citocininas est2o ligadas a diversos fatores no desenvolvimento da
planta principalmente quando se fala de diferenciagdo celular. Elas participam
de alguns processos nas plantas como a senescéncia foliar, mobilizagdo de
nutrientes, a dominancia apical, forma¢do dos meristemas apicais e caulinares,
desenvolvimento floral, quebra de dorméncia de gemas e germinacdo de
sementes. Quando regulada pela luz, as citocininas produzem a diferenciagio

dos cloroplastos, o desenvolvimento do metabolismo autotrofico e a expansio de
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folhas e cotilédones (TAIZ; ZEIGER, 2009). Em gramineas as citocininas
promovem o perfilhamento; modificam a domindncia apical promovendo a
formagdo de gemas laterais e ramificagdes; agem sobre a expansdo das folhas e
dos cotilédones, no desenvolvimento do cloroplasto ¢ modulam a atividade
estomatica (HA; VANKOVA; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2012). Ela
controla também a divisdo de tecidos maduros (TAIZ; ZEIGER, 2009).

As citocininas sdo divididas em ativas e inativas ¢ possuem a fungéo de
garantir a homeostase da biossintese. Os substratos ativos sdo a iP
(Isopenteniladenina), zeatina e a dihidrozeatina (DHZ). Um trabalho realizado
com tabaco mostrou que no inicio da fase vegetativa as formas ativas de
citocininas sdo encontradas em abundancia quando comparadas com a fase final
do crescimento vegetativo (DEWITTE et al., 1999). As formas inativas, ou seja,
o substrato conjugado com agucares sdo: zeatinaG, zeatinaR, DHZR
(dihidrozeatinaribosideo) e iPR (isopenteniladenosina ) (TAIZ; ZEIGER, 2009).
Estudos com arroz perene e anual mostram que a concentragdo de zeatinaR em
colmos ndo ¢ significativa (ZHAO et al., 2012). Em meristema apical de tabaco
as formas inativas citadas acima foram encontradas em baixa concentragdo no
periodo de transicdo entre a fase vegetativa e¢ reprodutiva (DEWITTE et al.,
1999).

Como outros hormonios vegetais, as citocininas estdo envolvidas no
controle de uma variedade de processos de desenvolvimento (DAVIES, 2004;
SPICHAL, 2012; TAIZ; ZEIGER, 2009; WERNER; SCHMULLING, 2009).
No entanto, em cana-de-agucar sabe-se pouco sobre o papel das citocininas no
desenvolvimento vegetativo. As citocininas sdo abundantes em todos os 6rgdos
que se dividem ativamente como folhas em desenvolvimento, estruturas
reprodutivas e sementes germinando (DAVIES, 2004). Trabalhos realizados
com solanaceas em que citocininas foram aplicadas exogenamente foram

observados comportamentos, como aumento no numero de folhas, referentes a
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este hormoénio. Verificou-se que as citocininas sdo essenciais para inducdo e a
manuten¢do de células em proliferacio de muitas espécies de plantas

(BHOJWANI; RAZDAN, 1983).

2.4.3 Acido abscisico

O é4cido abscisico (ABA) é um hormdnio sintetizado em quase todas as
células das plantas que possuem cloroplasto e amiloplasto. Sua sintese ¢
normalmente mantida em baixos niveis nas células vegetais que ndo estdo
passando por estresse. Porém, pode ser regulada de forma positiva em resposta a
estimulos ambientais ou durante fases especificas do desenvolvimento. Pode
também estar relacionado com a abscisfo foliar ou com a senescéncia. Pode
também ser um antagonista com auxina, citocininas, giberelinas, etileno e
brassinosterdides podendo influenciar alguns aspectos no desenvolvimento da
planta (MOORE; BOTHA, 2014). O ABA esta envolvido com numerosos outros
processos durante o ciclo da planta. Ele esta relacionado com a regulagem do
crescimento, a abertura estomatica, a maturagdo e a dorméncia de sementes
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

Folhas maduras e bem hidratadas de cana podem conter vestigios de
ABA, porém plantas submetidas a seca acumulam quantidades relativamente
grandes de ABA nas folhas (MOST, 1971). Durante um estresse hidrico gradual,
a sintese de ABA ¢ regulada positivamente nas folhas imediatamente antes delas
murcharem (MOORE; BOTHA, 2014). As diferentes partes da planta sio
capazes de regular a sintese de ABA dependendo do ambiente onde ela se
encontra, podendo alterar o desenvolvimento e o crescimento.

O 4cido faseico (PA) normalmente ¢ inativado por uma oxidacdo do
ABA. O horménio DPA (4acido dihidroxifaseico) ndo apresenta atividade. Ele

também ¢ uma forma conjugada do ABA que sofre uma oxidagdo formando o
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DPA. Sabe-se que a biossintese de ABA ¢ sensivel a condi¢gdes de estresse. Com
isso o catabolismo de ABA em resposta as condi¢des ambientais se faz
necessario. PA e DPA aumentam quando o ABA produzido também ¢
aumentado. Eles continuam aumentando mesmo quando os niveis de ABA
atingem o platd6 (NAMBARA; MARION-POLL, 2005). Em plantas como
Phasealus vulgaris, Xanthium strumarium ¢ Arabidopsis thaliana foi observado
que apds as plantas serem reidratadas, depois de passarem por condi¢des de
estresse hidrico, o nivel de ABA diminuiu e houve um aumento concomitante do
PA e DPA (HARRISON; WALTON, 1975; KUSHIRO et al., 2004
ZEEVAART, 1980).

