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RESUMO

BELLOTI, M. Mecanismo de descarboxilacdo da fotossintese C4 e discriminacéo
isotopica para selecdo de genoétipos do complexo Saccharumspp. tolerantes a seca. 2012.
89 p. Dissertagdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Sao Paulo, Piracicaba, 2012.

Em cana-de-agucar (Saccharum spp.), a deficiéncia hidrica é um dos estresses ambientais
mais danosos, ¢ a selecao de gendtipos com maior adaptagdo aos ambientes com tendéncia ao
déficit hidrico seria de grande valor para a expansdo da cultura para areas consideradas
marginais. O objetivo dessa dissertacdo foi investigar o mecanismo de resposta a seca
presente em duas cultivares de cana-de-agucar contrastantes, avaliando caracteristicas
fisiolégicas juntamente com a discriminagdo isotdpica de carbono (A13C) e o “escape” do CO,
(p). Além disso, o efeito da seca na fotossintese C4 foi analisado a fim de investigar a rota
enzimatica envolvida no transporte de acidos de quatro carbonos entre as células do mesofilo
e as células da bainha. Para tanto foram utilizados os gendtipos contrastantes para a resposta a
deficiéncia hidrica ‘TACSP94-2094" (tolerante) e ‘TACSP97-7065" (suscetivel), cultivados em
casa de vegetacdo, os quais foram selecionados entre 10 gendtipos avaliados em experimentos
fisiologicos em campo. As andlises de A"C e @ mostraram variagdes significativas entre os
gendtipos, sendo observados maiores valores de ABC e na cultivar ‘TACSP94-2094’ durante
a seca. Além disso, foram conduzidas analises de expressdo génica e atividade enzimatica
referente as trés variagcdes da via fotossintética C,4que diferiram quanto ao 4cido de quatro
carbonos transportado entre o mesofilo e as células da bainha e quanto a enzima de
descarboxilacdo presente nas células da bainha, incluindo a enzima malica dependente de
NADP (NADP:ME), enzima maélica dependente de NAD (NAD:ME) ou fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PCK). Admite-se que o mecanismo de transporte de compostos de quatro
carbonos presente na cana-de-agucar seja aquele referente a NADP:ME, entretanto,0 maior
acimulo do numero de transcritos e maior atividade enzimatica para PCK observadas na
cultivar considerada tolerante (‘IACSP94 2094°) quando sob estresse, indicam que a via de
descarboxilacdo do tipo PCK aparentemente poderia ser ativada em condigdes de déficit
hidrico. Por outro lado, a auséncia da indugdo da via PCKna cultivar considerada sensivel
(‘IACSP97 7065’), sugere que esse mecanismo alternativo de descarboxilagdo poderia estar
relacionadoa tolerancia a seca. Essa hipotese pode ser reforgada pelos maiores valores de ¢
na‘IACSP94 2094’ quando em déficit hidrico, uma vez que o ¢ em plantas que possuem o
tipo PCK foi maior que os valores encontrados em plantas do tipo NADP:ME. Dessa
forma,nossos dados sugerem que o mecanismo alternativo de descarboxilagdo dependente de
PCK, ¢ induzido pelo déficit hidrico, e poderia ser adotado para a selecdo de genotipos
tolerantes a seca.

Palavras-chave: Fisiologia.Escape. NADP:ME.NAD:ME.PCK.
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ABSTRACT

BELLOTI, M. Decarboxylation mechanism of the C, photosynthesis and isotope
discrimination for selection of Saccharumsppdrought tolerant genotypes.2012. 89 p.
Dissertagdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, 2012.

Drought stress in sugarcane (Saccharum spp.) is one of the most harmful environmental
stresses causing yield losses. To develop drought tolerant cultivars, the selection of genotypes
with improved adaptation to this adverse environmental condition are highly required for
sugarcane breeding programs. The objective of this dissertation was to investigate drought
responses mechanism present in sugarcane by evaluation of physiological measurements,
carbon isotope discrimination (A"°C) and leakage of CO; (¢) between two contrasting
sugarcane cultivars to drought stress. Further, the effect of drough on C4 photosynthetic
mechanism was analized to inquire the enzymatic pathway involved in the transport of the C4
acids from mesophyll cells to the bundle sheath cells. Through physiological experiments,
two contrasting cultivars, ‘TACSP94 2094’ (tolerant) and ‘IACSP97 7065’ (sensitive) to water
deficit were screened among 10 cultivars submmited to drought prone field conditions. The
ABC and ¢ analysis showed significant variation between the two cultivars during drought
growth condictions wherein ‘IACSP94-2094’ cultivar displayed high ABC and ¢ rates. A
quantitative expression profile and enzymatic activity were analyzed considering the three
alternative pathways of C4 decarboxylation, NADP-dependent malic enzyme (NADP:ME),
NAD dependent malic enzyme (NAD:ME) or phosphoenolpyruvatecarboxykinase (PCK)
during drought stress. Despite the NADP-ME C; mechanism present in Sugarcane, the
increased expression and activity levels of PCK decarboxylation pathway was shown in the
tolerant cultivar (‘IACSP94 2094°) during drought. However, the drought sensitive cultivar
lacks the ability to triggers such a decarboxylation mechanism which suggest that this
alternative mechanism might be associated with drought tolerance. The increased ¢ in PCK-
type Cs4 plants was detected over the NADP:ME-type C4 plants which supports the presence
of this alternative decarboxylation process. Altogether, the data presented here suggest that
the PCK mechanism of decarboxylation is induced by drought stress and can be used to select
drought tolerant genotypes.

