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1 - INTRODUCAG

A cana--de-agicar, devido a sua alta rrodutividade
Mloldogica decarrente da grande eficiencia ¢ cawacidade as uni
lizacao da luz solar no processo fotossintético (ALENANG R,
1973), representa a principal ovgao energetica deo Brasil para

a substituigao da importacgao de petroleo.

A sacarose € a matéeriz~prima sintetizada pela cana-
de—agucar e utilizada para consume na alimentagae e, também,
para a producic de alcool etilico. A sacarese fotossintetiza

dz nas folhas € translocada para os outros érgaos da planta on

+

dr @ parcialmente utilizada nos processos gue envolvem o cres

cimento ¢ a manutencao da atividade celular, ¢ © remanascentes
o srmazonado nos colmos (VAN DILLEWION, 1952).
A produtividade economica da cana-de-agucar, Lophoe-

senbads principalmente pela sacarose, & o regulitado Jdo fancin

aamento «dos Jiforentes slatomas Tisiologicos modulados  nolan
condindoes do ambiente, tais como disponibilidade de nuiien

tos, balauco hidrico, tomecratira, ehire outyos.

ae BACATGEE .

1. ?Jtil't ar.xo, 1hUdeL_Z'1 30 o

A sacarose resuitante da fotossimilagado do CO., & 4
crincipal forma de acuecar translocada e armazenada nos colwos
de cara-de—acucasr. O metabollismo da sacarose asta  estreolta-
mente ligado com a atividade das enzimas sacarose sintatase,
fatn sintetase, fosfatase e invertases (FUTHERIORD,

sacarose fosf

1981 .



A invertase {(8-D-frutofuranosideo, frutohidrolase,
LC, 3.2.1.26) catalisa a hidrdlise da sacarose (o -D-glicopira
nogil fa-1-2]- B -D~frutofurancses) « glicose e frutose

[KOSHELAND e STEIN, 1954; ALEXANDER, 1965},

Dois grupos de invertases estao presentes nos teci-

(g

!

éns de plantas de cana-de-acgucar (CLASZIOU e BULL, P96F
GLASZIOU e GAYLER, 1972). Um grupo consiste de invertases de

parede celular relacionadas com o mecanismo de translocacao de

sacarese do apoplasto para o simplasto {(HATCH et al., 1963;

UAWKER e HATCH, 1965; GLASZIOU e GAYLER, 1972; FLEISCHMACHER
et al., 1980; VATTUONE et al., 1981), e o outro de invertases

intracelulares soluveis envolvidas na mobilizacdo de sacarose
do vacuolo para atender a demanda metabolica da célula
(EATCH et al., 1963; SAMPIETRO et al., 1980; VATTUONE et al.,

1981). Em ambos os grupos de invertases tem sido demonstrado
cxistirem dols tipos diferentes de isoenzimas: ag invertases
“aeida’ @ "neuktra ou alcalina®. suas local lvacoos o

Funcoes fisioldgicas na célula tem sido examinadas, cspoci-

alpente durante a tasoe do crescimento e naturacso OG0 o imn,
CAYLTLN o GLASZIOU (1972 dopmnonstraram 8 praSenca i b

o acida insolavel no cspago exterior, provavelnonte Jings.

parede celular. Constataram, também, a ocorrencia de {nverva

ses Acidas soliveis no espaco exterior e no vactolo das colu-
las do parénguima de armazenamento, cujas atividades mantem-sc

durante todo o processo de divisao e diferenciacao celular, =
decresce gradualmente com a paralizacao do crescimento do in-
ternddico. Agueles autores mostraram Que og tecidos maduros a
presentavam atividade de invertase acida na parede celular e

“invertase neutra crescente durante O processo de maturacgac

(&1



dos colmos. Estes resultados também foram encontrados por ou
tros autores (HATCH e CLASZIOU, 1263; HAWKER o HATCH, 1%¢5;

GLASZIOU e GAYLER, 1972).

Recentemente, VATTUONE et al., (1981) nostraram que
alem das Invertases acidas, as paredes celulares podem apresen

tar atividade de invertase neutra ligada.

A analise dos mécanismos de acumulagao ¢ utilizacao
da sacarose durante os estadios de crescimento e maturacio dc
cana-de—-aglicar tem conduzido a importantes conclusdes sobre o
papel fisiovlogico das invertases nesta planta. As invertases
participam da mobilizac¢ao de sacarose entre os tecides condu-
tores do floema e os compartimentos celulares de acumulacao
(SACHER et al., 1963; GLASZIOU e GAYLER, 1972; GAYLER o

GLASZIOU, 1972; RICARDO, 1974}). Para explicar o papel des-

Lol

tas enzimas nos processos de acumulagao de sacarpse em canae-—
de-acdear GLASEZIOU e GAYLER {1972} propuseram o asquena repro
sentado na Figura 1. Uma invertase acida, localizada no ospa

funciohna no controle da entradza de sacozosa nan

CO exXterior

!
célutas parenguimatoszas. Outya isoenzima acida, Yooatllsaadn
nos vactelos, catalizaria a hidroliss da sacarose nos tooidoes

;e soria inativada durante o processo de maturasno .
A inverlase neutra estaria localizada no compartimento metbabo
livo reprvesentado pelo citossel, e atuariz na inversaco Jda sa-
cargse em tecidos maduros.

0 actmilo de sacarose em cana-de-aglcar ocorre em te
cidos eom crescimento e em tecidos completamente expandidos.
Nos tecidos em expansio este dissacarideo € rapidamente hidro

lizado pela acao da invertase acida vacuolar, e as hexoses pro
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duzidas sao urilizadas no citanls

durante 05 procaensoy oo

T = S T e - S S I PR e ot o .
Fofwrbam o Sroscineatc (SACHER et al., 1653; CLASZIOU e #i77,

1965 GAYLER e CILASZIOU, 19721,

A alta atividade da invertase adcida esta associada
com o aronjyamento celular em muitos tecidons, como por exemplc,
em internddios de cana-de-aghcar (HATCH ¢ GLASZIOU, 19¢5;

ILL, 1863), rajizes de cenoura (RICARDO o  KEES,

GLASATON e Bl
1470}, radicula de milho (HELLEBUST E FORWARD, 1962) e eom fo-
lhas de joio (PCLLOCK e LLOYD, 1977) e de aveia {GREENLAND e
LEWIS, 1281). Em tecidos de raliz e nosg internddios de cana-
du-agucar, ¢ fraguente observar-se uma queda na atividade da
invertase acida nas regioes onde o crescimento cessou, e nm
aunento concomitante ne atividade da invertase neutra (RICAW-

m, 170 LYNh e REES, 1971}, Atingida o maturidace,

no e
estes tecidos armazenar congideravel quantaidade de  sacarcen,

sondo guo a reacao catalizada pela invertase noutva odtoplao-

matica fornece hexosoes Dara ag noecessidades moetabol Doan G

Yula, pormibinds a aconelacao de sacarose no vAcuolo LOATE

G GLASEIOU, 197Z2:; RICARDO, 1974).
A correlacac existente enbtre a ativicade da 1nveris

e acida e a taxa de alongamento celular em plantas de  cana-

GLASZIOU e RULL, 1065)

de—a¢ucar (HATCH e CLASZION, 1963;
sugers gue a baixa atividade dessa enzima pode ser um fator li

mitante do crescimento e, conseguentemente, da produtividade

economica.



2, Interacao entre o metabolismo de nitrogénio & acto:
O onitrogenio desempenha um papel chave no Crescimen
to e predutividade das plantas, constituindeo-se em componente
fundamental das proteines e acidos nucleicos, e rarticipanto

direta ou indiretamente de importantes processos bioguimicos

~

2 metakolicos das célulaé. 0 nitrogenio é absorvido gquase que
totalmente na forma de Ion nitrato, que & reduzido & amdnia e
posteriormente assimilade emamincacidos (MAGALHAES, 19735). Tenm
sido propostc que a transformacao de nitrato até amincdacidos &
controlada pele atividade da redutase de nitrato devido ela
ser: a) a primeira enzima no caminho metabdolico; b)) rela-
tivamente instdvel tanto {n vivoe como 4n vitre, & especialmen
te sensivel quando submetida a condigdes extremas de disponi-

irilidade de agua e tomnperatura (BEEVERS e HAGHMAKX, 1965).

o processo de redugao de nitratce nas plantas eati
sstreltamente relacionade con o metabholismo e ACYVCAr
(ALLXANMDER, 1965; MAGATHEES, 19757:  NEVIA @ BHAGEMAN ) 27y
SILVELEAR, 1980}, coms € mostrado no esguema da oioura 2, e

posto por NEYRA e HAGEMAN {1578} pars folhas de niiho.  bmooe
na-de-acicar, tem sido demonstrado gue plantas deficiantes om

nitrocénio acumalam acgucares nas folhas (ALEXANDER, 190%;

HARTT, 1970: SILVEIRA, 1880) e reduzem a fixacio de 502

(HARTT, 1970},

A reduc3o de nitrato @ um processo gue, alem de de-

pender de enerqgia metabGlica, consome esqueletos de carbono

nrovenientes dos agacares. Assim, parede provavel que varie-

de cana-de—acucar gue apresentam alta capacidade de re-

dades



R

CELULES DA

LI NUA

HiH

AcaCates

apd e ol

et S

3

Thalien

iy

b

rgag do o pitrivog

PRt S o

{4}

e
iht

plieryakdeise Teros

- R ruos

3

-;,'.'hn.- b

BTN, TR,

cloropn

o

HALETO

|

iruvarg o

N,

Gleve Farlusane o

idreeage o

ahng

[l bresini o

tHE}

o VA kg

Tox it

osfoenoipiruvake

2

C1ca
Vi

LA P

.

——

VRS LD

Ainreoe i
[TV SRR % A4

cartionr b,




ducgdo de nitrato venham a acumular menos aclGcares e mais nitro
génioc alfa-amino solfvel nas folhas (ROSARIOe SCOKSATHAN, 1977).
Esta hipétese & reforgada por BARTA (1975), gque verificou em
Lotium perene cultivado em baixos niveis de nitrato, um acumu—

lo de acilicares solliveis nas folhas e baixo teor de N-d NH2.

3. Modulacdc do crescimento e do metabolismo de nitrato e de

aciicares em condicbes varidveis de disponibilidade de agua.

A baixa disponibilidade de agua no solo influencia
sensivelmente as caracteristicas anatdmicas e morfologicas e
os processos fisioldgicos e bioquimicos relacionados com o
crescimento das plantas. O grau de injaria causado pelo es-
tresse hidrico depende, em consideravel extensdo, da varieda-
de, estadioc de desenvolvimento e também do orgac da planta
considerado. Em cana-de-aglucar varios estudos demonstram gue

a reducdo da disponibilidade de dgua no solo afeta negativa-

mente o crescimento e a produgao (ROBINSON, 1963; SHAW e
INNES, 1965; TANIMOTO e NICKELL, 1965; HUDSON, 1968;
MONGELARD, 1968; GOSNELL e LONSDALE, 1974; BRINHOLI, 1975;

SINGH e REDDY, 1980; KOEHLER et Ei., 1982; NAIDU EE 3;.,1983;
VIQUEIRA et al., 1983: SANTOS FILHO, 1985). No entanto, a
literatura demonstra que ha uma grande carencia de informa-
¢des basicas relacionadas aos aspectos metabolicos da assimi-
lagdo de nitrogénio e aos mecanismos de utilizacido, mobiliza-
cdo e acumulacido de aglcares em cana-de-acicar, associados ao
crescimento de plantas cultivadas sob condigoes adversas de

disponibilidade de &gua no solo.



-

2.1, Urescimento & expansao celular.

Um dos processos fisioidgicos mais sensivels ao dé-
fice hildrico & a expansdo celular {BOYER, 1970L; H3IAD, 1972,
BOYER, 1976}. © alongamentc celular pode ser reduzide sob  a
influencia de baixos niveis de dessecacdn, geraimente antas da
fotossintese ger afetada (BOYER, 1970b; HS5IAO, 1972). Consi-
derando gue as celulas meristematicas necessitam atingir anm
tamanho minimo para desencadear o inicio do processo de divi-
sac, HSIAO (1973} levantou a hipdtese de gue o efeito do es-
tresse hidrico sobre a divisao celular, como verificado por va
rios autores (KIRKHAM et al., 1972; MEYER e BOYER, 1972;
Mc CREE ¢ DRVIS, 1974), pode ser indireto, através da supres

sac do alongamento celular.

As taxas de alongamento celular sao determinadas pe
lag propriedades da parede das celulas e da pressac de turges
céneia {UsSIAQ, 1973). A manutengéé do alongamento celular de
uma planta depende primariamente do estabelecimento de um po-

tencial de tugescéncia superior aoc modulo de elasticidade  do

b | by P I
RS FaRcH A

tecide em ewpansdo e, posteriormente, da dispoenibill
matéria-prima {carboidrates, amincacidos] para 2 incorporagis
en constitvintes ¢alulares., A acumilagan de sclurcs asmot Loa

mente atives nas regioes de crescimenteo 2 responsavel pela 4o

racio de um gradiente de potencial hidrico decorrente da d.mi

nuicdo no potencial osmdtico, e, consequentemente, pela wanu

tencio do fluse de dgua gque determinard a turgescencia e o 4

longamento celular nestas regides {ACEVEDO et al., 1979; MMNNS,
et al., 1979; MICHELENA e BOYLER, 1982: WESTGATE =] BOYER,

19845 .
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3.2, Mobilizacdo, utiliza¢ao e acumulacido de agucaraes.

0 efeitc do estresse hidrico sobre a translocacas
de assimilados pode ser decorrente dos efeitos da dessecacao
sobra a fonte produtora e os sitios de utilizacio de metaboli
tos e, tambem, sobre os sistemas biofisicos e bioguimicos que

controlam o processo de translocacdo pex se (HSIAD, 1973).

O efelito depressivo do estresse hidrico scbre ]
translocacao de fotoassimilados tem sido constatade em Canda-
de-aglcar {HARTT e KORTSCHAK, 1962; HARTT, 1967) e em outras
plantag {(WTEB e WIHRHEIM, 1962; ZHOLKEVICH, 1954 e ROZERTS,
1264 apud HARTT, 1967; WARDLAW, 1967 MUNNS ct ii., 174
UARTT (19867) & GOSNELL @ LONSDALE (1974) verificaram qus o P
pressao da irrigacac das plantas de cana-de-acficar duranie o
fase de amadurecimente causou um aumentc do armazonamonts o
sacarose nos colmos. Segundo HARTT'E1967}, a nao ser ue »
estresse hidrico seja wuito severo, nenhum outro argumenic fi
=10ldgico poderia ser contrario a interrupgio da irrigacic oy

mo uma pratica benéfica para a maturagao da cana-de-aguiar.