O OHABA (7-hidroxi acido abscisico) ¢ uma forma intermediaria
instivel que é rapidamente convertido em PA e DPA. J4 o ABAGE (Acido
abscisico glicose Ester) é o horménio ABA conjugado. Essa conjugacdo ocorre
com uma glicose. Este tipo de metabolito acumula-se no vactiolo no decorrer do
envelhecimento (BRAY; ZEEVAART, 1985; MARIN et al., 1996). Quando se
analisa este hormonio em condi¢des de estresse verifica-se que ele ndo se
correlaciona com as mudancas nos niveis de ABA ativo, em contraste com as
formas PA ¢ DPA. Sugere-se que a conjugacido do ABA ¢ regulada pelos tecidos
e condigdes em que as plantas se encontram (ZEEVAART, 1999). Outro
conceito relacionado a0 ABAGE ¢ a ativacdo do mesmo em resposta a estimulos
ambientais sendo este uma via importante para a rapida ativacgéo e sinaliza¢do do
ABA nas células vegetais. Este conceito ¢ apoiado em um estudo feito com
mutantes Arabidopsis thaliana deficientes para B-glucosidases que apresentaram
niveis menores de ABA nas folhas e maior sensibilidade ao estresse abidtico
(LEE; PIAO; KIM, 2006). O estresse abiotico tem um papel influenciador no
acumulo de ABA ¢ conhecido também por influenciar na interacdo planta-

patdgeno (ADIE et al., 2007). Sabe-se que o ABA possui um papel influenciador
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quanto a resisténcia a doengas, estando ele em niveis altos ou baixos

dependendo da espécie estudada (MAUCH-MANI; MAUCH, 2005).

2.4.4 Giberelinas

De acordo com Moore ¢ Botha (2014) e Taiz e Zeiger (2009) para o
grupo das giberelinas t€ém-se formas ativas, inativas e precursores. A GA1 (4cido
giberélico 1) é considerado a forma bioativa das giberelinas. O precursor e o pré-
precursor para a GAl s3o a GA20 (4cido giberélico 20) e a GAS3 (acido
giberélico 53) respectivamente. A forma inativa, ou seja, que sofreu
hidroxidagio, ¢ a GAS8 (4cido giberélico 8). Estes hormonios estdo normalmente
relacionados com o crescimento do caule. As formas diferenciadas de hormoénios
servem para garantir a homeostase, ou seja, o balango relativo entre sintese e
inativagdo hormonal. Este processo acontece para prevenir o alongamento
excessivo do caule. Parte da resposta da planta a GA bioativa ¢ diminuir a
biossintese de GA estimulando o catabolismo.

Trabalhos realizados com mutantes de Arabidopsis, milho e trigo, com
fendtipos andes, sugerem que as plantas ands possuem um acumulo de
giberelinas ativas GAl, porém apresentam reducdo na resposta a estas
giberelinas e isso, fez com que houvesse uma elevada biossintese de giberelinas
precursoras (GAS3 e GA20) e um acumulo de GA8 a forma inativa das
giberelinas (HADDEN; KAMIYA, 1997; ROSS; MURFET; REID, 1997). Este
dado sugere que plantas com crescimento mais lento, apesar de apresentarem
elevada biossintese de precursores e alta giberelina ativa GA1, podem apresentar
maior quantidade de giberelinas inativas GAS8. Outro trabalho realizado com
ervilhas colocadas no escuro apds receberem duas horas de luz mostrou uma
reducdo nitida da giberelina ativa GA1, aumento da biossintese de GAS3 e

GA20 e aumento consideravel na giberelina inativa GAS8, diminuindo assim, a
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taxa de crescimento das plantas (ALI-ALI et al., 1999; GIL; GARCIA-
MARTINEZ, 1998).

O efeito mais acentuado das giberelinas ¢ em relagdo a regulacdo do
crescimento da parte aérea. O mecanismo por tras do crescimento do caule, que
¢ induzido pelas giberelinas, ndo ¢ totalmente compreendido, mas é em grande
parte resultado da rapida divisdo e do alongamento celular, como visto em arroz
(MOORE; BOTHA, 2014).

As auxinas e as giberelinas estdo relacionadas com o alongamento
celular, mas os efeitos desses dois hormonios sdo mediados por diferentes
mecanismos. As auxinas estimulam a expansio celular pela rapida secreg¢do de
fons H' agindo como um intermediario entre a auxina e a parede celular
causando um afrouxamento das proteinas chamadas expansinas. J4 as giberelinas
agem no alongamento celular relaxando a parede celular através da acdo de
hidrolases, aumentando assim a extensibilidade da parede. A indugdo das
giberelinas para o alongamento e crescimento da parede celular ¢ uma fase bem
mais demorada do que a inducdo por auxina. Isto sugere que, para ocorrer o
alongamento celular, a giberelina é dependente da acdo da auxina (YANG;
DAVIES; REID, 1996). Esta afirmagdo ¢ reforcada pelo fato de que as
giberelinas nunca foram detectadas na completa auséncia de auxinas. De fato, as
auxinas promovem fortemente a sintese de giberelinas (ROSS; WESTON;
DAVIDSON, 2011).