Keywords: Physiology.Leakage. NADP:ME.NAD:ME. PCK.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) é uma cultura de extrema importancia nas regides
tropicais e subtropicais,apresentando elevada participagdo econdmica e social na agroindustria
de Sao Paulo e do Brasil (WHEALS et al., 1999). Trata-se de uma cultura robusta e eficiente
na producdo de biomassa, cultivada para obtencdo de colmos, os quais acumulam elevados
niveis de sacarose utilizados tanto para a producao de agucar como de etanol. O Brasil ¢ lider
mundial na produgdo de cana-de-aclcar com safra estimada de 509 milhdes de ton para
2012/2013 (UNICA - Unido da Agroindustria Canavieira de Sao Paulo, 2012). No entanto,
para atender a crescente demanda ¢ necessario que ocorra expansdo do cultivo de cana-de-
aclcar para as areas predominantemente caracterizadas por inverno seco e periodos de severa
deficiéncia hidrica, localizadas no oeste de Sdo Paulo, cerrado de Goids, Tridngulo Mineiro e
Mato Grosso do Sul. A expansdo do cultivo da cana-de-agucar para tais regioes sub-Otimas
requer o direcionamento dos programas de melhoramento para o desenvolvimento de
cultivares mais adaptadas a ambientes com tendéncia a ocorrer déficit hidrico (CATIVELLI et
al., 2008).

O déficit hidrico € um importante fator limitante do crescimento, desenvolvimento e
produtividade das plantas cultivadas, levando a modificagdes morfologicas, bioquimicas e
fisiologicas nas plantas (CHAVES, 1991; BRAY, 1997; CHAVES; MAROCO; PEREIRA,
2003;FLEXAS et al., 2006). Em cana-de-agucar, a deficiéncia hidrica ¢ um dos estresses
ambientais mais danosos, € a selecdo de gendtipos com maior adaptacdo aos ambientes com
tendéncia ao déficit hidrico seria de grande valor para o desenvolvimento de cultivares
tolerantes a seca, estando estritamente relacionado a sustentabilidade e¢ a viabilidade
econdmica dessa cultura em tais areas, e a competitividade do etanol como biocombustivel.
Genotipos mais tolerantes ao estresse hidrico também poderiam contribuir para a redugao do
uso de irrigacdo, e o consequente melhor uso da 4gua (ROCHA et al., 2007).

Adiscriminagao isotopica de carbono (A13C) consisteem uma importante ferramenta na
selecdo de gendtipos contrastantes para uma melhor eficiéncia do uso da dgua em condigdes
de déficit hidrico para plantas com metabolismo C3;(FARQUHAR; EHLERINGER;
HUBICK,1989; SALIENDRA et al., 1996). No entanto, em plantas C4 hd poucos estudos
publicados sobre associagdes entre a discriminagdo isotopica de carbono e a variabilidade
genotipica referente a seca (MEINZER; SALIENDRA, 1997), através dos quais foi possivel

. R 13 . . -
determinar que a variagdo na A “Cocorre devido as mudangas no pi/pa, querepresenta a relagao
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entre a pressao interna de CO; na cdmara estomatica e a pressdo externa da atmosfera, e pelo
“vazamento” (leakage) ou “escape” do CO, das células da bainha do feixe (@), que representa
a fracdo de CO, fixada pela fosfoenolpiruvato-carboxilase (PCK) no mesofilo e que
ocasionalmente acaba “escapando” da bainha e retornando ao mesofilo sem ser refixada pela
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (Rubisco)(FARQUHAR; EHLERINGER;
HUBICK, 1989). Alguns fatores ambientais ¢ genéticos podem influenciar os valores de o,
sendo um deles o tipo de mecanismo de descarboxilagdoda fotossintese C4 presente (HATCH
et al., 1995; FURUMOTO et al., 1999).

Atualmente sdo reconhecidas trés variacdes da via fotossintética Cade transporte,
diferindo quanto ao acido de quatro (4) carbonos transportado entre o mesofilo e as células da
bainha,e o tipo de acido com trés (3) carbonos que retorna para as células do mesofilo
completando o ciclo, diferindo também quanto a enzima de descarboxilacdo presente nas
células da bainha, que pode ser: enzima malica dependente de nicotinamida adenina
dinucleotideofosfato (NADP:ME), enzima malica dependente de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD:ME) oufosfoenolpiruvato carboxiquinase dependente de adenosina
trifosfato (PCK)(TAIZ; ZEIGER, 2004) sendo encontradas emSorgum bicolor,Panicum
miliaceume Panicum texanum(HATTERSLEY; WATSON, 1976),respectivamente. Admite-se
que o mecanismo de transporte de compostos de quatro carbonos presente na cana-de-agticar
seja aquele referente a enzima malica NADP® (NADP:ME). Porém,estudos recentes
observaram que transcritos da enzima PCKavaliados por contagem de etiquetas(tags)a partir
de analise serial de expressdo génica (serial analysis of gene expression— SAGE)foram
aparentemente mais abundante que aqueles de NADP:ME em folhas maduras de cana-de-
acucar, sugerindo a possibilidade de ocorréncia de mais de um tipo de transporte de Csentre o
mesofilo e as células da bainha, que pode ser influenciado pelas condigdes

ambientais(CALSA JUNIOR; FIGUEIRA, 2007).