A corryelagdo existente entre as atividades das in-—
vertases soluveis e os processesg de mobilizacac, utilizacao e
chmulo de aglecares permite concluir que guaisquer alteragoes
nas atividades invertasicas provocadas pelo estresse hidrico
poderdo resultar em modificacdes na translocacdo de  sacarose
e subsequente utilizagao para o crescimento da planta ou arns
zenamento nos orgaos de reserva. Tem sido menclonado npa lite
ratura que o estresse hidrico aumenta a atividsade das invori.
ses onl tecidos foliares de algoddo (VIgiia D7 Down, 070y
dendd {(ADJANIOSSCU, 19831, e em tecldos o colmo de oaniedo .-

cucar em fase de maturvacao (HATCH ¢ GLALZIOU, 1TY63} . Por ou-



1

tro lado, tem sido mostrado que a atividade da invertase Aci-
da diminui com a Irposicac do estresse hidrico nos tecidos en
crescimanto de colmo de cana-de-aclicar (HATOH e GLASEIOU 1963

e em folhas de miiho e feljac (HAWKER e WALKER, 1976;: HAWKER,

1380 .

segundo VIEIRA DA STLVA {1970} e ADJAHOSSOU 119821 o=

aumentos nas atrividades invertdsicas durante o processn de e

nescenciu induzido pela deficiencia hidrica podem resultar on
efeltos beneficos, promovendo uma diminuigdo no potencial og-

notico dos tecidos.

Apesar da importancia das invertases, ndc ha estu-
dos comparativos enktre as diversas partes da planta de cana-
de—-agiear em geus diferentes estadios ontogenéticos. Estas en

vaviam de acordo com a fisiclogia de cada orgdo, e po-

dem se constituir em indicadores valiosos na determinacio  de
alteracces provocadas nos processos de ¢rescimenco o diferan-

induzidas por condigoes ambientars adversos.

Tem sido observads om varias plantas, nclusive  om
cana-do—aruoar, gue o estresse hidrvico ipduz un auisonbo LT

concentyranan de substancias com propriedades comoticas, =0 -

rinde um provavel ajustamento osmotico no tecidos {(USTRG,1275:

STELO et 3%., 1981; TURNMNER e ELCG, 1987; XORULER, ot QL

=3
o
o

1982}, Dentre os solukos acumulados o potédssio, 08 aminuiéci-
dos livres, o especialmente os aglicares, representam a princi

nal porgac (MUONNE et al., 1979) . Durante o estabelecimento do
défice hidrico, 0 ajuste osmdtico que ocorre nas regioes Aty
crescimento e em tecides foliares maduros, parece degenpeniar
ur papel Importante na manutencao da turgescencia celular, es
sencial para a continuidade dos processos morfologicos, fisic

16gicos e biloguimicos relacicnados com o cresciments ((15 T8,



P973;  MUMNS et al., 127%; ACKERSON ¢ HEBERT, 1981: KOERIHLER

ctoal.,  1982),

4.3, Metabolismo de nitrato.

bentre os fatores ambientalis que interferem com a a-
Lividade da redutase de nitrato destaca-se a disponibilidade
de agua no solo {MATTAS e PAULI, 1965; HUFFAKER et al., 1970,

BARDZIK et al., 1971; PLAUT, 1273, 1974; MORILLA et al.,

1973:; SHANER e BOYER, 1976b; MEGURQ e MAGALHAES, 1983). Esta
enzima pode ser utilizada como um bom indicador biogquimice do
estado fisiclogico de plantas submetidas a condigoes de s —
tresse hidrico. Tem sido estabelecido que a recacgao cataliza-
da pela redutase de nitrato @ o passo regulador da incorpora-
¢ao do nitrogénio mineral em compostos organicos e, consoaauen

tomcnte, do importantes Rrocessos gqua controlam o CresdoinesTo

a plonta (MAGALMAWS, 197%). Muaitos investigaaores o) ihnu

Lala P

s

que o substrabto da reagdo (NOLY 2 ¢ indutor primario
v 4

dade da rodutsse de nitvato (BREVERS e HAGEMAN, 2o,

0 efeito deprossivo do astresse hidrico sobve o nid

vidade da redutase de nitrato tem gido atribuldo a um aumento

da taxa de degradacao da enzima ou a um decrescimo na tana Jdo
sintese de proteina (BARNET NAYLOR, 1966; DENZIONI e HELMD,
1977 NAYLOR, 1972; TODPD, 1972; MORILLA et al., 1973). For

sutro lado, SHANER e BOYER ({1976a, 1976b) mostraram gue & ati
vidade da conzima pode ser regulada, também, pelo fluxo de ni-

para as folhas.

m
511

rrato das ralz

Fm cana-de-aclucar axistem poucas informacdes na li-



teraturs sobre a atividade da redutase de nitrato, 2 a meto-
dologia utlilizada para os ensaios 4n vitio e {n viveo, empre-

gam técnicas desenvolvidas para outras espécies,

VIQUETRA et al., (1983), estudando o efeito da def i
cifncia hidrica em duas variedadeg de cana-de-aclcar, uma sen
sivel e outra tolerante, cncontraram um decréscimoe logaritmi-
co na atividade da redutase de nitrate com a diminuigio nes
contendo relativo de agua nas folhas, Aqueles autores nao ob
servaram, nas variedades estudadas, qualguer relagao entrs a
tolerineia an estresse hidrico e a atividade da enzima. il

tros cstudos realizados com a reduatasgse de nitrato e cana-ic-

aghgar se referem a inducao da atividade da enzima peio nitrs

to, em folihas, ralztes e colwos (MARETZKI e DELA CRUZ, 196557,
ds interagbes entre potassio @ nlhroganio Com O provesso da

reducido do nitrato {SITVETRA, 1980), ou a atividade enzimabti-
ca nas fases vegetalbiva ¢ reprodutiva da pilanta {CHIRANI VY
RAO o VIJAYASARADIY, 1980). Ixistem, também, alguns trabalthos
mostrande a importancia da nutricdo de nitrato sobre a ativi-
dade da redutase de nitrato e, consequentementce, sobre a pro-

Jucio de cana-de-aglcar (PARTHASARATHI e RAMAKRISHNAMN, 1964 ;

PARTHASARATHI, 1966; ROSARIC e SOOKSATHAMN, 1977;.

[

3.4, hecouperacido do estresse hidrico.

oirvreveraihilidaede das alteracces mor ,
sicidgicas o Dloguimicas nrovocadas pelo estresse hidriocs o

penda do goenotipe, duracaoe ¢ sceveridade do extvosco e

de desenvolvimento da planta.
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A avallagao da recuperagdc de plantas previamente eg
tressadas tea sido redlizada, principalmente, atraves de para-
melros biofisicos, tails comoe, potencial hidrico da folha ¢ re-
sisténcia estomatica (GLOVER, 195%%: FISCHER et al., 1979;
BOYLRR, 1971a, 1971bh; BRUNINI, 1980; ANGELOCCI, 1983: SANTOS
FILHO, 1985). Entretanto, a recuperacac da fotossintesc IR
normalmente ocorre paralelamente & da resisténcia estomatica
{TROUGHTON, 18969; BOYER, 1971a; FRANK ot al., 1973; DRUELORAT

© HOPMANS, 1975) da expansao celular (BOYER 1970b; ACEVEDROS

« T

et al., 1971; SANTOS FILHO, 1985}, t8m sido também utilizadas
como indicadores da recuperagao de plantas previamente submeti
das ao défice hidrico.

5 avaliagao da recuperacac de plantas submetidas ao
estresse hidrico ndo tem sido utilizada como um parametro indi
cativo da resisténcia & seca, em plantas de cana-de-agucar. PO
rém, quande atilizada, resume-se somente aos aspectos Biofisiz
cos (SANTOIS PINGG, 1985}, ndo considerandn o aspactos mabioin-
Cicoe relocionados comn s processos de orascimoento o dooweai

sacan, unilizacao & Acumuiacac do acuoares.

tra em plantas de cana-de-acacar submetidas a condigoes limi-

de disponibilidade de agua, assocliando-as com O Cresci

tantoes
menie, translocagao, utilizagdo e acumilacao de agucares. Ob-

joetivon-sa, também, estabelecer as inter-relagoes antre O [PIo



ad t

de roedugao de nltrato ¢ o fluxo deste anion nae planta.

Wl

“m adigao, a investigacgio objetivou o estudo dos padroes de

rocuperacas da curgescencia e do crescimento das plantas apos

a remocgio da restrigho hidrica imposta.



[T - MATERIAL E METODOS

1. Aspectos gerais.

¢ material veqgetal utilizado neste trabalho foi oh-
tido no Instituto do Agicar ¢ do Alcool - PLANALSUCAR-CGSUL -

ARMRAS~5P .

FPoram realizados dois experimentos, sendo um atili-

zando-s¢ plantas de variedades de cana-de-aglcar (NA S

~-76}), em fase de intenso crezcimonito oo

73, IAC 51-205 & CB 4
goetativo, e com aproximadamente dois meses de idade. BRINIOLT
(1973}, vcom basec em resultados experimentais da variabillidada
genatica para a resisténcia a4 seca em condicoes normais de cul
tive, caracterizou as variedades NA 56--79, IAC 51-205 e B 41
76 como sendo, resistente, moderadamente resistente e suscep
tivel, respectivamente, a baixa disponibilidade de agua no so
lo. Este experimento fol realizado em casa-de-vegetagao, ubti
lizando-se plantas cultivadas em vasos contendo 10 Kg de subs
trato constitulido de 75% de solo e 25% de areila. O ouwtro ox-
perimenta foi realizado com plantas da variedade NMA 56-7% -

T e

rznte a fase de acumulacdo de sacarcse {(maturagao do ooimog;
o com cerca de 10 meses de idade.  As plantas uatllizodas noo
te experimento foram cultivadas em vasos contendo 120 Hao ot
resmo substrato c¢itado anteriormente, em casa-de-velithaciu s
pecialmente construida para comportar © cresciments en aiirg
dessas plantas.

A adubacido da mistura solo/areia foi wealizada de a

cordo com o resultado de anilise de fertilidade, e consistiu

16



de 170 g de Salitre do Chile, 2500 g de Superfosfato Simples e
de 100 g de Cloreto de Potassio para cadé 100 litros de subs-—
trato. No experimento destinado aos estudos com plantas na fa
se de acumulacac de sacarose, foram adicionadas mais 200 g de
Salitre do Chile por vaso, aplicadas em cobertura em 3 parce-

las e antes da inducdo do défice hidrico.
As plantas utilizadas nos dois experimentos Foram
obtidas a partir de toletes com uma gema, retirados da parte

média dos colmos e colhidos de pliantas-mae com 12 moses de ioa

1

Ae. Ands o corte dos toletes foram selecicnadns 05 mals uni-

.

formes guanto ac comprimento e ¢giamatro, 0s quais foram wlan-
radogs em numero de tres e cinco, rospectivamente, para 08 -

srimentos com plantas em fases de intenso crescimento vegoeti

—

Fivo e de acumulacac de sacarose. Quande as plantas atingi-
ram um npes de idade foram elinminadas as menos vigorosas € de-
suniformes deixando-se duas e trés plantas, respectivamentco,

nos experimentos destinados aos estudos nas fases deo intenso

Sregcimente vegetativo e de acumulacao de sacarose,

As plantas foram irrigadas pele menos uma vez por
dia asé cue o subgtrato atingisse teor de umidade prowimo o

| 7 i i 5 =3 = 9 -4 el 1 (= i _—
capacidade de campo. guande as plantas atingiram & lcace L.

sicioaica pretendlida em cada cxperimento, foram BOPALAGTE 0TS
grupos de plantas, 4 mantendo-se a lrrigagad nermol (oonbroe

lex) & outro suptimnindo-sc A lrrigagaon, correspondandd a0 ETd-

tamento de deficiéncia hidrica. A recuperagae Ao estredse o
drico foi avaiiada apcs a reirrigacao das plantas previansni

cebrousadas, sonente no experimento realizado com plantas

fase de intenso crescimento vegetativo.
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Os parametros gque determinarar og efeitos da restri
cao hidrica impesta e da reirrigacdo foram estimrados durante
o periodo de ilndugdao da deficiéncia hidrica e da recuperagio
nas plantas em fase de intensc crescimento vegetativo. FEntre-
tanto, nas plantas em estadio de maturacdo de colmos, as sva—
liacoes foram realizadas somente no final do periodo de estres
se hidrico. O efeito do estresse hidrico na atividade da re-
dutase de nitrato foi detérminado apenas na variedade NA 56—
79, em fase de acumulacao de sacarose, durante todo o periodo

de inducao da deficiéncia hidrica.

0Os critérios utilizados para as amostragens dos di-
ferentes Orqgaos e tecidos destinados as analises enzimaticas,

quimicas e biofisicas sao ilustrades pela Figura 3.

Tara as analises das atividades invertacicas om to-
cidos completamente expandidos de lamina foliar e de  balnhe,
a5 amnostragens foram realizadas na folha+2, e em tecidos e
colmo madurc no internddio correspondente & folha+7. As amos
tras de tecidos em crescimento de colme e lamina foliar foram
coletadas nas regioes dos meristemas intercalares da porgao a

pical do colmo e basal das felhas mais jovens (folhas-2, -3,
-4, =5 e etc) do cartucho foliar.
A atividade da redutase de nitrato, 4v vivo, fol a-
nalisada em tecidos de lamina foliar ¢orrespondente 3 folha+3.
as determinacCes quimicas da avaliacao do conteudo
de agua foram realizadas em amostras coletadas conforme mencio
nado anteriormente para as analises das atividades invertasi-

cas.






3. Analises Fnzimdticas.

3.1. Determinacac da atividade Jdas invertases acida © neu-

tra, 4n vitio, de tecidos de lamina foliar, bainhea o
colmo.