Um tépico extensamente pesquisado € com relagdo ao uso de giberelinas
no campo como um regulador de desenvolvimento dos colmos em cana-de-
acgucar. Estudos mostram que quando se aplica GA; exdgena tem-se notavel
aumento do comprimento dos entrends na cana-de-agucar (MOORE, 1980;
MOORE; BUREN, 1978). O efeito da GA; no alongamento e peso do colmo ¢
dependente do meio ambiente, genotipo, quantidade e frequéncia de aplicag@o de

giberelinas (MOORE, 1980).
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2.4.5 Acido jasménico

O 4cido jasmonico possui o papel bioldgico de dar prote¢do para as
plantas e a regulacdo do crescimento e desenvolvimento das mesmas (HOWE,
2010). Ele controla o sistema de defesa da planta induzindo um inibidor de
proteinases ¢ de metabdlicos secundarios que impedem a alimentagdo dos
insetos. Em excesso, ele inibe muito o crescimento da planta. Uma caracteristica
que pode ser observada em plantas de Arabidopsis thaliana mostrando que o
acido jasmonico estd em acdo ¢ o acumulo de antocianinas em raizes ou brotos
atrofiados (HOWE, 2010). Outra caracteristica ¢ a expressdo de genes
relacionados a fotossintese ¢ a perda de clorofila da planta. Aplicacdo de acido
jasmoénico nas folhas acelera a clorose e absciso foliar (CREELMAN;
MULLET, 1997, WASTERNACK; HAUSE, 2002).

Niveis enddgenos de acido jasmonico (JA) podem variar em ordem de
magnitude dependendo do tecido da planta e também do impacto que pode ter
sofrido do ambiente (WASTERNACK; HAUSE, 2002). Tecidos jovens em fase
reprodutiva contém, geralmente, niveis elevados de acido jasmoénico do que
tecidos vegetativos mais velhos. Os tecidos reprodutivos jovens, como por
exemplo, flores e frutos, acumulam muito acido jasmoénico. Ferimento nos
tecidos vegetais, estresse abidtico ou bidtico elevam drasticamente o nivel de
acido jasmdnico de maneira transitéria (HOWE, 2010).

Pensamentos atuais sobre o dcido jasmonico e o acido salicilico € que o
acido salicilico induz resisténcia contra patdgenos biotréficos (que se alimentam
de células vivas) e alguns insetos que se alimentam de floema. Ja o JA induz
resisténcia contra patdogenos necrotroficos (que se alimentam de células mortas)
e contra alguns insetos que se alimentam de floema e de insetos mastigadores
(THALER; HUMPHREY; WHITEMAN, 2012). Alguns estudos mostram que o

acido jasmonico pode proteger efetivamente plantulas de trigo de danos
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causados por estresse salino, por aumentar a atividade de enzimas antioxidantes
e de compostos antioxidantes para extinguir espécies que sdo reativas ao
oxigénio (QIU et al., 2014). Em sorgo e tomate existem evidéncias que o acido
jasmonico induz maiores niveis de componentes que ddo resisténcia as plantas
contra injurias causadas por pragas ou insetos sugerindo um pré-tratamento com
acido jasmonico e acido salicilico para proporcionar & planta maior oportunidade

de defesa contra herbivoros (HUSSAIN; WAR; SHARMA, 2014).

2.4.6 Acido salicilico

Trata-se de um composto fendlico, em que a sintese ocorre nos
plastidios e seu transporte no floema. O maior papel do acido salicilico como
hormonio vegetal ¢ basal e sistémico dando as plantas resisténcia a doengas
(MOORE; BOTHA, 2014).

Segundo alguns estudos, a ativagio da biossintese do horménio acido
salicilico (SA) ocorre quando patdgenos biotréficos e alguns insetos que se
alimentam do floema atacam as plantas. Em milho a infestagdo pelo fungo
Fusarium leva a ativagdo do acido salicilico (DE LA TORRE-HERNANDEZ;
RIVAS-SAN VICENTE; GREAVES-FERNANDEZ, 2010). A infestacdo de
plantas de sorgo susceptivel a espécie de pulgdo Schizaphis graminum resultou
em uma alta regulacdo a resposta para acido salicilico e uma indugéo fraca a
genes que regulam a sintese de 4cido jasmonico (ZHU-SALZMAN;
SALZMAN; AHN, 2004). Outro estudo com pulgdo amarelo, Sipha flava, em
cana-de-agticar, o qual injeta uma toxina que leva a clorose foliar, mostra uma
alta ativa¢@o e sinalizagdo do acido salicilico.

O 4cido salicilico ¢ acumulado nas células vegetais quando ndo ocorre
estresse bidtico e/ou abiodtico. Durante este processo de actimulo, os genes

envolvidos com a sintese desse hormonio sdo expressos em niveis baixos.
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Condigdes adversas tornam os genes ativos com alta expressdo, onde acido
salicilico sera produzido e o acumulado ¢ consumido, devido a mobilidade deste
hormoénio aos locais afetados. Quando as condi¢cdes voltam ao normal,
novamente o acido salicilico passa a ser acumulado (DEMPSEY; VLOT;
WILDMURT, 2001).