Determinar A"Ce eem gendtipos contrastantes para a seca poderia auxiliar na
compreensdo de como a disponibilidade de 4dgua no solo e a variagdo genética podem
influenciar no desempenho das variedades em relagdo 4 tolerancia ao déficit hidrico, sendo
que a caracterizacao da discriminagdo isotdpica em cana-de-agucar poderia ser uma eficiente
ferramenta para sele¢do de gendtipos tolerantes a seca, auxiliandona condu¢do de programas
de melhoramento tradicionais. Tais estudos poderiam também ser Uteis na elucidagdo do tipo
de via de transporte de compostos de quatro carbonos na passagem do CO; entre as células do
mesofilo e da bainha, e aprofundar o conhecimento sobre a fisiologia de tolerancia ao déficit

hidrico. Diante desta hipotese, nesse trabalho foram avaliadas caracteristicas fisiologicas
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juntamente com a discriminagcdo isotopica de carbono em gendtipos de cana-de-
acUcarcontrastantes para resposta a seca, além do “vazamento” do CO; e do mecanismo de
transporte de compostos de quatrocarbonos, a fim de investigar a rota enzimatica envolvida
em tal transporte entre as células do mesofilo e da bainha do feixe vascular, com o objetivo de

entender os mecanismos de resposta a seca presentes em cana-de-agtcar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estresse Hidrico

No contexto atual das mudangas climaticas, a deficiéncia hidrica tem se tornando cada
vez mais relevante, sendo limitante para o crescimento, desenvolvimento e produtividade das
plantas cultivadas em todo o mundo, principalmente em regides daridas e semi-
aridas(CHAVES, 1991; BRAY, 1997; CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003; FLEXAS et
al., 2006). O estresse hidrico afeta as plantas em diversos niveis, levando a modifica¢des
morfoldgicas, bioquimicas, fisiologicas e genéticas, incluindo ativagao transcricional de genes
metabolicos e produgdo e acimulo de osmolitos para auxiliar na reten¢do de dgua (REDDY;
CHAITANYA; VIVEKANANDAN, 2004; SHANKHDHAR; SHANKHDHAR; PANT,
2004; SEKI et al., 2007; MILLER et al., 2010;CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003), além
de reduzir os componentes de crescimento expansivo, como extensdao da folha e area das
folhas maduras, senescéncia foliar e restricdo do surgimento de folhas novas(INMAN-
BAMBER, 1991). Dessa forma a disponibilidade hidrica condiciona a produtividade, uma vez
que afeta todos os processos fisiologicos (ANGELOCCI, 2002), sendo que o grau dessas
alteragdes ¢ decorrente da intensidade e momento (estagio) do déficit hidrico e do genotipo
(SMIT; SINGELS, 2006).

As plantas apresentam diferentes estratégias de adaptagdo ao déficit hidrico, podendo
escapar, evitar ou tolerar o estresse. Entretanto essas estratégias ndo sdo exclusivas, podendo
ser encontrada uma combina¢do desses tipos de resposta (TURNER, 1986, LUDLOW, 1989).
O mecanismo de escape se refere a capacidade da planta completar o ciclo de vida antes do
déficit hidrico fisiolégico ocorrer e confere a planta alto grau de plasticidade no
desenvolvimento. No mecanismo de evitar (avoidance) a seca, as plantas mantém alto
potencial hidrico nos tecidos por meio de mudancas morfologicas, como reducdo de
condutancia estomatica (gS) e da area foliar e expansdo do sistema radicular com aumento da
razao raiz/parte aérea (EHLERINGER; COOPER, 1992). Por outro lado, no mecanismo de
tolerancia, a planta ¢ capaz de manter as fungcdes normais, mesmo com baixo potencial hidrico
nos tecidos, sendo alcangada por mecanismos fisiologicos, bioquimicos ¢ moleculares em
células e tecidos especificos (FARIA et al, 1998;SHINOZAKIL;YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 1999).
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A tolerancia a seca, de um modo geral, requer a manutencao das func¢des da planta sob
condi¢des de disponibilidade de 4gua limitadas e/ou a rapida recuperagdo do status da agua na
planta depois do estresse, que ¢ determinada pela capacidade de manter a absor¢cdo de CO,
sob baixa condutancia estomatica (CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003). Uma das
primeiras respostas esperadas em plantas submetidas a deficiéncia hidrica, quando
comparadas a expansdo foliar, crescimento da raiz e expressdo de genesé o fechamento
estomatico(JONES, 1992;YORDANOV; VELIKOVA; TSONEV, 2000),0 qual ¢ considerado
uma das principais estratégias para impedir a desidratacdo excessiva das folhas ou diminuigao
do contetido relativo de dgua na folha por transpiragdo (CORNIC, 2000). O fechamento
estomatico € provavelmente mediado por sinais hidraulicos e quimicos da raiz para o caule
(COMSTOCK, 2002; CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003) como resultado da perda de
turgor das células-guarda (SILVA et al., 2007), podendo ocorrer mesmo antes de alteragdes
significativas na hidratacdo das folhas (PIMENTEL, 2004). Dessa forma, o fechamento
estomatico permite a otimizacdo dos recursos hidricos em longo prazo
(INMAN-BAMBER; SMITH 2005; SALIENDRA et al., 1996), minimizando a perda de agua
e assim, conferindo prote¢do metabodlica contra os efeitos dos danos da desidratagdo, sendo de
extrema importancia o tempo e a forma de imposi¢cao do estresse, podendo a resposta mudar
drasticamente de acordo com o ambiente ¢ o gendtipo (CHAVES; MAROCO; PEREIRA,
2003).

