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ABSTRACT

Because of climate change is increasingly frequent on the planet, agriculture is
suffering various impacts due to dependence on environmental factors. The drought
has been one of the abiotic factors that have most contributed to reduction in crops
production. The cotton (Gossypium hirsutum L.) is one of the most cultivated
species worldwide, exerting an important socio-economic role, particularly for the
use of fiber in the textile industry. In order to identify materials with the ability to
tolerate water stress conditions, this study evaluated cotton cultivars based on
growth and biochemistry variables. At 45 days after emergence, nine cotton
genotypes (FMT 705, FM 966, BRS Rubi, BRS 286, FMT 701, CNPA ITA 90, CNPA
5M, CNPA 7MH, BRS Seridd), herbaceous and arboreal sizes, underwent water
stress for a period of seven days in a greenhouse at Embrapa-Algodao. The
cultivation was performed in 5 liter pots containing sandy soil previously fertilized
according to the recommendations of the culture. The experimental design was
completely randomized, with bi-factorial 9 x 2 (9 genotypes x 2 water treatment),
with four replications. The analyzed growth variables were plant height, stem
diameter, number of leaves, length and weight of the roots. The assessed
biochemical variables were the antioxidative activity of enzymes: SOD, CAT and
APX, estimated by spectrophotometry. The cultivars were classified adopting
multivariate methods, through the canonical variables and cluster analysis via
UPGMA. It was observed that the stress imposed affected all genotypes, although
shown different responses. However, the most suitable materials have the ability to
grow even in the face of drought that have been submitted and also included best
performance of antioxidant enzymes to prevent cellular damage. Under these
conditions, the most adapted genotypes were BRS 286, CNPA 7MH and CNPA 5M,
considered as the best candidates for hybridizations aiming tolerance to semiarid

environments.

Keywords: cotton, water stress, antioxidant enzyme



RESUMO

Em virtude das mudancas climaticas cada vez mais frequentes no planeta, a
agricultura estd sofrendo varios impactos, devido a dependéncia dos fatores
ambientais. A seca tem sido um dos fatores abidticos que mais tem contribuido
para reducdo na producdo das lavouras. O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) é
uma das espécies mais cultivadas mundialmente, exercendo um importante papel
socioecon6mico, principalmente pela utilizagdo das fibras na industria téxtil. Com o
intuito de identificar materiais com habilidade de tolerar condicdes de estresse
hidrico, o presente trabalho avaliou cultivares de algodoeiro baseado em variaveis
de crescimento e bioquimicas. Aos 45 dias apds a emergéncia, nove gendtipos de
algodoeiro (FMT 705, FM 966, BRS Rubi, BRS 286, FMT 701, CNPA ITA 90, CNPA
5M, CNPA 7MH, BRS Seridd), de portes herbaceos e arbéreos, foram submetidos
a estresse hidrico por um periodo de 7 dias em casa de vegetacdo, na Embrapa-
Algodéo. O plantio foi realizado em vasos de 5 litros, contendo solo arenoso,
previamente fertilizado de acordo com as recomendacdes da cultura. O
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com esquema
bi-fatorial 9 x 2 (9 gendtipos x 2 tratamentos hidricos), com quatro repeticdoes. As
varidveis de crescimento analisadas foram: altura da planta, didametro da haste,
namero de folhas, comprimento e peso das raizes. As variaveis bioquimicas
avaliadas foram a atividades antioxidativas das enzimas: SOD, CAT e APX,
estimadas por espectrofotometria. As cultivares foram classificadas adotando-se
métodos multivariados, por meio das variaveis candnicas e analise de agrupamento
via UPGMA. Observou-se que 0 estresse imposto afetou todos os genétipos,
embora tenham demonstrado respostas distintas. Contudo, 0s materiais mais
adaptados tém a habilidade de crescer mesmo diante do déficit hidrico a que foram
submetidos e, ainda, constam melhor atuagdo das enzimas antioxidantes para
evitar os danos celulares. Nessas condi¢cdes, os genétipos que melhor se
adaptaram foram BRS 286, CNPA 7MH e CNPA 5M, sendo os melhores

candidatos para hibrida¢des visando tolerancia a ambientes semiaridos.

Palavras chave: algodoeiro, déficit hidrico, enzimas antioxidativas
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1. INTRODUCAO

As mudancgas climéticas no planeta tém sido observadas cada vez mais
frequentemente ao longo das décadas. Em decorréncia disso, lavouras das mais
diversas culturas estdo sendo afetadas em todo o mundo, jA que o cultivo é
dependente de fatores ambientais. Dentre essas alteracfes, a seca constitui um
dos principais fatores que limitam a produtividade das culturas, sendo um
fenbmeno cada vez mais comum, até mesmo em regides as quais a ocorréncia nao
havia sido anteriormente observada. Desse modo, a agricultura estd sofrendo
grandes impactos pela escassez pluvial que vem acometendo as areas produtoras
(MORAES et al., 2011).

A agua é um componente de grande importancia para os vegetais, sendo
necessaria para a manutencao das atividades fisiolégicas e metabdlicas vitais para
a planta. Durante a seca, a baixa disponibilidade hidrica no solo prejudica o
crescimento e desenvolvimento vegetal (VERSLUES et al., 2006).

De modo geral, sob condi¢cbes de estresse hidrico, as respostas das plantas
envolvem principalmente, fechamento estomatico, reduzindo a transpiragéo,
reducdo no transporte de assimilados, da fotossintese, na divisdo e expansao
celular, provocando diminuicdo no crescimento de estruturas como folhas e caule,
reducdo da respiracdo, conduténcia estomatica, entre outros (FERRARI et al.,
2015). Os efeitos na planta dependem da intensidade e duracdo do estresse
hidrico, da fase de desenvolvimento e do gendtipo (WILLADINO e CAMARA,
2010).

Ao mesmo tempo, as plantas desenvolvem mecanismos morfolégicos,
fisiolégicos e moleculares a fim de se adaptarem as condi¢cbes de déficit hidrico.
Sendo assim, a capacidade de tolerancia de uma planta depende dessas respostas
(BHARGAVA e SAWANT, 2013; BRAY, 2001).

O algodoeiro (Gossypium hirsutum) € uma planta que pertence a familia
Malvaceae que possui mais de 50 espécies descritas na literatura. Constitui uma
das principais culturas de valor econémico do mundo, sendo a fibra o seu principal
produto e bastante utilizada na indastria téxtil. O Brasil € o quinto maior produtor
mundial e concentra a producao, sobretudo, na regido de cerrado do Centro Oeste
e do cerrado e semiarido da Bahia dada a sua tolerancia ao déficit hidrico
(CARVALHO et al., 2015; CONAB, 2015; SOUZA, 2000; ROSENOW et al., 1983).



As plantas de algoddo demandam maior quantidade de agua principalmente
no periodo pouco antes e durante a floracdo (REICHARDT, 1990). Na fase
vegetativa, ocorre reducao do crescimento da raiz e da parte aérea, sendo a Ultima,
normalmente mais afetada, resultando no decréscimo da relacdo do peso parte
aéreal/raiz (PACE et al., 1999; BALL et al., 1994). Durante a frutificacdo, a escassez
hidrica afeta as estruturas reprodutivas, prejudicando a producéo e a qualidade das
fibras (LUZ et al., 1997).

Do ponto de vista celular, o estresse hidrico promove o aumento da
producdo, gerando acumulo das espécies reativas de oxigénio (ERO), como o
oxigénio singleto (10,), o superoxido (Oze-), peroxido de hidrogénio (H.0,) e radical
hidroxila (OH¢), causando danos oxidativos em organelas, membranas, proteinas,
lipideos e &cidos nucleicos. Visando equilibrar a producdo das EROs, as células
dispbem de sistemas de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos.
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011; BARBOSA et al., 2010; SCANDALIOS et al.,
2000; D’AUTREAUX e TOLEDANO, 2007).