Existem algumas sugestdes das a¢des do acido salicilico nas plantas,
como por exemplo, a influéncia na germinacdo das sementes, crescimento da
célula, respiracdo, fechamento dos estomatos, senescéncia, nodulagio em
leguminosas, produtividade de frutos (MOORE; BOTHA, 2014). Existem
evidéncias de que os processos citados acima sdo influenciados pelo acido
salicilico e também, mantém a homeostase celular através da regulacdo da
atividade de enzimas antioxidantes (VICENTE; PLASENCIA, 2011).

O 4cido salicilico ¢ um horménio que vai além da reacdo de defesa na
imunidade da planta e na resposta ao estresse abidtico. Na coordenagdo com
outros horménios como citocininas, etileno, auxinas, giberelinas, dacido
jasmonico e acido abscisico, o 4cido salicilico tem um papel importante na
regulacdo do crescimento e desenvolvimento, embora o mecanismo bioquimico
que mede a maioria dessas respostas esteja desconhecido (VICENTE;
PLASENCIA, 2011).

Podem ocorrer também intera¢cdes complexas do acido salicilico com
outros hormoénios, como por exemplo: as giberelinas podem afetar a resisténcia a
doencas modulando o equilibrio do dcido jasménico e acido salicilico (MOORE;
BOTHA, 2014).

Na germina¢do de sementes doses altas de dcido salicilico foram
aplicadas em Arabidopsis, cevada e milho inibindo a germinacdo de sementes
(GUAN; SCANDALIOS, 1995; RAJIOU et al., 2006; XIE et al., 2007). Isso
ocorre devido a alta produgdo de peroxido de hidrogénio e & inativagdo de

enzimas que degradam este produto. Porém, em condigdes de estresse a presenca
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do &cido salicilico fez com que ocorresse um aumento na germinagdo das
sementes (ALONSO-RAMIREZ et al., 2009). Estudos mostram que sementes
germinadas em condi¢des de estresse acumulam uma substancia antioxidante
chamada catecol, que ajuda na germinagdo reduzindo o dano oxidativo (LEE;
KIM; PARK, 2010).

O efeito do 4cido salicilico no crescimento vegetativo depende da
espécie da planta, do estagio de desenvolvimento ¢ das concentragdes deste
hormoénio testado. O efeito da aplicagdo de acido salicilico estimulando o
crescimento foi mostrado em soja (GUTIERREZ-CORONADO; TREJO-
LOPEZ; LARQUE-SAAVEDRA, 1998), trigo (SHAKIROVA et al., 2003),
milho (GUNES et al., 2007) e camomila (KOVACIK et al., 2009). Aumento no
crescimento ¢ em algumas caracteristicas especificas para cada cultura foi
observado com dosagens diferenciadas. Tem-se sugerido que o aumento do
crescimento estimulado pelo acido salicilico esteja relacionado com mudancas
no status hormonal (SHAKIROVA et al.,, 2003), ou com a melhoria da
fotossintese, da transpiragdo e condutincia estomatal (STEVENS;

SERANATNA; SIVASITHAMPARAM, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Foram avaliadas trés variedades de cana-de-agucar nfo aparentadas entre
si, sendo duas variedades comerciais (CanaVialis—Monsanto) chamadas de G1 e
G3 e uma variedade em fase pré-comercial chamada de G2. Algumas
caracteristicas agrondmicas de interesse para o melhoramento estio apresentadas
na tabela 1. Essa descri¢do foi obtida a partir de 1659 avaliagdes em 20 locais
diferentes para a variedade G1, 225 avaliagdes em 15 locais para a variedade G2
e 660 avaliacdes em 20 locais para a variedade G3. Estas avaliagdes foram feitas
durante trés anos na ultima fase do programa de melhoramento da Monsanto. A
velocidade de crescimento foi determinada pela altura das plantas, a maturagéo
pelo BRIX — porcentagem de sélidos soluveis (precoce quando ocorre no inicio
da safra entre os meses de margo a maio, e tardia quando ocorre no fim da safra,
ou seja, de julho a setembro), e susceptibilidade as doengas ferrugem marrom e
alaranjada, escaldadura, mosaico ¢ carvio pelo nuimero de plantas que
apresentaram a doenca (resistente: 0; tolerante: 1-2; intermediaria: 3-4; sensivel:

> 5).
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Tabela 1 Caracteristicas agrondmicas de trés variedades de cana-de—agucar.
Descri¢des obtidas de 1659 avaliagdes em 20 locais para Gl1, 225
avaliacdes em 15 locais para G2 e 660 avaliagdes em 20 locais para
G3, por trés anos

, VARIEDADES
CARACTERISTICAS
Gl1 G2 G3
Velocidade de crescimento Alta Alta Média
Maturagio Precoce Tardia Tardia
Carvio Resistente Susceptivel  Intermedidria

Escaldadura Resistente Tolerante Resistente
Mosaico Intermedidria Tolerante Tolerante
Ferrugem Marrom Resistente Tolerante Resistente
Ferrugem Alaranjada Tolerante Resistente Resistente

3.2 Conducio do experimento

O experimento foi conduzido na fazenda da Monsanto, em Santa Cruz
das Palmeiras (21°49'03.4"S 47°16'07.7"0), no estado de Sao Paulo, no periodo
de janeiro a julho de 2013. O solo local ¢ o latossolo vermelho, a cidade fica a
635 metros ao nivel do mar e o clima local é tropical de altitude.