O fechamento estomatico tem importante papel no controle da perda de agua e da
absorcao de CO,, sendo extremamente sensivel a mudangas ambientais e fisiologicas, tendo a
sua intensidade amplamente influenciada pela umidade do ar, temperatura e status da agua na
planta. Portanto, o fechamento estomatico representa uma importante resposta regulatoria do
controle de perda de agua nos periodos mais quentes do dia, mesmo em condi¢des de boa
disponibilidade de agua no solo, otimizando assim a absor¢do de carbono em relacdo a perda
de agua, um fator limitante da fotossintese na deficiéncia hidrica (COWAN; FARQUHAR,
1977).

Independentemente das causas do fechamento estomatico, a maioria das plantas tende
a mostrar um aumento na eficiéncia do uso da agua quando sob estresse por seca. Esse
aumento resulta da relagdo ndo-linear entre a assimilagdo de CO; e a condutancia estomatica,
onde a perda de agua ¢ reduzida antes e mais intensamente que a inibicdo da fotossintese,
levando a otimizagdo da absor¢do de carbono por quantidade de agua utilizada. (COWAN;

FARQUHAR, 1977).Embora o estresse hidrico possa prejudicar as plantas alterando os
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mecanismos de trocas gasosas e os processos dependentes, a capacidade de recuperagdo com
a reidratagdo ¢ enorme, de tal forma que as plantas podem imediatamente mostrar uma alta
taxa de atividade bioldgica e aumento do crescimento e da capacidade fotossintética apds a
reidratacdo, o que pode, muitas vezes, compensar a limitagdo do crescimento vegetal e
atividade metabolica durante o periodo de seca (EFEOGLU; EKMEKCI; CICEK, 2009;
FLEXAS; MEDRANO, 2002; MONTANARO; DICHIO; XILOYANNIS, 2007; XU; ZHOU;
SHIMIZU, 2009). Diversos experimentos tem confirmado a capacidade de recuperacdo do
crescimento vegetal, entretanto, algumas plantas quando submetidas a seca prolongada ou
severa podem ndo alcangar o nivel do tratamento controle com a reidratacdo (XU; ZHOU;,
SHIMIZU, 2009).

A inibi¢do da fotossintese se da principalmente pela restri¢ao da difusdo do CO, como
resultado do fechamento estomatico, em condi¢des de estresse hidrico moderado. Com o
agravamento do déficit hidrico as reacdes bioquimicas da fotossintese podem ser afetadas,
levando a limitagdes estomdticas e ndo estomaticas em condi¢do de seca severa, podendo
assim, afetar os processos fotoquimicos (CORNIC, 2000). Quando a energia da luz ¢
absorvida pelas moléculas de clorofila, esta ¢ direcionada para a fotossintese (ou processo
fotoquimico), sendo o excesso dissipado na forma de calor ou re-emitido na forma de
fluorescéncia da clorofila. Uma vez que esses processos ocorrem competitivamente, as
analises de extin¢do da fluorescéncia da clorofila permitem obter informagdes a respeito das
mudangas na eficiéncia fotoquimica e ndo fotoquimica (MAXWELL; JOHNSON, 2000). A
extingdo fotoquimica aumenta na medida em que o transporte dos elétrons do fotossistema
II(PSII) intensifica, devido principalmente, a ativacdo pela energia luminosa de enzimas
envolvidas no metabolismo de carbono ¢ abertura estomatica, dessa forma a medida da
eficiéncia fotoquimica do PSII reflete a taxa de transporte de elétrons, indicando a medida
global da fotossintese e a propor¢dao da energia absorvida que ¢ entdo utilizada no processo
fotoquimico (FRYER et al., 1998). Como a atividade fotossintética dos tecidos vegetais sofre
alteracdes provocadas pela seca, isso resulta em um desbalango entre a geracao e utilizagao
dos elétrons e a dissipagdo do excesso de energia (PELTZE; DREYER; POLLE, 2002). Com
i1sso, a realizacdo das medidas de extingdo fotoquimica e ndo-fotoquimica (dissipagdo da
energia em forma de calor) da fluorescéncia fornecem informacdes sobre o estado do PSII
podendo revelar em qual extensdo este estd usando a energia absorvida ou em qual extensao
esta sendo danificado pelo excesso de luz (ROHACEK, 2002).

