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“N&o vés que somos viajantes?
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Experimentais isto em ti.

Que nunca te satisfacas com aquilo que és,

para que sejas um dia aquilo que ainda néo és.
Avanca sempre! Nao fiques parado no caminho!”
(Santo Agostinho)



RESUMO

Estudo das vias de descarboxilagdo da fotossintese C4 em cana-de-acucar
submetida ao déficit hidrico

As plantas C4 sao classificadas em trés grupos de acordo com as enzimas utilizadas
para descarboxilagdo de acidos C4 na bainha dos feixes vasculares: subtipos
NADP-ME, NAD-ME e PEPCK. Inumeras evidéncias moleculares, bioquimicas e
fisiologicas indicam que plantas C4 podem exibir certo nivel de flexibilidade na
utilizacdo dos trés mecanismos de descarboxilacdo, dependendo de fatores
ambientais. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a modulacdo das
vias de descarboxilacdo da fotossintese C4 em cana-de-acucar (espécie NADP-ME)
sob déficit hidrico. O experimento foi realizado com dois genétipos - RB92579
(tolerante ao déficit hidrico) e SP80-3280 (suscetivel ao déficit hidrico) submetidos a
quatro tratamentos: controle (condi¢des normais de suprimento de agua), estresse
moderado (-1,5 a -1,8 MPa), estresse severo (abaixo de -2,0 MPa) e recuperacao
(48 hrs ap0s a reidratacdo). Foram realizadas analises de potencial de &gua foliar,
trocas gasosas foliares e biomassa para caracterizacao fisiologica das plantas. As
alteracOes nas respostas transcricionais dos genes codificadores de enzimas do
ciclo C4 (NADP-ME, NAD-ME, PEPCK, AspAT, AlaAT, PEPC, NADP-MDH e PPDK)
e atividades das enzimas NADP-ME, NAD-ME, PEPCK, AspAT e AIlaAT, foram
analisadas por RT-gPCR e espectrofotometria, respectivamente. Em condi¢cdes de
déficit hidrico, o gendtipo SP80-3280 foi mais sensivel ao estresse por seca em
termos de aumento da perda de biomassa e menor potencial de agua foliar.
Também mostrou menor capacidade de recuperacéo fotossintética apds reidratacao
do que o gendtipo tolerante RB92579. As andlises transcricionais e das atividades
das enzimas envolvidas na via fotossintética C4 mostraram que a cana-de-acucar
utiliza a via PEPCK como mecanismo de descarboxilagdo, além da NADP-ME, mais
evidente em condicbes de déficit hidrico tanto para genotipos tolerantes a seca
como para suscetiveis. Finalmente, os resultados aqui obtidos, juntamente com a
informacéo existente, ndo suportam a classificacdo estabelecida da cana-de-acucar
(Saccharum spp.) como um subtipo C4 NADP-ME classico, mas considera-la como
uma espécie NADP-ME + PEPCK.

Palavras-chave: Saccharum spp. Estresse Abidtico. Regulacdo Génica. Atividade
Enzimatica.



ABSTRACT

Study of the decarboxylation pathways of C4 photosynthesis in sugarcane
submitted to water deficit

C4 plants have been classified into three groups based on the enzymes used to
decarboxylate C4 acids in the bundle sheath: NADP-ME, NAD-ME and PEPCK
subtypes. Numerous molecular, biochemical and physiological evidences indicate
that C4 plants could exhibit a certain degree of flexibility in the use of the three
established decarboxylation mechanisms, depending on environmental factors. In
this context, the objective of this work was to evaluate the modulation of the
pathways of decarboxylation of the C4 photosynthesis in sugarcane (NADP-ME
specie) under water deficit. The experiment was realized with two genotypes -
RB92579 (tolerant to water deficit) and SP80-3280 (susceptible to water deficit)
submitted to four treatments: control (normal conditions of water supply), moderate
stress (-1,5 to -1,8 MPa), severe stress (below -2,0 MPa) and recovery (48 hours
after rehydration). Leaf water potential, leaf gas exchange and biomass production
were measured for the physiological characterization of the plants. Changes in the
transcriptional responses of genes encoding C4-cycle enzymes (NADP-ME, NAD-
ME, PEPCK, AspAT, AlaAT, PEPC, NADP-MDH and PPDK) and the activities of the
enzymes NADP-ME, NAD-ME, PEPCK, AspAT and AlaAT were analyzed by RT-
gPCR and spectrophotometry, respectively. Under water deficit conditions the
genotypes SP80-3280 was more sensitive to drought stress in terms of increased
loss of above ground biomass and lower leaf water potential. It also showed less
capacity of photosynthetic recovery following rehydration compared to the tolerant
genotypes RB92579. The analysis of transcriptionals and of the activities of enzymes
involved in the C4 photosynthetic pathway showed that sugarcane uses the PEPCK
pathway as a decarboxylation mechanism in addition to the NADP-ME, which was
more evident under water deficit conditions for both the drought tolerant and
susceptible genotypes. Finally, the results here obtained, together with the existing
information, do not support the established classification of sugarcane (Saccharum
spp.) as a classical NADP-ME C4 subtype, but instead should be considered as a
NADP-ME + PEPCK species.

Keywords: Saccharum spp. Abiotic Stress. Gene Regulation. Enzymatic Activity.
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1 INTRODUCAO

O principal fator determinante do rendimento das culturas é a taxa
cumulativa de fotossintese durante o periodo vegetativo (RICHARDS, 2000). A
cana-de-acucar, a exemplo de outras espécies definidas como plantas com
mecanismo fotossintético C4, contém adaptacdes anatdomicas e fisioldégicas para
otimizar a fixagdo de CO; para a biossintese de carboidratos. As vias bioquimicas
basicas subjacentes a este processo foram subdivididas em dois grandes grupos, de
acordo com as espécies de acidos organicos de quatro carbonos produzidas nas
células mesofilicas e transportadas para a bainha dos feixes vasculares; o tipo de
acido com trés carbonos que retorna para as células do mesofilo; e em trés subtipos,
de acordo com a enzima utilizada para descarboxilagcdo dos acidos C4 na bainha
dos feixes vasculares (TAIZ; ZEIGER, 2013; MAIER; ZELL; MAURINO, 2011).

A cana-de-acucar € considerada uma espécie C4 subtipo NADP-ME
(BOWYER; LEEGOOD, 1997). Entretanto, inimeras evidéncias moleculares,
bioquimicas e fisioldgicas indicam que plantas C4 do subtipo NADP-ME, como a
cana-de-acucar, poderiam exibir certo nivel de flexibilidade na utilizacdo dos trés
subtipos de descarboxilacdo (NADP-ME, NAD-ME e PEPCK) e que estes subtipos
podem ndo ser geneticamente determinados de maneira rigida. A flexibilidade na
utilizacdo das enzimas de diferentes subtipos C4 tem consequéncias diretas nas
necessidades energéticas para a fotossintese (FURBANK, 2011).

Além disso, ha a possibilidade destes mecanismos serem controlados
de modo diferencial dependendo tanto dos estadios de desenvolvimento das plantas
quanto de fatores ambientais. Varios processos que podem contribuir para esta
variacdo natural foram identificados e incluem propriedades cinéticas e regulacao de
enzimas; niveis transcricionais de genes codificadores de enzimas; respostas
desenvolvimentais para o crescimento em diferentes ambientes e regulacdo das
respostas a flutuacdo das condigcdes ambientais (SASSENRATHCOLE; PEARCY,
1994; SHARWOOD; SONAWANE; GHANNOUM, 2014).

Ha evidéncias que a regulacdo das enzimas associadas a fotossintese
é afetada por estresses abidticos, como a restricdo hidrica, um efeito que é
parcialmente mediado pelo nivel transcricional dos genes que codificam essas
enzimas (MCCORMICK; CRAMER; WATT, 2008). Apesar das mudancas na

modulacdo transcricional de genes serem consideradas apenas indicativas de
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eventos regulatorios, essas modificacbes permitem a identificacdo de alvos
potenciais para futuros estudos sobre a regulagcdo das respostas das plantas a
estresses abidticos e a manipulacdo destes processos (MCCORMICK; CRAMER,;
WATT, 2008).

Diante dos relatos, torna-se importante o estudo com diferentes
genotipos de cana-de-acucar sob deficiéncia hidrica para verificacdo da ocorréncia
de uma flexibilidade na utilizacdo de diferentes enzimas de descarboxilacdo no

sistema fotossintético C4.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a modulacdo das vias de

descarboxilagdo da fotossintese C4 em cana-de-agUcar sob déficit hidrico.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar fisiologicamente genétipos de cana-de-agucar sob déficit
hidrico;

- Avaliar mudancas nas respostas transcricionais de genes e nas
atividades de enzimas relacionadas ao mecanismo fotossintético C4 em folhas de
cana-de-agucar sob déficit hidrico;

- Verificar se ha utilizacao diferencial das enzimas envolvidas nas vias

de descarboxilacdo da fotossintese C4 em cana-de-agucar sob déficit hidrico.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cana-de-acucar (Saccharum spp.)

Dentre diversos estudos sobre a origem da cana-de agucar, considera-
se que seu centro de origem seja a Melanésia (Oceania), onde ela foi domesticada e
depois disseminada pelo homem por todo o Sudeste Asiatico. A regido também se
tornou centro de diversidade da cultura, especialmente Nova Guiné e Java, na
Indonésia (CIB, 2009). A partir dai teve inicio sua disseminac&o: na Africa e Europa
pelos arabes, Filipinas pelos chineses, nas llhas de Madeira pelos portugueses e em
Canarias pelos espanhois. Em uma de suas expedi¢des, Cristovao Colombo levou
mudas da Ilha de Madeira para as Ameéricas Central e do Sul onde as lavouras se
estenderam. No Brasil, Martim Afonso de Sousa, iniciou o cultivo da cana-de-agucar
em 1533, onde fundou na Capitania de Sao Vicente, no estado de Sao Paulo, o
primeiro engenho para produzir agucar (SILVA; SILVA, 2012).

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é classificada como uma graminea
tropical, semi-perene, que se desenvolve em forma de touceira, onde a parte aérea
é formada por colmos, folhas, podendo formar inflorescéncias, e a subterranea
constituida por raizes e rizoma (ARALDI et al., 2010).

A cana-de-acucar € uma cultura pertencente a familia Poaceae e ao
género Saccharum. Dentro do seu género possui as espécies S. officinarum, S.
robustum, S. barberi, S. sinensis, S. edule e S. spontaneum, sendo S. officinarum (x
=10, 2n = 8x = 80) a mais cultivada por apresentar elevado teor de sacarose e baixa
quantidade de fibras (PIOVESAN; SANTOS, 2010).

Por ser uma cultura de clima tropical, a cana-de-aglucar se adaptou
muito bem no Brasil pelas condi¢gfes climaticas favoraveis ao seu cultivo e tornou-se
uma cultura de grande importancia econémica no pais e no mundo. E cultivada
principalmente como matéria-prima para a producdo de agucar, etanol e vem se
destacando na cogeracdo de energia elétrica através da queima do bagaco
(JADOSKI et al., 2010).

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com destaque
para o estado de Sao Paulo, responsavel por mais de 50% da producéo brasileira.
Estima-se que na safra 2016/2017 a producao seja de 690 milhdes de toneladas de

cana no pais, um aumento de 3,8% em relacdo a safra anterior, com uma area
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cultivada de mais de 9 milhdes de hectares. Além disso, € o maior produtor de
acucar do mundo, representando 20% da producao e 40% da exportagdo mundial do
produto. Em relacdo ao etanol, o pais ocupa a segunda posicdo no ranking de
maiores produtores, ficando atras somente dos Estados Unidos. Na safra 2016/2017
€ estimada uma producdo de 37,5 milhGes de toneladas de agucar e mais de 30
bilhGes de litros de etanol (CONAB, 2016).

O setor sucroenergético no Brasil, que envolve as atividades de
producdo do acucar, etanol e bioeletricidade através do processamento da cana-de-
acucar, é considerado uma estratégia bem-sucedida de desenvolvimento econémico
de um pais. Isso se deve ao fato de apresentar uma producdo sustentavel,
principalmente pela utilizacdo dos residuos industriais no campo, como a vinhaca e
a torta de filtro, diminuindo assim a aplicacdo de fertilizantes quimicos e
consequentemente contribuindo com questbes econdmicas, sociais e ambientais
(NASTARI, 2012).

3.2 Genotipos (Saccharum spp.)

Os genotipos de cana-de-agucar cultivados sdo originados a partir de
cruzamentos das espécies que pertencem ao género Saccharum, que tiveram inicio
no século XX na ilha de Java (CIB, 2009). As espécies S. officinarum (2n = 80) e S.
spontaneum (2n = 40-128) sdo responsaveis pela maioria dos cruzamentos, sendo
que S. officinarum é capaz de acumular altos niveis de sacarose, mas € suscetivel a
doencas, enquanto que S. spontaneum possui maior resisténcia a doencas e
problemas no campo, mas baixo teor de sacarose. Com isso, 0S genotipos obtidos
resultaram em elevado teor de sacarose e maior resisténcia a doencas e fatores
climaticos (MORAIS et al., 2015).

Estudos moleculares mostram que a espécie S. officinarum possui
carga genética dominante em hibridos resultantes de cruzamentos com S.
spontaneum, contribuindo com cerca de 75% do genoma da planta (ARRUDA,
2001).

Os nomes dos genotipos representam a sigla da instituicdo que efetuou
0 cruzamento, o0 ano em gque o mesmo foi realizado e um ndamero sequencial das
sele¢cdes (VERISSIMO, 2012).
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3.2.1 Genotipo RB92579

O genodtipo RB92579 foi desenvolvido pela RIDESA (Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro), composta por
dez universidades federais do pais, representada pela sigla ‘RB’ (Republica do
Brasil). Os gendtipos RB j& ocupam quase 70% de toda a &rea de cana-de-agUcar
cultivada no Brasil (SINDACUCAR, 2016).

Em 2003, a Universidade Federal de Alagoas liberou para fins
comerciais 0 genotipo RB92579, resultado de um cruzamento biparental (genitores
conhecidos) entre RB75126, utilizado como progenitor, fecundado com pdlen de
RB72199. Possui como principais caracteristicas: tolerancia a seca; alta eficiéncia
no uso da agua; resisténcia a herbicidas, a cigarrinha, a ferrugem e ao carvao;
resisténcia intermediaria a escaldadura das folhas e a podriddo vermelha; alta
produtividade, com bom perfilhamento e porte ereto, facilitando a colheita,
considerada média a tardia (RIDESA, 2010).