3.1.1. Extracao

A extracao enzimaktica foi feita utilizando-se amos-
rras de tecidos completamente expandidos e em crescimento de
lamina foliar e colmo, além de tecidos de bainha completamen-
te expandidos, sequndo o método descrito por PRADO et al.,
{1279}, com algumas modificagoes. Os tecidos foram subdividi
dos em pequenos pedag¢os e homogeneizados em tampao fosfato de
potassion 50 mM, pH 7,5, contendo Z-mercapteetanol, T mM, 2
MnSQi, 5 #M, A hemogencizacgao dos tecidos feli realizoda am ho
mogencizader Polvtreon PT 35 durante 15 segundos, por coan i
ros soguidos, Lrngaios proliminares mostraram cow oobo b, o0
nompoeneizacdo & mais eficionte e vapido na enrracan e ioyor
taseg, principalmente nos tecidos fibrosos de [olhas o coloon
maduros. Fm scguida, © homogenado foi filtrado sob preasioma
nual om gquatro camadas de gaze e centrifugado & 18 000 ¢ durd
te 20 minutos. O precipitado fol descartado ¢ um volume pre-
determinado da fraclo sobrenadante fol adiciocnado sobre igual
volune de scolucao de sulfato de amdénio, saturada a temperatu-
de 309, e previamente resfriado a 4°c. Apos um  periodo

N [

ol

de 15 nhoras de precipitagéo galina o material feoi subnebidn a
uma centrifugacao a 18 000 g duranteIZO minutos. 08 precipi-—
tacgos piotelcos de laminas foliares ¢ colmos em crescimento,

o de bainhas e laminas foliares completamente exvandidas, [o-

ram ressuspendides na proporgéo de um mililitye de csolugan o
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tratora por grama de tecido fresco., Entretanto, para tecides
de colmos maduros, © precipitado foi ressuspendido em solucao
extratora na proporgao de um mililitro de solucio para tres
gramas de tecide, Todas as fases de extracdo foram realirzadas

o
em temperatura de 47,
3.1.4, Ensalo de invertasces acida e neutra

.
<

Ax atividades enzimaticas foram determinadas om peoie

de reagan {4,080 ml) constitulde de extrato enzimitico, sacuro-

[
e om tampdn fosfato ou acetato de potdssio 0,2 M, no pH o wo

reacan indicado para cada isoenzima. 08 tampdes foram prepo-

rados sogundo VATTUONE et al., (1931).

Na primeira fase do experimento foram determinadns as
condlgces apropriadas de ensaio das invertases, tais como: {(a]
ol do meio de reacio em fungao da ontogenia do tecido, {b)cog
contracio de sacarcose e tempo de reagao, (¢} aliguota de ax-

(d} temperatura do meic de incubagao. Ir

trato enzsimatico, o

caon daws condigoes apropriadas de

rexto o nas legendas das proprias ficguras., vesuliantos deston

doeterminacoasy, ne capirtulo resultados e

as atividades inveriasicas foram avaitalag pela fooa
senr G0 acueares redutores produzidos, gegundo O POLOGD 0T T

LR 11959y, As abiwvidados o

nitresgiicilato descrito por MI

ranr expressaz em dmol de agucares vedutores (AR) produzilos,

por arama de matéria fresca ou seca por nora.
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1.
tiel

did

fad

.. Determinacac da atividade da redutase de nitrateo, <n

vive, de tecidos de lamina foliar.

A atlividade da redutase de nitrato, (n vive, foi ava
da, scuundo o método descorito por MEGURC e MACALHABS (1983,
modificacoes nas condigoes de engaio visandm a maximizacas

abtividade on tecidos foliares de cana=do-acloar.

raminas fellares semn a nervura central fovam subwiive

as, transversalpente, em seomentos de aproximadamente I om

o colocadas em recipientes contendo solucgio-tampio de fosfato

de potassio 50 mM, pH 7,5. Posteriormente, awostras de 500 mg

die tecido foliar segmentado foram transferidas para {rascos de

vidre contendeo 5 ml de meio de incubacio, constituldo de fose-

()

facto de pctassic 0,1 M, nitrato de potassic e 1% de n-propa-

nol

Preliminarmente, foram determinadas as condigoes malis

apropriadas de ensalic enzimatico, tails como: (a) concentracao

de nitrate e tempo de reacac, (b) pH e temperatura do weio de

incuhacio e (¢} estadio ontogenetice da folha awostrada, Qo

me ne caso das invertases, ags legendas das Liguras o RS
Gtantes dag determinacbes das condigOus apronri e .

ez Rl

ey

i

Hd 5B

y, fornecem irformnagoes metodoliogicas adicionais.

Ans amostras de tooido foliar foram mantidas =1

no meio de incubacao atvaves de um suporte prastl

Fido ~om tela de nylon, e submetidas & infiltragzo a vacus du

rarte dois minutos. 0 ar fol reintroduzido rapidamento = O

procedimento rap.

2 ido., Os frascos de vidro contendo as amGs-

tras foram incubados em banho-maria com agitagac € no escourc.



Ao final do cada termpo de reagao foram retirvadas abloguntasz o
ra a determinagas da quantidade de notrito formado, Frlooatcia
alicquota foram adicliocnados 1 ml de sulfanilamida 1% em HCI
1,5 N, 1T ml deo N-2-naftil etilencdiamino diHC1l 0,02% e agua
destilada para completar 4 ml de volume final. As absorban-

cias foram determinadas a 540 nm, e a atividade expressa em

imoles de nitrito produzido por grama de peso fresco ou seco,

por hora.

4. Analises quimicas.

As determinacoes guimicas foram realizadas emn  amis-
rras retiradas dog extratos brutos destinados as analises o
Atividades invertasicas, antes de serem submoetidas o procipi-

Lacao preteica com sulfiato de anonio,

As concentracoes de acgucares redutores, aglucarcs ao-
1aveis totais e nitrogenio alfa-amino { N—uNH?) foram do=zadas
nelos métodos de dinitrosalicilato (MILLER, 1953), de antrona
(YIEMM e WILLIS, 1954) e de ninhidrina (YEMM e COCEING, 1955},
respectivamente. A diferenca entre os teores de acuacares so-
Inveis totais e aclcares redutores forneceu uma estimativa do
contendo de sacarose apenas no experimente com plantas ©m Lo~
se de acunulacan de sacarose, porém com uma grande variabili-

dade nas ropetigdes, conforme foi verificado também nos resul

rados de SUZUKI, (1982) e VIEIRA (1983).
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5. Analises biofisicas.

As detersinacoes do potencial da agua da folha e do

conteudoe de agua foram vealizadas segundo as rocogendacgoes néc

pidrico da folha:? {oi e

yicas do TURNER {(1981). O potencial

timado pelo métode da Bomba de Pressao {(SCHOLANDER ot al.
1965), através de egulpamento fabricado por Soil Molsture

vguipament Corp., US4, modelo 3 CG00. Segundo PASSIUURA (1980
5 Bomba de Pressac estima o potencial matricial da agua no apo
plasto ou parede celular sende andloga aoc Aparelho de Mombra-
na de Pressao usada em fisica do solo. Comoe o potencial osmo
tico da agua apoplastica & freguentemente proximo de ZETO
{(BOYER, 1967, 1969) o potencial matricial do apoplasto sera sz
melhante ao potencial da agua da folha. Resultados prelimina

res nostraram nac existir diferengas entre os valores de  po-

tencial hidrico das folhas+2 e +3.

As foihas destinadas as determinacoes do pouenciel .

drica, foram envolvidas emn papel aluminioc, segundos antos b

serem destacadas da planta.  Imediatamente apos o covie, s 0o
lhas foram colocadas dentro de ume caixa o dsopor reshyitoas,
com gelo.  Estas precaugoes associadas a rapis nao ot

cdo do potencial hidrico pela Bomba de Pressac f[oram [omados

ol

para prevenir alteracoes no estado de hidratagac da

[4
(A

principalmente decorrente da perda evapotrangpiratoria da oo
qua da lamina foliar.

Os contendos de agna {(CA} dos tecidos en crescimanto
e completamente expandidos foram determinados em duplicatas
das amostrag utilizadas para as analises enzimaticas e quimi~

cas através da expreSSéO: CA = 100 . P8/PF; onde PF e PSS sao



rocpectivamante . g pesos do Locido fresco e seoo a B0V 0

S0
A taxa de transpiracac ol avaliada pelo porfmebio de
equilibrio dinamico, LI-COR modelo LI-1600 fabricado pela
Lambda Instruments Corp., USA. Esta determinacaoc, ¢ a estima
tiva de petencial hidrico da folha foram realizadas na folha
+3, no pericdo do dia compreendido entre 11:00 & 13:00 heras.
Nests mesma folha & que fol avaliada a atividade da redutase

de nitrato,

0 crescimento folilar foli estimado medindo-se, diaria

mente, a altura entre um ponto de referencia marcado com cane
ta cow tinta indelével, na base da planta e outro assinalade

ne limba daz folhas-1 ou -2, conforme indicado na Filgura L. s

e metodo permlie determinar as al toragoes no Crosciments Jda

mlanta, Poalmon o T
Lisy, decorrsntss da . ;

; . : [ T TR o y R— .
raramenite seriam detectadas atilizando-ge o5 . .y ;

Anate e analige de ocresolimsnto.

Com Lase noes resultados &0 orescimento foliar avatil:

2o diaviamente, determinou-so a taxa de crescimentce  welatbivo

1

foliar [TCRT) akraves da expressao:

L

TCRT -+ (Ina )

5 1nAT)f(t?wt1], segundo FISNER {19721} Ay
JUNYT (1978} onde, A, representa o Acrescimo nn grescimenito en

altura (cm) no tempo 1, @ A, representa O acréscime na altura
Lk m) or 5 .

no tempo 2. O interwvalo entre as avaliacoes {t?—tﬁ} Foi de ux

Nbraves de avaliactes realizadas por XUTLJPER (191
sowd VAN DTLLEWTIJIN {1952}, ¢ confirmadas pol GORsLOE I rni-

1 1

az folhas “ovens (FTolha-?

-




nel do carrcucne foliar conportim-se Ccomo am o Unicco Oronn,

(0

crescoende sincronizadamente, avreasentando curvas de cresacimen
to simétricas e nao possuindo nenhuma descriminacio entre as

laminas & as bainhas destas folhas.

6. Avaliacao da recuperacao do estresse hidrico.

A reidratacao das plantas previamente estressadas deu
s¢ no quinto e no setimo dia de estresse hidrico, respectiva-
mante, para o3 experimentos com plantas em fase de intenso

o colmos.

croscimento vegetativo o em Ffase de maturacao de

As avaliacooes da recuparagaoe das plantas om o oonbadb o
de goumulacan dn sacarose, restringlram—se aponas as ohenra i

Shes visuals,  Intretanto, no exeveyinEnto com plantanoonoo

intense desenvolvikento vegetativo, a redup@racas il

pPlantas previamente estressadas fol acompanhada, periodicamnsy

Lo, peles mesmos parametros bicguimicos e blofisicos deternl-

| 3 NP § ey e ; S T I T Y
nacas durante ¢ pericode de indugao da deficiencia hidrica. Nos

de lamina foliar completamente expandidos, a recupcra

fo-

tocidos

c3o Foi avaliada somente através do potencial hidrico da

1ha, pois, no final do periodo de inducag do defice, apresen-
taram a maioria de sua area foliar com sintomas vigiveis de ir

roversipilidade do estresse hidrico.

-



[IT - RESULTADCS E DBISCUSSAD

1. Condigoes apropriadas de ensaio da redutase de nitratc, (n

vivo, e das Invertases soluveis, {1 vditao.

1.1. Atividade da redutase de nitrato em funcaoc da concen-

tracao de nitrato exdgeno e do tempo de reacio.

Observa-se pelas Figuras 4A e 4B gue cencentracgoes de
nitratc no meio de reacdo superiores a 50 mM induziram uma que
da na atividade da redutase de nitrato, sendo que 0os maiocres
decréscimos foram observados na variedade NA 56-79. A inibi-
cac na taxa de redugao de nitrato provocada pelo aumento da
concentracao salina no meio de reacdo ja tinha sido observada
em varicdades de cana-de-—acnucar (ROSARIO e SOOKSATHAN, 19773,
cm coliléedones de rabanete (BEEVERS et al., 1965), o eom ploa-
tas de socija (TINGEY et al., 1974}, de cafée (MECIRC: <« Mo —

LUARRS, 1962 e de adquape (RUSSO, 1983).

Com o proposito de estudar a inibicao do procezic A2
inducac da atividade da redutase de nitrato por aitas Cconcan-
.

tracoes de I(NO3 (Figura 4A e 4B), a atividade da enzima (ol de

rerminada em tres meios de reacac contendo: (a) baixa concen-
tragao de KNO3 (50 mM e -0,26 MPa de ¥s}, (b) alta concertra-

cao de KNO, (300 mM ¢ ~1,53 MPa de ¥ s) e (¢} baixa concentra-

¢do de KNO, e adicdo de manitol para o decréscimo do potenci-
al osmdtico até o valor correspondente ao meio com alta con-

centracao salina, isto €, -1,53 MPa. Como pode ser observado

pela Tabela 7, a inibicdo no processo de redugao de nitrato
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TRELLA 1 - Atiwvidade dz roduotasze do nitrato, (8 vive, naowi
riedade NA 56-79, em fungao do potencial osmoObi-

o Manitol.,

co do meio de reacao cbtide com KNO
As condicoes de ensaioc foram as mesmas indicadas
na legenda da Figura 4, exceto a retirada de ali
quotas gue foi feita aos 15 e 70 minutos de rea-

cido. Média de trés repetigoes.

Tratamento Potencial Redutaze de WNitrato
osmotico osmotico
B U
(-MPa) (ymoles NO,.g PF.h '}
e
Erd., (A0 mb) g, 26 1,3 1a
30
RNOL (300 ma) 1,u3 G,510
AMOLES0 miy e Mandtol 1,03 T, 29
2

e midias sequidas pela mesma letra nao difercm sisnifjicati-

i : : tm O - : T e P
vamente, entro si, pelo teste de Tukey, ao nivel da 5

balkilidade.



parcce nao sor decorrents do diminuicac do potencial osndiicn

do meio de reacao, pols rao se observou qualguer altenrd

(:J
o
jak
-

nificativa na atividade da enzima guando se abaixocuw o poten-
~ial osmdtico do meio contendo 50 mM de KNO, com a adigac de
Manitol. Estes resultados sugerem que a inativacgao da enzima
poderia estar associada a alta forga idnica desenvolvida o
compartimento celular onde esta localizada a redutase de ni-
trato, causando uma desestabilizacao nc complexo de subunida-
des que compoe a molécula proteica. Esta hipdtese ¢ reforca-
da por resultados obtidos por outros autores, que verificaram
uma inibicao da atividade da redutase de nitrato, &y wiofue,

.i. .
. Na', €17 e s56

+

™ - . . . T .
quanda foram adiclonados sais de NH4 , K

meio de ansato {(SCHRADER, 1978 apud ASLANM et al., 1984; ALLAN

- -

-4

ot al 19641. oOutra possivel explicagdo para a diminuigoo ao

reducao de nitrato por altas concentracoes de KMO, (300 moh,

consiste na inibicdo da abscwcan  de NO3W pelo B, comn Lunois
ASLAM ot 5&.,{1984].

Nos experimentos realivados nao toli obscyrvada fial-
quer atividade da redutase de nitrato quando os tecidoy foloa
ros foram ensaiados em melio de reagao sem nitralo exarquenc. {7

curas 44 e 4B) . Iste sugere a carencia de nitratonositio me
bapélico responsavel pela redugao e/ou a auséncia do influxo
ste ion do compartimento armazenador para o sitio metaboli-

IWEVERS et al 1965}, uma vez que nao foi possivel detec

NO.T nas laminag foliares, pelo metodo de CATAL

(1975, {resultados nadc apvesentados:. O

necauano ofeito da adicio de n-propancl no mein 4 reacao, Vo
o indutor de permeabilidadoe de membrana, e a [arho oo T
cntire ¢ atividada do reduiase Jo onrlbirato o oo Flame e i

[ (3

sufeyow e e b

-
4

na coryente Lrapapiratcric (FFigusa 93,
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nao continha um reservatorio significativo de nitrato nas co-

lulas.