Na area do experimento, dois meses antes do plantio, foi realizada uma
analise inicial para verificar se havia restos de material vegetal e as destruicdes
necessarias a se fazer. Foi feita destruicdo quimica e fisica dos restos vegetais,
calagem para correcdo do pH, aragem, descompactac@o e nivelamento.

Para o plantio foram feitos sulcos de 5 metros com espagamento entre
linhas de 1,4 metros. Adubagdo de N-P-K (Nitrogénio — Fosforo - Potdssio) na
propor¢ao de 500 Kg/hectare foi aplicada mecanicamente. Antes do plantio os
sulcos foram irrigados com aproximadamente 20 mm de dgua. O espagamento
entre as covas dentro do sulco foi de 0,5 metro.

As plantas foram obtidas a partir de toletes oriundos de cana-de-agucar

com oito meses de idade, e plantados em vasos. Apos 30 dias em estufa de
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rustificacdo, as plantas foram transferidas para o campo. Dez plantas de cada
genotipo foram plantadas em uma linha de cinco metros em janeiro de 2013.

A cada sete dias, o campo era irrigado de forma homogénea com 20mm
de agua, por asper¢do na direcdo dos sulcos. Noventa dias apos o plantio foi feita
a operacdo quebra lombos e foram tomadas todas as precaugdes para que nao
ocorresse o enterramento de plantas menores (perfilhos). A cada 90 dias apos o
plantio, a area era adubada (Nitrogénio — Fosforo - Potassio) manualmente e foi
realizada a remogdo de eventuais plantas daninhas.

As amostras foram coletadas em julho de 2013, ou seja, apds seis meses
do plantio. Em cada linha foram coletados aleatoriamente os colmos principais
de quatro plantas diferentes (um colmo por planta) para analise do perfil

hormonal, totalizando 12 amostras.

3.3 Analise do perfil hormonal

As doze amostras foram coletadas e lavadas quatro vezes com etanol
70%. Apds eliminagdo das folhas foi isolada uma amostra de aproximadamente
2,5 cm a partir da regido apical, onde se encontra o meristema dos ponteiros. As
amostras foram transferidas para tubos de 50ml e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenada a -80°C, visando a inativagdo de enzimas e
preservagdo do material para posterior andlise bioquimica.

O material coletado foi enviado para o Laboratorio de Andlises de Perfil
Hormonal, Monsanto, em Chesterfield, Missouri, Estados Unidos para as
analises dos perfis hormonais. O material foi exportado pela empresa World
Courier em caixa de gelo, contendo 30 Kg de gelo seco. O material chegou ao
destino final em 48 horas e foi armazenado em ultra freezer -80°C.

As analises de perfil hormonal foram feitas usando UPLC

(Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho) em conjunto com espectrometria
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de massa. Os meristemas congelados foram macerados em cadinho. Cerca de 50
mg do tecido fresco macerado passou pela extragdo das moléculas de interesse
em solventes organicos. Os extratos (duas repetigdes técnicas) obtidos foram
analisados no equipamento ACQUITY UPLC® para os horménios descritos na

tabela 2.

Tabela 2 Horménios analisados em trés variedades de cana-de-agticar por meio
de UPLC (Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho) e
espectrometria de massa

Grupos Hormonais
Grupos Hormonios
t-zeatina(zeatina)
t-zeatina-9-Glucosideo(ZeatinaG)
t-zeatinaribosideo (ZeatinaR)
Dihidrozeatina (DHZ)
DihidrozeatinaRibosideo (DHZR)
Isopenteniladenina (iP) Isopenteniladenosina
(iPR)

Citocininas

Indol-3-acético-acido (IAA)
Indol-3-acetil aspartato (IAA-asp)
Auxinas N-(3-Indoliacetil)-L-Isoleucina(IAA-Ile)
Indol-3-acético acido metil ester (IAA-Me)
Indol-3-acetil valina (IAA-val)

Acidoabscisico (ABA)
Acido faseico (PA)
Acido abscisico Acido dihidroxifaseico (DPA)
Acido abscisico glicose ester (ABAGE)
7-hidroxi 4cido abscisico (OHABA)

Giberelinas GAIl, GAS8, GA20 e GA53
Jasmonato Acido jasmonico (JA)
Metil jasmonato (MeJA)

Acido salicilico Acido salicilico (SA)
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3.4 Analises estatisticas

Os dados foram analisados de acordo com o seguinte delineamento: one-
way, ou seja, andlise de varidncia de simples entrada (STEEL; TORRIE;
DICKEY, 1997):

Yij = p +ti + ¢, em que:

Yij: observagdo do i-ésimo tratamento na j-ésima repeti¢do;
u: média;
t;: efeito do i-€simo tratamento;

ej: erro experimental do i-ésimo tratamento na j-ésima repeti¢ao.