De acordo com Ferreira Junior et al. (2012), RB92579 apresenta alto
rendimento de colmos e de acucar devido a sua maior capacidade de rebrotacdo e

eficiéncia em conversao de energia em fotoassimilados.

3.2.2 Genadtipo SP80-3280

O gendtipo SP80-3280 foi desenvolvido pela Copersucar, que hoje faz
parte do CTC (Centro de Tecnologia Canavieira). Apresenta como caracteristicas
elevada exigéncia em solos férteis e umidos, com pouca tolerancia a seca (IDEA
NEWS, 2004); alto teor de sacarose e produtividade em soqueira; perfilhamento
intermediario; crescimento inicial vigoroso; alto teor de fibra; sensibilidade média a
herbicidas; resisténcia ao carvdo, mosaico e ferrugem, tolerante a escaldadura;

apresenta suscetibilidade a broca e colheita média a tardia (AGEITEC, 2005).
3.3 Mecanismos bioquimicos da fotossintese C4
Grandes esforcos estdo sendo realizados para melhorar a produgéo de

biomassa em cana-de-acglcar, tanto através do melhoramento tradicional, como

também pela utilizacdo conjunta de técnicas moleculares. A busca do entendimento
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da regulacdo do acumulo de biomassa em plantas submetidas a condi¢cdes de
estresses abidticos tem avancado significantemente nos ultimos anos (AZEVEDO et
al., 2011).

O principal fator determinante do rendimento das culturas é a taxa
cumulativa de fotossintese durante o periodo vegetativo. No entanto, a taxa
momentanea de fotossintese por unidade de area foliar ndo se correlaciona bem
com a biomassa produzida (RICHARDS, 2000).

Estudos de plantas cultivadas em CO, elevado e de plantas
transgénicas com alteragbes em enzimas envolvidas na fixacdo de CO;
apresentaram provas de que a manipulagdo do processo fotossintético tem um
potencial significativo para aumentar o rendimento da cultura (LONG et al., 2006;
SOUZA et al., 2008; PARRY et al., 2011). As estratégias e os alvos potenciais para
aumentar a fixacdo de CO, pela fotossintese e como isso pode impactar a
produtividade das plantas foram revistos amplamente em trabalhos ja publicados
(RAINES, 2011; PETERHANSEL, 2011). A maior parte destes estudos sao
concentrados em plantas modelo, como Arabidopsis thaliana (espécie C3)
(MCCORMICK; CRAMER; WATT, 2008), sendo que, apesar dos recentes avangos,
0S mecanismos regulatérios em plantas como a cana-de-aglcar ainda ndo estdo
plenamente caracterizados (CASU et al., 2004; ISKANDAR et al., 2011).

A cana-de-aclucar, a exemplo de outras espécies definidas como
plantas com mecanismo fotossintético C4, contém adaptacdes anatdbmicas e
fisiologicas para otimizar a fixacdo de CO, para a biossintese de carboidratos. Essas
plantas possuem a chamada ‘anatomia Kranz’, uma camada de células bem
desenvolvidas que envolvem o xilema e floema, conhecidas como células da bainha
dos feixes vasculares e que realizam a separacéo espacial entre as fases de fixacao
e reducdo do CO,. O CO, é fixado pela enzima fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPC) nas células do mesofilo, produzindo acidos C4 que séo transportados para
as ceélulas da bainha dos feixes vasculares, ocorrendo em seguida a
descarboxilagdo, onde a concentracdo de CO, é maior e este € re-fixado pela
Rubisco (FURBANK; HATCH, 1987).

As plantas C4 foram subdivididas em dois grandes grupos, de acordo
com as espécies de acidos organicos de quatro carbonos (malato e/ou aspartato)
produzidas nas células mesofilicas e transportadas para a bainha dos feixes

vasculares; o tipo de acido com trés carbonos que retorna para as células do
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mesofilo (piruvato ou alanina); e em trés subtipos, de acordo com a enzima utilizada
para descarboxilacdo dos &cidos C4 na bainha dos feixes vasculares, que podem
ser a enzima malica dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADP") (NADP-ME), a enzima malica dependente de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD") (NAD-ME) ou a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). A
descarboxilagcdo nas células da bainha dos feixes vasculares pode se dar em
compartimentos celulares distintos, uma vez que NADP-ME ocorre em cloroplastos;
NAD-ME em mitocondrias, enquanto PEPCK exibe uma atividade citosélica (TAIZ;
ZEIGER, 2013; MAIER; ZELL; MAURINO, 2011). A cana-de-agucar é considerada
uma espécie C4 subtipo NADP-ME (BOWYER; LEEGOOD, 1997).

O ciclo C4 tem inicio na fixagdo de CO; nas células do mesofilo pela
PEPC, que é uma enzima comum nos trés subtipos. O produto gerado é o
oxaloacetato (OAA), que pode ser reduzido a malato pela malato desidrogenase
dependente de NADP* (NADP-MDH) ou convertido em aspartato pela aspartato
aminotransferase (AspAT). O malato é transportado para as células da bainha dos
feixes vasculares no subtipo NADP-ME, onde é catalisado por essa enzima
formando o piruvato e liberando CO,. Em seguida, o piruvato retorna para as células
do mesofilo e a ortofosfato piruvato diquinase (PPDK) catalisa a reagdo formando
fosfoenolpiruvato (PEP). O aspartato € transportado nos subtipos NAD-ME e
PEPCK, é convertido para OAA nas mitocondrias e no citosol, respectivamente. Em
NAD-ME, OAA é reduzido a malato pela NADP-MDH, e NAD-ME catalisa o malato
em piruvato e libera CO, na mitocondria. J& em PEPCK, a maior parte do OAA é
convertido em PEP pela enzima PEPCK e libera CO, no citosol das células da
bainha dos feixes vasculares. A enzima NAD-ME é utilizada para fornecer o NADH
para a geracao de ATP que pode ser utilizado para alimentar a PEPCK. O piruvato
resultante pode ser convertido em alanina pela enzima alanina aminotransferase
(AlaAT) que volta para as células do mesofilo (FIGURA 1) (HATCH; KAGAWA,
CRAIG, 1975; FURBANK, 2011).
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FIGURA 1 — Trés subtipos bioquimicos para a fixagdo de carbono e descarboxilagéo

em plantas C4.
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fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). RPCC, ciclo do carbono fotossintético redutivo.
Cloroplastos e mitocondrias sé@o representados em verde e vermelho, respectivamente.

Fonte: Maier, Zell e Maurino (2011).

3.4 Flexibilidade dos mecanismos de descarboxilacdo e translocacédo dos
acidos C4

Embora haja uma gama de propostas sobre quais foram as pressoes
seletivas que levaram a evolucdo da via C4, ha ainda pouca informacéo sobre os
meéritos relativos de cada um dos subtipos de descarboxilacdo do ponto de vista

energeético e, portanto, sua vantagem em um contexto ecoldgico (SAGE, 2004).
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O fato de que a maioria das espécies de culturas C4 surgiu do subtipo
NADP-ME (milho, sorgo e cana-de-acUcar, por exemplo), proporciona somente
evidéncias circunstanciais para a superioridade desta via (FURBANK, 2011). Assim,
ha auséncia de provas solidas para a vantagem energética de um subtipo C4 sobre
outro, seja na eficiéncia do uso da radiacado ou no desenvolvimento/crescimento das
plantas (GHANNOUM; VON CAEMMERER; CONROQY, 2001).

Von Caemmerer e Furbank (2003) sugerem gue muitos outros fatores
desempenham um papel importante na determinacdo da eficiéncia fotossintética de
plantas C4, incluindo variagbes na eficiéncia da interceptacéo da luz e producéao de
ATP, no arranjo espacial das organelas e as diferencas morfolégicas relacionadas
ao fato da presenca desses mecanismos em dicotileddneas ou monocotiledéneas.
Portanto, ha ainda pouca evidéncia concreta de vantagens de um tipo de
descarboxilagcdo em detrimento de outro em termos de eficiéncia fotossintética ou
vantagem adaptativa.

Furbank (2011), baseado em inumeras evidéncias moleculares,
bioquimicas e fisiolégicas, propds que plantas C4 do subtipo NADP-ME, como a
cana-de-agucar, poderiam exibir certo nivel de flexibilidade na utilizacdo dos trés
subtipos de descarboxilagdo e que estes subtipos podem n&o ser geneticamente
determinados de maneira rigida. Como exemplo, estudos de marcacdo C**
mostraram que nas espécies subtipo NADP-ME aproximadamente 25% dos isétopos
foram incorporados em aspartato (HATCH, 1971) e que em experimentos com milho,
uma planta plenamente estabelecida como pertencente ao subtipo NADP-ME,
proporcdes significativas de aspartato marcado foram produzidas, como também as
células da bainha dos feixes vasculares isoladas podiam usar aspartato e
oxoglutarato para gerar CO, para manter a fotossintese (CHAPMAN; HATCH, 1981).

Walker et al. (2002) relataram uma razoavel quantidade de PEPCK
ativa nas células da bainha dos feixes vasculares em milho, capim-arroz
(Echinochloa colona e E. crus-galli), capim-colch&o (Digitaria sanguinalis) e grama-
batatais (Paspalum notatum), espécies reconhecidamente do subtipo NADP-ME,
mas ndo em espécies do subtipo NAD-ME. Em milho, Furumoto, Hata e Izui (2000)
detectaram uma alta expressao de PEPCK relacionada a fotossintese em células da
bainha de feixes vasculares.

Em cana-de-acucar, um trabalho utilizando a técnica de SAGE (Serial

Analysis of Gene Expression), mostrou que transcritos de PEPCK eram mais
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abundantes nas células da bainha dos feixes vasculares do que NADP-ME (CALSA
JUNIOR; FIGUEIRA, 2007).

Furbank (2011) sugere que a chave para o sucesso das culturas
agricolas do subtipo NADP-ME €é o grau de flexibilidade nos mecanismos
fotossintéticos e propde duas possibilidades para a contribuicdo do aspartato para o
pool de CO; nas espécies subtipo NADP-ME. A primeira hipotese prevé que para a
PEPCK estar presente em espécies do subtipo NADP-ME, o oxaloacetato (OAA)
produzido pela aspartato aminotransferase (AspAT) poderia ser diretamente
descarboxilado no citosol. O ATP da qual a PEPCK é dependente, poderia ser
proveniente do cloroplasto ao invés da fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias, como
ocorre originalmente. A segunda hipétese leva em conta os dados produzidos por
Chapman e Hatch (1981) que mostram que o OAA produzido a partir do aspartato é
re-reduzido a malato na bainha do feixe vascular e, em seguida, descarboxilado no
cloroplasto pela NADP-ME. Quando o malato é descarboxilado pela enzima NADP-
ME ha producdo de NADPH que pode ser utilizada no ciclo de Calvin. Entretanto,
guando o aspartato € translocado para células da bainha dos feixes vasculares, o
NADPH produzido € gasto na reducao do OAA.

A PEPCK requer ATP para descarboxilacdo. Se o PEP tem a
capacidade de retornar diretamente para a célula do mesofilo, ele ja é utilizado na
reacao de carboxilacdo, sem que haja gasto energético. Mas se 0 piruvato retorna,
ha gasto de ATP quando ele € convertido em PEP. Entretanto, se o PEP retorna
para a célula do mesofilo, ndo h& retorno de um grupo amino (piruvato ou alanina)
ocorrendo um desequilibrio entre os dois compartimentos (FIGURA 2) (FURBANK,
2011).
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FIGURA 2 — Duas opg¢fes para o mecanismo fotossintético C4 subtipo NADP-ME

onde o aspartato (setas azuis), em adicdo ao malato (setas pretas), € produzido no
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Abreviacdes: 1, fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC); 2, NADP-malato desidrogenase (NADP-MDH);
3, enzima malica dependente de NADP" (NADP-ME); 4, ortofosfato piruvato diquinase (PPDK); 5,
Rubisco; 6, aspartato aminotransferase (AspAT); 7, alanina aminotransferase (AlaAT); 10,
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). PCR, ciclo do carbono fotossintético redutivo.
Cloroplastos representados em verde.

Fonte: Furbank (2011).

Assim, nota-se que a flexibilidade na utilizacdo das enzimas NADP-ME
ou PEPCK tem consequéncias diretas nas necessidades energéticas para a
fotossintese. Além disso, ha a possibilidade destes mecanismos serem controlados
de modo diferencial dependendo tanto dos estadios de desenvolvimento das plantas
quanto de fatores ambientais. Varios processos que podem contribuir para esta
variacdo natural foram identificados e incluem propriedades cinéticas e regulacao de
enzimas; niveis de transcricionais de genes codificadores de enzimas; respostas
desenvolvimentais para o crescimento em diferentes ambientes e regulacdo das
respostas dinamicas a flutuacdo das condi¢cdes ambientais (SASSENRATHCOLE;
PEARCY, 1994; SHARWOOD; SONAWANE; GHANNOUM, 2014).

Diante dos diversos estudos, esta se tornando aparente que, mesmo
em muitas espécies C4 subtipo NADP-ME, tanto a enzima NADP-ME quanto a
PEPCK estéo presentes na bainha dos feixes vasculares, ambas contribuindo para a
descarboxilagdo dos acidos C4, sendo que essas espécies podem formar malato
e/ou asparto, utilizando ambos os metabdlitos como o &acido C4 translocado
(BRAUTIGAM et al., 2014; WANG et al., 2014).
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Furbank (2016) afirma que a melhor ou mais eficiente forma de
realizacdo da fotossintese C4 é desconhecida, mas que a facilidade de acesso as
novas técnicas na analise da transcricdo, sequenciamento de genes e uma
combinacdo de bioquimica tradicional e tecnologia genética, fornecerdo dados para
compreensao da flexibilidade destas vias em resposta ao ambiente e a eficiéncia da
fotossintese C4.

3.5 Deficiéncia hidrica

O entendimento de como as plantas respondem aos estresses
ambientais € fundamental para a sustentabilidade de sistemas agricolas. A
tolerancia e a sensibilidade da cultura aos diferentes estresses abidticos abrangem
uma série de mecanismos de ordem celular, bioguimica e fisiolégica da planta
(CASTRO; SOUZA, 2015). Os estresses ambientais provocam uma grande
variedade de respostas das plantas, alterando a expressédo génica, 0 metabolismo
celular, crescimento e produtividade (ANJUM et al., 2011).