Coriws pode sor observado pelas I'iguras 4A & A4, o in
tervalo de 60 minuteos entre a retirada das aliquotas (15 o 75
minutos de reac¢ao) fol estabelecido como o mals apropriads r

ra a determinagao da concentracao de nitrato no meio de rea-

cac.

Os experimentos permitiram estabelecer a concentra-
cao de 50 mM de KNO3 no meioc de incubacao, e ¢ intervalo de
reacao entre 15 e 75 minutos, para os procedimentos posterio-

regs de detorminacao da atividade da redutase de nitrato.

1.2. Atividade da redutase de nitrato em funcao do pH do

meio de reagao.

Gs resultados aptesentadés na figura 5a mostrarm i
as tendoncias de maiores atividades da redutase de nityato e
ram alcancadas nos pHs 7,5 e 8,5, respecltivamente, pava a5 vo
viedades CB 47-355 e NA 36-79, embora, nestes pls, adifcronen
na atividade enzimatica nas duas variedades, nao tenha sido s
tatisticamente significativa. O efeito do pH do meio de redoan
na atividade da redutase de nitrato & variavel entre as difo-
rentes espécies e variedades de plantas (MEGURO e MAGALUARS,

1982: RUSSO, 1983). Os resultados dos experimentos realizados

permitiram a escolha de pH 7,5 para as determinagoes posterio

res.

Os efeitos do pH no processo de reducao denitrato a

nitrito, (n vdve, parecem estar relacionados com a parmeanitl

Jdade de membranas & também com o fluxo de nitrato e nitrito
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nos tecidos utilizados. PRAKASH e NAIK (19282) verificaramque
ng valores de pli, wvariando de 3,0 a 7,5, durante a infilftracio
e incubacao, nac tiveram efeito marcante na atividade da rods
tase de nitrato de discos follares de plantas de trigo, ombo-
ra em pHs acldos tenham constatado um menor efluxo de nitrito

Ao intericr dos tecidos para o melo de reagao gue exm pils alca

linns. A razao das células feoliares serem incapazes de ahbsor

il

ver ou reter nitrite em pH alcalino nao esta esclarecida. bs
tes adtores, @ RAVEN e sMITH (1980}, sugeriram gque o pH cibo-

plasmidtico & pouco influenciado pelas alteragoes nu pH extracc

lular. ¥Fntretanto, BASSIONI (1971) sugere que, en pi alcali-
no, os lons OH compctem com o nitrato impedindo o scu infiu-
xo ao interior da célula, e gque em pH muite acido pode owor-

rer dano no tecido.

1.3. Atividade da redutase de nitrate em funcao da tempera

tura do meio de reagao.

Perifica-ce, pela Floura 5B, gue a faxa navioa oo b
duche de nitrato a nitrito foi determinada nas foeps ol '

1250, para @ variedade N 56-79, e entre 32 a 3770, pare o

Iadde Op 47-355,  En tempersturas inferioros o noporiocon o

- 0

valores, observou-—-st unm decrascime aceanbusdo na o

de erzimatica. Em fungao destes resultados, a femperalurd
12%¢ fai utjilizada nos experimentos posteriores. A oguoeda o
capacidade de reducas de nitrato nas temperaturas extrends
(17, 22 =& 293 pode Ser atribuida as alteracgoes induzidas ria

normeabilidade das membranas, decregcendo a absorgac € o Lrang



norto de nitrato para os sitios de reduclo no interior das cé
fulas (BASmTORY, 1971, MAGALHAES et al., 1976: BENZTOMY £
REIMER, 1377 HALLMARK e HUFFAKER, 1978; MAGALHABES o HAGEMAH,

1

=

.}

8). Segundo MAGALHAES et al., (1976}, BENZIONI e HE MR
1977) o SANTORC {1979) a inibicac da atividade da roedutase oo
nitrato em temperaturas elevadasz pode tambem sor devida 5 ol

mrolacula da enzima, cornando-a na-

Lteracio conformacional

PR ..
1N

atividade da redutase de nitrato em funcao Jdo cstadio

-t
iy

cntogenetico da folha.

Neste estudo foram utilizadas plantas com ©rés meses

de idade, e a amostragem de tecidos foliares fol realizadanas
Folhas 0, +7, +2, +3, +4 e +5, segundo classificagao feita por
FUIIPER (1915) apud VAN DILLEWIJN {(1952), conforme mozsiya i

"

Fagura 2.

Nota-se pela Tabelo IT que a atividade da recota

citrato acinglu ser valor masime nas folhawssd, +4 o { !
- Obmelva-se, hamadn pr G
do nirrato a nitrite decrosceu progressivamento Sa gt )
Fa g folha O {folha encacivchada e em aresciment o) i

sultados sao concordantas com agureles obtidoy em Jdu

recics de plantas, inclosive om variedades de cana-de-ongoo o,

o

que mostram baixa atividade em tecidos feoliares cm eMpanad

calores maximos em tegidos guase que completaments expandidos

(MATTAS e DPAULI, 19265; HARPER & HA GEMAN, 1972; CARDLLT, 19 ;
MEGURD o MAGALHALS, 1982 PPANL e CARELLYL, 12847} . A

g

ra ativ,aonde da redutase de nitrato observadas nas laminaz 10



TABELA II - Atividade da redutase de nitrato, 4n vive, em fun
cac do estadio ontogenético da lamina foliar de
plantas de cana-de-aglcar, variedade NA 56-79,
com trés meses de idade. As condicdes de ensaio
foram aquelas estabelecidas anteriofmente. Média

de trés repeticoes.

Redutase de Nitrato

Folha (Lmoles Nﬁ;‘q“TPF“h"W}
G 0,57 4
+1 0,/6 on
V2 TLoah e
3 1,70 ab
v g 2,10 &
+ 0 2,05 a

As modias seguidas pela mesma letra nao diferem significati-
vamenta, entre si, pelo teste de Tukey, ac nivel de 5% de pro

bapilidade.



Liares de aiferentes idades fisiologicas podem estar corrveln-
clonadas com as diferengas na capacidade de sintese de protei

na e/ou de fixacao de CO, dos tecidos. (WALLACE e PATE, 1965

KANNANGARA e WOOLHOUSE, 1967; JORDAN e HUFFAKER, 1972,

SRIVASTAVA, 1975; FAHL & CARELLTI, 1984).

Com base nos resultados apresentados na Tabela IT1, o

considerando-se que tecidos fisiologicamente atives, com sufi

ciente capacidade para a fixacao do CO, e sintese de protel-

2

na, apregentam malor atividade da redutase de nitrato {(MECL-

[

RO e MACALHALS, 1982; Falil, e CARELLI, 1984), a “olha+3 foi cre
ferencialmente escolhida para os estudos posterioroes onvolvon
do o8 ¢feltos da disponibilidade de agua no solo sobre a rodu

gao de nitrateo a nitrito.

1.5. Variacdes na atividade invertasica de tecidos de col-
mo e de folha ontogeneticamente diferentes em fungcawu

de pH do meio de incubacgao.,

Os resultados apresentados nas Figuras b6A e 6B porinid
rom a caracterizacgac de duas 1socenzimas de invertase nos tood
dos das plantas de cana-de-agucar, variedacde MNA 56-79.  Uma @

L C

soenzime acida com maxima atividade em pH 5,5, ¢ predorinagnto
em tecidos em crescimento, e outra neutra com um maxico doo
tividade em pH 7,0, e com predominancia em tecidos compls

mente expandidos. Comparativamente, z superioridade da atiri-
dade da iscenzima acida sobre a neutfa, nos tocidos de lanso.
Foliar e de colmo em expansdo, foi de aproximadamente 1,7

5 0 vezes, respectivamente. Entretanto, observou-se Juc, 0oL

tecidos fisiologicamente mais diferenciados, @ atividadoe in-—



37

() B
. -
O
SR
N
L L
)| m
I 1 i 1 1
o o
<+ o & o °© 2

(4

*dd B4V ep 1owy) VIISYLNIAN

3QVaiIALLY

pH



vertasica acida decresceu acentuadamente em cerca de 80% nas
laminas foliares (Figura 6A), e em praticamente 99% nos oolmos
(Figura 6B). Por outro lado, a queda na atividade da enzima
neutra nos tecidos completamente expandidos foi muito menor, a
tingindo valores de aproximadamente 60 e 20% nos colmos e 13-

minas foliares, respectivamente,

A invertase acida solavel estd localizada tanto no va
ctolo como no espaco exterior, e a invertase neutra solivel &
uma isoenzima citoplasmatica (GAYLER e GLASZTIOU, 1972;

GLASZIOU e GAYLER, 1972).

As altas atividades da invertase acida parccem estar
associadas com as regioes de divisdo e alongamento celular, on
mo foi verificado em internddios de cana-se-acucar (HATCH o
GLASZ10U, 1963: GLASZIOU e BULL, 1965), ralzes deo cencoura
(RTCARDO e REES, 1970}, radicula de milho (IELLEBUSS ‘
FORWARD, 1962) e em folhas de joio {(POLLOCK ¢ LLOYD, 1977) .
de avela (GREENLAND e LEWIS, 1981). A maicor atividade da 117-
vertase acida verificada nos tecidos de laminas foliares o dre
colmos em crescimento pode ser atribuida a grande demanda do
monossacarideos nos processos biossiﬁtéticos das regicoes meris
tematicas, durante a fase de crescimento (SACHER et al., 1963;
GAYLER e GLASZIOU, 1972). Estas consideragoes do papel da in
vertase acida soluvel sobre os processos de cregcimento celu-—
lar sao reforcgadas pelos decréscimes acentuados observados na
atividade enzimatica guando os tecidos estudados tornaram-se
figiologicamente mais difcrenclados.

A predomindneia da atividade invertas=jca neutra  non

Bn, Gonun PR PR

tocidos figsiologicamento mais desenvolvidas,



en tecidos em expansdo, suygerem o envolvimento desta enyina tig
acumulacac de sacarose no vacuolo, como ja mencionado por
ALEXANDER, (1973). Segundo aguele autor, a invertase ncutra
opera em conjunto com a invertase acida da parede celular, con

trolande a acumulacao ativa de sacarose no vacuolo.

A capacidade de um tecido em armazenar sacarose nos
vacuolos parece depender, dentre outrog aspectos, do tipo de
orgao da planta e de seu estadio ontogenético. Parece incon-
testavel que nos colmos maduros de plantas de cana-de-acglcar
cultivadas em condicOes apropriadas de ambiente, o armazenamen
to se¢ da de forma praticamente irreversivel, visto que a ati-
vidade da invertase acida vacuolar naguele tecido, € pratica-
rente inexistente (Figura 6B), conforme ja foi verificado por
varios autores {HATCH ¢ CLASZIOU, 1963; GLASZIOU o GAYLER,
1972: ALEXANDRER, 1973). ¥ntretanto, a presenga da enzimi a-
cida nos tecidos de folhas completamente expandidos, espacial
mente nas laminas folilares (Figura €6A4), indica aue a sacoarosos
fotossintetizada e armazenada nos vacuolos pode scr metaboli-
zada produzindo monossacaridcos, ©0s quais serao utilizados na
manutencao do metabolismo da propria folha e/ou exportados pa
ra outros oOrgaos da planta, principalmente os colmos. Ainda
que a atividade das invertases tenha sido constatada em folhas
de cana (HATCH et al., 1963; PRADO et al., 1979; SAMPIETRO
et al., 1980) muito pouca atencido tem sido dada a elucidagao

de suas fungoes fisiologicas.

paseando-se nas curvas de pH (Figuras 6A e 6B}, po-
do—se inferir que cada tecido tem uma atividade invertasica
com um pll oétimo bem definido, e que as regides da curva com

menores atividades podem reprcsentar a sobrepostgac de ativi
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dade de varias ilnvertases (FLEISCHMACHER et al., 1980). Estes
resultades confirmam aqueles obtidos por SAMPIETRO et al.,
{1980) e FLEISCHMACHFR et al., (1980}, mostrando que as inver
tases podem variar com o tipo e idade fisiclogica do tecido,
o que reforca a importancia da utilizacac destas isoenzimas co
mo um parametro discriminatorioc do comportamento das plantas

sob condicdes extremas de disponibilidade de agua.

1.6. Atividade das invertases acida e neutra em funcgao da
concentracao de sacarose no meio de incubacao e omdl

ferentes tempos de reagao.

Nota-se pelas Figuras 7A e 7B que as atividades on-
se de 50 mM, para a invertase acida, e 100 mM para a inverta
se neutra, tendendo & estabilizacgao em 200 mM. Pode ser ob-
servado também gue os tempos de reacao de 120 minutos, pare a
invertase acida (Figura 7A}, & de 150 minutos para a inverta-
ce neutra (Figura 7B), foram os mais apropriados para o ensi-
io dessas iscenzimas, devido a linearidade apresentada na rca
cdo de hidrdlise enzimatica da sacarose. Em funcao destes re
sultados decidiu-se pela utilizacac de 100 mM de sacarose na
meio de incubacao e ¢ intervalo de reagao entre 5 ¢ 125 minu-
tos, para os experimentos posteriores de determinacan das ati

vidades invertasicas acida e neutra.

1. 7. Atividade das invertases acida e neutra em fungao o

concentracao do extrato proteico.

Este ensaio fol realizado com propbsito de se estabo
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lecer o volume da allguota do extrato proteico a ser ubllizad:
na determinacio da atividade enzimitica em tecidos em owpansin

e completamente expaundidos.

Observa~se pela Figura 82 uma relacao linoar onabtro o
volume da aliguota utilizada e a reacao de hidrdolise da SACaT
ge ate 0,5 mil {35 Umol de AR ., EhhT], para a invertase neutra,
e pelo menos até 0,9 ml (40 pmol de AR . EhFT), para a inverta
se acida. Estes resulﬁados indicam que, para aquelas concentra

co0s de enzima no meio de reacao {fase linear da cuxrva), a con

centracao de 100 mM de sacarose utilizada nos ensaios foi sufi

ciente para manter a atividade maxima das enzimas. Foram utili
zadas aliguotas de 0,5 ml de extrato enzimatico nos  ensaios

subseguantes.