O sistema antioxidante enzimatico incluem as enzimas superéxido
dismutase (SOD) - a primeira via de neutralizacdo, que dismuta o superoxido (Oze-)
em peréxido de hidrogénio (H.O,), catalase (CAT) — converte o peroxido de
hidrogénio (H.O,) em agua (H,O) e oxigénio molecular (O;) e ascorbato peroxidase
(APX) — que decompde o peroxido de hidrogénio, utilizando o ascorbato como
doador de elétrons para formacdo de 4gua mais um substrato oxidado denominado
monodihidroascorbato. As respostas das plantas em relacédo a esse sistema variam
de acordo com cada gendétipo, sendo o mais adaptado ao estresse aquele que tem
a biossintese das enzimas mais ajustada (MONTAVON et al., 2006; ALSCHER et
al., 2002; SHIGEOKA et al., 2002).

Em virtude da ocorréncia cada vez mais frequente da seca em regides
produtoras de algodao, empresas de pesquisa tém desenvolvido estudos visando a
identificacdo de materiais com capacidade de tolerar o estresse hidrico. Deste
modo, se faz necessaria a busca por genoétipos de algodoeiro tolerantes as
condic¢Bes de baixa disponibilidade hidrica (FIEGENBAUM et al.,1991).

Portanto, no presente trabalho, foram utilizados métodos multivariaveis,
adotando-se as variaveis candnicas e agrupamento hierarquico UPGMA para a
analise da similaridade genética entre nove genotipos de algoddo, com base em

descritores agronémicos e bioquimicos, com intuito de selecionar gendtipos de
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algoddo com capacidade de tolerar estresse hidrico na fase inicial do ciclo

reprodutivo.
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2.1 Alteracdes organicas em plantas geradas por mudancgas ambientais

Mudancas climaticas sempre foram comuns no planeta ao longo de
décadas. Essas alteracBes sdo advindas de varios processos, tanto geoldgicos
como tecnoldgicos, todos gerando desequilibrio na sazonalidade (VAZ, 2010). No
aspecto tecnoldgico, os varios beneficios que foram gerados a partir do
desenvolvimento de novos processos biotecnolégicos, favorecendo o
desenvolvimento industrial e agropecudrio, capitalizaram, de certo modo,
negativamente para o desequilibrio ambiental da fauna e flora. As praticas
agropecudrias intensivas, o uso massivo de combustiveis fosseis, o0 desmatamento
e gueima de biomassa, entre outros, contribuiram para elevacdo da emisséao de
gases na atmosfera, alterando concentra¢cfes, e como consequéncia, causando o
aumento do “efeito estufa” (CONTI, 2005). Tal evento causa um crescente aumento
na temperatura do ar, devido ao impedimento na dissipacdo de calor. Como
consequéncia, tal alteracdo promove mudancas associadas, como, por exemplo,
nos padrdes de distribuicdo e intensidade de chuvas, de ventos e elevacdo dos
niveis dos oceanos (BEYRUTH, 2008).

A agricultura é um dos segmentos mais afetados pelas mudancas climaticas,
porque a producdo das lavouras é altamente dependente de diversos fatores
ambientais e mudancas drasticas, especialmente em germoplasma ndo adaptado,
representam risco para a agricultura ou preservacado da espécie (MARTINS et al.,
2010; WILLADINO e CAMARA, 2010). No aspecto organico, a planta se apresenta
sob estresse quando determinados fatores externos provocam uma tensao que
resulta em alteracbes nas suas atividades normais de equilibrio (SOARES e
MACHADO, 2007). Isso porque, ao serem submetidas a algum tipo de estresse, as
plantas desenvolvem diversos mecanismos morfolégicos, fisioldgicos, bioquimicos
e moleculares de defesa, os quais foram adquiridos naturalmente ao longo da sua
evolucdo, para se adaptar as novas condicées (ANJUM et al., 2011; WILLADINO e
CAMARA, 2010).

Focalizando no estresse hidrico, a fase vegetativa € a mais critica, pois
durante esse periodo, a planta intensifica as atividades metabdlicas e o
requerimento de energia para formacao de novas células e tecidos, que antecedem
a fase reprodutiva (LAWLOR e LEACH, 1985). A supresséao hidrica durante a fase
vegetativa provoca alteragdes na divisdo e expansao celular, no crescimento das

folhas e hastes, reducdo nas taxas de fotossintese e respiracdo, retardo na
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absorcdo e assimilacdo de nutrientes, perda de turgidez, da condutancia
estomatica, aceleracdo da senescéncia e da abcisdo foliar. Na fase reprodutiva, a
deficiéncia hidrica provoca acumulo de espécies reativas de oxigénio, que resultam
em distarbios na formagédo das estruturas reprodutivas, alteracdo no fluxo de
floracdo, abscisdo das flores e frutos, entre outros (DUARTE, 2012; FAROOQ et
al., 2009; SANTOS e CARLESSO, 1998; LAWLOR e LEACH, 1985).

No geral, as respostas das plantas ao estresse hidrico dependem do
gendtipo, da intensidade e duracdo do estresse e da fase fenologica em que se
encontra (WILLADINO e CAMARA, 2010; CALBO e MORAES, 2000; SANTOS e
CARLESSO, 1998). Os niveis de tolerancia da planta sdo determinados em funcéo
dos mecanismos que ela utiliza para lidar com esta condicdo. A literatura reporta
uma série deles, tais como fechamento estomatico, crescimento da raiz em
profundidade, ajustamento osmatico, ativagdo do sistema antioxidante de defesa,
entre outros (DUARTE, 2012; SILVA et al., 2012; BARBOSA et al., 2010; CALBO e
MORAES, 2000).

De 95-98% do oxigénio absorvido pelos organismos aerdbicos sofre uma
reacdo quimica de reducdo para formar agua, por meio do processo respiratério, na
mitocondria. Nesta reacdo, sao fornecidos quatro elétrons para o0 oxigénio e
formam-se duas moléculas de agua. O restante do oxigénio € reduzido
univalentemente, ou seja, recebe somente um elétron durante a reacdo, gerando
espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species, ROS), que podem
constituir os radicais livres. Estes radicais livres tem grande capacidade reativa,
pois tém um ou mais elétrons livres na sua Orbita externa, possibilitando a captacéo
de elétrons de compostos proximos, no qual desencadeia reacdes na célula que
podem causar danos, sendo deste modo, denominadas substancias oxidantes.
Portanto, a formacao dessas substancias durante a respiracdo € um fenémeno
natural (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

O fechamento dos estdbmatos € um processo fisioloégico que acontece nas
plantas sob estresse hidrico, em funcdo do aumento dos teores de acido abscisico
(ABA) no xilema, a fim de evitar perdas de agua pela transpiracdo (DAVIES e
ZHANG, 1991). Em consequéncia disso, ha reducdo na absorcdo de CO,, que
além de reduzir a fotossintese, causa o direcionamento dos elétrons para a
formacédo das ROS, geradas, sobretudo, nos cloroplastos, nas mitocondrias e nos

peroxissomos, a partir dos processos de fotossintese e respiracdo (FAROOQ,
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2009). Essas espécies sao formadas pela reducao incompleta do O, por elétrons e
incluem o oxigénio singleto (*0;), o superoxido (Oze-), 0 qual apresenta baixa
capacidade oxidativa, peroxido de hidrogénio (H.O;), que pode romper a
membrana nuclear e causar danos a molécula de DNA e radical hidroxila (OHs),
que apresenta alta reatividade (BARBOSA et al., 2010; D’AUTREAUX e
TOLEDANO, 2007).

Embora os ROS sejam produzidos naturalmente para atuar no metabolismo
normal das células, ao serem submetidas a algum estresse ambiental, as plantas
respondem produzindo ROS em excesso, que se acumulam nas células,
originando um estresse oxidativo (CHENG et al., 2015; SOARES e MACHADO,
2007). Segundo Karuppanapandian et al. (2011), as ROS podem causar morte
celular em plantas devido a inativagao de enzimas fundamentais no metabolismo,
além de danos nas organelas celulares e destruicdo das membranas pela
degradacéao de pigmentos, proteinas, lipidios e acidos nucleicos.