A primeira etapa, responsavel pelo desencadeamento de todo o
processo de ativacdo de genes e expressdo diferencial de proteinas, envolve a
percepcdo celular e a transducdo do sinal biolégico provido do ambiente em
informac&o quimica. A partir dai, ocorre a ativacdo de uma cascata de genes que
codificam proteinas com fun¢des enzimatica e estrutural, bem como de proteinas
regulatorias envolvidas direta e indiretamente no controle de processos fisiolégicos e
do desenvolvimento da planta (NAKASHIMA; ITO; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2009).

As respostas das plantas a deficiéncia hidrica sdo moduladas pela
intensidade, duracdo e a taxa de progresso das condicdes de seca. Durante o
processo de resposta, um grande namero de genes € induzido. Estes genes sao
classificados em dois grandes grupos de acordo com as suas caracteristicas
funcionais: 1. genes que codificam proteinas estruturais; 2. genes que regulam a
expressao génica e a transducao de sinais de resposta a estresses (BAILLY et al.,
2000; XIONG; ZHU, 2001; SHINOZAKI; YAMAGUSHI-SHINIZAKI, 2007).

Em cana-de-agucar, varios genes induzidos por déficit hidrico tém sido
identificados e caracterizados (ROCHA et al., 2007; ISKANDAR et al., 2011) e a
funcdo desses genes examinada atraves de testes funcionais em plantas
geneticamente modificadas (MOLINARI et al., 2007; TRUJILLO et al., 2008).
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A fotossintese é afetada de maneira significativa pelo déficit hidrico, o
que restringe as fun¢des normais de outras vias metabdlicas. Os efeitos da seca na
fotossintese séo diretos, como as limitacdes de difusédo através dos estdbmatos e do
mesofilo e as alteragbes no metabolismo fotossintético, ou secundarios, como o
estresse oxidativo resultante da superposicdo de multiplos estresses. A eficiéncia
fotossintética  depende  muito da  atividade da  ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco). O fechamento dos estdmatos reduz o suprimento
de CO, para Rubisco, o que predispde o aparato fotossintético a aumentar a
dissipacdo de energia e regulacdo da fotossintese quando as plantas sé&o
submetidas a seca (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009).

Estudos mostram que o0 estresse hidrico severo reduz
significativamente a condutancia estomatica, transpiracao, fotossintese liquida e a
eficiéncia no uso da 4gua na cultura da cana-de-agucar, além de causar reducdes
nos pigmentos fotossintéticos e biomassa (GONCALVES et al., 2010; SILVA et al.,
2014).

Em estudo usando trés diferentes gramineas C4, Paspalum dilatatum
(NADP-ME), Cynodon dactylon (NAD-ME) e Zoysia japonica (PEPCK) ficou
demonstrado que as enzimas do mecanismo C4 que concentra o CO, podem ser
afetadas, limitando a fotossintese em condi¢des de déficit hidrico (CARMO-SILVA et
al., 2008). Estes autores relataram que a desidratacdo moderada das folhas afetou a
atividade e regulacdo da PEP carboxilase (PEPC) similarmente nas trés gramineas,
mas teve um efeito espécie-especifico nas descarboxilases do sistema C4, NADP-
ME, NAD-ME e PEPCK. Em todas as trés espécies, o estado de fosforilagdo da
PEPC aumentou com a deficiéncia hidrica, promovendo a maior assimilacdo de CO,
pela enzima em condi¢ces de estresse. A flexibilidade na utilizacdo dos trés subtipos
de descarboxilagdo também foi notada, pois uma razoavel atividade da PEPCK foi
observada em todas as trés espécies, sugerindo que esta enzima pode atuar como
uma descarboxilase complementar para NADP-ME e NAD-ME em adi¢cdo ao seu
papel em outras vias metabdlicas.

E amplamente reconhecido que em plantas submetidas a varios tipos
de estresses abidticos, tais como a seca, concentracdo salina elevada, auséncia de
fosforo e de ferro ou ainda a presenca de metais pesados no solo, maiores
atividades de PEPC, NADP-ME e ortofosfato piruvato diquinase (PPDK) séo

encontradas e que as fungbes dessas enzimas parecem ser mais importantes para
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as plantas sob estresses do que quando em condi¢cOes ideais de crescimento
(DOUBNEROVA; RYSLAVA, 2011).

3.6 Anélise de expressao génica

O acumulo de dados obtidos em projetos de sequenciamento de ESTs
(Expressed sequence tags) fez dessa metodologia uma rota importante para estudos
de expressdo génica em plantas. Inimeros exemplos da aplicacdo de ESTs para
identificacdo de genes e comparagdo de padroes de expressao entre tecidos ou
estadios de desenvolvimento de plantas tém sido publicados (ARRUDA, 2001).

Andlises de expressdo génica sdo cada vez mais importantes no
campo de pesquisas bioldgicas. Entender os padrées de expressédo dos genes pode
levar a uma série de descobertas de complexos mecanismos regulatérios que
provavelmente propiciardo a identificagdo de genes relevantes em processos
biologicos (VANDESOMPELE et al., 2002).

O PCR guantitativo em tempo real (RT-gPCR) tem se mostrado um
método bastante sensivel para medir os niveis de expressédo génica (CZECHOWSKI
et al., 2005) e é frequentemente usado para confirmar resultados obtidos através de
hibridizagdo por microarranjos, assim como para realizar estudos mais profundos de
um determinado numero de genes entre varios tratamentos e tecidos (LIBAULT et
al., 2008). A técnica de RT-gPCR é um dos métodos mais utilizados para a
quantificacdo da expressdo de genes devido a sua dinamicidade, sensibilidade,
especificidade, ndo necessidade de processos pos-amplificacdo e alta
reprodutibilidade (WONG; MEDRANO, 2005). Esta metodologia passou a ser
utilizada para monitorar expressao génica em plantas por sua capacidade de
discriminar genes relacionados e de baixa expressdo (GACHON; MINGAN;
CHARRIER, 2004; CZECHOWSKI et al., 2005).

Analises do nivel de expressao de genes permitem avaliar qualitativa e
quantitativamente mudancas espaciais e temporais dos padrdes do perfil de
transcricAio em plantas submetidas a estresses ambientais. Nas plantas, ha
evidéncias de que a regulagcédo das enzimas associadas a fotossintese € afetada por
estresses abibticos, como restricbes hidricas, um efeito que € parcialmente mediado
pelo nivel transcricional dos genes que codificam essas enzimas (MCCORMICK;
CRAMER; WATT, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Conducao do Experimento

O experimento foi realizado no Campus Il da Universidade do Oeste
Paulista (UNOESTE), em Presidente Prudente — SP, em condicbes de casa de
vegetacdo climatizada, localizada a 22°06'59”S, 51°27'02"W e altitude de 475 m,
durante o periodo de abril a dezembro de 2015.

As mudas utilizadas no experimento foram fornecidas pelo IAPAR
(Instituto Agronémico do Parand). Os gendétipos foram coletados através de corte
manual com facdo desinfetado com fogo e, apdés o corte, os colmos foram
despalhados manualmente e cortados em toletes de uma gema (aproximadamente 7
cm). No corte dos toletes, o ter¢o inferior e superior do colmo foram descartados,
aproveitando somente o terco médio. Os toletes foram selecionados, eliminando
gemas brocadas, danificadas e que estavam em inicio de brotacdo. ApdOs a selecéo,
foram submetidos ao tratamento térmico em agua a 52°C durante 30 min para o
controle da doenca bacteriana “raquitismo da soqueira” (Leifsonia xyli) (SANGUINO
et al., 1988, 1996). Em seguida, os toletes foram resfriados em temperatura
ambiente durante 30 min, e logo apds foi realizado o plantio em copos plasticos de
700 mL, com perfuracdes na parte inferior para drenagem do excesso de agua. No
fundo dos recipientes foi colocado uma camada de 1 cm de pedra brita e o restante
preenchido com substrato, sendo o plantio realizado a uma profundidade de 5 a 7
cm.

A parcela experimental foi constituida por vasos plasticos contendo 13
kg de solo, classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo Eutréfico de textura
média (EMBRAPA, 2008), ao qual realizou-se a andlise quimica (ANEXO A).

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 2x4, com trés repeticbes por tratamento, totalizando vinte e quatro
parcelas. Foram utilizados dois gendtipos de cana-de-acucar, sendo eles, RB92579
(tolerante ao déficit hidrico) e SP80-3280 (suscetivel ao déficit hidrico), conforme
descrito em Ridesa (2010) e Idea News (2004); e quatro tratamentos com diferentes
niveis de estresse hidrico: controle (condicdes normais de suprimento de agua),

estresse moderado, estresse severo e recuperacao (48 hrs ap0s reidratacéo).
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Os niveis de estresse foram determinados de acordo com estudos
realizados por Inman-Bamber e Smith (2005), que mostraram que o potencial hidrico
da cana-de-acucar com boa disponibilidade hidrica pode atingir -0,5 MPa, enquanto
sob deficiéncia hidrica apresenta valores entre -1,5 a -2,0 MPa. A partir dessa
informacdo foi estabelecida uma faixa de valores para os niveis de estresse
moderado (-1,5 a -1,8 MPa) e severo (abaixo de -2,0 MPa), onde as plantas foram
mantidas sob deficiéncia hidrica aplicando 30% da capacidade de campo.

As mudas foram transferidas para os vasos cerca de 75 dias ap0s o
plantio dos toletes (DAP). Foram realizadas duas adubagbes de cobertura com o
fertilizante 20-00-20 aplicando-se 5 g/vaso, sendo uma aos 135 DAP e outra aos 165
DAP. Semanalmente era realizada a retirada de novos perfilhos, deixando apenas o
colmo principal. O déficit hidrico foi induzido aos 210 DAP, na fase de alongamento
do colmo. Os vasos do tratamento controle foram mantidos com 100% da
capacidade de campo. Nos tratamentos com déficit hidrico, a irrigacéo foi suspensa
até o solo atingir 30% da capacidade de campo. Os vasos dos tratamentos com
déficit hidrico foram entdo mantidos a 30% da capacidade de campo, sendo a
reposicéo de agua realizada de acordo com a pesagem diaria dos vasos e reposi¢ao
da agua evapotranspirada.

A partir do momento em que os vasos atingiram 30% da capacidade de
campo, o potencial de agua foliar dos genétipos foi monitorado diariamente e ao
atingirem os niveis de estresse estabelecidos foi coletada a folha +1, que se trata da
primeira folha totalmente expandida de cada planta, sempre no mesmo periodo do
dia, entre as 13:00 e 15:00 hrs, com temperatura entre 28 e 30°C e com
luminosidade similar (800 pmol m?s™). As folhas do tratamento controle foram
coletadas no mesmo dia da coleta do estresse moderado. Os dois gendétipos
atingiram os niveis de estresse estabelecidos ao mesmo tempo, sendo que o nivel
de estresse moderado ocorreu trés dias apos a imposicdo do déficit e o nivel de
estresse severo ocorreu nove dias apés o moderado, totalizando doze dias de
estresse hidrico. Ao final desse periodo de estresse, assim que 0S genotipos
atingiram o0 estresse severo, as plantas foram reidratadas e as amostras do
tratamento de recuperacgéo foram coletadas 48 hrs apds a reidratagdo. As amostras
coletadas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer a -80°C até o momento das analises. ApOs a recuperacédo, as plantas

foram coletadas para analise de biomassa.
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4.2 AvaliagOes fisiologicas

4.2.1 Estado hidrico das plantas

O estado hidrico das plantas foi avaliado através do potencial de agua
foliar (w5, MPa), medido com uma camara de pressédo (PMS 1000, PMS Instruments,
EUA), em uma folha do terco médio das plantas, sempre as 13:00 hrs. Na camara
de pressao € estimado o valor negativo da pressdo necessaria para que a agua

atinja a superficie do xilema exposta a presséo atmosférica (KIRKHAM, 2005).

4.2.2 Trocas gasosas foliares

As andlises de trocas gasosas foliares foram realizadas assim que as
plantas atingiram os niveis de estresse hidrico estabelecidos, logo apos a medida do
potencial de agua foliar. Em cada nivel de estresse, entre as 13:00 e 15:00 hrs,
antes da coleta das folhas, a medida foi realizada utilizando a folha +1, avaliando
medidas pontuais de fotossintese (A — assimilacdo liquida de CO,, pmol CO, m?s™),
condutancia estomatica (Gs, mmol H,O m?s™) e transpiracdo (E, mmol H,O m?s™).
Para estas avaliacOes utilizou-se o analisador de gases por infravermelho (Li-
6400XTR, LI-COR, EUA), sob irradiacdo de 1600 pmol m?s™ e concentragéo de CO;
de 400 ppm.

4.3 Biomassa

Ao final da imposicao do déficit hidrico realizou-se a coleta das plantas
para a avaliacdo do efeito do estresse na biomassa. Foram avaliadas as plantas que
foram irrigadas durante todo o experimento, plantas que permaneceram trés dias
sob estresse (quando atingiram o estresse moderado) e doze dias sob estresse
(quando atingiram o estresse severo). Avaliou-se massa seca total (MST, kg),
através da massa seca foliar (MSF, kg), massa seca do colmo (MSC, kg), massa
seca da raiz (MSR, kg) e area foliar total por planta (Af, cm?). Af foi medida com um
analisador portatil (Li-3000A, LI-COR, EUA). Para a obtencdo da MSF e MSR, as

folhas e raizes foram armazenadas em sacos de papel e mantidas em estufa sob
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uma temperatura de 60°C até obtencdo de massa constante, utilizando uma balanca
de precisdo para as medidas.

Para obtencdo da MSC, os colmos foram pesados logo apds o corte
das plantas (massa fresca do colmo, MFC). Ap6s a pesagem, os colmos foram
desfibrados em um triturador forrageiro, e em seguida foi coletado 100 g de colmo
triturado de cada amostra. Essas amostras foram secas em estufa Spencer (TE-060,
Tecnal, Piracicaba) onde permaneceram durante 30 min a 120°C e foram pesadas
novamente para obtencdo da massa seca. Através da equacao: 100 — massa seca,
foi determinada a umidade de cada amostra. De posse do teor de umidade do
colmo, foi calculada a massa seca do colmo conforme a equacdo: MSC = (100 —
umidade / 100) x MFC (FERNANDES, 2003).