1.8, Atividade das invertases acida o neuvihya em Yuncho

temperatura do weio de reagao.

verifica-se pela Pigura 8B qque a Mmiaxlma Gajyi

Arolitica das invertases estudadas fol alcangada na b

ra de 429C. A tolerancia das invertases & temporaturus mallol

da pelo seu proprio subtrato. Acima e abaixo desta temporatiu-

ra, ohserva-se uma ¢ueda acentuada na atividade das inwvert

o o , I e
que atingiu a 57°C, cerca de 50% do valor maximo, para a inver

3 - s O~1 e
tase neutra e de 10%, para a invertase acida. A 177C, as aili-

vidades invertasicas atingiram cerca de 20% de seus valoroes i

: . 50
A gueda na atividade em temperaturas superiores a 42

re

WL .

pode sor interpretada conc devido a alteracoes na esbrotora oon

. = t e S, AT et oy T o
formacional da enzima gue, segundo SAMPIETRO et al. (12300, oo
race sor muite complaxa.
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Com base nestes resultados, a temperatura de 40°C foi

utilizada nos ensaios enzimaticos posteriores.

Os efeitos da temperatura ambiente no crescimento,
florescimento e producgao de acicar de plantas de cana-de-agu-
car (VAN DILLEWIJN, 1952) parecem estar associados, pelo me-
nos em parte, com a sensibilidade das invertases a temperatu-
ras extremas (HATCH e GLASZIOU, 1963}, visto gue estas enzimas
estao envolvidas nos processos de mobilizacido de sacarosc o
sua subsequente utilizacgao para o cresclinento oU armagonaron -
Lo nos compartimentos de rescrva (SACHER et al., 1963). Entr~
tanto, nao existem informacoes na literatura sobre o afaite oo
temperatura nas atividades invertasicas associadasz aos procos

scs de [lorescimento e de "soporizacao”,

2. Mlteragoes bioquimicas e biofisicas associadas a deficién-

crescimento

cia hidrica em plantas nos estadios de intenso

vegetativo @ de amadurecimento dos colmoes.

Os estudos sobre o efeito do estresse hidricoom plan
tas na fase de intenso crescimento vegetativo foram realiza-

dos utilizando as variedades CR 4176, NA S56-79 e IAC 51-207%,

A

ongquanto que nos experimentos com plantas no cstadio de

recimento dos colmoys (acumulacao de sacarose) ol nbiiieada o

varicdade NA 56-79. IForam selecionadas planbag oo SGpemling

e

damente dois e dez meses de jdade, regpectivamente, para .o
tudos envolvendo os estadios de intenso crescinonto vegoetati-
vo e de acumulacao de sacarose. A recuperacdo Jdas plantag pro

viamente cstressadas foi avaliada apenas naguelas em fasc  do
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intense crescimento vegetativo.

2.1, Alteracdes na atividade da  redutase de nitrato o fun
cac do potencial da agua da folha e da taxa de tramns—

piragio.

Observa-se pcla Pigura 2 A, que a diminuigdo do po-
tencial hidrico éa folha, na faixa de -0,5 a ~-1,5 MPa, provo.-
cou um decrescimo suave € linear na atividade da redutase do
nitrate de aproximadamente 30% do valor maximo observado ol
potencial hidrico de aproximadamente 0,5 MPa. FEntretanto, na
[y

faixa de potencial da agua entre ~1,5 ¢ -1,7 MPa a atividade

da enzima fol reduzida drasticamente.

Quanto as alteragoes na redugao do nitrato provoca-
das pelas variagbes na taxa de transpiracao (Figura ¢ B) ohscr
veu—se um comportamente semelhante aquele relatedo nara
riagche:s no potenciel da agua na folha (Figura 9 AY.  Ksagim,

atividade da redurase de nitrato colu abrantaments ot

taxa de transpiracasn decresceu om aproximadamento 1oL op” 7
1A - -2 =1 S e . :

{fagueda de 4 para 3 g.dm “.h ). [DIstas semelhangas olooiwvai.

parecen estar associadas ao efeito correlativo existente an-

tre o potencial da agun da folha e a taxa de transpiracao, c

Farme fol demonstrado por SANTOS FILHO, (1985} na mesma vard
dade ¢ idéntica condigao experimental. As quedas abruptas na
raedicio do nitrato obkservadas nas faixas de potencial da agua
da folha e de taxa de transpiracao induzidas experimentalmon-
to coincidem com a grande elevagao da resisténcia difusiva o3

. _ -1 .
tomatica {de 1,5 para 4,0 s.cm ') determinada ncstas TIC SIS
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condigoes por SANTOS PILIO {1985).

0 efeito depressivo de baixos potonciaiz da agus na
atividade da redutase de nitrato pode estar assoclado ac  lo-
créscimo na taxa de sintese da enzima (MORILLA et al., 1973)
c/ou  com um aumento na sua taxa de degradacao enzimatica
(BARDZIEK ﬂ El'! 19710 . Entretanto, SHANLIR ¢ DBOYER (1976Ga,
1976b) mostraram gue, em plantas de milho, a atividade da on-
zima é regulada pelo fluxo de nitrato das raizes para as fo-

lhas.

Considerando os efeitos da taxa de transpiragac na
reducao do nitrato (Figura 9B}, e os resultados que mostram
ser a rcdutase de nitrato induzida pelo substrato (Figuras 42
o 4 B} ¢ ainda as evidéncias de que as folhas de cana-de-agu-
car sao desprovidas de um reservatorio de nitrato pronbtamonts:
disponivel, pode-se sugerir que o fluxo de nibtralo phaira oo T
lhas, via corrente transPiratéria,-provavelmonto QERQLOC A n
pel rogulatdrio importante no controle do nivel dooat v idode
da redutase de nitrato em laminas foliares de plantas intaciag
de cana, conforme tambem foi verificado por SHANBER e BOYER

{1976a, 1976b), em plantas de milho.

Apesar da importancia da taxa transpiratoria no pyo
cesso de reducao de nitrateo, deve ser ressaltado que a resis-
téncia difusiva estomatica desempenha um papel importante na
regqulacao do fluxo da dqua no sistema solo-planta-atmosfera de
vido & sua sensibilidade 3s variagdes na disponibilidade de a

gua no solo (MEGURO e MAGALHAES, 1983; SANTOS FILHO, 1985) o

rambém a outros fatores ambientails.

0 grau de sensibilidade do processo de redunan dend
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trato a balxes potencials da agua na folha verificade neste
trabalho, ¢ em outros envolvendo a prépria cana-de-aclcar (V7
QUELRA et al., 1283) e especies diferentes (BARDZIK et al.,

19%7; MORILLA et al., 1973; GSHANER e BOYER, 1%76a, 197¢h ;

MyGURQ e MACALHALS, 1982), sugere gue a atividade da redutase
de nitrato pode ser utlilizada como uw criterio capaz do avall
ar o efeito do estresse hidrico no comportamento fisiologico

e gendtipos de cana-de-agicar.

Tem sido verificado em cana-de-acucar {(ROSARIO o
SOOKSATHAN, 1977) e Loldium perene (BARTA, 1975} que ¢ acurmulo
de aclUcares nas folhas parece estar associado & baixa ativida

de da redutase de nitrato.

2.2. Alteracbes no potencial hidrico da folha, contends
de agua em tecidos em crescimento e completamenta
expandidos e no crescimento em plantas submetidas a
estresse hidrico e posterior recuperacac durant:
fase de intensoe crescimento vegetativo.

Com a supressdo da irrigacao do solo, clhigerona-" o,

em todas as variedades estudadas, um decréscian no  pofonobe

da agua da folha {(Figura 10) e nos contendes do agua er wadi-
dos completamente expandidos de lamina foliar {(l'igura 17} Q

bainha (Figura 12) e em tecidos em expansac de lamina foliar

("igura 12) e colmo (Figura 14) . TEgtas alteracoes verificadas

ado hidrico das plantas durante © periode de indugao s

no est
dafice hidrico foram acompanhadas po¥Y uma acentuada redugao na

+ava de crescimento relativo foliar (Pigura 15). O crescimen
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to foi completamente paralizado a partir do quarto dia apds a
suspensao da irrigac¢ac em todas as variedades. Os potenciais
da agua na folha, neste quarto dia do periodo experimental, fo
ram de aproximadamente -1,4, -1,2 e -1,1 MPa, respectivamente,

para as variedades CB 41-76, NA 56-79 e IAC 51-205,.

Depeis de 5 dias sem irrigagao, as plantas foram

reirvigqadas e os valores do potencial hidrice da folha indi
caram completa recuperagac do fluxo de agua para os tecidos 48
horas apbds o fornecimento de agua para as plantas nas trés va
riedades (Figura 10). Com excecao da variedade CB 41-76, quo
ndo recuperou completamente o contetdo de agua nos tecidos de
hainha completamente expandidos, pelo mencs até 96 horas apos
a normalizacao da irrigagao, as demais variedades aprescntaram
os mesmos padrdes de recuperacao do potencial hidrico da fo-
lha (Fiqura 12}. ¥ntretanto, a recuperagéo total do contonudo
de agua nos tecidos em expansao do colmo (Figura 14), e espo-
cialmente da lamina foliar (Figura 13), foi atingida somonico
depois de 96 horas do inicio do periede de re-irrigacac, pua-
ra todas as variedades menos para a CB 41-76, quo rooupormon o
contendo de agua do colmo apos 48 horas. Na varicdade Lad

-205 a recuperagéo total da taxa de crescimento relative o-

Tiar (Figura 15) deu-se nas primeiras 48 horas, onguanto o
nas variedades NA 56-79 e CB 41-76, que aprescnlarvam perfis de
recuperacao muito semelhantes, esta ocorreu depois de 72 ho-

ras de reiniciada a irrigacao.

Analisando-se as alteracoes no potencial hidrice
da folha {(Figura 10) e aguelas nos contetdos de agua nos dife
rentes tecidos estudados (Figuras 11, 12, 13 e 14), observa-

50 cque a utilizacao do potencial hidrico da folha isoladamen-



te, com o objetivo de expressar ¢ estado hidrico em outros te
cidos que nao tiveram o potencial hidrico medido, especialmen
te aqueles situados no cartucho foliar, podera nac explicar
com fidelidade a maioria das alteracdes fisio-metabdlicas o-
corridas durante o periodo de estresse hidrico e de recupera-
cac. Estas considerac¢des estido alicercadas também nos resul-—
tados de MICHELENA e BOYER, (19282) e de WESTGATE e BOYER

(1984), gue mostraram a ocorrencia de menores potenciais hi-
dricos nos ‘tecidos em crescimento que nos expandidos. Bm adi
¢ao, ACEVEDO et al., {(1979) demonstraram gue a correlagao -
tre o potencial hidrico e o conteudeo relative de agua ¢ instd
vel, e pode variar a cada hora. Estes autores relatam, Lam-
hém, que as medicgoes do potencial hidrico, isoladamente, pao
fornecem informacoes suficientes sobre o impacto do estrosse
hidrico nos processos fisiologicos mediados pelo conteddo de

agua do tecido ou turgescéncia celular.

A redugao na taxa de crescimento reclative foliar
durante o pericdo de estresse hidrice (Figura 15) pode ser a-
tribuida, provavel e primariamente, a uma gueda no potencial

de turgesconcia dos tecidos do meristema intercalar da folha,

decorreonte da diminuicao no conteudo d'agua destes teocidou (1

qura 13). Apesar da fotossintese ser reduzida pelo  asbionr ue
hidrico deovido ao aumento na resistencia estomabice (NALG

al., 1933; SANTOS rILHO, 1985), causandc um decrdsrim e o

de CO.,, e/ou en conscquéncia da redugao na allividades dan

fluxo
reacdes fotoguinicas e/ou biogulmicas (KRAMER, 1983}, texn si-
do demonstrado que o alongamento cglular e frequentemonta 1o-
ou mesmo Lotalmente inibido antes gue a fotossinteseo

duzido,

soia significativamente afetada (BOYER, 1970b; HSIAC, 1373).
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Geralmente considera~se que as taxas de alongamento foliar sao
determinadas pelas propriedades da parede e pela turgescencia
celular. WESTGATE e BOYER (1984) relataram que o potencial hi
drico nos tecidos em expansao parece ser induzido e mantido pe
los processos de crescimento, € que um gradiente de potencial
hidrico nestes tecidos & reguerido para manter o fluxo de a-
qua para as células gue estao se expandindo. Estes autores

mostram, também, que o polencial do turgescencia nos Lo bdng

ol oexpansao € menor que nagqueles maduros, e que este acnor 5o

.

toncial de turgescéncia é provavelmente consequencia do rela-
vamento da parece celular durante o crescimento. ©O decrosci-
mo no potencial hidrice nestas regites, necessario para o ma-
nutencio do fluxo de agua e consequentemente da turgesconcia
e do alongamento celular € atribuido a diminuicao no potencial
osmético destes tecidos (ACEVEDO et al., 1979; MICHELENA o
BOYER, 1982; WESTGATE e BOYER, 19584) pela acumulacgac de =olu
tosn ousmoticamente ativos (ACEVEDO et. al., 1979; MUNNS et al.,
1379} . bontre estes solutos parece gue 0 potassio, aminoaci-
dos Livres o especialmente os agucares soluveis representam a
-principal porgaoc (MUNNS et al., 1979} . A importancia da acu-
rmulacio de solutos (ajustamento osmotico) nos tecidos em oS
cirento ¢ completamente expandidos de plantas subnetidas o oo
tresse hidrico e postertior recuperacac, ben cond as pYGVEO e T
relacdbes existentes entre a atividade das invoertases Cor

translocacio e acumulacao de agucares, e também com © Cresisi-

mento foliar, serao discutidos posteriormente.



O padrao de recuperacdc do crescimento foliar (Fi
Gura 15) apresentou maior semelhanca com a curva da recupera-
¢ao do conteddo de agua em tecido de lamina foliar em crescj—
mento (Flgura 13) do gque o da recuperagac do potencial hidri-
co foliar {FPigura 10). Isto indica que a retomada do crosci-
mento ocorre através de uma resposta retardada em relacio
normalizagao do fluxo de agua na planta, e cue o potencial de

turgescéneia desempenha um papel fundamental na expansac ol

lar.

Apés alguns dias do inicio do periodo de recupe-
racao, a taxa de crescimento relativo foliar em plantas previ
amente cstressadas superou aguela das plantas irrigadag novmal
mente {Figura 15). SLATYER (1973), apud GARGANTINI (1980},55
geriu que plantas cultivadas sob défice hidrico sdo fisioloqgi
camente mais jovens do que plantas sob condigoes normais de
disponibilidade de agua. Sendo assim, guando o estressc 97—
drico e climinado, a taxa de crescimento dessas plantas pode
ser malor que nas plantas n3o submetidas a détice hidrice, oo
forme fol verificado por ROBINSCN {1963), en cana-de-aciicar.
Sequndo ZUR et al., (1981) o modulo de elasticidade de £
de soja diminui com o decréscimo no cstado de hicdratagiao doa-
tes tecidos. Dal, parece provavel que as maiores taxas (i
cregcimento verificadas nas plantas reidratadas que nagquelac
irrigadas normalmente, podem ser atribuldas ao afrouxamoentora

parede celular promovido pelo estresse hidrico.