A célula possui um sistema eficiente de compostos antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos capazes de equilibrar os niveis de ROS nas células,
promovendo um balanceamento entre a producdo de ROS e a atividade
antioxidante, de modo a neutralizar a citotoxidade (KARUPPANAPANDIAN et al.,
2011; BARBOSA et al., 2010). Esse sistema € gendétipo dependente, de modo que
plantas mais tolerantes possuem uma biossintese mais ajustada. Nesta rota, estao
envolvidas enzimas como: a) superoxido dismutase (SOD) - que inicia 0 processo
de neutralizacdo e atua como catalisadora da dismutac¢do do superéxido (O,e-) para
peroxido de hidrogénio (H,0O,) e oxigénio molecular (O,). Esta enzima pode ocorrer
em trés formas moleculares, apresentando os metais Mn, Fe ou Cu/Zn, sendo a
Cuzn-SOD a mais abundante nos vegetais (BARBOSA, et al., 2014; ALSCHER et
al., 2002; MALLICK e MOHN, 2000); b) catalase (CAT) - € encontrada sobretudo
nos peroxissomos, embora esteja presente também nas mitocondrias e no
citoplasma e promove a inativacdo do peroxido de hidrogénio (H.O), que é
formado principalmente durante o processo de fotorrespiracdo, convertendo-o a
agua (H2O) e oxigénio molecular (O2) (MONTAVON et al., 2006; HELDT e HELDT,
2005) e c) ascorbato peroxidase (APX) € uma oxidorredutase cuja reacdo de
decomposicédo do peroxido é feita com o ascorbato, que atua como redutor, doando
elétrons, para formacdo de agua mais um substrato oxidado denominado
monodihidroascorbato (SHIGEOKA et al., 2002).



O ajustamento osmotico é o mecanismo pelo qual a planta reduz o potencial
osmotico a fim de manter a turgescéncia celular através do acumulo intracelular de
diversos solutos, que consequentemente auxilia na manutencao da fotossintese e
da abertura estomatica e outras atividades fisiologicas de grande importancia,
ainda que sejam inevitavelmente reduzidas, em condi¢cdes de solos com baixo
potencial hidrico (CALBO e MORAES, 2000; LAWLOR e LEACH, 1985).

No aspecto de crescimento, a deficiéncia hidrica afeta toda morfologia da
planta durante sua fenologia sendo os efeitos mais visiveis na altura das plantas,
na cobertura vegetal e nas raizes, que sao as primeiras perceptoras do estresse.
Como resposta ao evento, a massa e volume radicular se alteram de modo a se
ajustarem a deficiéncia hidrica, reduzindo o volume radial e aprofundando-se no
solo em busca de umidade. Essa habilidade € mais expressiva em plantas
tolerantes (SILVA et al., 2011; BALL et al., 1994).

Baldo et al. (2009) realizaram um experimento com algodoeiro da cultivar
Delta Opal, no qual impuseram estresse hidrico nas plantas com duracdes de 15,
30 e 45 dias, aos 69 dias apdés a semeadura. O tratamento com deficiéncia hidrica
constituiu de 25% do volume total dos poros preenchidos de agua. Foi observado
gue houve reducdes na altura da planta, diametro da haste, nimero de folhas, area
foliar e massa fresca da parte aérea, demonstrando que o déficit hidrico afetou o
crescimento da parte aérea. Em resposta a deficiéncia hidrica, ocorre absciséo
foliar e reducéo da superficie foliar, decorrente da inibicAdo da expanséo celular a
fim de reduzir a transpiracdo e conservar maior quantidade de agua por mais
tempo.

Em um estudo realizado por Pace et al. (1999) com duas cultivares de
algodao, submetidas a 13 dias de supressdo hidrica, iniciado aos 36 dias, foi
observado que as plantas estressadas exibiram raizes primarias mais alongadas
em relacdo as plantas irrigadas, embora os pesos das raizes ndo tenham diferido
estatisticamente, indicando que a matéria seca das raizes foi preferencialmente
direcionada pra aumentar o comprimento das raizes em ambos o0s genotipos
submetidos ao estresse hidrico. Esses resultados demonstram outro tipo de
resposta comum em plantas sob condi¢des de seca, o aprofundamento do sistema
radicular em busca de agua no solo, sendo constantemente relacionado com

tolerancia ao estresse hidrico.
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Ao submeterem a cultivar de algodoeiro Acala SJ-2 a cinco regimes de
umidade do solo (20, 40, 60, 80 e 100% da capacidade do vaso), Plaut et al. (1996)
observaram que o crescimento da raiz foi mantido até 40% de umidade do solo,
sendo menos sensivel em condigbes de déficit hidrico do que o crescimento da
parte aérea.

Geralmente, o estresse hidrico causa um aumento na relacdo raiz/parte
aérea, ou seja, 0 crescimento da parte aérea da planta é mais afetado que o
crescimento radicular, como forma de reduzir a superficie transpirante e,
consequentemente, diminuir as perdas de agua (PACE et al., 1999; PLAUT et al.,
1996).

2.2 O efeito dos estresses abidticos na lavoura algodoeira

O algodoeiro € uma lavoura de grande valor na economia brasileira. Trata-se
de uma malvacea, do género Gossypium, com mais de 50 espécies ja descritas,
sendo G. barbadense e G. hirsutum as de maior valor comercial (CARVALHO et
al.,, 2015; ZHANG, 2008). A planta € de crescimento indeterminado, com ciclo
variando entre 120 e 180 dias e com larga plasticidade genética para adaptar-se a
ambientes com baixa disponibilidade hidrica (OLIVEIRA et al., 2009).

O algodoeiro tem como principal produto a fibra, sendo utilizada como
matéria prima para a industria téxtil (CARVALHO et al., 2015). A maior produgéo
esta concentrada na regido dos cerrados do Centro Oeste e na Bahia, que
concentram aproximadamente 94% da producao nacional, registrada em 3911,4 mil
toneladas (CONAB, 2015).

Os dois principais ecossistemas onde se localiza o algoddo no Brasil sédo
compostos por climas de cerrados e semiarido. O cerrado brasileiro € uma savana
rica em biodiversidade, vegetacdo com troncos e ramos retorcidos, cascas
espessas e folhas grossas, composta por arvores relativamente baixas, distribuidas
entre arbustos e gramineas. E localizado principalmente no Planalto Central e o
clima é tropical chuvoso, classificado como Aw por Kdéppen, com ocorréncia de
invernos secos e verdes chuvosos (IBGE, 2016; CAMILO et al., 2013).

A regido semiarida, por sua vez, € caracterizada principalmente por aridez
do clima, pela escassez hidrica com longo periodo seco e altas temperaturas
durante o ano e presenca de solos pobres em matéria organica. Seu territorio

abrange quase 90% da &rea total do Nordeste mais a regido setentrional de Minas
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Gerais. Na area de abrangéncia do semiarido predomina o bioma da caatinga, com
vegetacdo seca e espinhosa, pela falta de precipitagcdes (IBGE, 2016; SILVA,
2007).

A seca é um sério problema abidtico que acomete as lavouras,
independentemente da regido de cultivo, constituindo um fator limitante no
crescimento e produtividade vegetal (NOGUEIRA et al.,, 2001). No caso do
algodoeiro, o déficit hidrico pode chegar a comprometer o rendimento e a qualidade
da fibra (SUN et al., 2015).

As cultivares de algodao cultivadas no Brasil sdo oriundas das subsp. G.
hirsutum L. var. latifolium Hutch, que € do tipo herbaceo, e G. hirsutumL. var.
marie-galante Hutch, de tipo mais arbustivo, também conhecido como “mocé”, de
larga adaptacdo em alguns locais da Amazonia e na regido Nordeste (LERAYER,
20009).

O algodao conhecido como moco € uma espécie perene, de porte arboreo e
ciclo longo. As fibras sdo longas e resistentes, de alto valor comercial. Os
genotipos dessa subespécie toleram bem ambientes semiaridos, sendo, portanto,
bem adaptados ao Nordeste brasileiro (SOUZA E SILVA, 1994; MOREIRA et al.,
1989).

A regido Nordeste ja foi no passado uma das principais produtoras de fibra
de algodéo, onde o manejo era procedido na estacdo das chuvas em regime de
sequeiro. A partir da década de 80, a cotonicultura da regido decresceu
gradativamente, devido a problemas de mercado e a entrada do bicudo
(Anthonomus grandis Boheman,1843) no Brasil, em 1983 (SILVA et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 1999; MOREIRA, et al., 1989). Em resposta aos problemas de
natureza agronémica, as empresas de pesquisa, especialmente a Embrapa,
focalizaram em tecnologias que permitissem o soerguimento do algoddo em nivel
nacional, destacando-se entre elas a geracado de cultivares precoces e adaptadas
as condi¢des dos cerrados, que seriam, dai por diante, a nova fronteira cotonicola
do pais (MORELLO et al., 2008).