4.4 Selecdo de genes candidatos envolvidos na regulacdo do acumulo de
proteinas fotossintéticas em cana-de-agucar

Foram avaliados os perfis transcricionais dos genes codificadores das
enzimas: 1, NADP-ME (enzima malica dependente do NADP?); 2, NAD-ME (enzima
malica dependente do NAD®); 3, PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase); 4,
AspAT (aspartato aminotransferase); 5, AlaAT (alanina aminotransferase); 6, PEPC
(fosfoenolpiruvato carboxilase); 7, NADP-MDH (NADP-malato desidrogenase); 8,
PPDK (ortofosfato piruvato diquinase). Estes genes foram escolhidos
fundamentalmente por seu papel nos diferentes subtipos de mecanismos
fotossintéticos C4 (ROCHA et al., 2007; ISKANDAR et al., 2011).

4.5 Busca e analise de sequéncias ESTs de genes candidatos

Dentre as espécies gramineas com genoma completamente
sequenciado, o sorgo (Sorghum bicolor) é a espécie com maior colinearidade de
genoma com relacdo a cana-de-agUcar e a que possui ancestralidade comum mais
proxima (WANG et al., 2010; SETTA et al., 2014). Em razao disso, a identificacdo de
transcritos de cana-de-acucar relacionados a sintese das enzimas do mecanismo
fotossintético C4 tiveram como ponto de partida genes de sorgo.

Os ortdlogos em sorgo selecionados sdo provaveis isoformas
relacionadas ao metabolismo C4 com base em analise filogenética proposta por
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Christin et al. (2013; 2015). As sequéncias da regiao codificante de cada gene de
sorgo foram utilizadas como sondas eletronicas (queries) contra ESTs de cana-de-
acucar via ferramenta BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi). Foram
utilizados dois bancos de dados de ESTs da variedade SP80-3280: uma montagem
de sequéncias codificantes completas obtidas pela tecnologia 454 (NISHIYAMA
JUNIOR et al., 2014) e a montagem de Saccharum officinarum disponivel no “Gene
Indices Database” (ftp://occams.dfci.harvard.edu/pub/bio/tgi/data/Saccharum_
officinarum/).

Foi utilizado como transcrito de referéncia aquele que, em procura por
BLASTN nos dois bancos de dados, apresentasse maior similaridade e cobertura.
Os transcritos obtidos foram confrontados com as sequéncias do genoma do sorgo
disponivel no GenBank usando BLASTX, garantindo que o transcrito selecionado
fosse o melhor hit contra seu ortélogo em sorgo. Suplementarmente, as sequéncias
de sorgo foram alinhadas com os contigs correspondentes aos genes de cana-de-
acucar através do programa ClustalW — Multiple Sequence Alignment
(http://www.genome.jp/tools/clustalw) visando verificar a similaridade entre ambos.

A partir das sequéncias de aminoacidos de cada enzima foi verificada a
possivel presenca de peptideos sinais utilizando os programas MultiLoc2 (BLUM;
BRIESEMEISTER; KOHLBACHER, 2009) e TargetP (EMANUELSSON et al., 2000)

para identificar a localizacdo subcelular das proteinas.

4.6 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

As sequéncias dos genes que possuiam mais de uma isoforma (NAD-
ME e AspAT) foram alinhadas através do programa ClustalW para identificar regides
conservadas e desenhar iniciadores especificos para cada isoforma. Para o desenho
foi  utilizado o programa  Primer3Plus  (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) (UNTERGASSER et al., 2007). Buscou-se escolher
iniciadores com temperatura de anelamento de 57 a 60°C, amplicons de 80 a 120
pares de bases, comprimento de 20 a 23 pares de bases e conteuddo GC de 40 a
80%. Para a prevencéao de regifes de pareamento ndo especifico, todos os pares de
iniciadores foram confrontados com sequéncias de Saccharum spp. depositadas no
GenBank para confirmar sua especificidade através do programa PrimerBlast

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast). Também, os iniciadores foram
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avaliados utilizando o] Multiple Primer Analyzer (ThermokFisher)
(https:/lwww.thermofisher.com/multiple-primer-analyzer.html)  para  verificar a
formacao de dimeros e de hairpins.

4.7 Extracao de RNA

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de tecido foliar, retirados do
terco médio das folhas, e macerados com nitrogénio liquido em almofariz com
auxilio de pistilo, utilizando o reagente Pure Link Plant™ RNA Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) conforme protocolo da empresa fabricante. Adicionou-se 0,5 mL
do reagente gelado (4°C) em um microtubo com o macerado e a amostra foi agitada
incubando-se por 5 min a temperatura ambiente. Centrifugou-se a amostra por 15
min a 12.000 g em temperatura ambiente e o sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo. Em seguida, acrescentou-se 0,1 mL de NaCl (5 M) e 0,3 mL de
cloroférmio ao extrato, misturando por inversdo. As amostras foram centrifugadas
por 10 min a 12.000 g a 4°C para separar as fases, sendo que a fase superior
(aquosa) foi transferida para outro microtubo logo apés a centrifugacdo e adicionou-
se igual volume de élcool isopropilico. A mistura foi mantida em repouso por 10 min
a temperatura ambiente. Novamente foi realizada uma centrifugacéo seguindo as
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. O sobrenadante foi descartado,
tomando cuidado para néo perder o pellet, e adicionou-se 1 mL de etanol 75%.
Centrifugou-se a temperatura ambiente por 1 min a 12.000 g e retirou-se o liquido,
seguindo de uma breve centrifugacdo (spin) para retirar o liquido residual com
auxilio da micropipeta. Adicionou-se 20 yL de agua tratada com DEPC (0,1%) para
ressuspender o RNA total extraido.

As amostras foram tratadas com a enzima Turbo DNAse (Ambion) para
eliminar contaminacdo com DNA gendmico que possa ter restado da extracéo,
seguindo o protocolo do fabricante. Para tanto, adicionou-se em cada amostra 2 uL
do 10X Turbo DNAse Buffer (1 vez a concentragdo da amostra) e 1 uL da enzima
Turbo DNAse (2 U), incubando a 37°C por 30 min. Para inativagcdo da enzima,
acrescentou-se 3 yL de EDTA (15 mM), incubando a 75°C por 10 min.

A concentracdo do RNA total extraido foi mensurada por
espectrofotometria por meio de analise de absorbancia no comprimento de onda de

260 nm e sua qualidade estimada na razdo 260/280 nm. Apds a quantificacdo, foi
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analisada a qualidade (integridade) do RNA total por eletroforese em gel de agarose
1,2% (p/v).

Para verificar possivel contaminacdo da amostra com DNA, estas
foram utilizadas para amplificacdo por PCR com iniciadores do gene normalizador
GAPDH (TABELA 1). Para a reacdo de PCR seguiu-se o protocolo do Kit PCR
SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) utilizando 15 yL do mix (22 U/mL Taq
DNA Polimerase, 22 mM Tris-HCI (pH 8,4), 55 mM KCI, 1,65 mM MgCl,, 220 yM de
cada dNTP e estabilizantes), 0,4 pL do iniciador senso (5 uM), 0,4 yL do iniciador
antisenso (5 uM), 250 ng de RNA, completando o volume final com agua Milli-Q
autoclavada para 20 pL. Em seguida, a reagcdo seguiu as seguintes condi¢oes:
desnaturacao inicial a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C
por 1 min, anelamento a 60°C por 30 s, extensao a 72°C por 30 s e extensao final a
72°C por 2 min. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%
(p/v) contendo tampéo TBE 0,5X, 4 uL de brometo de etidio (1 mg/mL) e o marcador
molecular DNA Ladder 100 pb (0,5 pg/uL), utilizando 4 pL/linha, para verificar

presenca de bandas, indicativas de contaminagcao das amostras por DNA.

4.8 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada seguindo o protocolo do Kit
SuperScript IV First-Strand cDNA Synthesis Reaction (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) partindo de 2 pug de RNA total extraido das folhas, utilizando 1 pL de iniciador
oligo d(T) (50 mM), 1 yuL de dNTP mix (10 mM), completando o volume final de cada
amostra com agua DEPC para 10 pL, além de uma amostra controle sem RNA. Os
componentes foram agitados brevemente com o auxilio do vortex e incubados a
65°C por 5 min, seguindo de uma incubacdo em gelo por 1 min. Em seguida,
preparou-se a mistura para reagdo de transcricdo reversa com 4 pL de 5X
SuperScript IV Buffer, 1 pl de DTT (100 mM), 1 pL de RNAse OUT, 1 pL de
SuperScript IV (200 U/pL) completando o volume final com agua DEPC para 10 pL
por amostra e centrifugou-se brevemente. A mistura foi adicionada as amostras que
continham o RNA e o controle, incubando logo apds a 55°C por 10 min. Realizou-se
uma nova incubacdo a 80°C por 10 min para inativacdo da enzima. Para finalizar,
adicionou-se 1 uL de RNAse H por amostra e incubou-se a 37°C por 20 min, visando

a degradacgéo do RNA presente no final do processo.
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Este cDNA foi submetido a uma reagao de PCR com os iniciadores
especificos de cada gene (TABELA 1) para verificar se estes amplificavam
unicamente o fragmento esperado para cada gene. Para isto, foi feito um pool, uma
mistura de 2 uL de cada uma das 24 amostras de cDNA. Para a reacdo de PCR
também se seguiu o protocolo do Kit PCR SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
utilizando 15 pL do mix, 1 pL do pool de cDNA , 0,4 pL do iniciador senso (5 uM), 0,4
ML do iniciador antisenso (5 uM), completando o volume final com agua Milli-Q
autoclavada para 20 pL, além de uma amostra de controle negativo (sem
iniciadores). Em seguida, a reagdo seguiu as seguintes condi¢des: desnaturacao
inicial a 95°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 min,
anelamento a 57°C por 30 s, extensdo a 72°C por 30 s e extensdo final a 72°C por 2
min. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v)
contendo tampado TBE 0,5X, 4 uL de brometo de etidio (1 mg/mL) e o marcador
molecular DNA Ladder 100 pb (0,5 pg/pL), utilizando 4 uL/linha.

4.9 PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-qPCR)

4.9.1 Eficiéncia dos iniciadores

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas em placas utilizando 5 pL de
SYBR Green, 0,4 pL do iniciador senso (5 uyM), 0,4 uL do iniciador antisenso (5 uM)
(TABELA 1), 1 yL do pool de cDNA, completando o volume final para 10 yL com
agua Milli-Q autoclavada. O pool de cDNA foi feito com as 6 amostras do tratamento
controle. Incluiu-se também uma amostra de controle negativo (sem cDNA)
utilizando os iniciadores do gene GAPDH. Cada reacgédo foi montada em triplicata. As
placas foram centrifugadas brevemente (spin) e analisadas pelo equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), seguindo as
seguintes condi¢des: desnaturacdo a 95°C por 2 min, anelamento a 95°C por 30 s e
extensdo a 60°C por 30 s, ciclo este repetido 40 vezes. Ao término da reacéo, a
curva de melting foi determinada para cada par de iniciadores visando verificar a
presenca de somente um pico gene-especifico e auséncia de dimeros (ANEXO B).
Os dados foram exportados para o Excel e a eficiéncia de amplificacdo individual de
cada par de iniciadores (TABELA 1) foi calculada utilizando o programa LinRegPCR
(RAMAKERS et al., 2003).
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4.9.2 Analise da expressao génica

Os perfis transcricionais dos genes selecionados foram detectados a
partir do equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
utilizando 5 pL de SYBR Green, 0,4 pL do iniciador senso (5 uM), 0,4 uL do iniciador
antisenso (5 uM), 1 uL do cDNA 1:5 (v/v), completando o volume final para 10 uL
com agua Milli-Q autoclavada. Os iniciadores especificos para cada gene estédo
representados na Tabela 1. Para cada amostra, as reacdes foram montadas em
triplicata para cada uma das trés repeticdes biologicas. A amplificagcdo foi conduzida
seguindo as seguintes condicdes: 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 2 min,
anelamento a 95°C por 30 s e extensdo a 60°C por 30 s. A quantificacao relativa da
expressdo de cada gene seguiu 0 método 24t (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Em
todas as andlises, os niveis de transcricdo dos genes alvo foram normalizados
contra o perfil transcricional do gene GAPDH. De acordo com Guo et al. (2014),
GAPDH foi identificado como gene de referéncia para avaliar a expressao génica em
cana-de-acucar sob salinidade e déficit hidrico. Como calibrador foi utilizado o

tratamento controle do genétipo suscetivel ao déficit hidrico (SP80-3280).



40

TABELA 1 — Sequéncia dos iniciadores dos genes e isoformas.

Nome ESTs Locus Amplicon Eficiéncia
g(;(r:e Descricao Saccharum spp. Sbcer%Tcl)er Iniciador senso (5'-3’) Iniciador antisenso (5’-3") (pb) (%)
NADP- Enzima malica
ME dependente do comp88554_cO_seql1 Sbh03g003230 GTGAGGCCTGCCAGAAGTAT CTAGGACCTTCCCCTTGTCC 84 99,0
NADP*
NAD- Enzima malica
ME1L dependente do comp79553_cl_se(:121 Sb01g017790 TACAGGGGACAGCTGGAGTT CTCCCACAACGACGATCTTT 102 95,5
NAD"
NAD- Enzima malica
ME2 dependente do  comp83394_c0_seqd’  Sb02g033920 CAGCAGTTCCCTGAACATCA CGCTGGCCTAATGTTATCGT 118 92,5
NAD*
PEPCK ngﬁgﬁzﬂﬂ:;“;"s”go comp81929_c0_seq5' Sb01g040720 CTGTCGCAGGAGAAAGAACC CAGATTTGTCGGCGTAGTCA 112 100
ASpAT1 amiﬁ;‘r’::;teorase comp82581_c0_seql® Sh03g035220 GCACAGTCCTCATGCTCAAA AATAGCGAGCAAGTGGCATT 97 93,0
ASpAT2 amiﬁostf:;gg’rase comp83051_c1_seq5’ Sh04g036060 CGCGTTTAACAAAGCAACAG CCGAGAGAGACTGAATTGTAGC 94 97,0
AlaAT ammﬁt'g”r:;‘f‘e ase TC113519? Sb01g023750 TGCCACAGAAAGCAATTGAG GGACCACGACAATTCCAGTT 99 98,5
PEPC Fosgg‘fg‘;'(ﬁg;‘;’ato comp85702_cO_seql! Sb10g021330  TGCAGAGAGAGATCCAAGCA ATCCCATAGCGCATTTCATC 85 955
NGSHP - d'iéﬂfggne?:?é’e comp83117_cO_seq?! Sb07g023910  GAGCTGCTAACCATGCATCA CCGGTTGGTTCTGTTTGTTT 109 935
Ortofosfato
PPDK piruvato comp84917_c0_seql! Sb09g019930 ATTCCAGCAACCACATCCTC ACTTCTGGTACTGGCGTGCT 107 100
diquinase
Gliceraldeido-3-
GAPDH fosfato SCBFFL4116A05.9° - CACGGCCACTGGAAGCATCCTCAG  TCCTCAGGGTTCCTGATGCC 101 97,5

desidrogenase

l(NISHIYAMA JUNIOR et al., 2014); 2(ESTs obtidos em ftp://occams.dfci.harvard.edu/pub/bio/tgi/data/); 3(Genbank ESTs).
Fonte: Autor.


ftp://occams.dfci.harvard.edu/pub/bio/tgi/data/
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4.10 Atividades enziméticas

Os ensaios de atividades enzimaticas foram realizados para as
enzimas que caracterizam os trés subtipos bioquimicos de descarboxilacdo da
fotossintese C4, NADP-ME (EC 1.1.1.40), NAD-ME (EC 1.1.1.39) e PEPCK (EC
4.1.1.49), e para as aminotransferases AspAT (EC 2.6.1.1) e AlaAT (EC 2.6.1.2).