A malor taxa de crescimento nas plantas estressa
das verificada na fase de recupera¢ao, esta assoclada, prova-
velmente, também com a recuperacgao na atividade das invartascs

dcida e neutra nos tecidos de lamina foliar em expansao (I'igu



ras 22 e 23), e com o desenvolvimento de maiores atividades os
moticas nesses sitios de utilizacgdo e acumulacao de aclcares
nas plantas submetidas a deficieéncia hidrica. As observacdes
visuais mostraram claramente que os tecidos de laminas folia-
res completamente expandidos das folhas +1, +2, +3, etc, atin
qidos pelo estresse hidrico, nao recuperaram-se e ficaram ne-
crosados. Nestas folhas apenas a nervura central das partes
rediana e basal recuperou seu estade de hidratacac normal. En
tretanto, em todas as variedades estudadas, os tecidos mais jo
vens, principalmente agueles pertencentes ao cartucho foliar,
e o5 tecidos de bainha completamente expandidos e de colmos,
recuperaram-se completamente apos duas seranas do reinicio da

irrigagao.

Com base nestas observagoes pode-se concluir cue
o nivel de estresse hidrico imposto nao foi suficientemente
drastico a ponto de comprometer irreversivelmente os proccs-
sos fisio-metabolicos essenciails para ¢ crescimento & sobra-

vivéncia das plantas.

0 envolvimento dos tecidos de folha e de colimo om
crescimento por tecidos de bainha e folha expandidos resivin-

ge a perda direta de dgua nos tecidos encartuchados (Mifksl

al., 1979; WESTGATE e BOYER, 1984). Segundo MIUNNS ot ol

(1979), o blogueio ou ruptura da continuidade vaszcular onire
tecidos encartuchados e expostos ao ambiente apos o murchirmen
to e dessecamento destes Ultimos, juntamente com © ajustamcn-
to osmotico nos tecidos encartuchados {(também verificado por
HENSON et al., 1982 e WESTGATE e BOYER, 1984), pode favorecer
a conservacao d'agua nestes tecidos, mantendo o potencial de

turgescencia positivo, que pode ser um importante fator res-



ponsavel pela recuperacio ¢ sobrovivéncia dos tecidos encartu
chados. Todavia, ainda nao existem evidéncias inequivocas de
que a manutencao de potencial de turgescéncia positivo seja ne

cessario para a sobrevivéncia.

A maior tolerancia ao estresse hidrico da varie—
dade IAC 51-205 em comparagao com a maior sensibilidade da va
ricdade CB 41~76 e tolerancia intermediaria da variedade NA
56-79 foi observada visualmente durante o periodo de indugio
do defice hidrico e pode ser confirmada pelos resultados de
potencial hidrico da folha (Figura 10), conteldo de Agua nos
tecidos (Figuras 11, 12, 13 e 14) e taxa de crescimento rela-
tive foliar (Figura 15). Apesar gdestes resultados serem Corie
cordantes com aqueles obtidos por BRINHOLI (1975} e SANTOS bl
LHO (1985), nas mesmas variedades estudadas, a tolerdncia <1-
ferencial dessas varicdades ao estresse hidrico nesto L iain -
iho pode ser guestionavel pelos seguintes aspectos.  Primeireo,
a variedade constiderada mais tolerante por apresonlazr ooy
potencial d’agua na folha, menor gueda € YeCuperacac mals ©i-
pida na taxa de crescimento foliar, foil acquela que, apareunfo-
mente, apresentave  as plantas com uma menor area foliar to-
tal. A variedade CB 41-76 apresentou uma area foliar aparcn-
temente maior que a NA 56-79., Mesmo nao sendo feita qualquer
medicac de area foliar, sistema radicular e do potencial hi-
drico do solo, pode-se inferir, apenas baseando-se nas obscr-—
vagdes visuals de area foliar, que o tamanho da superficie deo
transpivacac fol pelo menos um dos provéveis responsaveis po-
las diferencas varietals apresentadas. Um outra aspecto  ague
morece scr ressaltado € que apos Alguns dias do o intoio do

ricdo de reirrigagdo, as nbheervacoes visuais mcLiriaram



tir gqualguer diferenga entre as plantas—-controle e agquelas pre
A i

viamente estrescsadas, em todas as variedades.

Algumas diferengas metabolicas entre as varieda-
des, durante o pericedo experimental, serao anrescntadaz e dis

cutidas posteriocrmente.

[
L

Alteracoes nas atividades invertasicas e nas concentra
cOes de carboidratos soluveig e de N- O NH, en tecidos
organogenicamente diferentes, de plantas submetidas o

cstresse hidrico e posterior recuperagac: fase de in

tenso crescimento vegetativo.

2.3.1. Atividades das invertases acida e neutra.

Com a suspensio no fornecimento de agua para as
plantas observou-se um aumento na atividade das invertascs a-
cida @ neoutra nos tecidos completamente expandidos de  laming
foliar (Fiquras 16 ¢ 177 o de bheinha {(Figura 18 o TBY L, P v
riedades NA 56-79 e JAC 51-205. Por cutro lado, nos  uooicnn

de lamina foliar completamente exnpandidos na wvas odads

76, evideonciou-se ums ligeira tendencia de yoduo ey T Al LT
de das iscenzimas acida (Figura 16) e neutra (Figura §7,

final do periodo de estregsze.

Muanto as atividades invertasicas nos teoidos on
expansao ohservou—-ge que, Com 2 imposigao da deficioncin  ile
drica, a atividade da isoenzima feida diminuin, tanto na lami
na foliar (Figura 20) como no coimo ({Figura 22). Mas plantas

11

com deficiéncia hildrica, representantes das variedadeg 3 41
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76 e NA 56-79, a atividade da invertase neutra fol reduzida
nos tecidos de lamina foliar {(Figura 21} e de colmo (Figura
22). Porem, na variedade TAC 51-205 esta reducaoc ocorreu So-
mente nos tecidos de lamina foliar em crescimento. O decrés-
cimo na atividade da invertase acida da lamina foliar (Figura
201 fol maior que aquele observado no colmo (Figura 22) & na
invertase neutra destes nmesmos tecidos (Figura 21 e 23).  in-
tretanto, ao final do periode de estresse hidrico, a varicdi-
de IAC 51-205 foi agueia gue manteve, comparativamentes ans oo

mais materiais estudados, as malores atividades invertasicus.

Comparando-se as atividades das invertases SOluweis
de tecidos completamente expandidos de lamina foliar {'iguras
16 ¢ 17) e bainha (Figuras 18 e 19}, com aguelas determinacdas
em tecidos em expansao de lamina foliar (Figuras 20 o 27) o
colmo (Figura 22 e 23), observa-se que nestes ultimos tecidos
4 atividade invertasica @ multo superior aquela dos tecidos oz
pandidos, especialmente da bainha.. Esta maior atividade pode
ser atribuida, pelo menos em parte, aoc maior contetdo de agnua

nos tecidos em expansdo (Filguras 13 e 14} comparados aos Lol

jen

dos completamente expandidos (Figuras 11 e 12). fBsta alirma-

cac basela-se nod fato de gque as amostragens parca oo S ATV BT

bioguimicas foram roalizadas utilizando valoves oo roeno Forvo o
onde a fragho solivel dos teeidos emn expinsac N S AT I T

Co,
a insoaluvel.

Como foi veritficado anteriormente, oz ofeitos do
invertasges dcids o

tresse hidrico sobre as atividades das

tra gao contrastantes conciderando os tecidos em o e C Lnan L

e conpletamente expandidos.
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L mencionado na literatura que a atividade das in
vertases aumenta nos tecidos de folhas em senescéncia natural
(POLLOCK e LLOYD, 1977: 1978) e induzida poOr estresse hidrico
(VASSILIEY e VASSILIEV, 1936; VIEIRA DA SILVA, 1970;
ADJAHOSSOU, 1983). HATCH e GLASZIOU (1963) relatam que a de
ficiéncia hidrica provocou um aumentc na atividade da isoenzi
ma neutra nos tecidos de colmo de cana-de-aclicar em fase de a
cumulacao dc sacarose., Entretanto, nos tecides de colmo e
crescimentce (BATCH o GLASZIOU, 1963) e de folhas de milho o
fetjao (HAWKER e WALKLR, 1978; HAWKER, 1980} . a o at ividodn
da iscenzima acida decresceu com a imposicgao do ostresss 1.

drico.

: : ‘,|‘ N

i

Os aumentos nas atividades das invertascs
(vacuolar) € neutra itoplasmatica) observados nos tecidos coi
pletamente expandidos, durante o processo de sencscencia ind.
zido pela deficiéncia hidrica podem resultar em cfeitos bond-
ficos para a manutengac dos processos fisioldogicos scob condi-
coes de estresse (VIEIRA DA SILVA, 1970; ADJAHOSSOU, 1983).
A liberacao de glicose e frutose, nac $0 atende a demanda moe-
tabdlica destes tecidos mas tambeém possibilita uma dimuruigao
no potencial osmotico das células sem a necessidade de alters
coes substancials nos gastos energéticos e no consumo de carho
no para a biossintese de novas substancias osmoticamoento  ab -
vas. A ouebra de uma molécula de sacarose em Jduan de nonoano
carideo prowove a duplicac¢an na concentragao osmotica darn 0
lulag, atribuida, anteriorirente, somente a sacavose (AT[
et al,, 1979). Este pode ser um provavel mecanising Lard o

tabelecimento de gradientes de potenciails osmoticos  acooani-

rios a manutencio da absorcio de agua pelos tecidos cu, alter



nativamente, inibir sua desidratacdo evitando dque o potencial
de turgescéncia atinja niveis criticos, incompativeis com a
manuten¢ac dos processos fisioldgicos associados ao crescimen
to.

Outras enzimas hidroliticas, tais como, amilases
fosfatases acidas, fosforilases, proteases e ribonucleases,
também tem suas atividades aumentadas nos tecidos em processo
de scnescéncia natural ou induzida pelo estresse hidrico (vi-
EIRA DA STLVA, 1970; TODD, 1972; VIEIRA DA SLLVA, 19376,
ADJAHOSSOU, 1983). Conscquentemente, estas enzimas, atraves
dos produtos de hidrolise, também contribuiriampara a diminuj
¢ao do potencial osmOtico dos tecidos. Indubitavelmente, den
tre as enzimas hidroliticas, as invertases presentes nos teci
dos de cana-de-acUcar podem exercer um papel muito importante
neste tipo de ajustamento osmotice, constituindo-se em ura im
portante cstratégia de sobrevivéncia das plantas submelidas a
condicoes de baixa disponibilidade de agua ne solo. Entretan
to, @ importante salicntar gue a importancia deste mocinisrn
de ajustamento osmético, durante o processo de senescondia it
duzido pelo estresse hidricc, & variavel com o orgacn da ;plon-
ta e também com a intensidade e tempo de duracgao do cobivoir
que ag plantas saoc submetidas.

As quedas nas atividades das invertases, cupaci-
almente da isoenzima acida, nos tecidos em expansao do oGl
e, particularmente, de lamina foliar, foram acompanhadas ol
diminuicao na taxa de crescimento relativo feliar (Figura 15).
0 decréscimo na taxa de crescimento de plantas de cana—dc-aci
car, que normalmente é scguido por uma redugac na atividade da

invertase acida {(HATCH e GLASZIOU, 1963; GLASZTOU o LULT,



el

1965), pode nao ser consequéncia apenas da inibicido dos proces
sos de biosintese de constituintes celulares a partir das he-
xoses produzidas pela hidrolise da sacarose. A reducio na ta
xa de crescimento foliar de plantas estressadas parece ser de
vido, também, a uma provavel queda na capacidade dos tecidos
em expansac de absorverem agua e, consequentemente, de estabe
lecerem potenciais de turgescéncia necessdrios para o alongamen
to celular (ACEVEDO et Ei., 1979; MUNNS et al., 1979;KOEHLER

et al., 1982}, conforme foi discutido anteriormente.

Com o reinicic do fornecimento de agua para as
plantas previamente estressadas observou-se um comportamenko
nuito caracteristico no padrac de recuperacao de cada isoonvi
ma nos diferentes tecidos ¢ varicdades estudados.  Neono boeci
dos de bainha conpletamonte expandidos, em torlag oo o o -
des estudadas, ocorreu uma recuperacac total na altividede .
invertasc Acida nas primeiras 48 horas apds a rclirrigacan {ii-
gura 13), enguanto que a invertase neutra nac recuperou 4 atl
vidade no periodo de 96 horas apds a supensao do estrogsse hi-

drico (Figura 19).

Nos tecidos de laminas foliares em expansao a re
cuperacao da atlvidade invertasica acida ocorreu no periodo
compreendido entre 48 e 96 horas (Figura 20}, enquanto o au-
nento pds-irrigagao da atividade da invertase ncutra dou-so¢ an
tes deste periodo (Figura 21). No final do pericdo de avsiia
cio do processo de recuperacao, as atividades das invertascy,
cspecialmente da iscenzima neutra, determinada nos tecidos fo
liares em crescimento, superaram aquelas das plantas  1rvrio-

das norrnalmente. Nestes tecidos a recuperacdo dag alividade:

L

invertasicas deu-se mais rapidamente na variedade IAC 571-207.
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Nos tecidos de colmo em crescimento de prlantas da
variedade CB 41-76, as atividades das invertases acida (Pigu-
ra 22} e neutra (Figqura 23) nao apresentaram sinais indicati-
vos de recuperagac durante o periodo experimental. Nas outras
variedades ocorreu apenas indicio de recuperac¢ac na atividade
da invertase acida, mais cvidente na variedade Na 56-79. Opro
cesso de recuperagao na atividade da isoenzima ncutra foi al-
cancado nas primeiras 48 horas apos a reirrigagio, coxr  valo-
res de atividade superiores aqueles obtidos em condicdes nor-
mais de irrigacac, ¢ especialmente mais acentuado na varieda-

de IAC 51-~205,

Nos tecidos de lamina foliar em crescimento, o)
envolvimento da invertase acida no processo dée expansao celu-
lar & reforcgado pela correlagao observada entre os padrdes de
recuperacao da taxa de crescimento foliar (Figura 15) e da a-

tividade desta iscenzima (Figura 20),

Com base nos resultados experimentais verifica-—
se gue a menor capacidade de recuperacgao da atividade fneat o
sica acida nos tecidos em crescimento de colmo (Figqura A4,
comparados com 05 de laminas Foliares (Figuva 20), osia oo
ciada com uma recuperacac mais lenta no crescinmento do ool
em contraste com a rapida retomada do crescimento foliar dan

plantas reirrigadas.