A regulacdo da fotossintese em resposta ao ambiente ¢ altamente dindmica e ¢é

modulada rapidamente pela dissipagdo da energia térmica, a qual ocorre quando a planta nao
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consegue escapar do excesso de luz pela fotoprotegdo arquitetonica ou morfoldgica (ORT,
2001). Esse mecanismo de dissipagdo da energia em excesso tem papel fundamental na
fotoprotegdo foliar sob estresse ambiental, como a seca, podendo dissipar 75% ou mais dos
fotons absorvidos (NIYOGI, 1999). Esse processo pode ser quantificado através da medida da
extingdo nao-fotoquimica da fluorescéncia (NPQ), que influencia na eficiéncia intrinseca do
PSII (Fv/Fm), sendo usada como indicador da performance fotossintética (JOHNSON et al.,
1993). Contudo, a dissipagdo do excesso de energia leva as folhas a sofrerem uma diminui¢ao
transitoria da eficiéncia fotoquimica do PSII (Af/Fm) ou fotoinibigdo, processo de inibi¢do da
fotossintese através do excesso de luz, quando o declinio da eficiéncia fotoquimica méxima
(Fv/Fum) € observada. O aumento da dissipagdo térmica de energia, dada pelo aumento em
NPQ resulta de processos que protegem a folha de danos induzidos pela luz (MAXWELL;
JOHNSON, 2000), que podem ser insuficientes para manter os aceptores de elétrons
parcialmente oxidados em plantas sob condicdo de estresse. Nessa situacdo, o PSII ¢
danificado sendo produzidas moléculas altamente reativas que podem causar estresse
oxidativo no aparato fotossintético, a menos que haja um dreno alternativo de
elétrons(NIYOGI, 1999). Com isso, a habilidade das plantas em tolerar o estresse ambiental
pode ser determinada pela capacidade de manter as moléculas aceptoras de elétrons
parcialmente oxidadas (BAKER; ROSENQVIST, 2004).

A deficiéncia hidrica em cana-de-agticar ¢ um dos estresses ambientais mais danosos
(ROCHA et al., 2007), sendo os requerimentos sazonais de agua para essa cultura derivados
principalmente da rela¢do entre producdo e uso da 4gua através da transpiragdo e evaporagao
de agua do solo, as quais sdo dependentes da relacdo genotipo x ambiente (CHAVES, 1991).
Dessa forma os danos causados na produtividade pelo estresse hidrico variam amplamente de
acordo com o estagio de desenvolvimento da planta, uma vez que este influencia no
requerimento de agua pela cultura INMAN-BAMBER; SMITH, 2005).

A cana-de-actcar utiliza varias estratégias para tolerar o déficit hidrico,
incluindomudangas morfologicas como diminui¢do do nimero de folhas novas, reducao da
area foliar e enrolamento da folha para evitar transpiragdo excessiva (INMAN-BAMBER;
SMITH, 2005). A deficiéncia hidrica também influencia as trocas gasosas foliares, reduzindo
a transpiracao e a fotossintese através do fechamento dos estomatos, sendo uma adaptacdo ao
estresse impedindo assim, a perda de agua excessiva (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005).
Ofechamento estomatico influencia as trocas gasosas diretamente, limitando a assimilacao de

CO; e a perda de agua pela transpiracido (MACHADO, 2009; PEDROZO, 2010), indicando
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que o acumulo de matéria seca e a transpiracdo estdo extremamente ligados, sendo necessario
o balanceamento pelas plantas da necessidade de conservar agua e assimilar CO, usando
controles na area foliar, difusdo de CO; e vapor de 4gua através do estOmato
(INMAN-BAMBER; SMITH, 2005). Devido ao conjunto de resisténcias associadas ao
transporte de vapor d’agua e CO;no mesofilo foliar, a transpiracdo ¢ mais afetada do que a
fotossintese durante o estresse hidrico, (ANGELOCCI, 2002).Consequentemente, as plantas
de cana-de-agiicar apresentam valores significativos de eficiéncia no uso da 4gua
(MACHADO, 2009). Outro fator importante para tolerancia a seca ¢ oacimulo intracelular de
solutos osmoticamente ativos em resposta as condigdes estressantes de baixa disponibilidade
de agua (TURNER, 1986). Este mecanismo, denominado ajuste osmoético (MUNNS, 1988)
tem sido considerado um processo crucial na adaptagdo da cana-de-agucar a seca, sendo que
essa adaptacdo fisiologica pode levar a manuten¢do da atividade metabdlica do tecido, o que
permite a rebrota na reidratacdo. Porém, tal mecanismo varia amplamente entre genotipos
sendo normalmente um processo lento, desencadeado quando se ultrapassa um determinado
limiar de déficit hidrico na célula (MORGAN, 1984).