4.10.1 Extracdo de enzimas

Amostras correspondentes a 200 mg do terco médio das folhas foram
trituradas em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas a -80°C até a extracao.
Aliguotas de 20 mg foram utilizadas para extracdo de acordo com Carmo-Silva et al.
(2008), com modificacdes.

Para a extracdo das enzimas NADP-ME, NAD-ME e PEPCK foi
utilizado o tampéao contendo 50 mM Bicina-KOH (pH 8,0), 1 mM EDTA, 5% (p/v) PVP
25000, 6% (p/v) PEG 4000, 10 mM DTT, 50 mM 2-mercaptoetanol e 1% (v/v) de
coquetel inibidor de proteases (CARMO-SILVA et al., 2008).

Para AspAT e AIaAT foi utilizado o tampé&o constituido por 10% (v/v)
glicerol, 0,25% (p/v) BSA, 0,1% (v/v) Triton X-100, 50 mM Hepes-KOH (pH 7,5), 10
mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% (v/v) de coquetel inibidor de proteases e 1
mM DTT, de acordo com Gibon et al. (2004), com modificac¢des.

Em todos os casos, a extracao foi realizada com tampao de extracéo
gelado e na propor¢éo de 50 vezes do material vegetal inicial (diluicdo em p/v). Apés
0 extrato ser misturado vigorosamente, o material foi centrifugado a 12.000 g (4°C)
por 5 min. O sobrenadante foi mantido no gelo enquanto as subamostras ndo eram

utilizadas para medir as atividades enzimaticas.

4.10.2 Andlises das atividades enzimaticas

Foram quantificadas as atividades maximas das enzimas NADP-ME,
NAD-ME e PEPCK de acordo com Carmo-Silva et al. (2008), com peguenas
modificacdes. Para a atividade da enzima NADP-ME foi utilizada uma solucéo de 1,5
mL contendo 50 mM Hepes-KOH pH (8,0), 10 mM MgCl,, 0,5 mM NADP*, 5 mM L-
malato e 40 pyL de extrato foliar. Para NAD-ME utilizou-se uma solucdo (1,5 mL)
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contendo 50 mM de Hepes-KOH pH (7,2), 4 mM MnCl,, 0,1 mM CoA, 4 mM NAD", 5
mM L-malato e 40 uL de extrato foliar. Em ambas as analises, o extrato foi incubado
com todos os reagentes, exceto o substrato, por 3 min a temperatura de 25°C, e a
reacao foi iniciada com a adicdo do L-malato.

O ensaio da atividade da enzima PEPCK foi realizado seguindo a
direcdo da carboxilagdo pela reacdo de acoplamento com a malato desidrogenase
(WALKER et al., 2002), com pequenas modificacdes (CARMO-SILVA et al., 2008). A
PEPCK foi determinada utilizando uma solucédo de 1,5 mL contendo 100 mM Hepes-
KOH (pH 7), 100 mM KCI, 90 mM KHCO3, 5 mM MgCl,, 2 mM MnCl,, 1 mM ADP,
0,2 mM NADH, 12 U malato desidrogenase, 5 mM PEP e 40 uL de extrato foliar. O
extrato foliar foi incubado junto com todos os reagentes, exceto PEP, por 3 min a
temperatura de 25°C, e a reacao foi iniciada com a adicdo de PEP.

Nestes trés procedimentos, acompanhou-se por espectrofotometria a
340 nm a variacdo da absorbancia por um minuto imediatamente apds o inicio da
adicao do substrato.

Para a determinacéo da atividade da AspAT foi utilizada a metodologia
de Yagi et al. (1985) que acopla a produgéo de oxaloacetato a partir de aspartato e
2-oxoglutarato a oxidagdo de NADH pela malato desidrogenase. As reacdes foram
realizadas em uma solugéo contendo 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 50 mM L-aspartato,
10 mM 2-oxoglutarato, 0,07 mM fosfato de piridoxal, 0,1 mM NADH, 2 U de malato
desidrogenase e 40 pL de extrato foliar em um volume final de 1,5 mL.

O ensaio da atividade da enzima AlaAT foi realizado como descrito por
Good e Muench (1992), com modificagbes. Um volume final de 1,5 mL conteve 10
mM L-alanina, 5 mM 2-oxoglutarato, 0,1 mM NADH, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) , 5 U
de lactato desidrogenase e 40 uL de extrato foliar.

Em ambas as analises, o extrato foliar foi incubado junto com todos os
reagentes, exceto 2-oxoglutarato, por 3 min a temperatura de 25°C, e a reacéo foi
iniciada com a adicdo de 2-oxoglutarato. Acompanhou-se por espectrofotometria a
340 nm a variacdo da absorbancia por 3 min imediatamente apos o inicio da adicédo
do substrato. Utilizou-se a variagdo meédia da absorbancia de duas réplicas
experimentais de cada uma das trés repeticbes bioldgicas utilizando o mesmo

extrato foliar.
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4.11 Conteudo de clorofila total

As atividades das enzimas foram baseadas no conteudo de clorofila
total. Para isto, o conteudo de clorofila total foi determinado a partir de 20 mg de
tecido foliar mantidos em solucéo de acetona 80% por 24 hrs a 4°C e protegidos da
luz. A determinacdo foi realizada por espectrofotometria a 645 nm e 663 nm,

segundo célculos propostos por Arnon (1949).

4.12 Anélise estatistica

Os dados obtidos a partir das avaliacbes fisioldgicas, biomassa e
atividades enzimaticas, foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e,
guando significativas, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR versdo 5.3 (FERREIRA,
2010).
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliac®es fisiologicas

Em relagdo ao estado hidrico das plantas, foi estabelecida uma faixa
de valores de potencial de agua foliar (y5) para os niveis de estresse. Como
esperado, a deficiéncia hidrica diminuiu o s, e dentro dos valores estabelecidos, as
plantas dos dois genotipos atingiram o nivel de estresse moderado trés dias apos a
imposicdo do déficit e o nivel de estresse severo ocorreu nove dias apos o
moderado.

Foi possivel observar uma diferenca significativa entre os genotipos
quando estes atingiram o nivel de estresse severo, no décimo segundo dia de
estresse. O gendtipo SP80-3280 apresentou uma maior reducdo no s (-2,3 MPa)
em comparacdo com o RB92579 (-2,0 MPa), tornando evidente sua menor
tolerancia ao déficit hidrico. Quando reidratados, ambos 0s genotipos recuperaram o
s aos valores observados nas plantas sob condi¢cdes normais de irrigacao (FIGURA
3).

FIGURA 3 — Potencial de agua foliar (ys) para dois genoétipos de cana-de-agucar

submetidos a diferentes niveis de estresse hidrico.
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Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os genoétipos (RB92579 e SP80-3280) em cada
tratamento e letras mindsculas indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (controle,
moderado, severo e recuperacdo) para cada genoétipo. Valores apresentados como média e
expressos em MPa. Barra de erros indica o desvio padrdo (n=3). Teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autor.
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As analises de trocas gasosas foliares mostraram que 0 estresse
hidrico reduziu todos os parametros avaliados nos dois genétipos analisados
(FIGURA 4).

O genotipo RB92579, tolerante ao déficit hidrico, apresentou maior taxa
de assimilacao liquida de CO; (A) em condicbes normais de suprimento de agua e,
guando submetidos ao estresse hidrico, os dois gendtipos reduziram drasticamente

a assimilacdo (A) para 7,56 e 7,92 pmol CO, m?s™

, respectivamente, mas néo
houve diferenca significativa entre ambos e entre os tratamentos nos niveis de
estresse moderado e severo. O genétipo SP80-3280 manteve baixa atividade
fotossintética (em torno de 50% do controle irrigado) mesmo quando submetido a
reidratacdo. Por outro lado, o gendtipo tolerante diminuiu quase 60% a A quando
sob déficit hidrico, mas sua recuperacdo foi maior apos 48 hrs de reidratacéo
(FIGURA 4A).

Como observado na Figura 4B, houve um decréscimo acentuado na
condutancia estomatica (Gs) com a progressdo do estresse hidrico nos dois
genadtipos, sendo que nao houve diferenca significativa entre estes e entre os
tratamentos nos niveis de estresse moderado e severo. Observou-se que no
estresse severo a Gs foi menor em relagcdo ao estresse moderado em ambos
genotipos, entretanto ndo foi uma reducdo significativa. Quando recuperados, o
genodtipo RB92579 apresentou um aumento maior na Gs. Independentemente dos
genotipos, a reducdo na Gs foi maior do que o declinio de A, o que indica que a
inibicdo da fotossintese pelo déficit hidrico esta provavelmente relacionada com o
fechamento estomatico.

Os niveis de transpiracdo (E) das plantas dos gendtipos RB92579
(tolerante ao déficit hidrico) e SP80-3280 (suscetivel) foram, respectivamente, 60% e
68% menores no estresse moderado. Ambos reduziram cerca de 95% no estresse
severo, sendo que, como nos dois parametros anteriores, 0s niveis de recuperacao
foram maiores nas plantas do gendtipo RB92579 (FIGURA 4C).
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FIGURA 4 — Trocas gasosas foliares de dois genétipos de cana-de-aglcar
submetidos a diferentes niveis de estresse hidrico.
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A) Assimilacdo de CO, (A, umol CO, m'zs'l), B) Condutancia estomatica (Gs, mmol H,O m'zs'l), C)
Transpiracdo (E, mmol H,O m'zs'l). Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os
gendtipos (RB92579 e SP80-3280) em cada tratamento e letras minlsculas indicam diferenca
estatistica entre os tratamentos (controle, moderado, severo e recuperacao) para cada genétipo.
Valores apresentados como média. Barra de erros indica o desvio padrdo (n=3). Teste de Tukey
(p<0,05).

Fonte: Autor.

5.2 Biomassa

A deficiéncia hidrica reduziu todos os parametros de biomassa
avaliados nos dois gendétipos estudados, com destaque para o suscetivel ao déficit
hidrico (SP80-3280) que exibiu maior queda (TABELA 2).

A érea foliar (Af) foi significativamente maior em todos os tratamentos
do gendtipo SP80-3280. Porém esse genotipo apresentou maior reducdo neste
parametro, sendo que ao final do periodo de estresse apresentou uma diminui¢cao de
cerca de 16% quando submetido ao déficit hidrico por somente 3 dias (3 DE) e 38%
quando deixado 12 dias sob estresse (12 DE). Nestas mesmas condi¢cdes, o

genotipo RB92579 teve a sua area foliar reduzida em 13% e 35%, respectivamente.
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Com relacdo a massa seca foliar (MSF) e massa seca da raiz (MSR),
ndo houve diferenca significativa entre os genétipos dentro de cada tratamento. J&
entre os tratamentos, o genotipo suscetivel (SP80-3280) diminuiu 27% de MSF e
52% de MSR aos 12 DE, sendo que o tolerante (RB92579) teve uma queda menor,
de 19% e 45%, respectivamente, neste mesmo periodo de estresse.

O gendtipo SP80-3280 caracterizou-se por possuir maior massa seca
do colmo (MSC) em condigcBes normais de suprimento de &agua, o que refletiu
também em sua maior massa seca total (MST), 14,41% superior em comparagao
com o tolerante RB92579. Entretanto, quando submetido ao déficit hidrico, o SP80-
3280 mostrou uma reducao de 36% e 44% da MSC no tratamento 3 DE e 12 DE,
respectivamente, enquanto o gendétipo RB92579 teve um decréscimo no acumulo de
MSC de apenas 19% ap6s 3 DE e nao diferiu estatisticamente quando deixado 12
dias em condi¢Bes de déficit hidrico (12 DE). Ao final dos 12 dias de déficit hidrico, o
acumulo de MST foi 42% menor no gendtipo SP80-3280 e 30% no RB92579 em

comparacao com o tratamento irrigado.

TABELA 2 — Area foliar (Af, cm?), massa seca foliar (MSF, kg), massa seca da raiz
(MSR, kg), massa seca do colmo (MSC, kg) e massa seca total (MST, kg) de dois
genotipos de cana-de-acucar submetidos a 100% (irrigado) e 30% da capacidade de

campo por 3 e 12 dias.

Genotipo RB92579 SP80-3280

Tratamento Irrigado 3 DE 12 DE Irrigado 3 DE 12 DE

Af (cm?)  2658,51 Ba 2313,00 Ba 1727,82 Bb|3316,84 Aa 2776,82 Ab 2058,72 Ac
MSF (Kg) 0,120Aa 0,111Aa 0,097 Ab | 0,125Aa 0,115Aa 0,091 Ab
MSR (Kg) 0,141Aa 0,123Aa 0,077Ab | 0,163Aa  0,123Ab 0,079 Ac
MSC (Kg) 0,197Ba 0,160Ab 0,145Ab | 0,236 Aa 0,151 Ab 0,133 Ac
MST (Kg) 0458Ba 0,394Ab 0,319Ac | 0524Aa  0,389Ab 0,303 Ac

Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os genétipos (RB92579 e SP80-3280) em cada
tratamento e letras minusculas indicam diferenca estatistica entre os tratamentos (irrigado, 3 DE e 12
DE) para cada gen6tipo. DE — dias de estresse, onde plantas permaneceram por 3 e 12 dias sob 30%
da capacidade de campo. Valores apresentados como média. Teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autor.
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5.3 Andlise da expressao génica por RT-qgPCR

Para verificar a resposta de genes envolvidos nos trés subtipos
bioquimicos da via fotossintética C4 sob déficit hidrico foi realizada a expressao de
oito genes, NADP-ME, NAD-ME, PEPCK, AspAT, AlaAT, PEPC, NADP-MDH e
PPDK por RT-gPCR.