Com relacédo a problemética da seca em regifes produtoras de algodao no
pais, o melhoramento genético do algodoeiro no Brasil busca selecionar genétipos
produtivos e adaptados as condi¢cdes edafoclimaticas locais para posteriormente
utiliza-los como fonte genética para o desenvolvimento de cultivares tolerantes ao

estresse hidrico. Nesse sentido, ha diversos trabalhos relacionados com os
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mecanismos bioquimicos, fisiologicos e moleculares de tolerdncia a seca do
algodoeiro (ECHER et al.,, 2010). Estes estudos envolvem experimentos
conduzidos em ambientes controlados, com suspensdo da agua das plantas, por
periodos semelhantes aos veranicos que ocorrem nos locais onde os genétipos
sdo comumente cultivados (DUARTE et al., 2013).

O programa de melhoramento genético do algodao conduzido pela Embrapa
tem focalizado na produtividade das cultivares e na qualidade das fibras de modo a
atender as demandas dos mercados téxtil e de beneficiamento. Considerando as
variacbes ambientais que tem sido registradas nas zonas produtoras de algodéo,
um enfoque para identificacdo de materiais com habilidade para tolerar as
intempéries hidricas tem sido acentuado, de modo aumentar o lastro de adaptacéo
ambiental das cultivares desenvolvidas (FREIRE et al., 2008).

Alguns autores relacionam o caréater de toleréncia do algodoeiro ao estresse
hidrico as caracteristicas morfoldgicas, fisioldégicas, bioquimicas e moleculares
como taxa de crescimento, fotossintese, ajustamento osmético, condutancia
estomética, conteudo de prolina, atividade das enzimas antioxidantes (HAFEEZ et
al., 2015; SEKMAN et al., 2014; ZHANG et al., 2014; PETTIGREW, 2004; KUMAR
et al.,, 2001; LEIDI et al., 1993), utilizando-as como parametros na selecdo dos
genotipos tolerantes.

Hafeez et al. (2015) realizaram um estudo comparativo entre duas
variedades, de G. arboreum e G. hirsutum, avaliando parametros fisiologicos,
morfologicos, bioquimicos e moleculares sob diferentes niveis de estresse hidrico,
iniciados aos 45 dias ap0s a germinacao. Nesse estudo, foi observada reducéo de
altura e da biomassa vegetal em ambas as variedades, contudo, as plantas que
tiveram os maiores percentuais de altura e biomassa, foram menos afetadas. Essa
gueda da biomassa foi atribuida a reducdo na atividade fotossintética e outras
reacdes metabdlicas provocadas pelo estresse hidrico.

Os niveis de MDA nos tecidos vegetais estdo relacionados com a
peroxidacao de lipideos que causa danos as membranas celulares, decorrente da
supressdo hidrica. Nesse caso, a variedade com maiores niveis de MDA e
juntamente com maior dispersdo de ions, demonstraram maiores niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS), sofrendo maiores danos pelo estresse. Com
base nestes e nos demais parametros avaliados, a variedade de algoddo da

espécie Gossypium arboreum foi mais tolerante a seca (HAFEEZ et al., 2015).
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Sekmen et al. (2014) conduziram um experimento com algodoeiro no qual
avaliaram as respostas fisiologicas e bioquimicas de duas cultivares, sendo uma
tolerante e a outra sensivel, ao serem submetidas a dez dias de déficit hidrico
iniciado aos 21 dias apds a germinagdo. Em relacdo a taxa de crescimento, 0s
autores verificaram que a cultivar tolerante foi menos afetada pelo estresse hidrico,
com um menor decréscimo no crescimento em relacdo a sensivel. A peroxidacao
de lipideos, bem como o contetido de peréxido, aumentou nas plantas estressadas,
mas a cultivar sensivel foi mais afetada que a tolerante. Quanto as atividades das
enzimas antioxidativas analisadas nesse estudo, verificou-se que a atividade das
enzimas SOD, CAT e APX nas plantas sob estresse hidrico aumentou no genotipo
tolerante quando comparadas com as plantas irrigadas, indicando que as
atividades antioxidantes das enzimas foram eficientes em eliminar as espécies
reativas de oxigénio na cultivar tolerante, utilizadas como um eficiente mecanismo
de tolerancia.

Pelo fato da tolerancia a seca tratar-se de uma caracteristica quantitativa, ou
seja, controlada por diversos genes, sofre grande influéncia ambiental,
apresentando uma complexa heranca e por isso requer estudos aprofundados,
além de grande demanda de tempo para a obtencdo de cultivares tolerantes e
produtivas (QUISENBERRY et al.,, 1981). Deste modo, embora haja alguns
trabalhos nesse sentido, é necesséario que seja feita uma busca constante pela
identificacdo gendtipos de algodoeiro tanto arbéreo como herbaceo, que
apresentem caracteristicas favoraveis para o produtor mesmo em ambientes com
baixa disponibilidade hidrica e que possam ser utilizados como fonte de recurso
genético para os programas de melhoramento nesse segmento (PEREIRA et al.,
2013).

2.3 Anadlise de divergéncia genética e métodos multivariados

A analise da divergéncia genética consiste na estimativa da distancia
genética entre gendtipos, a fim de selecionar progenitores geneticamente
divergentes e com caracteristicas agronédmicas complementares, de modo que, ao
serem cruzados, possa ser obtido maior efeito de heterose na progénie, ampliando
a variabilidade genética e possibilitando a obtencdo de gendtipos superiores na
populacdo segregante (SUDRE et al., 2005; VIDIGAL et al., 1997).
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Na predicdo da divergéncia genética, normalmente sdo empregados
métodos multivariaveis, pois possibilita que a escolha dos genitores seja feita
considerando um grande numero de caracteristicas simultaneamente, contribuindo
efetivamente para identificagcdo de genotipos para serem utilizados nos programas
de melhoramento. Dentre esses métodos, pode ser utilizada a analise por
componentes principais, variaveis candnicas ou métodos aglomerativos (SUDRE et
al., 2007; SUNDRE et al., 2005; VIDIGAL et al., 1997).

Os agrupamentos destacam-se como uma das técnicas de predicdo da
divergéncia genética, na qual os acessos sdo reunidos de acordo com a
similaridade no padrdo de comportamento baseando-se num conjunto de variaveis.
Os materiais sao divididos em grupos de modo que haja homogeneidade dentro
deles e heterogeneidade entre eles. O agrupamento por métodos hierarquicos visa
a obtencao de um dendograma, sendo o mais utilizado o UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean), que baseia-se na ligacdo média néao
ponderada entre os grupos. A distancia generalizada de Mahalanobis (D% é uma
medida de dissimilaridade que considera as correlacdes entre as variaveis e tem a
necessidade que haja repeticdbes das variaveis avaliadas nos experimentos,
podendo servir de base para o agrupamento hierarquico UPGMA (CRUZ et al.,
2012; RESENDE, 2007; CRUZ, 2006).

Na predicdo da divergéncia genética pode ser adotado também o método de
dispersdo grafica, que avalia a similaridade entre os gendtipos em um plano
cartesiano. Nesse método, podem ser empregadas variaveis candnicas, que
possibilita que seja considerada tanto a matriz de covariancia residual quanto a de
covariancia fenotipica entre os caracteres avaliados, de forma semelhante da
distancia de Mahalanobis (RESENDE, 2007; CRUZ et al., 2012).