Os aspectos fotoquimicos também sdo afetados pelo déficit hidrico em cana-de-agucar,
podendo ser observada redugdo significativa da efici€éncia de carboxilagdo em gendtipos dessa
cultura (MACHADO, 2009). Dessa forma, a redu¢do na Fv/Fm e aumento da extingdo ndo-
fotoquimica da fluorescéncia podem ser consequéncias indiretas dos efeitos do déficit hidrico
na fotossintese sendo considerada uma estratégia de fotoprote¢do (CORNIC et al., 1992;
YORDANOV et al., 2003).De uma forma geral, a analise da fluorescéncia indica a habilidade
da planta tolerar estresses ambientais e pode indicar em que proporcdo esse estresse pode
danificar o aparato fotossintético através dos valores de NPQ, transporte de elétrons,
eficiéncia quantica e fotoinibigdo em resposta a luz, temperatura e outros fatores ambientais.
Contudo, apesar de sua importancia, tais analises sao melhores utilizadas quando combinadas
a medidas de trocas gasosas, permitindo assim uma visdo mais ampla da resposta da planta a
variacdo do ambiente (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Dessa forma fica evidente a
necessidade de melhorar o entendimento dos efeitos da seca nas plantas, € a gendmica e
protedmica, que ddo conhecimento dos mecanismos moleculares fundamentais na resposta da
planta ao estresse e ferramentas integradas tais como isotopos estaveis, podem dar suporte a
estudos interdisciplinares de resposta da planta ao estresse na natureza (CHAVES;

MAROCO; PEREIRA, 2003).



21

2.2 Discriminagc&o Isotépica de™*C

A discriminagio isotopica de °C se baseia no fato de que a razdo isotopica de *C/**C
no tecido vegetal ¢ menor do que a relagio isotopica de *C/'*C na atmosfera,como resultado
do fracionamento isotopico que ocorre durante a fotossintese.A composi¢do isotopica de
carbono na biomassa ¢ basicamente determinada pela disponibilidade de dgua e limitagao
estomatica, sendo mais positiva em locais mais secos (BOWLING, 2002), consequentemente,
a composicdo isotopica de °C e '*C em plantas (A'*C) varia principalmente como resultado
das propriedades bioquimicas das enzimas de fixagdo do CO, atmosférico (RuBisCo e
PEPcase) e das limitagdes a difusdo do CO; para o interior das folhas (MONNEVEUX et al.,
2007). Dessa forma, ha um efeito isotopico causado pela preferéncia da ribulose-1,5
bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) por CO, sobre *CO,, ¢ a taxa de difusio do
PCO, através do poro estomatico ser inferior & de '*CO,, sendo, portanto, o processo
discriminantecontra o isétopo mais pesado, ou seja, “C (FARQUHAR; EHLERINGER;
HUBICK, 1989). Além disso, arazio isotdpica de carbono em plantas C4depende também da
taxa de “escape” (leakiness) do CO, das células da bainha do feixe (taxas de refixagdo) e do
carbono ser fixado duas vezes, primeiro como bicarbonato pela PEP carboxilase e depois pela
Rubisco (FARQUHAR, 1983).A razio do isétopo estavel (A°C) é expressa como a razio
BC/C em relagio ao padrio Pee Dee Belemnite (PDB), fossil belemnita da formagdo
calcaria Pee Dee (CRAIG, 1957). O valor resultante de AC pode ser usado para estimar a
discriminagdo isotopica (A) como: A= (8, — 8,)/(1+ 6,), onde &, € a composicdo 1sotopica do
material vegetal e o, atmosférica (FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK, 1989).

A discriminagdo isotopica do *C(A"C) é uma medida (til para avaliar a variagio inter-
e intra-especifica nas trocas gasosas fotossintéticas, podendo estar correlacionada com
parametros morfofisioldgicos associados a tolerancia a seca, como por exemplo, razdo da
pressao interno de carbono em relagdo a pressdo de carbono do ambiente (pressao interna e
externa de carbono), difusdo de CO,, ajuste osmotico, e densidade estomatica
(MEINZER; PLAUT; SALIENDRA, 1994). Em plantas Cj, ABCtem sido usada para
determinar a variagdo genotipica na eficiéncia do uso da 4gua e na caracterizacdo das
respostas da planta a seca (SALIENDRA et al, 1996) ou estresse salino
(FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK, 1989), assim como na sele¢do de hibridos
comerciais (MONNEVEUX et al., 2007). No entanto, em plantas C4 ha poucos estudos