O gene NADP-ME foi mais expresso no genotipo mais suscetivel ao
déficit hidrico (SP80-3280) tanto em plantas irrigadas como nos dois niveis de
supressdo de agua, sendo que a maior expressao foi detectada no estresse severo
e na recuperacdo. O numero de transcritos deste gene no gendtipo tolerante
(RB92579) teve somente um pequeno aumento nas plantas sob condicdo de
estresse mais severo e nas plantas reidratadas.

As duas isoformas do gene NAD-ME (ambas mitocondriais) foram mais
expressas no genotipo suscetivel (SP80-3280) em todos os tratamentos. Para a
isoforma NAD-MEL1, este genotipo manteve a expressao similar em todos os niveis
de estresse hidrico, enquanto que para a isoforma NAD-ME2 mostrou um aumento
na expressao relacionada a intensidade do estresse e uma queda na recuperacao.
Ja o gendtipo tolerante (RB92579) exibiu um perfil transcricional para o gene que
codifica a isoforma NAD-ME1 similar ao observado para o suscetivel, mas mostrou
uma reducdo gradativa do numero de transcritos da isoforma NAD-ME2 nos dois
niveis de estresse, como também 48 hrs ap0ds a reidratacéo.

O gene PEPCK exibiu maior expressdao no tratamento controle
(condi¢cbes normais de suprimento de agua) nos dois genotipos. Quando submetido
ao estresse hidrico, o gendtipo RB92579 (tolerante) reduziu o nimero de transcritos
com o aumento do nivel de estresse e quando recuperado apresentou um
incremento na expressao, porém inferior as plantas irrigadas. O gendétipo suscetivel
(SP80-3280) também reduziu a expressao no estresse moderado, entretanto no
nivel de estresse severo houve um aumento no numero de transcritos que
permaneceu na recuperagao.

Também foram avaliadas duas isoformas do gene AspAT e ambas
responderam de forma diferente, sendo que a isoforma AspAT1 (citosolica) foi mais
expressa que a AspAT2 (mitocondrial). AspAT1 apresentou um incremento na
expressdo em todos o0s niveis de estresse no gendtipo tolerante (RB92579),

enquanto o suscetivel diminuiu na recuperacdo. AspAT2, nos dois genaotipos,
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manteve a expressdo parecida ao tratamento controle nos niveis de estresse
moderado e severo, porém na recuperacdo aumentou em ambos genotipos, sendo
maior no suscetivel ao déficit hidrico.

Em comparacdo a expressdo dos demais genes aqui estudados, o
gene AIaAT foi o que apresentou 0 maior incremento do niumero de transcritos apos
os tratamentos de déficit hidrico. Esse gene foi mais expresso no nivel de estresse
severo em ambos genotipos, sendo quinze vezes maior no SP80-3280 que ja
apresentou maior expressdo no estresse moderado. Na recuperacdo houve uma
gueda maior na expressao génica nesse mesmo genoétipo.

O gene PEPC exibiu baixo nivel transcricional tanto no estresse
moderado quanto no severo, sendo menor no gendtipo SP80-3280, que na
recuperacdo aumentou a expressao, ao contrario do RB92579 que manteve baixa. A
expressdo do gene NADP-MDH foi crescente a cada nivel de estresse no gendtipo
tolerante (RB92579), enquanto no SP80-3280 houve um aumento no estresse
severo (quatro vezes mais expresso) e uma queda na recuperagdo. O gene PPDK
reduziu a expressdao no estresse moderado nos dois gendtipos. No gendtipo
RB92579, esse gene continuou pouco expresso no estresse severo e aumentou na
recuperagdo, ao contrario do SP80-3280, que aumentou no estresse severo e
diminuiu na recuperacéo (FIGURA 5).
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FIGURA 5 — Expressao de genes da via C4 de dois gendtipos de cana-de-agucar em diferentes niveis de estresse hidrico.
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5.4 Atividades enziméaticas

O ensaio de atividades enzimaticas foi realizado para cinco enzimas,
sendo elas as que caracterizam os trés subtipos bioquimicos da via fotossintética
C4, NADP-ME, NAD-ME e PEPCK, e as aminotransferases AspAT e AlaAT, pois os
genes que as codificam apresentaram um aumento da expressao sob déficit hidrico
e essas enzimas estao presentes apenas nos subtipos NAD-ME e PEPCK.

A enzima NADP-ME apresentou maior atividade no nivel de estresse
severo no genétipo RB92579 (6,33 umol min® mg* Chl). Dois dias apds a
reidratacdo (recuperacédo), a atividade sofreu uma queda (25%) e ficou
estatisticamente semelhante as plantas controle e a menor atividade foi no estresse
moderado. No gendtipo SP80-3280, a maior atividade dessa enzima foi na
recuperacdo (5,71 umol min? mg™® Chl) em relacdo ao tratamento controle e ao
estresse severo, sendo essa atividade estatisticamente semelhante & encontrada no
estresse moderado (FIGURA 6A).

Apesar de um leve aumento, a atividade da enzima NAD-ME néo
diferiu significativamente entre os genotipos nos tratamentos controle e estresse
moderado. O gendtipo tolerante (RB92579) apresentou um aumento significativo na
atividade desta enzima apo6s a reidratacéo (5,11 pmol min™ mg™* Chl), enquanto que
as plantas do gendtipo suscetivel ao déficit hidrico (SP80-3280) mostraram maior
atividade sob estresse hidrico severo (5,92 umol min™ mg™ Chl), mantendo esses
valores 48 hrs apos reidratadas (FIGURA 6B).

Entre as enzimas estudadas neste trabalho, comparativamente as
condicbes normais de suprimento de agua, a enzima PEPCK apresentou o maior
aumento de atividade em plantas de ambos gendtipos quando estes foram
submetidos a condi¢cdes de déficit hidrico. O gendtipo suscetivel (SP80-3280)
apresentou um crescimento gradativo até o estresse severo, mantendo esses altos
valores de atividade quando reidratado (24,78 pmol min® mg™ Chl). O genétipo
tolerante ao déficit hidrico (RB92579) também mostrou um aumento significativo na
atividade da PEPCK em relacdo ao controle na condicdo mais severa de déficit
hidrico (91%) e na recuperacgédo (138%), tratamento este onde foi observada a maior
atividade dessa enzima (28,09 pmol min™* mg™ Chl) (FIGURA 6C).

Em relacdo as aminotransferases, a atividade da enzima AspAT no

genodtipo RB92579 apresentou um pequeno aumento a cada nivel de estresse
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hidrico, sendo que sua maior atividade foi 48 hrs ap6s a reidratacéo (3,61 pmol min™
mg™® Chl). No genétipo suscetivel (SP80-3280) a atividade foi alta no estresse
severo, sendo que neste tratamento a atividade dessa enzima foi maior nesse
gendtipo (4,86 umol min™ mg™ Chl), e apés a reidratacdo houve uma queda de 20%
na atividade, que mesmo assim foi maior que nas plantas controle (FIGURA 6D). A
atividade da enzima AlaAT foi maior no gendtipo tolerante ao déficit hidrico
(RB92579) em todos os tratamentos, com excecdo do estresse severo quando a
atividade desta enzima no genotipo suscetivel atingiu 0 mesmo nivel observado no
tolerante (1,32 pmol min™® mg™ Chl). Quando reidratadas, a atividade da AlaAT no
gendtipo suscetivel (SP80-3280) retornou aos niveis detectados nas plantas em
condicbes normais de suprimento de agua (reducdo de 81%), enquanto os do

tolerante diminuiram, mas de modo menos drastico (23%) (FIGURA 6E).
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FIGURA 6 — Atividade das enzimas NADP-ME, NAD-ME, PEPCK, AspAT e AlaAT

em dois gendtipos de cana-de-acucar submetidos a diferentes niveis de estresse

hidrico.
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Fonte: Autor.
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6 DISCUSSAO

Baseado na proposta de Furbank (2011), plantas C4 do subtipo NADP-
ME, como a cana-de-acucar, podem exibir certo nivel de flexibilidade na utilizacéo
dos subtipos de descarboxilacdo, e isso pode ocorrer dependendo de fatores
ambientais. Para verificar a possibilidade destes mecanismos de descarboxilacao
serem controlados de modo diferencial dependendo de fatores ambientais, plantas
de dois gendtipos de cana-de-acucar (RB92579, tolerante, e SP80-3280, suscetivel
ao déficit hidrico) foram submetidas a déficit hidrico. ApGs caracterizagéo fisioldgica,
estes gendtipos foram avaliados quanto a expressédo de genes que codificam as
enzimas envolvidas nos trés diferentes subtipos bioquimicos C4 e quanto a atividade
das enzimas que caracterizam estes subtipos em diferentes condicbes de

suprimento de agua.

6.1 AvaliacOes fisiologicas

A cana-de-acucar, quando submetida a deficiéncia hidrica, apresenta
vérias alteracdes morfofisioldgicas, como reducdo do potencial de agua foliar,
diminuicdo da condutancia estomética, reducdo da transpiragdo e da fotossintese, o
que pode levar ao comprometimento das etapas fotoquimicas e bioquimicas desse
processo (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005).

A reducdo da disponibilidade de agua no solo diminui o potencial de
agua foliar (yr), determinando o grau de hidratacdo da planta (BERGONCI et al.,
2000). O s pode ser considerado um bom indicador do estado hidrico da planta que
maximiza a sua atividade fotossintética (ENDRES et al., 2010). Avaliando genotipos
de cana-de-acUcar tolerantes e suscetiveis a deficiéncia hidrica, Pincelli (2010)
mostrou que plantas tolerantes tiveram capacidade de manter seus valores de
maiores que as plantas suscetiveis sob o0 mesmo tratamento de deficiéncia hidrica.
Resultado semelhante foi observado neste trabalho, no qual o gendtipo tolerante
(RB92579) apresentou menor reducdo no s quando submetido ao estresse severo
por um periodo de doze dias (FIGURA 3). E interessante notar que este genotipo
também obteve maior taxa de assimilacdo de CO, (A) comparativamente ao SP80-

3280 em condi¢des normais de suprimento de agua (controle) (FIGURA 4A).
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Avaliando diversas variedades RB de cana-de-aglicar em cultivo
irrigado por gotejamento, Ferreira Junior et al. (2012) observaram que a RB92579
obteve maior fotossintese, além de elevado rendimento de colmos e de acucar
devido a sua maior capacidade de rebrota e eficiéncia em conversao de energia em
fotoassimilados. Igualmente ao encontrado neste trabalho, avaliando caracteristicas
morfofisiolégicas de cultivares de cana-de-acUcar sob deficiéncia hidrica, foi
constatado que esse genotipo apresentou maior assimilacdo de CO, no tratamento
sem restricdo hidrica (GERONIMO, 2014).

As plantas de ambos genétipos quando submetidas ao déficit hidrico
apresentaram uma reducdo nas taxas de assimilacdo de CO; (A). A diminuicao da
fotossintese em diferentes gendtipos de cana-de-acucar sob estresse hidrico
também ja foi relatada (ZHAO; GLAZ; COMSTOCK, 2013). Entretanto, foi observado
que o déficit hidrico causou a redugdo nas trocas gasosas de dois gendtipos de
cana-de-acgucar em trés fases fenologicas avaliadas (crescimento inicial, crescimento
maximo e de acumulo de sacarose no colmo) (MACHADO et al., 2009).

Ao contrario do observado no genodtipo RB92579, quando as plantas
foram reidratadas, o gendtipo SP80-3280 (suscetivel ao déficit hidrico) manteve
baixos os valores de A. Como o tratamento de recuperacéao foi avaliado 48 hrs apés
a reidratacao, isto pode ser um indicativo que este periodo nao foi suficiente para
que esse genotipo recuperasse a sua capacidade de assimilacdo de CO,. Esse
mesmo comportamento foi observado em alguns gendtipos de cana-de-agucar
submetidos ao déficit hidrico, nos quais houve um aumento minimo na taxa
fotossintética um dia apds a reidratagcdo (GRACA et al., 2010). O maior tempo de
recuperacdo da fotossintese das variedades apds o fim do déficit hidrico significa
menor capacidade da variedade em retornar seu estado de homeostase original
(SOUZA; OLIVEIRA; MACHADO, 2004).

Em cana-de-aglcar sob estresse moderado a diminuicdo da
fotossintese ocorre devido a reducdo da condutancia estomatica (Gs) (DU et al.,
1998). A reducédo da Gs no inicio do déficit hidrico ocasiona um efeito protetor, pois
a planta evita a perda de agua para a atmosfera através da transpiracdo e mantém
seu estado hidrico em condi¢cdes adequadas (CHAVES et al., 2007). Entretanto, o
fechamento estomatico reduz a difusdo de CO, na folha, ocasionando queda na
fotossintese (CORNIC, 2000). Neste estudo, a Gs foi reduzida com o déficit hidrico,

mas nao houve diferenga significativa entre o estresse moderado e severo entre 0s
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gendtipos (FIGURA 4B). Esse comportamento em diferentes gendétipos também foi
verificado, na qual se constatou que apesar de ocorrer tendéncia de reducdo na Gs
ao longo do estresse hidrico, ndo houve, de maneira geral, diferencas entre os
genaotipos de cana-de-acucar avaliados (GONCALVES et al., 2010).

Reducbes mais pronunciadas na transpiracdo (E) quando as plantas
foram submetidas ao estresse hidrico severo, como observado neste estudo
(FIGURA 4C), ja foram descritas (GONCALVES et al., 2010). Jaiphong et al. (2016)
avaliando os efeitos da duracdo e combinacdo de condi¢des de seca e inundacéo
em cana-de-acglcar, também observaram uma reducdo drastica na transpiracao
quando as plantas foram expostas a condicdes de seca, e assim que foram
reidratadas recuperaram a E ao nivel das plantas irrigadas. A E é dependente de
varios fatores, sendo eles, a condutancia da camada limite da folha, a Gs e a
diferenca do vapor de pressao entre folha e ar, que por sua vez depende da
temperatura da folha e da umidade relativa do ar. Ja as taxas de A dependem tanto
da Gs quanto da parte bioguimica (GHANNOUM, 2016).