A andlise da divergéncia genética, tomando por base técnicas de analise
multivariada, tem auxiliado efetivamente os melhoristas, tornando-se de grande
importancia nos programas de melhoramento, tendo contribuido na classificacéo
dos gendtipos em grupos e na escolha de progenitores com caracteristicas
desejaveis para hibridacdo e contribuido para a conservacdo e utilizacdo dos
recursos genéticos disponiveis (VIEIRA et al., 2007; SHIMOYA et al.,, 2002;
NASCIMENTO FILHO et al., 2001; MALUF e FERREIRA, 1983).
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Resumo: No presente trabalho realizou-se uma caracterizacdo em cultivares de algodao
baseando-se em dados de crescimento e na atividade das enzimas antioxidativas, a fim de
identificar materiais com habilidade de tolerar situacfes de estresse hidrico. Nove genotipos
foram submetidos a 7 dias de supressao hidrica, iniciada aos 45 de emergéncia (fase R1). O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, na Embrapa Algoddo. O plantio foi em
vasos (5 1), contendo solo arenoso, previamente fertilizado de acordo com as recomendagdes
para a cultura. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com esquema
fatorial 9 x 2 (genotipo x regime hidrico), com 4 repeti¢es. A classificagdo das cultivares
foi realizada por meio de métodos multivariados, adotando-se as varidveis canonicas e
analise de agrupamento via UPGMA. As variaveis de crescimento registradas foram: altura
da planta, didmetro da haste, nimero de folhas, comprimento e peso das raizes. As
atividades antioxidativas foram estimadas via espectrofotometria, com as enzimas SOD,
CAT e APX. Verificou-se que todos os geno6tipos sofreram influencia devido ao estresse,
porém, com niveis de respostas diferenciadas. Os gendtipos adaptados ao ambiente

semiarido apresentaram melhor habilidade para crescer com a limitacdo hidrica imposta,
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inclusive com melhor desempenho das enzimas oxidativas para evitar os danos celulares. Os
mais adaptados foram BRS 286, CNPA 7MH e CNPA 5M, sendo considerados os melhores
candidatos para trabalhos de hibridacéo visando tolerancia ao ambiente semiarido.

Palavras-chave: Gossypium hirsutum L., seca, estresse hidrico.

CHARACTERIZATION OF COTTON CULTIVARS TOLERANT TO WATER STRESS
BASED ON GROWTH VARIABLES AND ACTIVITY OF ANTIOXIDATIVE
ENZYMES

Abstract: In the present work, a characterization was made on cotton cultivars based on
data growth and activity of antioxydative enzymes in order to identify materials with the
ability to tolerate situations of water stress. Nine genotypes were subjected to 7 days of
water removal, emergency initiated at 45 of emergency (Step R1).
The experiment was conducted in a greenhouse at Embrapa Algodao. The planting was done
in pots (5 1), containing sandy soil previously fertilized according to recommendations for
the crop. The experimental design was completely randomized with factorial 9 x 2
(Genotype x water regime), with 4 repetitions. The classification of cultivars was carried out
by means of multivariate methods, adopting the canonical variables and cluster analysis via
UPGMA. The growth variables recorded were plant height, stem diameter, leaf number,
length and weight of the roots. The antioxidative activities were estimated via
spectrophotometry, with SOD enzymes, CAT and APX. It was found that all genotypes
suffered influences due to stress, however, with different levels of responses. The genotypes
adapted to semi-arid environment showed better ability to grow with water limitation,
including better performance of oxidative enzymes to prevent cellular damage. The most
adapted were BRS 286, CNPA 7MH and CNPA 5M. These are considered the best
candidates for hybridization work aiming at tolerance to semi-arid environment.

Keywords: Gossypium hirsutum L., drought, hydrical stress.

INTRODUCAO

A seca é uma das principais causas de queda de producdo das lavouras em varias
partes do mundo. Ao serem submetidas a um determinado estresse, as plantas desencadeiam
uma série de respostas fisioldgicas e bioquimicas, a fim de se adaptarem a condicdo imposta
(Jamal et al., 2015). A forma como a deficiéncia hidrica ird afetar a planta depende da

intensidade e duracdo do periodo de seca, do genotipo e do estadio fenologico. No aspecto
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celular, ao sinal da percepcéo do estresse, ocorre producgdo excessiva das ROS, tais como
10,, Oze-, H,0, e OHe, que provocam danos oxidativos, de niveis diferenciados em fungao
da maquinaria da planta para tolera-los (Sekmen et al., 2014; Farooq et al., 2009).

O excesso de ROS pode causar morte celular devido a inativacdo de enzimas
fundamentais no metabolismo de defesa, além de danos nas organelas e membranas em
funcdo da degradacéo de pigmentos, proteinas, lipidios e acidos nucléicos. A acéo citotoxica
de ROS é controlada pela acdo combinada do sistema de defesa da planta, que envolve
sistema enzimatico e ndo enzimatico. No enzimatico, a rota mais descrita é a que envolve a
SOD, que inicia o processo de neutralizacdo e atua como catalisadora da dismutacéo do Oe-
para H,O, e Oy, da CAT, que promove a inativacdo do peroxido de hidrogénio, que é
formado principalmente durante o processo de fotorrespiracao, convertendo-o a agua e O, e
APX, que atua na decomposicdo do H,O, utilizando o ascorbato como redutor, doando
elétrons, para formacdo de 4gua e monodihidroascorbato (Barbosa et al., 2014; Alscher et
al., 2002; Shigeoka et al., 2002).

No aspecto de crescimento, o estresse hidrico afeta a planta em qualquer fase do
desenvolvimento fenolégico, sendo mais expressivo quando ocorre nas fases que precedem a
floracdo e inicio da frutificacdo. Os sintomas se tornam perceptiveis fenotipicamente, sendo
0s mais comuns a reducdo na altura da planta, na copa foliar e alteracbes no sistema
radicular, uma vez que a expansdo celular € inibida, diminuindo o crescimento para que a
planta mantenha maior quantidade de agua (Baldo et al., 2009; Ball et al., 1994). A relacao
raiz/parte aérea € afetada como forma de reduzir a superficie transpirante e,
consequentemente, a perda de agua (Plaut et al., 1996). Em nivel fisiolégico, a supressao
hidrica provoca alteracdes na divisdo e expansdo celular. Como consequéncia, outros
processos sdo envolvidos, sendo os mais comuns: reducdo nas taxas de fotossintese e
respiragdo, retardo na absorcdo e assimilagdo de nutrientes, perda de turgidez, da
condutancia estomatica, aceleracdo da senescéncia e da abscisdo foliar, entre outros (Farooq
et al., 2009). A resposta de tolerancia da planta ao estresse hidrico depende ndo apenas de
seu metabolismo fotossintético, mas também da espécie e, muitas vezes, de cada gendtipo
individualmente.

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L) é uma Malvaceae, com mais de 50 espécies
identificadas, muitas das quais com grande plasticidade para tolerdncia a ambientes
semiaridos. As cultivares mais plantadas no Brasil sdo das subsp. latifolium Hutch, que é de
porte herbaceo, anual e ciclo curto, e Marie-galante Hutch, de porte arbustivo, perene e ciclo

longo (Vidal Neto e Freire, 2013). Os acessos dessa Ultima possuem larga adaptacédo a
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ambientes secos, embora a capacidade para producédo de capulhos seja variada. Nos acessos
herbaceos, a tolerdncia a seca € uma heranga genoOtipo-dependente e os sintomas mais
comuns nos acessos sensiveis sdo reducdo na aérea foliar, na altura, no nimero de flores e de
macas. A fase critica do estresse hidrico no algodoeiro é na fase de floracdo, com
consequéncias negativas na retencdo de frutos, peso das macés e qualidade das fibras (Baldo
et al., 2009; Ball et al., 1994).

Baldo et al., (2009) estudaram o crescimento de gendtipos de algodao submetidos a
45 dias de supressdo hidrica e verificaram reducdo na altura, no didametro da haste e no
namero de folhas, além de restricdo na produtividade, na ordem de 25%. Batista et al.,
(2010) corroboram esses resultados, quando avaliaram genotipos de algoddo submetidos a
23 dias de supressao hidrica. Os autores também verificaram perdas na qualidade das fibras,
porém, nos genotipos tolerantes, houve elongacdo do sistema radicular, como resposta de
defesa a dissecacéo.