Considerando os tecidos em crescimento, os ofoj-
tos da imposigao do estresse hidrico foram menos evidentes na
variedade IAC 51-205 que nas outras Variedades. Com excocgao
do padrdac de recuperacao da atividade da iscenzima acida nos

tecidos de colmo, a variedade IAC 51-205 fol aquela que demons



trou melhor desempenno figiologico durante o processo de recu
peracac das atividades invertasicas apos o restabelecimento Jo

fornecimento de agua para as plantas,

Nos tecidos de lamina foliar completamente erpan
didos de plantas da variedade CB 41-76, © efeito da deficien-
cia hidrica sobre as atividades invertasicas (Figuras 16 e 17),
especialmente no final do periode de estresse, parece estar
relacionado com as maiores quedas no potencial hidrico (Figu-
ra 10} e contetdo de agua (Figura 11). Islko sugere que © ni-
vel de desidratacao alcangado foi suficientemente severo para
promover a desestabilizagdo da molécula enzimatica, inativan-

do-a. Estas consideracotes sao fundamentadas, tambem, por oh-

servacgoes visuais, gue mostraram um nivel de senescéncia da Ld
mina foliar mais severo e precoce na variedade Ch 41-76 SHE

nas demais variedades.

2.1.2. Concentracoes do achoavos solnveia botain,

cares redutores e HN-o NH,
8

Nas Lrés variedades estudadas, a restrigac b
ca imposta as plantas resultou numa diminuicdo da concentragao
Ge acldcares solGveis totals nos tecidos de lamina foliar cor-

pletamente expandidos (Figura 24), Este mesmo efeito foi ob-

corvado nos tecidos de bainha completamente expandidos nas va

riedades OB 41-76 e IAC 51-205, particularmente no final ao

pericdo de estresse {Figura 25). A variedade NA 56-79 nao a-

ntou gualguer alteracao na concentracao destes agucares

presa

nas tecidos de bainha no final do estresse hidrico. Entrotan
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to, nos meados do periodo do estresse, notou-se uma clovacasc
nas concentracgdes de aclUcares soluveis totais nas variedades

NA 56-79 e IAC 51-205 (Figura 25).

Nog tecidos de lamina foliar em expansao foi detec-
tada uma elevacaoc na concentracao dos acucares soluveis to-
tals, bastanté evidente na variedade IAC 51-205, que persis-
tiu ao longo de todo o periodo de estresse (Figura 26). Contu
do, nas variedades CB 41-76 e NA 56-79, as plantas submetidas
a estresse hidrico tiveram aumentada a concentracac de aguca-
res soliveis apenas no 39 dia apOs o inicio do periodo de es-
tressce. Quanto aos tecidos de colmo em crescimento, nac  fo-
ram ohservadas alteracdes nas concentragoes dos agucares so-—
lGveis totais na variedade NA 56-79 durante o periodo do oo
tresse hidrico (Figura 27). Todavia, enguanto na vanriodi-
de CB 41-76 ocorreu um decréscimo progressivo na concentragao
dos acglcares no colme, observou-se na variedade IAT 51-20%,
aumento da concentracac no terceiro dia de estresse, com LT
posterior decréscimo a niveis praticamente normais no final do

periodo de deficiéncia hidrica.

As concentragdoes de aglcares redutcres nos bLecidos
de lamina foliar completamente expandidos aumentaram soh con-
dicbes de deficiéncia hidrica nas variedades IAC 51-205 e NA
56-79, sendo que nesta Gltima variedade a elevagao ocorreu a-

penas no final do periocdo de estresse {(Figura 28). Entretan-

to, na variedade CB 41-76 a resposta foi completamente oposte,

diminuindo a concentracac dos agucares redutores. Em todas as

variedades o teoxr de agucarcs redutores nos tecidos de bainiia

completamente expandidos aumentou com a desidratacgao das plan
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tas (Pigura 29).

Observa-se na Figura 30, que o conteldo de aclicares
redutores nos tecidos de lamina foliar em crescimento aumentou
nos primeiros trés dias de estresse, em todas as variedades.
Porém, no final do periodo de deficié@ncia hidrica a concentra
cao foi reduzida a niveis praticamente normais na variedade
IAC 51-205, enquanto que nas outras variedades atingiu wvalo-
res inferiores aos das plantas irrigadas normalmente. Nos te
cidos de colme em crescimento, of efeitos do estresse hldrico
na concentracao de agucares redutores (Figura 31) feoram sonme-
lhantes aqueles verificados no conteudo de agucares solivel:

totals {Figura 27).

As concentracoes de N- G NH, nos tecidos complotane
te expandidos de Lamina foliar (Figura 32) e de bainha {(Figu-
ra 33), e nos tecidos em expansao de lamina foliar {(Pigura
34) e de colmo (Figura 35), aumentaram em todas ags varieda-
des e somenté no periodo final de estresse, quando a desidra-

tacao nos tecidos fol mais severa.

Nas primeiras 48 horas apOs a reirrigacgao, o teor
de actcares sollveis totais em tecidos de bainha completanon-
tc expandidos (Figura 25), clevou~-se novamente atinginde ni-
vels superiores agueles observados nas plantas irvigadas no: -
maimente, decrescendo no final do periodo de avalliacio, Gs b
orcs de acucares soluveis totais nos tecidos de Tamina £o1 0y
(Figura 26) e de colmo (Figura 27) en crescimpepio retornar o
4 niveis normais nas primeiras 48 horas de reirrigagan, o Lo
das as variedades com excegdo da variedade IAC 51-205, na quos

o contetdo destes aglucares na lamina foliar foi normalizado so
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mente no final do periodo de recuperacao.

0O conteudo de acglicares redutores nos tecidos do hai
nha completamente expandidos {(Figura 29) foi normalizado so-
mente depois de 48 horag de reirrigacio, reduzindom-se aniveis
inferiores ao controle no final do periodo de avaliaclo. Nos
tecidosg de lamina foliar cm expansac a recuperacio do conteir-

de de aglUeares redutores (Fiqura 30) ocorreu nas primeiras 4%

J
.‘

horas de reirrigagaoc na variedade NA $6-79, entre 48 e 96 ho-
rag na variedade IAC 51-205 e provavelmente depois de 96 ho-
ras na variedade CB 41-76. Duanto aos tecidos de oolmo n
crescimento (Figura 31) observou-se gue a normalizagao no con
toldo de agueares redutores ocorrceu nasg primeiras 48 horas de
reirrigacao na variledade C¢B 41-76, e no final do periodo de ao-
valiacao na variedade NA 56-7%, Entretanto, na variedade 1AC

51-205 houve uma tendéncia de gueda no conteltdo de aglcares re
dutores durante o periode de reirrigagao.
puanto aos efeltos da reirrigacaoc sobre ©s teores de

M=y NH observou-se gque a variedade NA 56-79 apresentou uma

2 r
tendéncia de normalizagao nas primeiras 48 horas, ocorvennis o
ma elevaciao no periodo scouinte, em Lodog os booidos ogbiiaee
ma elavacao no periodo scoguinte, em Lodog oz bodic ati
1

(FPiquras 33, 34 e 35). #ntretanbto, as outras o b dide s
L A IR R

sentarvam, no final do pericdo de avaliacao da

1

na tenddncia de normalizagao nos tecides de bainha coeapdot.-

mente expandidos (Figura 33) e de elevagao nos Leeidos o Sae

mina foliar (Figura 34) ¢ de colme (Figura 35} em croscimonto.
Devido a grande variabilidade verificsda nos dados

Ed I3 - 4 i N . - . - - ey
de andlises guimicas, ndo foi possivel realizar uma interpre-

tagan precisa das diferengas observadas entre as variledados e
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entre os diferentos Looides, o fambam dag rodoogmg oot ot
entre as alteracoes nas atividades invertisicas ¢ no contolde

(e carboidratos durante os periodos de estresse hidrico o ro—

cuperacdo.

A estimativa do conteldo de sacarose pela diferenca
entre os teores de aclcares soldveis totais e aclcares reduto
res nao € recomendavel, principalmente nas plantas em fase de
intenso crescimento vegetativo, devido ao baixeo conteidn de
sacarcse em comparacao com a elevada concentracao de aglicares

redutores, guc acabam mascarando og valores determinados.

Conforme foi discuido anteriormente, o agrau de com-
prometimento dos processos metabdlicos e biofisicos que c¢on-
trolam os niveis de carboidrates e de N-o NH2 nos tecidos e
lantas estressadas, depende da severidade da cdoficidrnoia

drica imposta, do tipo de tecido e da varioedade.

Em condig¢des de estresse hidrico modarado (meio O
veriodo de estresse) ocorreu um aumento ou diminuigan no oo
centracao de acgucares soluvels totais e no contendo do amici-
res redutores. Porém com ¢ aumente da severidade do estrosso,
nos tecidos onde ocorreu acumulo de agucares solaveis totais
¢ redutores durante a fase moderada de deficiéncia hidrica, os

tecores destes carboidratogs tenderam a ser normalizades, ou -

ventualmente decresceram, - em todas as variedades.

Nas variedades NA 56-79 e CB 51-205, a aueda no con

telido de aciicares soluveis totais (Pigura 24} ¢ ¢ acumulce de

aclicares redutores (Figura 28), em tecidos de lamina Foliay
completamente expandidos de plantas estrassadas, sugore o ocnr

réncia de um decréscimo na concentragao de sacarase devids  a
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redugde na vapacidade fotossintética das plantas. Na varieda
de CB 41~76 a diminuicdo no teor de aclicares soliveis +otais
na lamina foliar completamente expandida {Figura 24) foi acom
panhada pelo decréscimo no conteldo de acglcares redutores (Fi
yura 28) decorrente provavelmente do efeito depressivo da de-

ficiencia hidrica na atividade das invertases {(Figuras 16 o

17}, principalmente no final do periodo do estresse.

As considerac6eé feitas anteriormente sobre ativida
des invertasicas e ajustamento osmdtico, nos tecidos em X pan
5a0 e completamente expandidos de plantas estrarsadas, @an ro
forgadas pelos resultados das determinacgtes do conteﬁdoc&ragg

cares scoluvels, especialmente o3 redutores, exprossos com  ba

se no peso seco dos tecidos.

A elevacao da atividade das invertases acida & nou-
tra em tecidos de lamina foliar (Figuras 160 e 17) e de bainha
(Figuras 18 e 19) conmpletamente expandidos foi geralmente so-
quida por um aumentc no conteGdo de agucares redutores (Figu-
ras 28 e 29}, o gue fortalece a hipdtese sobre o papel das in
vertases no ajustamento osmOtico dos tecidos em processo e
senescéncia induzido pelo estresse hidrico (VIEIRA DA SILVA,
1970, 1976: ADJAHOSSOU, 1983). Por outro lado, em plantas
com deficidneia hidrica, a tendéncia de decréscimo da concon-
tracan de aclucares redutores nos tecidos de jaming folliar i1
gura 30} o de colmos (Figura 31) em cresciments {ol can
boem correlacionada com a reducao nas atividades invorbaonilasn

nestes tecidos (Fiquras 20 a 23).

De modo geral, a recuperacao das atividedes inverctd

sicas apds o fornecimento de agua as plantas proviamente o8-

tressadas foi acompanhada por uma tendéncia de normalizogao do

LI TR — -
RIRLINT I A e it R AL
ol A CEATRAL

R
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conteudo de aclcares redutores, om todos os tecidos = varinda

des,

0 acumulo de N-uo NH,, verificado em todos os teoi-
dos o variedades, foi provavelmente decorrente do aumento na
atividade de enzimas proteclliticas induzido pelo estroecse hi-
drico {(VIRIRA DA SILVA, 1970; TODD, 1972; VIETRA DA ERLVA,
1976; NAYEK et al., 1982). Intre os compostos N-o NHz acumu-
lados, & prolina, asparagina e glutamina parecem ser og mais
importantes (MUNNS et al., 1979; FORD, 1984; KOBHLER et al.,
1982; HANDA et al., 1983). Ao contrario dos agucares reduto
res, o acumulo de N--u NH2 acorreu somente quando Ccessou o cres
cimento da folha (Figqura 15). A acumulacao de Nm{xNHz pode

ser também uma forma de armazenamento de carbono e nitrogenin

reduzido durante o estresse (HSIAO, 1973).

KOFHLER et ml., 1982 verificaram em plantas oo S

de-acurcar, que além dos aglcares soluvels e do N- o i, o

Iy

riasio o os acidos organicog tambem contribucm porda o abviis e

-

i

mente do potencial osmelice em tecidos follares desodrsvados,

Foi verificado em plantas de trigo {WARDLAN, 1967;

MURNS et al., 1979) e de cana-de-acgucar (HARTT e KORTECHAK,

1962; HARTT, 1967) que, dependendo da severidade do estressc

hidrico, o transporte de substancias organicas diminui A
nio cessa completamente. 2 hidrdlise de macromoléculas pare-
ce exercer um papel importante na acumulagao de agucares ¢ a~
minodcideos nos tecidos estressados. Entretanto, esta acumula
cac nos tecidos encartuchados em crescimento, pode ser consc-
quéncia, tambem, da remobilizagio de substratos dos fenidos
completamente expandidos da lamina foliar e bainha (MUMNG ol

al., 1979).
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2.4, AlteragOes nas atividades invertdsicas e nas concen—
tragoes de carboidratos scliveis e de N- o ﬁHz em te-
cidos em crescimento e completamente expandidos de
plantas submetidas a estresse hidrico: fase de acu-

mulacao de sacarose,

Neste estudo as plantas foram separadas em dois gru
pos, um mantendo-se o forﬁecimento de agua normal e outro su-
primindo-ge a irrigagao, correspondendo ao tratamento de os-—
tresse hidrico. As atividades das invertases e as dosgagens
gquimicas foram determinadas gquando o potencial hidrico das fo
lhas atingiu cerca de -1,8 e -0,5 MPa, respectivamente, nas
plantas com limitagdo na disponibilidade de agua c mantidas

sch irrigacao normal.

Nas plantas da variedade NA 56-79 em fase de acumu-
lacio de sacarose, os efeitos do estresse hidrico nas ativida
des invertasicas (Figura 36) e nos conteudos de acucares sola
velis e de N—aNH2 (Figura 37) foram muito semelhantes aqueles
ocvorridos naslplantas em fase de intenso crescimento vegobatl
vo (Fiquras 16 a 23). Sao destacados apenas, as Atloren s
mais relevantes das alteracoes bioquimicas ocorridas naz dana

fages de desenvolvimento estudadas.

2.4.1. Atividades das invertascs acida e ncutra.

A diferen¢ga mais evidente entre as atividades inveyr
tasicas das plantas, nos dois estadios de desenvolvimento, o-

correu nos tecidos de ldmina foliar em crescimento. Enquanto

a atividade da invertase neutra nas plantas jovens foi reduzi
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Jda a metade pelo estresse hidrico {'igura 21}, nas planias oo
fase de acumulacao de sacarose a atividade dessa invorlan, e

brou (Figura 36B). A resposta ao estregse hidrico da inverta
s@ neutra nos tecidos de lamina foliar em crescimento de plan
tas em fase de maturagao de colmos, foi semelhante aquela o

corrida nos tecidos de lamina foliar completamente expandidos

{Figura 36A).