6.2 Biomassa

O menor acumulo de matéria seca pelas plantas sob déficit hidrico é
consequéncia dos mecanismos da propria planta para evitar a perda excessiva de
agua. Nestas condi¢cdes ocorre a diminuicdo da area foliar, da interceptacdo de
radiacdo e da condutadncia estomatica, levando a menor perda de &gua pela
transpiracdo, mas também acarreta menor assimilacdo de CO, e, dessa forma,
menor acumulo de biomassa (TAIZ; ZEIGER, 2013; CAVATTE, 2011). Plantas de
cana-de-acucar submetidas a condicdbes de déficit hidrico diminuem
significativamente a massa seca total, incluindo massa seca de folhas, de raizes e
do colmo, além da area foliar, sendo que a maior diminuig&o relativa pode ocorrer na
massa seca do colmo (BARBOSA et al., 2015). Estudos mostram que a restricao
hidrica imposta durante a fase de alongamento do colmo em cana-de-acgUcar,
mesmo estadio de desenvolvimento em que foram coletados os dados neste
trabalho, causa menores taxas de crescimento e consequente menor producdo de
biomassa (SANTOS et al., 2015).

Como esperado, o déficit hidrico afetou negativamente os parametros

de biomassa nos dois gendtipos de cana-de-agucar utilizados neste estudo
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(TABELA 2). A reducdo da biomassa esté associada com as trocas gasosas foliares,
principalmente com reducfes na A e na Gs, que levam a um menor acumulo de
biomassa (ZHAO; GLAZ; COMSTOCK, 2013). Neste estudo, plantas sob deficiéncia
hidrica reduziram a condutancia estomatica (Gs), sendo que 0s outros parametros
avaliados seguiram a mesma tendéncia, pois com a diminuicdo da abertura
estomatica ocorreu também uma queda na transpiracéo (E) e na assimilacédo de CO,
(A) (FIGURA 4).

O genotipo SP80-3280 apresentou maior area foliar e massa seca do
colmo, o que levou a maior massa seca total nas plantas irrigadas, apesar da sua
taxa fotossintética ser menor em relacdo ao genoétipo mais tolerante ao déficit hidrico
(RB92579), o que pode ser considerado um mecanismo de compensacao das
plantas. Esse fato foi também observado por Abreu et al. (2013), onde plantas de
cana-de-agucar que apresentaram maior area foliar resultaram em maior
produtividade de colmos. Entretanto, SP80-3280 quando comparado ao gendtipo
tolerante, apresentou maiores reducdes na biomassa. Genotipos mais sensiveis a
seca sao normalmente mais afetados em condicOes de estresses ambientais em
virtude de reduzirem, principalmente, sua massa de folhas e area foliar (WAHID,
2004).

6.3 Anélise da expressao génica por RT-gPCR

Diante das evidéncias de que a regulacdo das enzimas associadas a
fotossintese C4 é afetada por estresses abioticos, como a restrigdo hidrica, uma
forma de analisar parcialmente essa flexibilidade € através da analise do nivel
transcricional dos genes que codificam essas enzimas (MCCORMICK; CRAMER;
WATT, 2008).

A expresséo diferencial de genes relacionados a respostas a diferentes
niveis de deficiéncia hidrica foi recentemente estudada em plantas de cana-de-
acucar em estadio de alongamento do colmo (LI et al.,, 2016). Estes autores
observaram que os genes PEPCK, AspAT, NADP-MDH e PPDK foram pouco
expressos sob déficit hidrico, enquanto que o AIaAT foi altamente induzido sob
estresse, 0 que também ocorreu em nosso estudo. Entretanto, ao contrario do
observado por Li et al. (2016), uma das isoformas que codifica a enzima aspartato

aminotransferase (AspAT1) exibiu alta inducgéo transcricional sob estresse severo.
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Li et al. (2016) também observaram que o gene PEPC aumentou a sua
expressdo sob déficit hidrico severo (nove dias de suspensdo de irrigacdo). Ao
contrario, neste trabalho a abundancia de transcritos deste gene foi relativamente
reduzida sob condicbes de estresse comparativamente as plantas irrigadas em
ambos gendtipos, em concordancia com o relatado por Rodrigues, Laia e Zingaretti
(2009) em um estudo de expressdo génica usando dois gendétipos de cana-de-
acucar contrastantes para a tolerancia ao deéficit hidrico. Entretanto, as poucas
diferencas observadas aqui em relacdo ao trabalho de andlise transcricional por
microarranjos relatado por Li et al. (2016), podem ser justificadas pela utilizacao de
diferentes tratamentos de estresse, estadios de desenvolvimento dissimilares,
diferentes genotipos ou pelos distintos métodos de analise aplicados entre os
estudos (FIGURA 5).

O aumento na expressdo dos genes NADP-MDH, PPDK e NADP-ME
sob estresse hidrico severo no genotipo SP80-3280 (suscetivel) pode ser explicado
pelo fato de que nestas condi¢cGes de estresse a condutancia estomatica é reduzida
e a quantidade de CO, que entra nas ceélulas do mesofilo também diminui. Neste
caso, como a entrada de CO, é menor, ocorre um aumento na expressao destes
genes para suprir o CO, necessario para o ciclo de Calvin, onde a NADP-MDH
produz malato que é descarboxilado nas células da bainha dos feixes vasculares
pela NADP-ME liberando CO, necesséario. Além disso, a PPDK vai regenerar o
fosfoenolpiruvato (PEP) através do piruvato dando continuidade ao ciclo C4
(DOUBNEROVA; RYSLAVA, 2011).

Transcritos de genes associados a fotossintese do subtipo NAD-ME
foram observados em Flaveria ramosissima, que esta proxima ao subtipo NADP-ME
(GOWIK et al., 2011). A expressao preferencial de NAD-ME e NADP-ME pode nao
estar exclusivamente correlacionada com o seu subtipo correspondente. Esses
perfis de transcricdo podem indicar um ancestral comum, onde os subtipos NAD-ME
e NADP-ME podem estar presentes em conjunto em algum nivel (RAO; DIXON,
2016). Quando as plantas de cana-de-acgucar foram submetidas ao déficit hidrico
houve um grande aumento na expressdo de mRNA de uma das isoformas do gene
que codifica a enzima malica dependente do NAD® (NAD-ME2) no genotipo
suscetivel (SP80-3280), principalmente sob estresse severo. Entretanto, apesar
deste aumento do numero de transcritos em relacdo ao controle irrigado, a

expressao deste gene ainda € inferior ao observado para o NADP-ME em condi¢des
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normais de suprimento de agua (controle). Neste caso, houve um acréscimo de seis
ciclos de amplificacéo (Cq - quantification cycle) para a detec¢édo do gene NAD-ME2
em comparacdo ao gene NADP-ME no gendétipo suscetivel, assim como também no
tolerante. Mesmo levando-se em consideragcdao a diferenca de eficiéncia dos
iniciadores, estes dados mostram que o gene NADP-ME é mais expresso (cerca de
50 vezes) que o NAD-ME2 em plantas de cana-de-acucar sob as condi¢cdes néo
estressantes utilizadas neste trabalho (ANEXO C).

Avaliando-se a expressao de mRNA do gene PEPCK, observa-se que
os valores de Cy no tratamento irrigado nos dois gendtipos sdo similares aos
detectados para NADP-ME (ANEXO C). A elevada expressao do gene PEPCK foi
também observada em células da bainha em folhas de milho, uma espécie
classificada como NADP-ME (TAUSTA et al., 2014). Transcritos desse gene também
foram verificados em folhas de cana-de-acUcar do genoétipo SP80-3280, mesmo
utilizado nesse trabalho, sendo que a maior expressao foi detectada na base das
folhas (MATTIELLO et al., 2015).

O elevado numero de transcritos dos genes AspAT2 e AlaAT
verificados neste estudo pode estar associado com a alta expressdo de PEPCK aqui
observada. Ao utilizar essa segunda descarboxilase, outras enzimas envolvidas
nesta via sdo consequentemente mais necessarias para manter o mecanismo de
descarboxilacdo funcionando de modo eficiente. Isto foi demonstrado em milho e
Setaria viridis, espécies que pertencem ao subtipo NADP-ME, onde os genes AspAT
e AlaAT sao altamente expressos em células do mesofilo e da bainha dos feixes
vasculares (CHANG et al., 2012; JOHN et al., 2014).

6.4 Atividades enzimaticas

Para verificar se plantas NADP-ME poderiam utilizar PEPCK como via
alternativa de descarboxilacdo em resposta a flutuacbes de fatores ambientais
diversos (FURBANK, 2011), foram determinadas as atividades enzimaticas das
enzimas que classificam os trés subtipos bioquimicos da fotossintese C4, além da
AspAT e AlaAT, importantes enzimas da via PEPCK.

Tém sido relatado que em plantas de cana-de-aglUcar submetidas ao
déficit hidrico, os processos bioquimicos do ciclo de Calvin e da via C4 nao séo

afetados pelo estresse hidrico moderado, sendo que o declinio da fotossintese &
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causado pelo fechamento dos estdbmatos (DU et al., 1998). Por outro lado, estes
autores mencionam que sob estresse severo, as atividades das enzimas da via C4
foram reduzidas significativamente. Neste estudo, as atividades das enzimas NADP-
ME, NAD-ME, PEPCK, AspAT e AlaAT exibiram um aumento em ambos o0s
genaotipos sob estresse severo, com destaque para a enzima PEPCK (FIGURA 6). A
alta atividade dessa enzima em espécies C4 pertencentes a diferentes subtipos vem
sendo relatada (WALKER et al., 2002; CARMO-SILVA et al., 2008; PINTO et al.,
2014). Essas descobertas desafiam a visdo classica de que apenas uma
descarboxilase esta presente nos subtipos das plantas C4 (PINTO et al., 2014). Ha
também um grande nimero de espécies onde a atividade dessa enzima é maior que
as outras descarboxilases, o que sugere um fluxo entre a elevada atividade de
PEPCK e a baixa de NAD-ME e NADP-ME, ou vice-versa (WASHBURN et al.,
2015).

Baseada em diversos estudos, Ludwig (2016) afirma que espécies C4,
além da atividade de uma enzima de descarboxilacdo que define seu subtipo
bioquimico, considerada a descarboxilase primaria, um aumento na atividade de
outra descarboxilase também pode ocorrer. Em milho, espécie C4 que pertence ao
mesmo subtipo bioquimico da cana-de-acucar (NADP-ME), a enzima PEPCK vem
sendo considerada como segunda descarboxilase (BELLASIO; GRIFFITHIS, 2014).
Nesta espécie, a PEPCK exibiu apenas um quarto da atividade de NADP-ME, porém
foi suficientemente elevada para catalisar pelo menos um quinto das reacdes de
descarboxilagdo. Os transcritos dos genes que codificam essas enzimas
apresentaram um padrao diferente das atividades das enzimas. Assim, a atividade
total foi provavelmente composta de multiplas isoformas e/ou sujeitas a regulacéo
pos-transcricional (PICK et al., 2011).

A elevada atividade de PEPCK em gramineas que nao pertencem a
este subtipo bioquimico, Paspalum dilatatum (NADP-ME) e Cynodon dactylon (NAD-
ME), ja foi relatada e sugere que esta enzima pode atuar como descarboxilase
suplementar para estes subtipos (CARMO-SILVA et al., 2008). No entanto, a
presenca de alta atividade da PEPCK precisa ser mais investigada e
complementada com estudos para caracterizar e quantificar o tipo dessa enzima,
pois ela também é conhecida por ter fungbes nao-fotossintéticas em aminoacidos,
acidos organicos, acucares, lipideos e metabolismo secundario (LEEGOOD;
WALKER, 2003).
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Embora a enzima PEPCK tenha apresentado elevada atividade com
aumento do estresse hidrico (FIGURA 6C), a expressao do gene que codifica essa
proteina ndo seguiu o0 mesmo padréo e reduziu o numero de transcritos quando os
dois genotipos foram submetidos a deficiéncia de agua (FIGURA 5). A falta de
relacdo entre as atividades enzimaticas e os niveis de transcricdo dos genes pode
ser resultado de diversos fatores, como a estabilidade dos transcritos, sistemas de
regulacdo pos-transcricionais e pos-transducionais, disponibilidade de substrato e
também devido ao envolvimento de outras isoformas em processos biolégicos que
ocorrem em diferentes niveis temporais e espaciais (CARVALHO et al., 2013). No
caso especifico da PEPCK, foi observado que esta enzima é fosforilada
reversivelmente em varios tecidos em algumas plantas C4 (WALKER; LEEGOOD,
1995, 1996). Nas plantas nas quais a PEPCK é fosforilada, esta fosforilacdo €&
efetuada em folhas no escuro e desfosforiladas nas folhas sob iluminagéo
(WALKER; LEEGOOD, 1996), o que mostra que a fosforilagdo modula a atividade
dessa enzima. Portanto, o aumento da atividade da PEPCK aqui observada em
plantas sob deficiéncia hidrica sugere que nestas condi¢cdes sua regulacédo ndo se
d4d ao nivel transcricional, mas sim pela modulacdo de sua atividade via
desfosforilagdo. Trabalhos envolvendo a purificagdo desta enzima em cana-de-
acucar para a analise da modulacéo de sua atividade por fosforilacdo e a clonagem
da sequéncia completa de cDNA para verificar sitios de fosforilacdo poderdo ser
importantes para caracterizar a regulacdo da PEPCK em cana-de-agucar sob
condicoes de deficiéncia hidrica.

Neste trabalho também foi observada uma expressiva atividade da
enzima NAD-ME e em valores similares ao observado para a NADP-ME,
principalmente nos tratamentos com déficit hidrico (FIGURA 6A, B). Possivelmente,
essa enzima pode estar proporcionando o ATP necessario para 0 aumento da
atividade da PEPCK para as plantas de cana-de-agucar sob estresse (KANAI,
EDWARDS, 1999). Analises por Western Blot mostram que espécies que utilizam a
PEPCK apresentam niveis significativos de NAD-ME, sendo que o ATP necessario
para que ocorra a reacdo de PEPCK pode ser proporcionado pela NAD-ME
mitocondrial utilizando malato como substrato, além da respiragdo mitocondrial pelo
ciclo dos acidos tricarboxilicos, ou energia derivada da oxidacdo de alguma triose
fosfato a 3-fosfoglicerato no citosol que podem ser fontes alternativas de ATP
(VOZNESENSKAYA et al., 2006).
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Os resultados aqui obtidos mostram um aumento na atividade das
enzimas AspAT e AlaAT em ambos os genétipos quando submetidos ao estresse
hidrico severo (FIGURA 6D, E). Em milho, espécie com o mesmo subtipo bioquimico
de descarboxilacdo da cana-de-acucar (NADP-ME), estas enzimas tambéem
apresentam elevada atividade (PICK et al., 2011). Nesta espécie, foi observado que
as células da bainha dos feixes vasculares mostraram capacidade de
descarboxilagcdo de aspartato e que esse processo € aparentemente realizado por
uma sequéncia de atividades enzimaticas iniciada por uma enzima AspAT, uma
NADP-MDH citoplasmatica que gera o malato, sendo este descarboxilado pela
NADP-ME no cloroplasto. Também pode ocorrer a atividade de uma AlaAT
mitocondrial para equilibrar o grupo amino entre as células do mesofilo e da bainha.
Essa descarboxilacdo de aspartato pode representar cerca de 20% da
descarboxilagdo méxima do malato, contribuindo com apenas uma por¢do do CO,
total liberado em células da bainha (CHAPMAN; HATCH, 1981).