Adotou-se o procedimento estatistico da analise de varidncia.
Previamente, foram feitos os seguintes testes para verificar o atendimento das
pressuposi¢des da analise de varidncia: Teste Shapiro-Wilk para normalidade
dos residuos e Teste de Bartlett para homogeneidade das variancias. Sempre que
necessario os dados foram transformados. A comparagdo das médias foi feita
pelo Teste de Tukey. Para os dados que ndo atenderam aos pressupostos para a
analise de variancia foram feitos o teste de Kruskal Wallis e o Teste de Dunn.
Todos os testes citados acima foram feitos com 95% de confianca. Todas as

analises foram feitas no software R (R CORE TEAM, 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 24 hormonios avaliados, somente as citocininas, zeatina e iP
ndo apresentaram expressdo para o tecido analisado. Em gramineas as
citocininas promovem o perfilhamento, modificando a dominancia apical e
promovendo a formagdo de gemas laterais e ramificagdes (HA; VANKOVA;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2012). De acordo com Taiz e Zeiger (2009) as
citocininas estdo ligadas a diversos fatores no desenvolvimento da planta
principalmente quando se fala de diferenciacéo celular. Ela controla também a
divisdo de tecidos maduros. Em um trabalho realizado com meristema apical de
tabaco em diferentes fases de crescimento da planta foi observado que os valores
das concentra¢des dos hormdnios iP, zeatina ¢ DHZ foram altos no inicio da fase
vegetativa diminuindo gradativamente até chegar a desaparecer no final desta
fase (DEWITTE et al., 1999). Talvez seja este o motivo pelo qual iP e zeatina
ndo foram detectados em cana-de-agucar, pois os meristemas analisados estavam
com seis meses e, segundo Moore ¢ Botha (2014) a fase vegetativa da cana-de-
acucar pode durar até oito meses, dependendo do ciclo da planta.

Para o horm6énio DHZ houve detec¢do de valor médio aproximado de
0,5 miligramas de DHZ por grama de tecido fresco para as variedades em
estudo, ndo apresentando diferenca entre elas.

Outras citocininas como zeatinaG, zeatinaR, DHZR e iPR foram
detectadas em cana-de-agucar, porém nio houve diferenga significativa entre as
variedades (Tabela 3). Um estudo realizado com dois tipos diferentes de
variedades para arroz, perene ¢ anual, mostrou que em tecidos do colmo e da
base do colmo, os valores da concentracdo de zeatinaR ndo apresentaram

resultados significativos (ZHAO et al., 2012).
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Tabela3 Resumo da analise de variancia dos dados de avaliagdo de trés
variedades de cana-de-ag¢tcar quanto ao teor de diferentes hormoénios

Hormonio Quadrado Médio p-valor
Variedades
Citocininas
Zeatina G 0,0101™ 0,326
Zeatina R 4,615 0,0773
DHZ 0,001258™ 0,832
DHZR 0,0004750™ 0,567
iPR 0,03468N° 0,741
Auxinas
IAA-asp 94332 0,0187
IAAMe 0,0006983™° 0,0807
Acido abscisico
ABA 220,38 0,273
PA 808,0™° 0,139
ABAGE 7,416" 0,0214
OHABA 1,1994"" 0,000587
Giberelinas
GAl 46117 0,00691
GA20 0,15386" 0,0321
GAS53 164,87 7,51e-06
Jasmonato
JA 483045 0,645
MeJA 1,2697™% 0,263
Acido salicilico
SA 0,7260" 0,0137

NS = Nao significativo
(*) = p-valor 0.01 a 0.05
(*¥**) = p-valor 0 a 0.001

Dentre os 22 hormoénios detectados na amostra, os dados de cinco

horménios (GAS8, DPA, IAA, TAA-lle e [AA-val) n3o atenderam aos

pressupostos da analise de variancia (homogeneidade de variancia e normalidade
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dos residuos) e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo teste de

Dunn (tabela 4, figura 1).

Tabela4 Teste de Kruskal-Wallis para comparagio de trés variedades de cana-
de-agucar com relacdo a concentragdo de diferentes horménios

Quadrado Médio

Hormonio Variedades p-valor
Auxinas .
IAA 7.0385 0.03
IAA-val 1.6307"° 0.44
IAA-Ile 5.1172" 0.08
Acido abscisico .
DPA 9.8462 0.01
Giberelinas
GASR 9.4642 0.01

NS = Nao significativo
(*) = p-valor 0.01 a 0.05
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Figura 1 Graficos mostrando os valores obtidos das médias (mg/g de tecido
fresco) e o desvio padrdo para o Dunn para as trés variedades em
estudo que apresentaram significancia nos resultados
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As variedades ndo diferiram para nenhum dos hormoénios do grupo do
acido jasmoénico (Tabela 3). Trabalhos sugerem que niveis enddgenos de acido
jasmonico podem variar em ordem de magnitude dependendo do tecido da
planta e também do impacto que pode ter sofrido no ambiente
(WASTERNACK; HAUSE, 2002). Em sorgo e tomate existem evidéncias de
que o acido jasmonico induz maiores niveis de componentes que dao resisténcia
as plantas contra pragas ou insetos, como por exemplo, o do acido salicilico
(HUSSAIN; WAR; SHARMA, 2014). Ferimento nos tecidos vegetais, estresse
abidtico ou bidtico elevam de maneira transitéria a quantidade de acido
jasménico (HOWE, 2010).