publicados com associagdes entre a discriminagdo isotopica de carbono e a variabilidade
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contraste com espécies Ciz, a fotossintese, crescimento e producdo parecem estar
negativamente correlacionados com A”C em plantas C; (FARQUHAR; EHLERINGER;
HUBICK, 1989). Contudo, a variagao de APCem plantas C4pode ocorrer devido as mudangas
no Pi/Pa, 0 qual representa a relagdo entre a pressao interna de CO» na cdmara estomatica e a
pressdo externa da atmosfera, e pelo “vazamento” (leakage) do CO, das células da bainha do
feixe (¢). Tal “vazamento” representa a fracdo de CO, fixada pela fosfoenolpiruvato-
carboxilase (PEPC) no mesofilo, e que ocasionalmente acaba ‘“vazando” da bainha,
retornando ao mesofilo sem ser refixado pela Rubisco (FARQUHAR; EHLERINGER;
HUBICK, 1989), sendo dependente do balango entre a atividade PEPC no mesofilo e a
atividade da Rubisco nas células da bainha (PEISKER; HENDERSON, 1992). Dessa forma,
em plantas Ca, a discriminagao isotopica ¢ predita como:
A =a+ (bs + b3p — a)pi/pa,sendo a o fracionamento devido a difusdo no ar; bs o efeito do
fracionamento pela PEP carboxilase contra 13COz; bs o fracionamento pela Rubisco contra
BCo, e ¢ representa o “escape” (leakiness). Desse modo, quando a atividade de carboxilagdo
¢ menor que a atividade de descarboxilagdo, o consumo de CO; nas células da bainha diminui,
levando ao aumento na concentragdo do mesmo nessas células, assim como seu fluxo através
da parede celular resultando dessa forma no aumento do “escape” leakiness(GHANNOUM
et al., 2003). Saliendra et al. (1996) relataram que com a reducdo da frequéncia de irrigacao
ocorre aumento doleakiness,o que esta associado a diminui¢do na atividade Rubisco/PEPC
como resultado do fato da atividade da Rubisco ndo apresentar mudangas, enquanto que a
PEPC apresenta um leve aumento na sua atividade. Bowman et al. (1989) observa que
diminuicdo da razdo entre a atividade do ciclo Cs (rubisco) e C4 (PEP carboxilase)esta
inteiramente relacionada ao aumento do “escape”em resposta ao estresse hidrico. Por tltimo,
ha uma relagdo linear entre mudangas no “escape’e inibigao da fotossintese em resposta ao
estresse hidrico, o que indica que a atividade da Rubisco ¢ mais sensivelao estresse hidrico, o
que provavelmente deve levar a limitacdesda fotossintese C4. Além disso, fatores ambientais e
genéticos que influenciam no particionamento da atividade carboxilase entre Rubisco e PEPC
também apresentam profundos efeitos no ¢, A"C e desempenho fotossintético em plantas Cq
(FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK, 1989).

Devido a pequena, porém significativa, variagdo na discriminagdo isotopica do carbono
em plantas Cs4, informagdes sobre as relagdes entre APCe tolerancia a seca sio escassas. Em
milho, o uso da A"C demonstrouprecisdo na selecdo inicial de hibridos altamente

contrastantes para tolerdncia a seca (MONNEVEUX et al., 2007). Porém para uma selecao
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mais fina,se faz necessario o entendimento das causas da variacao da AB C, bem como definir
qual tecido vegetal e durante qual fase do desenvolvimento, realizar as amostragens,
considerando que tais valores podem variar conforme a fenologia do material analisado
(MONNEVEUX et al., 2007). Em cana-de-agucar, foram realizados estudos relacionados a
discriminag¢do isotopica do carbono para investigar a resposta genotipica a salinidade
(MEINZER; PLAUT; SALIENDRA, 1994); eficiéncia na absorcdao de nitrogénio
(MEINZER; ZHU, 1998); variagdo espacial foliar (MEINZER; SALIENDRA, 1997) e
desempenho fotossintético em condi¢cdes de déficit hidrico, demonstrando que a atividade
relativa Rubisco/PEPC declina significativamente com a diminuicdo da frequéncia de
irrigacdo, sendo @ e ABC negativamente correlacionadas com a variacdo ambiental e genética
na atividade Rubisco/PEPC (SALIENDRA et al., 1996). Dessa forma, em condi¢cdes de
estresse hidrico os valores de A'>C devem ser menores, como resultado do fechamento
estomatico, levando assim a uma menor produtividade, podendo a discriminagdo isotdpica ser
associada com a eficiéncia do uso da 4gua (FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK,1989) e
desse modo ser usada em programas de melhoramento para selecdo de genotipos tolerantes a
seca (HENDERSON et al., 1998), assim como uma ferramenta para esclarecer o mecanismo
de resposta diferenciada das enzimas do ciclo C4 ao estresse hidrico e seu eventual impacto no

“escape”’em plantas C4 (GHANNOUM et al., 2003).