Em acordo com a proposta feita por Furbank (2011), quando ocorre um
aumento na atividade de PEPCK, é necessario que também aumente NAD-ME para
fornecer ATP para essa descarboxilase, AspAT para formar o oxaloacetato (OAA)
que sera descarboxilado e AlaAT para a producdo de alanina através do piruvato
gue é enviada as células do mesofilo. Assim, como foi observado neste estudo,
houve um aumento na atividade dessas enzimas quando as plantas foram
submetidas ao déficit hidrico, e que vai de encontro ao sugerido por aquele autor
para explicar a contribuicdo do aspartato para o pool de CO; nas espécies subtipo
NADP-ME.

Como proposto por Furbank (2011), a utilizacdo dessa outra via de
descarboxilacédo pode ser modulada mediante a fatores ambientais diversos. Nossos
dados mostram que através do aumento do nivel de estresse hidrico também houve
um incremento na atividade das enzimas importantes para as reacdes envolvidas na
via PEPCK (PEPCK, NAD-ME, AspAT, AlaAT), sendo que 0 genotipo suscetivel
(SP80-3280) sempre exibiu atividades superiores comparativamente ao tolerante no
estresse severo (FIGURA 6). Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que o gendtipo
suscetivel atingiu niveis de estresses metabolicos maiores que o tolerante
(RB92579) no estresse severo (FIGURA 3).
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6.5 A cana-de-agucar pertence ao subtipo NADP-ME classico?

Atualmente, conforme relatado na literatura, existem pelo menos trés
variacfes da via C4 no sistema de descarboxilacdo em plantas, ou seja, 0s subtipos
NADP-ME, NAD-ME ou PEPCK. O subtipo NADP-ME néo envolve aspartato e utiliza
essa enzima para liberar CO, a partir de malato. O subtipo NAD-ME envolve
aspartato e utiliza a enzima malica dependente de NAD®, enquanto o subtipo
PEPCK possui uma via suplementar para liberacdo de CO, por essa enzima (TAIZ;
ZEIGER, 2013; FURBANK, 2011; MAIER; ZELL; MAURINO, 2011). Esses trés
subtipos da fotossintese C4 sdo classificados primariamente de acordo com a
enzima de descarboxilacdo com maior predominancia (HATCH, 1987).

A literatura relata que a cana-de-acgucar € considerada uma espécie C4
subtipo NADP-ME (BOWYER; LEEGOOD, 1997). Apesar desse relato, ndo ha
nenhum estudo especifico demonstrando que a cana-de-acUcar tem a atividade da
enzima NADP-ME como predominante para a descarboxilacdo dos acidos C4. Em
oposicdo ao que é estabelecido atualmente, os dados obtidos neste trabalho
mostram uma atividade da enzima PEPCK significativamente maior em relacdo as
outras enzimas analisadas, mesmo em plantas que permaneceram em condi¢des
normais de suprimento de &agua. Além disso, foi observado um aumento na
expressao génica e na atividade das enzimas AspAT e AlaAT sob condi¢cbes de
déficit hidrico, enzimas essas que ndo caracterizam as vias metabdlicas utilizadas
no subtipo NADP-ME classico, conforme descrito por Maier, Zell e Maurino (2011).

Pesquisas mais recentes indicam uma flexibilidade entre os trés
subtipos de fotossintese C4, conforme mostrado pela ocorréncia de vias C4 de
descarboxilagdo mistas em varias plantas anteriormente consideradas como
pertencentes exclusivamente a um Unico subtipo de mecanismo fotossintético C4
(WANG et al., 2014). Por exemplo, foi mostrado que plantas de milho podem usar
tanto malato como aspartato para a geracdo de CO, (CHAPMAN; HATCH, 1981),
demonstrando que as folhas de milho possuem atividade da AspAT visando
sustentar um fluxo de CO, mais eficiente. Além disso, a fosfoenolpiruvato
carboxiguinase (PEPCK), considerada a enzima identificadora desta via também é
ativa no milho (PICK et al., 2011). Resultados semelhantes foram relatados em
Flaveria bidentis (planta classificada como NADP-ME) que também utiliza tanto
malato como aspartato e demonstrou atividade da AspAT (MEISTER; AGOSTINO;
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HATCH, 1996). Em Zea mays, Sorghum bicolor e Echinochloa frumentacea,
espécies NADP-ME, através de analise por Western Blot, foi encontrada a presenca
da enzima PEPCK, com maiores niveis em Zea mays (VOZNESENSKAYA et al.,
2006).

Em uma descricdo historica no qual sdo relatadas as observacfes
feitas antes da elucidacdo da via bioquimica da fotossintese C4, como também as
principais descobertas que moldaram a compreensdo desse mecanismo (FURBANK,
2016), foi observado que nos trabalhos iniciais com cana-de-acucar 0s primeiros
compostos estaveis formados na fotossintese desta espécie foram malato e
aspartato (KORTSCHAK; HARTT; BURR, 1965). Assim, a proposta da via
fotossintética para fixacdo de carbono em cana-de-acucar elucidada em 1966
envolveu a formacgdo de malato e aspartato, onde a maior porcentagem do C**
incorporado foi detectada nesses dois acidos (HATCH; SLACK, 1966).

Em concordancia com o papel destas enzimas em cana-de-agucar,
estudo de transcriptoma com esta espécie utilizando a técnica SAGE, ndo foram
encontrados transcritos de NADP-MDH e AlaAT, enquanto que uma alta expressao
dos genes PEPCK e AspAT foi observada (CALSA JUNIOR; FIGUEIRA, 2007). O
ciclo NADP-ME requer malato produzido por NADP-MDH nas células do mesofilo, o
qual é transportado para as células da bainha dos feixes vasculares, enquanto o
ciclo PEPCK depende do aspartato produzido por AspAT. Portanto, a falta ou a
extremamente baixa transcricdo de NADP-MDH em comparacdo com a elevada
observada para PEPCK e AspAT, sugerem que a via de descarboxilagdo por
PEPCK parece predominar sobre NADP-ME em folhas de cana-de-acucar, tanto em
condicdes irrigadas como sob déficit hidrico.

Estes dados permitem questionar se a cana-de-acuUcar pode ser
classificada como uma espécie NADP-ME classica. Apesar da superior atividade da
PEPCK, nossos dados também n&o permitem afirmar que a cana-de-acUcar deva
ser classificada como uma espécie PEPCK classica. Por exemplo, quando
analisados os valores de Cy para a expressao dos genes NADP-ME e PEPCK
verifica-se que NADP-ME apresenta maior expressao, com inicio de amplificacao por
volta do ciclo 28 enquanto a PEPCK somente foi detectada no ciclo 32. Os Cq dos
genes AspAT e AlaAT também néo foram altos (inicio de amplificagéo entre os ciclos
30 e 33) em comparacédo aos das outras enzimas analisadas neste trabalho (ANEXO

C). Além disso, as atividades destas duas aminotransferases foram relativamente
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baixas para espécies classificadas como PEPCK classicas (HATCH; KAGAWA,
CRAIG, 1975).

Em adicdo a esta dificuldade em classificar a cana-de-acucar em
subtipos C4 somente pela predominancia da atividade enzimética correspondente, é
notério o fato de que, até o momento, esta € a Unica espécie denominada como
NADP-ME classica na qual foi observada a presenca de mestoma (ROBINSON-
BEERS; EVERT, 1991a; 1991b). Plantas do subtipo NADP-ME ndo possuem
mestoma, que é uma camada de células ndo-fotossintéticas suberizadas localizadas
entre as células da bainha e os feixes vasculares. Nos subtipos NAD-ME e PEPCK
existe a presenca de mestoma e em ambos ocorre suberizacdo dessa camada de
células, porém apenas nas plantas PEPCK a bainha é suberizada (MERTZ;
BRUTNELL, 2014; RAO; DIXON, 2016). A cana-de-acucar é a Unica excecao, pois
apesar de ser considerada NADP-ME, foi relatada a presenca de mestoma ao redor
dos seus feixes vasculares, e em alguns grandes feixes, pode haver mais de uma
camada dessas células (ROBINSON-BEERS; EVERT, 1991a; 1991b; ELAHI;
ASHRAF, 2001; JOARDER et al., 2010). Além disso, quando vistas sob microscopio
eletrénico, as paredes de todas as células de mestoma da cana-de-aguUcar, incluindo
aguelas dos pequenos feixes, exibem lamelas de suberina, caracteristica essa
observada no subtipo PEPCK (ROBINSON-BEERS; EVERT, 1991a; 1991b).

Wang et al. (2014) afirmam que a classificacdo atual dos trés subtipos
bioquimicos da fotossintese C4 deve ser revista, sendo que apenas NADP-ME e
NAD-ME devem ser considerados como subtipos distintos, com a via PEPCK
atuando como um suplemento a estes dois tipos principais. Esses autores
mostraram o0 mecanismo fisiologico para que aconteca a utilizacdo dessa via
suplementar, sendo que quando isso ocorre, além do malato e do piruvato,
aspartato, PEP e alanina também séo utilizados como acidos de transferéncia entre
as ceélulas do mesofilo e as da bainha dos feixes vasculares.

A variacdo na via C4 pode potencialmente permitir a manutencéo de
maior eficiéncia fotossintética sob condi¢cdes ambientais diversas, como as aplicadas
neste estudo. Esta via C4 mista, quando comparada com o subtipo NADP-ME,
possui mecanismos adicionais para manter o balanco energético. Alterando a
proporcao de acidos C4 transferidos, modula o equilibrio de NADPH e ATP entre as
células do mesofilo e da bainha (WANG et al.,, 2014). Diante desse contexto

fisiol6gico, estes autores afirmam existir fatores que limitam a existéncia de plantas
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C4 que utilizem apenas a PEPCK como descarboxilase. Neste caso, PEPCK libera
CO; e necessita de ATP nas células da bainha. Assim, um subtipo bioquimico
apenas de PEPCK prefere mais energia alocada nesse compartimento, e isso é
praticamente impossivel de realizar, devido a estrutura da anatomia Kranz, onde as
células da bainha estdo rodeadas pelas células do mesofilo, onde a energia alocada
€ maior. Além disso, o aspartato € o acido C4 transportado para as células da
bainha e o PEP retorna para as células do mesofilo, causando um desequilibrio no
grupo amino.

Entretanto, os resultados aqui obtidos, conjuntamente com as
informacdes j& existentes na literatura, ndo apoiam a hipétese que a cana-de-agucar
(Saccharum spp.) seja considerada como pertencente ao subtipo C4 NADP-ME
classico como acontece atualmente, mas sim considera-la uma espécie NADP-ME +
PEPCK, como proposto para outra importante espécie da tribo Andropogoneae, 0
milho (Zea mays) (RAO; DIXON, 2016).
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7 CONCLUSOES

Confirmando o observado em condicbes de campo e relatado em
publicacdes de divulgacdo cientifica, as avaliacdes fisiologicas mostraram que o
gendtipo  suscetivel (SP80-3280) sofreu um estresse metabdlico maior
comparativamente ao genotipo descrito como tolerante (RB92579) quando
submetido a condicbes de déficit hidrico severo e apresentou menor poder de
recuperacao fotossintética apos a reidratacao.

O estresse hidrico causou reducdes na producdo de biomassa de
ambos os gendtipos, com redugdes mais pronunciadas no genotipo suscetivel
(SP80-3280) com um decréscimo de 42% da massa seca total ao final do periodo de
estresse.

As analises transcricionais e atividades enziméaticas da via
fotossintética C4 mostraram que a cana-de-acUcar (Saccharum spp.) utiliza a via
PEPCK como mecanismo de descarboxilacéo, além da NADP-ME. Em condi¢des de
déficit hidrico ocorre um aumento ainda maior na utilizacdo da via PEPCK, tanto no
genotipo tolerante quanto no suscetivel ao déficit hidrico. Isto mostra que a utilizacao
suplementar desta via de descarboxilagdo desempenha um papel importante na
resposta e adaptacdo da cana-de-agucar as condi¢fes de seca.

Atualmente a cana-de-agUcar (Saccharum spp.) é classificada como
uma espécie do subtipo C4 NADP-ME classico. Entretanto, os dados aqui obtidos,
em conjunto com informacgdes existentes na literatura, mostram que esta espécie
nao pode ser classificada como pertencente ao subtipo C4 NADP-ME classico. Em
razao da alta expressao e atividade da PEPCK e da flexibilidade na utilizacdo dos
mecanismos de fixacdo de carbono, a cana-de-acucar deve assim ser denominada

como uma espécie NADP-ME + PEPCK como ja proposto para o milho.
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ANEXOS

ANEXO A — Analise quimica do solo utilizado no experimento.
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ANEXO B — Curvas de melting dos iniciadores dos genes da via fotossintética C4.
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ANEXO C - Ciclo de quantificacdo (Cy) de genes envolvidos na fotossintese em cana-de-agucar (3 amostras para cada gene). O

grafico Boxplot mostra os valores medianos como linhas na caixa. As caixas inferior e superior indicam os quartis 1 e 3,

respectivamente. As barras representam os limites superior e inferior.
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	O experimento foi realizado no Campus II da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), em Presidente Prudente – SP, em condições de casa de vegetação climatizada, localizada a 22 06’59”S, 51 27'02"W e altitude de 475 m, durante o período de abril a dez...
	A parcela experimental foi constituída por vasos plásticos contendo 13 kg de solo, classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo Eutrófico de textura média (EMBRAPA, 2008), ao qual realizou-se a análise química (ANEXO A).
	Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x4, com três repetições por tratamento, totalizando vinte e quatro parcelas. Foram utilizados dois genótipos de cana-de-açúcar, sendo eles, RB92579 (tolerante ao dé...
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