Do ponto de vista de grupos de hormoénios, com excecdo do acido
salicilico, que tem apenas um representante, o resultado foi homogéneo também
para as giberelinas, onde as variedades diferiram para todos os horménios. Por
outro lado, para auxinas e dcido abscisico houve significancia diferenciada entre

os hormoénios (Tabela 3, 4 e Figura 1, 2).
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As giberelinas estdo envolvidas com o crescimento do caule e, portanto,
com a velocidade de crescimento. As formas diferenciadas de horménios (ativos,
inativos, precursores e pré-precursores) servem para garantir a homeostase, ou
seja, o balango relativo entre sintese e inativagdo hormonal. Este processo
acontece para prevenir o alongamento excessivo do caule. Parte da resposta da
planta a GA bioativa é diminuir a biossintese de GA estimulando o catabolismo
(MOORE; BOTHA, 2010; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Analisando os resultados para as giberelinas (Tabela 4 ¢ Figuras 1 e 2)
pode-se dizer que a variedade G3 ¢ a que mais se diferencia das demais. Ela
apresentou menor concentragdo de GAl (ativa) e baixa GA20 (precursor da
GAIl) quando comparada com G2 e G3. J4 para o pré-precursor GAS53 e para
giberelina inativa GAS ela apresentou maior concentragdo. Talvez este resultado
indique que esta variedade pode apresentar alguma alteragdo na produgdo de
precursores GA20, tendo dificuldades em obter este precursor a partir da GAS3
e apresentando velocidade de crescimento média (Tabela 1). J4 as variedades G1
e G2, ambas com velocidade de crescimento alta, tiveram resultados maiores
que G3 e apresentaram um padrdo similar para GA1 bioativa e para o precursor
da GA1 que ¢ a GA20.

Trabalhos realizados com mutantes de Arabidopsis, milho e trigo, com
fenotipos andes, sugerem que as plantas an3s possuem um acumulo de
giberelinas ativas GA1l, porém apresentam reducdo na resposta a estas
giberelinas (GAl) e isso fez com que houvesse uma elevada biossintese de
giberelinas precursoras (GA53 e GA20) e um acimulo de GAS8, a forma inativa
das giberelinas (HADDEN; KAMIYA, 1997; ROSS; MURFET; REID, 1997).
Este dado sugere que plantas com crescimento mais lento, apesar de
apresentarem elevada biossintese de precursores ¢ alta giberelina ativa GAI,
podem apresentar maior quantidade de giberelinas inativas GAS8. Outro trabalho

realizado com ervilhas colocadas no escuro apds receberem duas horas de luz
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mostrou uma reducio nitida da giberelina ativa GA1, aumento da biossintese de
GAS53 e GA20 e aumento consideravel na giberelina inativa GAS8, diminuindo
assim, a taxa de crescimento das plantas (ALI-ALI et al., 1999; GIL; GARCIA-
MARTINEZ, 1998).

O é4cido abscisico (ABA) ¢ um horménio sintetizado em quase todas as
células das plantas que possuem cloroplasto e amiloplasto. Sua sintese é
normalmente mantida em baixos niveis nas células vegetais que ndo estdo
passando por estresse, sendo ativado em situagdo de estresse abidtico
(ZEEVAART, 1999). Pode também estar relacionado com a abscisdo foliar ou
com a senescéncia (MOORE, 2014).

A matura¢do da cana-de-agucar (acumulo de sacarose nos colmos)
ocorre nos periodos de seca e estd relacionada com a quantidade de ABA
presente nas folhas (PAPINI-TERZI et al., 2009). Analisando o resultado do
grupo dos hormoénios &cido abscisico, verifica-se que para trés hormdnios houve
significancia (ABAGE, OHABA e DPA). As variedades G2 e G3 que sdo as
mais tardias (Tabela 1) foram as que apresentaram padrdo semelhante, com as
maiores concentragdes absolutas, se distanciando de G1 que é mais precoce
quando se analisa o horménio ABAGE (Tabela 4 e Figuras 1 ¢ 2). Nas
variedades tardias, a maturagdo ocorre no periodo de julho a setembro, sendo o
pico da maturacdo em agosto, justamente no periodo de inverno, onde ndo ha
chuva e a temperatura ¢ mais fria (estresse abidtico). Ja a variedade Gl ¢
precoce, com maturacio no periodo de margo a maio, periodo de fim de verdo e
inicio de outono, onde chuvas ocorrem e o frio ndo ¢ tdo intenso e apresentou a
menor concentragdo desse tipo de hormonio. Considerando os resultados acima
e as informag¢des sobre o periodo de maturagdo das variedades em estudo sugere-
se que os hormonios ABAGE podem estar relacionados com o processo de
maturagdo em cana-de-agucar. Os horménios OHABA E DPA sdo hormonios

inativos que garantem o equilibrio da biossintese de ABA.
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A auxina ou IAA ¢ um hormoénio vegetal multifuncional. Ela estd
envolvida em praticamente todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento
da planta. Ela é considerada a principal controladora do formato da planta
(MOORE; BOTHA, 2014). Na Figura 1 observa-se que G1 se diferencia de G2 e
G3 para a auxina IAA, sendo G1 a variedade com menor média, enquanto que
G2 e G3 apresentaram concentragdes que nao se diferenciaram.