No Brasil, as principais cultivares comerciais tem limitacdo a ambientes com
irregularidades hidricas. Considerando-se as mudancas climaticas que tem ocorrido em nivel
mundial, especialmente as relacionadas com escassez hidrica, o desenvolvimento de
cultivares com habilidade de tolerar ambientes com limitacdo hidrica € uma valiosa
estratégia adotada em varios programas de melhoramento. A Empresa Brasileira de pesquisa
Agropecuéaria (Embrapa) desenvolve um robusto programa de melhoramento de algodao,
desde a década de 70, focalizando no desenvolvimento de cultivares de fibras brancas e
coloridas, de larga adaptacdo ambiental e com propriedades da fibra com alto valor para a
industria téxtil. Para tanto, investe em parentais de ampla base genética nos trabalhos de
cruzamentos, como forma de elevar as chances de sucesso na identificacdo de materiais
superiores nos processos seletivos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de tolerancia a
supressdo hidrica em diferentes cultivares de algodado, baseando-se na analise de crescimento

e na atividade de enzimas antioxidativas, durante a fase inicial do ciclo reprodutivo.

MATERIAL E METODOS
Recursos genéticos e condugdo experimental

Uma populagdo composta por nove cultivares de algoddo (Tabela 1), desenvolvidas
pela Embrapa e pela Fundacdo Mato Grosso, foi usada neste estudo, visando identificar
materiais com tolerdncia ao estresse hidrico, baseando-se em caracteres fenotipicos de

crescimento e trés enzimas antioxidativas. O experimento foi conduzido em casa de
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vegetacdo, em Campina Grande, PB (7°13°50”S, 35°52°52”W, 551 m), no periodo de julho a
setembro de 2015. As plantas foram cultivadas em vasos de 5L, contendo solo arenoso
previamente fertilizado de acordo com recomendacdo sugerida pelo Laboratério de
Fertilidade do Solo, da Embrapa Algod&o, no qual foram utilizados ureia, superfosfato
simples e cloreto de potassio como fontes de nitrogénio, fésforo e potassio, respectivamente.
As doses aplicadas foram 20 Kg ha™ de N, 60 Kg ha™ de P e 30 Kg ha™ de K. A densidade
mantida para o ensaio foi 2 plantas/vaso. As plantas foram irrigadas diariamente, mantendo-
se a umidade do solo proxima a capacidade de campo, sendo os volumes de &gua aplicados
de acordo com a necessidade hidrica das plantas, calculada atraves do balanco hidrico:
volume de agua aplicado menos volume de &gua drenado na irrigacdo anterior mais uma
fracdo de lixiviacdo de 10% (Almeida et al., 2015).

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 9 x 2 (gendtipo x regime hidrico), com 4 repeti¢fes. O regime hidrico foi constituido
por dois tratamentos: controle, que constou de plantas regadas diariamente, mantendo-se a
capacidade de campo, e estressado, correspondendo a suspenséo total de rega por 7 dias, a
partir dos 45 dias apds a emergéncia. Essa fase corresponde ao estadio B1, representado pelo
inicio das estruturas reprodutivas (Marur e Ruano, 2001). Os registros de temperatura e
umidade relativa do ar foram coletados diariamente durante o periodo experimental,

situando-se entre 27 °C a 30°C e 62% a 72%, respectivamente.

Tabela 1. Caracteristicas dos genétipos usados no trabalho

Gendtipo Tipo Indicacgéo Caracteristica
1- FMT 705 H Cerrados FB, AP

2- FM 966 H Cerrados FB, P, AP
3- BRS RUBI H Semiérido FM, AP

4- BRS 286 H Semiérido FB, AP

5- FMT 701 H Cerrados FB, AP

6- CNPA ITA 90 H Cerrados FB, TS, AP
7- CNPA 5M A Semiérido FB, RS, AP
8- CNPA 7MH* A Semiérido FB, RS, BP
9-  BRA Seridd’ H Semidrido FB, TS, BP

T derivado de cruzamento entre mocd e herbaceo. H- herbaceo, A- arbustivo, FB- fibra branca, FM- fibra marrom; P- precocidade, AP- alta

produtividade, BP- boa produtividade, TS- tolerancia a seca, RS- resistente a seca.
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Ao final da supressao hidrica, foram coletadas as seguintes variaveis de crescimento:
altura da planta, diametro da haste principal, nimero de folhas totais, comprimento da raiz

principal e peso fresco das raizes.

Analises bioquimicas

O extrato bruto das amostras (25%) foi obtido por maceracdo de folhas
completamente expandidas, em tampéo fosfato monobasico (100 mM) e EDTA (0,1 mM)
(pH 7,0). Esse extrato foi utilizado para estimar a atividade das enzimas antioxidativas SOD,
APX e CAT, por meio de espectrofotometria (Thermo Scientific- Biomate).

A atividade da SOD foi determinada seguindo metodologia descrita em Bulbovas
(2005), com modificacBes. A reacdo (2,0 mL) consistiu de 100 mM de fosfato de potassio
monobésico (pH 7,8), 1 mM EDTA, 13 mM metionina, 75 mM de azul p-nitrotriazolio
(NBT), 1 mM de riboflavina e 40 uL do extrato bruto das amostras. A reacdo foi exposta a
luz fluorescente (75 W) durante 15 min. A leitura foi feita a 560 nm, sendo uma unidade de
atividade de SOD (U) definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da
reducdo do NBT. A APX foi determinada pela metodologia de Nakano e Asada (1981). A
reacdo (1,5 mL) consistiu de 50 mM do tampéo fosfato monobasico e 0,1 uM de EDTA (pH
6.0), 0,5 mM de ascorbato, 1 mM de H,O, e 75 pL do extrato. A atividade foi determinada
pela oxidacdo do ascorbato no intervalo de 1 minuto a 290 nm. Para quantificacdo utilizou-
se o coeficiente molar de extincdo 2,8 mM™ cm™ do ascorbato.

A atividade da CAT foi estimada seguindo metodologia de Beers Junior e Sizer
(1952). A reagdo (1,5 mL) consistiu de 100 mM de tampé&o fosfato monobaésico e 0,1 M de
EDTA (pH 7,0), 20 mM de H,O, e 50 pL do extrato. A atividade foi determinada pela
degradacédo do H,O, no intervalo de 1 minuto, a 240 nm. A quantificacdo foi feita adotando-

se o coeficiente molar de extincdo de 36 M™* cm™.

Andlise estatistica e modelos multivariados adotados

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Lilliefors e
posteriormente a andalise de variancia (ANAVA) pelo teste F até o nivel de 5% de
probabilidade de erro, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para a analise por meio de métodos multivariados foram utilizados os dados do
experimento na condicdo de estresse hidrico apenas para as variaveis que mostraram
diferenca significativa na ANAVA individual, que foram elas: altura da planta, nimero de
folhas, comprimento da raiz, APX, CAT e SOD.
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As estimativas de dissimilaridade entre os gendtipos se basearam no método de
Mahalanobis (D?), o qual possibilitou gerar uma matriz de ordem 9 x 9 (gendtipo X
gendtipo) que serviu de base para a analise de agrupamento pelo método hierarquico
UPGMA, assim como quantificar a contribuicdo relativa dos caracteres para diferenciacao
dos gendtipos, como descrito por Cruz et al., (2012). A adequagdo do método hierdrquico foi
feita com base no coeficiente de correlacdo cofenética (Sokal e Rohlf, 1962).

A analise de dispersdo grafica com base em variaveis canbnicas foi realizada por
meio da transformacéo da matriz de dados originais em uma matriz de dimensdo equivalente
e ndo correlacionados, a qual possibilita também levar em consideracdo tanto a matriz de
covariancia residual quanto a de covariancia fenotipica entre os caracteres avaliados a
semelhanca da D (Cruz et al., 2012).