As atividades invertasicas determinadas nos tecidos
de bainha completamente expandidos de plantas jovens {Figuras
18 & 19) foram menores gque nos tecidos de plantas em fase de

naturagao de colmos (Figura 36 E}, tanto nas plantas irriga-

das normalmente comeo nas estressadas. Por oultro lado, as abi

vidades lnvertasicas, nos tecidos de lamina follar om  Crumoi-

mento e completamente coxpandidos, e nos tecidos do colmo i
2 21, 224 o Iy,

cxpansio de plantas jovens (Figura 16, 17, 20, 27, 20

Foamoe oo

foram maiores gque aquelas alcangadas pelas plantas om
acumulacio de sacarose (Figuras 36A, 36B e 36 D). Fstas maio-
res atividades nos tecidos de plantas jovens deve-se, prove-
velmente, & maior demanda metabdlica de monossacaridios, omps

cialmente nas regides de crescimento.

guanto ac efeito do estresse hidrico nas atividades

invertasicas do colmo em fase de maturacgao (Figura 36C), verl

ficou-ge uma elevacdo de aproximadamente 2,5 e 1,7 vezes, res

-

pectivamente, nas atividades das isoenzimas acida e neutra.

Estes resultados corroboram com aqueles obtidos por HATCH e

GLASZIOU {1963).
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2.4.2. Concentracoes de agucares soluveis e de
N—o NI-12 -
Com excecao da queda no contelddo de acgldcares soli-
vels totails, verificada somente nos tecidos de 13amina foliar
completamente expandidos de plantas jovens (Figura 24), os -
feitos do estresse hidrico sobre os contendos de aclcares oo-
laveis totails {(Figura 37B} ¢ redutores (Figura 274}, nos b d
dos completamente expandidos de lamina foliar e bainha de pian
tas em fase de maturag¢ao, foram semelhantes aqueles ocoryvidos
nas plantas jovens (F'iguras 25, 28 e 29). 0O conteudo do ami-
cares soluveis totais {Flgura 37B) e redutores (Figura ?7a),
nes tecideos de colmoe em amadurecimento, aumentou nas plantas
estressadas.

0s efeitos da deficiencia hidrica scbre os contei-

T

dos de acgltcares soluveis totais (Figura 37B) e redutores {Fi-

gura 37A), nos tecldos em crescimento de plantas em fase de a
cumulacdo de sacarcse, foram semelhantes aqueles de plantas jo
veng, somente guanto o estresse hidrice foi moderado (Irigurac:

26, 27, 30 e 31). Entretanto, com o aumento na severidadoe do

Uy &£

cstresse nas plantas jovens, os efeitos tendoram o z=o Trvor oo
0 : ' e 3 T . L O P -
rem, reduzindeo o contendo de agucares a NMivels Jguais Su L -

foriores aps normais.

G

Aanalisando og resaltados do conkoucs do

timado {Tabela 111} observou-se que ocorreu um aumentos

dissacarideo nos tecidos em crescimento nas plantas estresni-

das. Todavia, nos tecidos expandidos, oCcorreu apenis uma ton

déncia de gqueda na lamina foliar e de elevagao nos tecidog de



Contetdo do sacarpse czbimadca {moe
mento, de lamina foliarvr e bainha

Média de selis Tepeticoes.

LT ES)

nos tecidos de lamina foliar e colmo o

completamente expandidos e de colmo em amaduracimento.

Tres

~
i

TECTDO DE LAMINA FOLIAR TECIDO DE COLMO TECIDO DE
BAINHA
5 ESCT- COMPLETAMENTE EM CRESCI- COMPLETAMENTE
o EM CRESC R : COMPLETAMENTE
PLANTAS
M S XPANDID ) EXPANDI
MENTO EXPA 0 MENTO Do EXPANDIDG
1RRIGADAS 209 % 49 114 L 29 310 £ 71 992 ¥ 224 142 T 36
L. . + e
ESTRESSADAS 576 ~ 85 e I 24 540 % 92 1281 £ 319 166 ~ 16
suitados apresentados acivud o= valores medics e os respectivos desvios padrdos.
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bainha e de colmo.

O acumuilo de sacarcse nos tecidos em crescimento de

plantas cstressadas estd relacionado com a reducac na alivida

de das Invertases {(Fiquras 36B e 36D) . Analisados coniunta-

mente, o acumulce de sacarose observado e o aumento da concon-
tracac de acicares redutores (I'igura 37a), provavelmente =ino

decorrentes da menor demanda metabolica destes tecidoz sob con

digoes de estresse hidrico.

Nos tecidos de lamina foliar completamente expandi-
dos a tendéncia de queda no conteldo de sacarose estimado {Ta
bela III) e o actmulo de agucares redutores (Figura 37A) nas
plantas estressadas estao assocladas com o aumento nas ativi-

dades invertasicas (Figura 36a) (SINGH e REDDY, 1980) e, pro-

vavelmente, coma queda na fotossintese.

0 conteGde de sacarose estimado tendeu a aumeniar,

ainda gue nao significativamente, nos tecidos de bainna con-

N

pletamente expandidos e de colme em amadurecimento nze  lane
tas vstressadas (Tabela I11). 2 tendéncia de maloy aeims o o

sacarese nos colmos ern amadurecimento de plantas estrescic. .
cstd de acordo com os resurktados obtidos pox AT 1L P
COSNELIL, e LONSDALE {1974), e em discordancia com ¢s aunoent,

nas atividades invertdsicas nestes tecidos {Figura 36Cj. P

rém, comQ as atividades invertasicas nos colmos foram  suuito

baixas, a manutencac de um pequeno fluxo de sacarose seria il

ficiente para compensar ou mesmo superar o aumento na capaci-
dade dos tecidos estressados em hidrolizar sacarose. {IARTT,

L

{(1967) salientou gue, durante a fase de amadurecimento, o au-

nento no armazenamento de sacarose no. ¢olmo, sob condigoes i



mitantes de disponibilidade de agua, pode ser devido &4 menor
hidrolise de sacarose durante a translocacao, a menor demanda
de acucares para © crescimento, e também ac transporte mais len
to da sacarose dos sitios de transporte no floema para o bpa-
rénquima de armazenamento no colmo. Segundo acuele autor, &
naoc ser gue o estresse hidrico seja muito severo, nenhuam -
tro argqumento fisiologico poderia ser contraric a eliminacao
da irrigacdo como um fator beneéfico para o processo de matura

cioc da cana-de-~acucar.

05 efeitos da deficiéencia hidrica sobre a concentra

cac de N-o NH, nos tecidos de plantag durante a fase de amadu

2

recimento (Figura 37C) foram muito semelhantes aqueles ocourri-

dos nas plantas jovens (Figuras 32 a 35).



IV - RESUMO

Foram realizados dois experimentos: o primeiro utili
zando-~se plantas de treés variedades de cana-de-aclcar (NA 56—
79, IAC 51-205 e CB 41-76) com diferentes graus de resistéencia
a seca ¢ em fase de intenso crescimento vedgetativo (plantas com
sproximadamente 2 meses de idade). O outro experimento foi rea
lizado com plantas da variedade NA 56-79 durante a fase de acu
mulacdo de sacarose {maturagao dos colmos). Quando as plantas
atingiram a idade fisiologica pretendida em cada experimenka,
a restrig¢do hidrica fol imposta pela supressac da irrigacao. No
experimento com plantas em fase de intenso crescimento fot ava
liada a recuperacao do estresse hidrico.

Neste trabalho foram determinadas tambwm oo Copciioo
mais aprvopriadas de ensaio da redutase de nitrato ow loadoa v
liares & das invertases em tacideos ontogeneticamente  diforvern.
tes..

A atividade da redutase de nitrato diminuin goavomen-
te com os decréscimos no potencial hidrico da folho ¢ na taxa
de transpiracdo, até determinado limite, guando entao foi redu
zida abruptamente. O fluxp de nitrato para as folhas, via cor
rente transpiratdéria, parece exercer um papel importante na re
qulacio do nivel de atividade da redutase de nitrato em cana-

de—acucar.

0 conteddo de aqua nos tecidos em expansao o complone

mente expandidos, o potencial hidrico da folha o i cone e
cimonto foliar diminvivan com a saprasgao da o i ¥
SRt ST B B SR

Com a reirrigacic das plantas estressadas chso
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da do crescimento foliar e, gque o potencial hidrico da folha
retomou seus valores normais mais rapidamente cue o conteldo

de agua, em todos os Orgidos e variedades estudados.

Foram caracterizadas duas iscenzimas de invertase nos
tecidos foliares e de colmo das plantas de cana-de-aclcar, va
riedade NA 56-79, Uma isoenzima acida com maxima atividade em
pi 5,5, e predominante em tecidos em crescimento, e outra neu
tra com um maximo de atividade em pH 7,0, e com predominancia

ern tecidos completamente expandidos.

As atividades das invertases acida e neutra sumoelo-
ram nos tecidos completamente expandidos do lamina foliar
bainha ras plantas estressadas das variedades NA S6-79 ¢ 100
51-205. Nos tecidos em expancac de lanina foliar o coimn  as
atividades das invertases foram reduzidas nas plantas estbros-
sadas das variedades estudadas. © padrao de recuperacao ol
cada isoecnzima variou com O tipo de tecido e orgao da planta

tambem com a variedade estudada.

Enquanto'o conteudo de N_mNHz aumentou em todos os to
cides e Grgdeos de plantas estressadas em todas as variedades,
o mesmo naoc ocorreu com o conteldo de acucares soluvels Fenen
tais @ redutores, que apresentaram respostas difaorentes  pacrd
cada tecideo e Orgao da planta, bem como, para e VAL Sastliats
o nivel doe restricaoc hidricha impoesto.  Poyx outroe lado, g oor-

malizacao nos niveis de agucares nas planias velrrijgadis deo-

se rapidamente, enguanto gque os niveis de D~uNH2 Hpressntod

somente tendéncias de normalizacac durante o pericdo de avaii
acio da recuperacac em todos os tecidos, Orgaos e variedudes

estudados.



Os efeitos do estresse nldrico nas atividades inver-

tazicas e nos conteudos de acltcares soluveis e de N-ONH nas

2
plantas da variedade NA 56-~79, em fase de acumulacidsc de saca-
rose, foram muitc semelhantes aqueles ocorridos nas plantas em
fase de intensce crescimento vegetativo, na mesma variedade.

Nas plantas em fase de maturacao, o estresse hidrico aumentou o
conteudo de sacarose estimade nos tecidos em crescimento. To
davia, nos tecidos expandidos, ocorreu apenas uma tendéncia de

queda na lamina foliar e de elevagao nos tecidos de bainha e

de colmo de plantas estressadas.

De modo geral, a mator toleradncia ao estreszse hidri-
co da variedade IAC 51-205 em comparagao com a maior Sansihg-
iidade da variedade CB 41-76 e ftolerdancia intermodiaria da
ricdade NA 56-79, observada visualmente, pode sor cont i
nela maioria dos parametros avaliados durante o periodo dooin

ducao e de recuperacgio do défice hidrico.



V - ABSTRACT

PHYSIOQLOGICAI, BEHAVIOUR OF SUGARCANE PLANTS {Saccharum sp)
UNDER CONDITION OF WATER STRESS: CHANGES IN NITRATE ASSIMILA

TICN AND SUGAR MOBILIZATION.

Two experiments were carried out: 1in the first one

there were utilized sugarcane plants of three varieties (NA
56-79, IAC 51-205 and CB 41-76) with different dearees of

drought resistance, in the phase of intensiwve vegetative growhn
fca 2 month old); the seccond experiment included plants oz
the variety NA 56-79, in the sucrose accumulating phase  (culn

maturation).

Water stregs to the planto was imposed bv wikholdino
irrigation, at times the plants reached the proper physiologioal

age defined in cach experiment.

The patterns of recovery of the plants from water
stress were followed with plants in the vegetative phasec of
growih,

fgtimation of nitrate reductase activitv was donc in

10af tissue and invertase activities assays were carried out

in different plant tissues and organs, ji.e. developing leaves

(lamina) and mature lamina and sheaths, and culm inbhernndaen

T ans, i

rnroughout ontogenesis. The appropriate conditions s

', in the particular tissues and organs, wWenc Ouiaiilnv,

ASBavis, L

The concenirations of total soluble sucove, cudoo b
sugars and -amino nitrogen, of the various plant warbs, o
calculated at different bimes during the induction o f ved

recovery from water stress.

—a
<
[y



The results showed that, at milg water stress,
nitrate reductase activity fell slowly with the decrease of
leaf water potertial and transpiration rate. Ag the level of
water energy diminished the process of nitrate veduction reachod
a threshold where the enzyme was severely inhibited.

T

In sugarcane, it appearcd that the nitrate {iux

Lt
the leaves, in the transpiration stream, exerted an inmportant

role in the regulation of nitrate reductase activity.

The water content in the tissues, the growth rate
and the leaf water pctential decreased as the moisture

availability in the soil was lowered. Upon irrigation, Ileaf

aqrowtl resumed and the valuss of water potential increased
faster than the water content of the different tissues and

organs.
In the variety NA 56-72, the leaf and culm Invertasos

were shown to present two isoenzyme activities: an sl

invertase, with optimum phl around 5.5, occurring prodopinantols

- C g
:’;ﬂ, RERTR BT

in growing tilssues; & noutral invertase, pH optimum
mainly in mature tissues.

51200, WL L

1n the varieties NA B6-79 and I[AC

stresa caused an inerease ol both acid and neutral A v

tivities in the lamina and sheaths of expanded lelvos. i

ac

the contrary, invertase activities decresased in growimn OV

and culms under conditions of water shortage. ‘''he pattern i

recovery of cach isoenzyme upon irrigation varied with tLhe

tissue and organ analyzed, and with the variety considered.
Under water stress the amino nitrogen content

increased in all tissues and organs, in the three varictics.



n the other hand, the concentration of total soluble sugars
and reducing sugars was changed with the level of imposed water

restriction, in every tissue and organ, in all varieties.

When the plants were rewatered the sugar levels in
the tissues and organs rapidly increased and reached the values
of the continucusly hydrated plants, while the amino nitrogen
content showed only a slight tendency of recovery during tne

time of the experiment.

The results have indicated that, in stressed plants
of the variety NA 56-7%, scoluble sugars and amino nitrogern
contents were similarly affected in both vegetative and mabturae
phases of plant in both vegetative and mature phases of nlont
qrowth.

Expanding tissues of maturing plants showad 4
increase of sucrose content when subjected to watoer ST
ilowevar, in mature organs, drought induced a decreasing trnnd
of sucrose accumulation in the lamina which was parallecied by

an increased concentration in the sheaths and culms,

The evaluation of the various physiological and bio
chemical parameters utilized in the experiments of water stress
and recovery, permited to discriminate the varietv IAC 51-205

as the most drought tolerant, NA 56-79 ag intermediate, ard

“p 41-76 as the most suscephtible variety.
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