Para as auxinas conjugadas com aminoacidos analisadas ndo houve
diferenca para IAA-val, IAA-Ile e IAA-Me. Em estudos da via das auxinas e de
suas diferentes formas em plantas foi relatado que a via de biossintese das
auxinas conjugadas com aminoacidos é extremamente complexa e que o papel
funcional é garantir a homeostase da produgdo das auxinas (KORASICK;
ENDERS; STRADER, 2013). Um trabalho feito com Arabidopsis thaliana com
auxinas conjugadas com aminoacidos foi relatado que elas podem estar
relacionadas a inibi¢do do alongamento das raizes (LECLERE et al., 2002).

A auxina conjugada [AA-asp apresentou significancia para os resultados
deste estudo. A variedade G2 apresentou maior concentracdo dessa auxina
conjugada, apesar de ndo ter diferido de G1, que por sua vez também nao diferiu
de G3 (Figura 2). A variedade G2 é a que possui maior susceptibilidade as
doengas de forma global quando comparada com G3 e G1 e que essas duas
diferem quanto as doengas individualmente (tabela 1). Isso indica que essa
auxina pode estar relacionada com a susceptibilidade a doengas e com a
dinamica diferenciada dependendo da doenga em questdo. Em um estudo feito
com Arabidopsis thaliana para investigar a fun¢do desta auxina foi observado
que fungos e bactérias, simbiontes ou patdgenos, participam da conversdo do
IAA livie em IAA-asp nas plantas (GONZALEZ-LAMOTHE et al., 2012;
LUDWIG-MULLER, 2015). Esta auxina ¢ acumulada na planta e ativa alguns
genes de viruléncia deixando as plantas mais sensiveis a doencas. Neste estudo,

plantas in vitro foram infiltradas com [AA livre e com [AA-asp utilizando
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vacuo. Apds esta etapa foram inoculados fungos e bactérias. A susceptibilidade
das plantas tratadas com I[AA-asp foi identificada devido a sensibilidade
demonstrada & resposta aos patégenos inoculados (GONZALES-LAMOTHE et
al., 2012).

O acido salicilico € um composto fendlico e é considerado o maior
regulador de defesa das plantas contra doengas (MUTKA et al., 2013). Seu papel
nas plantas como horménio ¢é basal e sistémico dando a elas resisténcia contra
patogenos. Sabe-se também que, em excesso, o acido salicilico pode inibir o
desenvolvimento das plantas, devido a producdo de peroxido de hidrogénio
(produto oxidativo) e a inativacdo das enzimas que degradam este produto
(MOORE; BOTHA, 2014), porém em excesso ¢ em condi¢des de estresse
permitiu a germinagdo de sementes (ALONSO-RAMIREZ et al., 2009). Estudos
mostram que sementes germinadas em condi¢des de estresse acumulam uma
substancia chamada catecol, ativando enzimas que degradam as substancias
oxidativas (LEE; KIM; PARK, 2010). Além disso, o acido salicilico mantém o
equilibrio celular fazendo a regulacdo da atividade de enzimas antioxidantes
(VICENTE; PLASENCIA, 2011). Nesse estudo, G3 apresentou maior
concentragdo para este hormdnio quando comparado com G1, nfo diferindo de
G2 (Figura 2). Considerando esta observagdo e os estudos relacionando o
salicilico com o desenvolvimento das plantas (Tabela 1), ele pode estar
relacionado com a velocidade de crescimento, pois G3 apresentou velocidade de
crescimento menor quando comparado com G1 e G2. O 4cido salicilico inibe o
crescimento das plantas devido a alta produg@o de perdxido de hidrogénio e a
inativagdo de enzimas que degradam este produto. Em Arabidopsis, quando
aplicado em doses altas, foi observada a inibicdo da germinagdo das sementes
(GUAN; SCANDALIOS, 1995; RAJJOU et al., 2006; XIE et al., 2007).

Este estudo, de carater basico, mostrou que variedades de cana-de-

agucar apresentam perfil hormonal diferenciado nos meristemas apicais e que
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essa variacdo pode estar relacionada a caracteristicas de interesse para o
melhoramento. Esta informagdo traz subsidios para futuros estudos com
hormdnios de cana-de-agticar em dreas como biologia molecular, na tentativa de
descobrir novos marcadores bioquimicos e moleculares, para aplicagdo na

cultura de tecidos e até mesmo, no melhoramento genético.
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5 CONCLUSOES

As trés variedades apresentaram perfil hormonal diferenciado
possivelmente relacionado a diferencas no crescimento, susceptibilidade a
doengas ¢ na maturagdo. O hormoénio GA1l e SA podem estar relacionados a
velocidade de crescimento ¢ o horménio ABAGE a maturacdo da cana-de-
acucar. O horménio [AA-asp pode ter alguma relagdo com a susceptibilidade a

doengas em cana-de-agucar.
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