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando-se do programa
estatistico GENES, versdo 2013.5.1 (Cruz, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nove genotipos de algoddo foram submetidos a sete dias de supressdo hidrica, na
fase que precede o inicio da floragdo, e avaliados quanto a caracteres de crescimento e
resposta de tolerancia baseado na atividade de enzimas antioxidativas. Os sintomas de
estresse hidrico foi observado a partir do quarto dia nas cultivares desenvolvidas para o
ambiente de cerrados, porém, ao termino do setimo dia, todas as plantas demonstraram
acentuadas alteracGes no crescimento, reveladas especialmente na altura, nimero de folhas e
comprimento da raiz. Os resultados da andlise de variancia revelaram diferenca estatistica
significativa (p<0,01) para maioria dos caracteres de crescimento entre genétipos e
tratamentos. Efeito ndo significativo de interacdo G x TH foi observado para diametro da
haste e peso das raizes, indicando que o comportamento entre os genotipos foi similar nos

dois tratamentos hidricos (Tabela 2).
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Tabela 2. Quadrados médios obtidos pelas analises de variancia das variaveis agronémicas

registradas em genotipos de algodao submetidos a supressdo hidrica

QM
FV GL AP DH NF CR PR
G 8 109.70** 31 24.51** 130.45** 1.67*
TH 1 526.01** 5.73** 539.01** 4.33 440.70**
GxTH 8 23.81** 31 9.39*%* 138.09** 1.00
Residuo 54 7.14 .54 2.59 8.15 .79
Média 30.36 6.15 12.49 26.98 4.60
CV(%) 8.80 11.91 12.88 10.58 19.28

*; **_significativo a 5 e 1%, respectivamente, pelo teste F; FV: Fonte de variacdo; GL: Grau de liberdade; TH- tratamento hidrico; AP-

Altura da planta; DH- Didmetro da haste principal; NF- Namero de folhas; CR: Comprimento da raiz; PR: Peso da raiz.

As médias obtidas para altura de planta (AP), nimero de folhas (NF) e comprimento
das raizes (CR) se encontram na Tabela 3. Verificou-se que as cultivares apresentaram
resposta diferenciada quanto a altura e nimero de folhas durante o periodo de supresséo
hidrica que foram submetidas. As menores perdas na altura foram observadas em FMT 701,
CNPA 7MH, FMT 705, FMT 966 e BRS 286, todas com reducdo abaixo de 15%.

Tabela 3. Medias da altura da planta (AP), nimero de folhas (NF) e comprimento da raiz

(CR) em plantas de algod&o submetidas a supressao hidrica de sete dias

AP (cm) NF CR (cm)
Gendtipo C E DR C E DR C E DR
(%) (%) 0
FMT 705 28,2 de 25lab -112 165a 105bc -36,4 364a 204d -44.,0
FM 966 31,3 bede 27,4 a -125 145a 7,7¢ -46,5 319ab 257bcd -19,3
BRS Rubi 41,2 a 298a -27,7 170a 88bc -485 27,7bc 2l4cd -22,8
BRS 286 35,7 abc 30,4 a -148 14,2a 122ab -140 23,1cd 264bcd 14,1
FMT 701 29,5cde 292a -10 160a 95bc -406 250c 322ab 29,1
CNPAITA90 34,9 abcd 25,8ab -26,1 14,0a 7,7c -446 250c 28,6 bc 14,1
CNPA 5M 26,7e 202b -242 17,0a 152a -10,3 29,0bc 37.6a 29,6

CNPA 7TMH 33,4 bcd 3,1a -69 135a 7,7c -426 248c 33,0ab 32,8
BRS Seridd 36,7 ab 30,0a -184 142a 82c -42,1 17,7d  19,8d 12,0

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). DR- Diferenca relativa com relacdo ao

controle

Com relagéo ao ajuste do sistema radicular, verificou-se que CNPA 7MH, CNPA 5M

e FMT 701 foram as mais habeis uma vez que conseguiram alongar o crescimento em
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profundidade em mais de 20%. Como essa caracteristica refere-se a um dos mecanismos de
resposta da planta quando enfrenta situacdes de estresse hidrico, os resultados verificados
para as cultivares CNPA 7MH e CNPA 5M eram esperados em funcdo de terem em sua
genealogia genitores com resisténcia a seca e por serem adaptadas a ambientes semiaridos
(Carvalho et al., 2013).

O comportamento das FMT 705 e FMT 701, contudo, sdo inéditos porque ambas
foram desenvolvidas para o clima de cerrados, com alto nivel tecnolégico (Vidal Neto e
Freire, 2013), e ndo ha registro sobre a tolerancia de ambas para o ambiente semiarido. O
impacto do déficit hidrico na planta do algoddo ndo depende apenas da duracdo, mas
também da fase fisiol6gica em que a planta se encontra, sendo a raiz o 6rgao de deteccao
imediata, respondendo prontamente quando a dissecacdo se estabelece no solo. Na literatura
ha varios trabalhos que reportam a relacdo entre sistema radicular e tolerancia a seca com
cultivares comerciais de algod&o. Plaut et al. (1996) submeteram a Acala SJ-2 a 5 regimes
de umidade do solo (20, 40, 60, 80 e 100% da capacidade do vaso), aos 42 e 70 dias apds a
emergéncia (dae) e reportaram que o crescimento radicular da cultivar foi menos sensivel ao
déficit hidrico do que a parte aérea. Um aumento significativo no comprimento radicular foi
encontrado em todos tratamentos superiores a 20% nas duas camadas do solo (24 e 36 cm do
vaso).

O peso seco das raizes diminuiu em funcdo da profundidade do solo, mas ndo houve
relacdo entre comprimento e massa seca de raizes. Os autores concluiram que mesmo em
solo com umidade equivalente a ¥m de 0,1 MPa, a taxa de crescimento da raiz foi suficiente
para alcancar uma camada mais profunda do solo. Ball et al. (1994) submeteram a cultivar
Stoneville 50 a apenas 6 dias de supressdo hidrica, iniciada no periodo de formacdo das
macas (55 a 65 dias). Os autores verificaram que a expansdo foliar foi mais afetada do que o
crescimento das raizes, no tratamento estressado. O sistema radicular das plantas estressadas
teve reducdo de 50%, enquanto que a expansédo foliar foi reduzida em 61%. Com a Delta
Opal, Baldo et al (2009) submeteram a cultivar a 15, 30 e 45 dias de supressdo hidrica, a
partir de 69 dias da emergéncia. De forma geral, 0s autores constataram que as plantas do
tratamento estressado reduziram a massa fresca da parte aérea e das raizes, como forma de
reduzir a superficie transpirante e, consequentemente, gerar economia de agua para periodos
posteriores.

O resumo da analise de variancia para as enzimas antioxidativas se encontram na
Tabela 4. Verificou-se diferenca estatistica significativa entre genotipos, tratamentos

hidricos e efeito de interacdo G x TH (p<0,01) para as trés variaveis avaliadas, indicando
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gue a maquinaria antioxidativa das cultivares responderam diferencialmente em fungdo do

estresse hidrico em que as plantas foram submetidas.

Tabela 4. Quadrados médios (QM) para as enzimas antioxidativas em cultivares de algoddo

submetidos a supressao hidrica

QM
FV GL SOD CAT APX

G 905.82%* 37175.61%* 7.14%*
TH 1 1688.97** 35173.03%* 20.98%*
GXTH 8 454.90%* 9742.52%* 9.71%*
Residuo 54 136.97 1712.00 30
Média 59.54 232.97 2.97
CV(%) 19.66 17.76 18.55

*, **_ significativo a 5 e 1%, respectivamente, pelo teste F; FV: Fonte de variacéo; GL: Grau de liberdade; TH- tratamento hidrico.

Na Figura 1 se encontra o comportamento individualizado das cultivares, em ambos
tratamentos, para os sistemas SOD, CAT e APX. Essas enzimas atuam em cascata de
eventos para combater danos celulares provocados pela producdo das espécies reativas de

oxigénio, em resposta ao estresse em que as plantas estdo sendo submetidas.
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Figura 1. Atividade enzimatica da SOD (A), CAT (B) e APX (C) em cultivares de algodéo

submetidas a sete dias se supressdo hidrica, no inicio do ciclo reprodutivo

Na figura depreende-se o desempenho de CNPA 5M, BRS Seridd, BRS 286 e CNPA

7MH que, na situacdo de estresse hidrico, conseguiram geraram um input de 86%, 52%,
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30% e 19%, respectivamente, na atividade da SOD. Com a disponibilizagédo de SOD nas
células, esses gendtipos, especialmente CNPA 5M, BRS 286, CNPA 7MH se ajustaram em
termos de custo energetico, produzindo quantidades razoaveis de CAT, de modo que, ao
final da cadeia do complexo antioxidativo, a producdo de APX foinormalizada em ambos 0s
tratamentos, ou demandada em niveis minimos, como ocorreu com a CNPA 7 MH. Esses
materiais, portanto, foram os que melhor responderam ao estresse hidrico imposto, nas
condigdes desse estudo. As cultivares FMT 705, FM 966, BRS Rubi e CNPA ITA 90 nao
apresentaram o input necessario da SOD para desencadear o primeiro processo do complexo
antioxidativo, de modo que o0s passos seguintes, com a CAT e APX, podem ter sido
circunstanciais, nao diretamente envolvidos com a resposta ao estresse hidrico.

O comportamento da FMT 701 diferiu de todos os demais materiais, com baixa
resposta para SOD, na deteccdo do estresse, e com pico de producdo da APX, na ordem de
135%. Isso sugere que a producdo de peroxidos na célula, que ndo foi neutralizada pela
CAT, sobrecarregou a maquinaria celular, gerando um input expressivo na producdo da
APX. Por outro lado, como o perdxido € tambem produzido no processo da fotorrespiracao,
sugere-se que 0 aumento de peroxidos possa estar associado também a esse evento, cuja rota
metabolica produz naturalmente ROS. Isso pode justificar a superexpressdo da CAT e APX
nessa cultivar.

A literatura dispGe de varios trabalhos reportando sobre o papel das enzimas
antioxidativas em resposta ao estresse hidrico. O aumento da alta atividade da SOD é
reportada como resposta de plantas tolerantes, que possuem maior habilidade para eliminar
superoxido nas células (Sekmen et al., 2014; Cataneo et al., 2010; Rahman e Mackay, 2004).
Como consequéncia, os niveis celulares de H,O, aumentam, contribuindo para posterior
acao de enzimas secundarias de neutralizacdo, como a CAT e a APX, que irdo converter
H,0; a H,O + % O, e H,0; a H,0O + R(O),, respectivamente. A reduc¢do do nivel de H,0,
auxilia na mitigacdo do dano celular causado pelo estresse.

Sekmen et al. (2014) testaram duas cultivares de algoddo, uma tolerante e outra
sensivel a seca, submetidas a dez dias de supressdo hidrica, iniciada aos 21 dias apos a
emergéncia. Os autores verificaram elevacdo da atividade da SOD nas plantas estressadas,
com pico de 71% na planta tolerante e 57% na sensivel, indicando que a planta tolerante
deteve melhor capacidade de eliminagdo do O,-. Quando essa eliminagdo € limitada pela
maquinaria celular, o superéxido pode formar hidroxiperoxidos no interior celular e
provocar peroxidacdo de lipideos, causando danos a célula resultando em mudancas

fisioldgicas nas plantas afetadas pelo déficit hidrico.
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Baseados nos resultados da ANOVA para o tratamento estressado, realizou-se a
analise de variaveis canonicas, por meio da matriz de médias e variancias e covariancias
residuais, utilizando-se as variaveis que apresentaram diferenca significativa para o0s
genotipos. Na Tabela 5 se encontram a estimativa dos autovalores e o percentual acumulado
para as seis caracteristicas que apresentaram diferenca estatistica significativa entre

gendtipos no tratamento estressado.

Tabela 5. Autovalores (variancias), percentuais de variancia isolada e acumulada das
variaveis canénicas obtidas a partir da matriz formada pelas varidveis agrondmicas e

bioquimicas em gendtipos de algoddo submetidos ao estresse hidrico

Variavel Candnica (VC) Autovalor Variancia Variancia Acumulada (%)
(%)
VC1l 23,48 58,72 58,72
VC2 10,91 27,28 86,00
VC3 3,00 7,51 93,51
VC4 1,20 3,00 96,51
VC5 0,84 2,10 98,61
VC6 0,55 1,39 100,0

Verificou-se que os dois primeiros autovalores conseguiram explicar 86% da
variacdo total, permitindo representa-la em um grafico de dispersdo bidimensional (Figura
2), de onde se visualiza a formacdo de trés grupos, sendo o primeiro representado por cinco
cultivares herbaceas, sendo duas semitardias (FM 966 e CNPA ITA 90) e trés precoces e
adaptadas ao Semiarido nordestino (BRS Rubi, BRS Serid6 e CNPA 7MH). Sobre esse
grupo, ressalta-se que embora FM 966 e CNPA ITA 90 sejam adaptadas a regido dos
cerrados, ambas tem larga adaptacdo ambiental, caracteristica herdada pela Deltapine Acala
90, uma cultivar do tipo herbaceo que foi desenvolvida para o Oeste dos Estados Unidos e
tem larga adaptacdo ambiental (Longenberger, 2008). O segundo grupo aglomerou as
cultivares FMT 705 e FMT 701, ambas de ciclo tardio e desenvolvidas as condi¢bes do
cerrado, com alto input tecnologico (Vidal Neto e Freire, 2013; Anselmo et al., 2009). O
terceiro grupo conteve apenas a cultivar CNPA 5M, do tipo Moco, ciclo perene e de larga

adaptacao ao ambiente semidrido (Souza e Silva, 1994).
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Figura 2. Dispersao grafica para nove genotipos de algodao submetidos a 7 dias de estresse

hidrico a partir de variaveis candnicas

A contribuigdo relativa dos caracteres para a divergéncia genética foi estimada com
base na estatistica de S.j Singh (1981), sendo os mais contributivos: APX, numero de folhas,
comprimento da raiz e altura de planta, com peso de 53%, 15%, 13% e 12%,
respectivamente.

O método de agrupamento via UPGMA também foi adotado com propésito de
atestar a composicdo dos grupos estabelecidos pelo método de variaveis candnicas.
Baseando-se em um indice de dissimilaridade superior a 80%, ja estabelecido pelo
programa, e correlacdo cofenética: 0,79 (p<0,01), verificou-se que a composi¢do dos grupos
gerados por meio de dendrograma (Figura 3) foi idéntica aos grupos mostrados na dispersao
grafica da Figura 2, demonstrando a consisténcia dos dados obtidos para conformacao dos

grupos.

42



P85 —_———
CNPAMAY  ————— |

177 — \ i
53 68 — 1 :
mese) @6——— :
CHPATI :
FUIT 705 , :
FUIT 704 J .
CHPA SU :
0 1 » » 0 ) # n ® ) 1
0 139 A 019 5350 $99 03 an W 1258 0

Figura 3. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA, a partir
da matriz de dissimilaridade gerada entre nove genoétipos de algoddo submetidos a estresse

hidrico

O melhoramento para tolerancia ao estresse hidrico € uma linha de pesquisa adotada
em varios programas de melhoramento no mundo. A seca é um fendmeno que tem se
estabelecido ndo apenas em ambientes aridos ou semiaridos. Plantas com habilidade de
tolerar intempéries hidricas demonstram ser fortes candidatas para participar de um
programa de melhoramento em que se agregue beneficios agrondmicos, mas também
ambientais.

O algodoeiro é uma espécie fibrosa de larga importancia industrial. Trata-se de uma
das maiores commodities agricolas que atende os segmentos téxteis e oleoguimico. Os
programas de melhoramento conduzidos em climas tropicais tém envidado esfor¢os para
desenvolver cultivares estaveis e com larga plasticidade ambiental. O conhecimento do
potencial genético dos parentais ja serve como indicador para abreviar os procedimentos da
selecdo. Os resultados ora apresentados sdo contributivos para o melhoramento da cultura
focalizado em tolerancia a estresse hidricos e fornecem informacBes sobre possiveis
candidatos a serem adotados em trabalhos de hibridacdo visando posterior selecdo de

cultivares destinadas a ambientes semiarido ou com restricdo hidrica.

CONCLUSAO

1. As variaveis de crescimento, representadas por altura da planta, nimero de folhas e
comprimento da raiz, associadas com a atividade das enzimas antioxidativa foram
contributivas para discriminar genétipos de algodoeiro tolerantes ao estresse hidrico,
podendo ser adotadas para auxiliar nos processos de selecdo, nos trabalhos de

melhoramento de algoddo para o ambiente semiéarido.
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2. Para uso em trabalhos de melhoramento visando produtividade e tolerancia ao ambiente
semiarido, combinacdes promissoras podem ser conseguidas com as cultivares BRS
Serido, BRS 286 e CNPA 7MH, com FMT 701 e FMT 705, considerando-se que ambas

tem elevada capacidade para produgéo de capulhos e excelentes propriedades das fibras.

CONFLITO DE INTERESSES

Os autores declararam nao haver qualquer conflito de interesses.
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