2.3 Fotossintese C4

A via fotossintética Csfoi primeiramente descrita em cana-de-agucar por Hatch e Slack
(1966), que observaram que os acidos de quatro carbonos, malato e aspartato eram os
primeiros intermedidrios estaveis detectaveis da fotossintese. As plantas C4 exibemuma
complexa combinacdo de especializacdes anatdomicas e fotossintéticas que resultam na
concentracdo do CO; nos sitios da Rubisco, caracteristica essa, que classifica as plantas que
usam a via fotossintética C4 entre as mais eficientes e produtoras de biomassa do planeta
(BYRT; GROF; FURBANK, 2011). A presenca desse mecanismo de concentracao de
COqstorna a fotossintese C4 mais competitiva em condigdes de temperatura elevada, alta
intensidade luminosa e menor disponibilidade de dgua, limitando a perda de carbono através
da fotorespiracio (EDWARDS; FRANCESCHI; VOZNESENKAYA, 2004). As

caracteristicas anatdmicas compreendem a chamada anatomia Kranz, que representa a divisao
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espacial do aparato fotossintético, de forma que a fixacdo de CO.do espago intercelular ocorre
nas células do mesofilo pela PEP carboxilase,produzindo 4cidos C4 que sdo translocados para
as células da bainha do feixe vascular,através de transportadores especializados no envoltorio
do cloroplasto, onde ¢ descarboxilado,elevando assim a concentracdo de CO; nesse
compartimento, onde sera entdo re-fixado pela Rubisco (FURBANK; HATCH, 1987).Sendo
assim, o ciclo C4 bésico consiste na fixacdo do CO; pela fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPC) nas células do mesofilo, para formar um é4cido C4, o qual sera transportado para as
c¢lulas da bainha vascular onde ocorrera a descarboxilacao dos 4cidos Cy4, gerando assim CO»,
o qual ¢ entdo reduzido a carboidrato via ciclo de Calvin. Por ultimo, umacido Cs (piruvato ou
alanina), formado na etapa de descarboxilacdo, ¢ transportado de volta a célula do mesofilo
onde ¢ regeneradoa fosfoenolpiruvato, aceptor do CO,(TAIZ; ZEIGER, 2004).

Sao reconhecidas trés variagdes da via fotossintética C4 diferindo quanto o tipo de 4cido
organico com quatro (4) carbonos transportado para as células da bainha vascular (malato ou
aspartato) e o tipo de acido com trés (3) carbonos que retorna para as células do mesofilo
(piruvato ou alanina) e quanto a enzima de descarboxilacdo presente nas c€lulas da bainha
vascular, podendo ser enzima malica dependente de nicotinamida adenina
dinucleotideofosfato (NADP:ME), enzima malica dependente de nicotinamida adenina
dinucleotideo(NAD:ME) ou fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK) (TAIZ; ZEIGER,
2004),que ocorrem respectivamente emSorgum bicolor, Panicum miliaceum e Panicum
texanum (HATTERSLEY; WATSON, 1976). A etapa de descarboxilagdo também varia
conforme o compartimento da célula de bainha vascular: NADP-ME encontra-se nos
cloroplastos, enquanto a NAD-ME émitocondrial e a PCK possui atividade citosolica (Figura

1,TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Figura 1 - Mecanismo fotossintético tipo NADP:ME (A), NAD:ME (B) ¢ PCK (C). PEP,
fosfoenolpiruvato; OAA, oxaloacetato; Asp, aspartato; Ala, alanina; Pyr, piruvato; Mal,
malato.Cloroplastos em verde, mitocondria emvermelho. NADP-ME, enzima malica NADP; NAD-
ME, enzima malica NAD; fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK)

O ciclo C4 inicia com a enzima PEP carboxilase, a qual é comum para os trés tipos de
descarboxilacdo, sendo a primeira enzima de fixacdo de CO;, produzindo entdo o
oxaloacetato, podendo este, entrar no cloroplasto das células do mesofilo, onde sera reduzido
a malato no subtipo NADP:ME, ou convertido no citosol a aspartato e em seguida
transportado para as células da bainha, nos subtipos NAD:ME e PCK (HATCH; KAGAWA;
CRAIG, 1975), onde o aspartato sera entdo convertido a OAA no citosol das células da
bainha. Nos subtipos NAD:ME e PCK, a mitocondria est4 envolvida, sendo o compartimento
onde se encontra a NAD:ME; entretanto, no tipo PCK a maioria do OAA ¢ convertido a
fosfoenolpiruvato pela PCK, sendo NAD:MEusado para fornecer NADH para a fosforilagdo
oxidativa para gerar ATP como combustivel para a PCK (FURBANK, 2011). Apesar dos
esforcos para determinar a pressdo seletiva que direcionou a evolucdo dos tipos de
descarboxilacdo, ha poucas informagdes em relacdo as vantagens energéticas de um tipo em
relagdo ao outro (SAGE, 2004).

Adifusdo do CO; entre o mesofilo e as células da bainha do feixe em Ci, exige
especializagdes morfologicas e bioquimicasnecessarias para cada um dos trés tipos de
descarboxilacdo,sugerindo que o mecanismo de descarboxilagdo deve gerar diferencas na
eficiéncia do mecanismo de concentracdo do CO; devido a localizagdo subcelular do

mecanismo de descarboxilagdo e a localizacdo fisica dos cloroplastos e mitocondrias nas
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c€lulas da bainha, assim como diferentes taxas de “escape” (CAEMMERER;FURBANK,
2003). Desse modo, o tipo NADP:ME deve possuir uma vantagem no que se refere ao
“escape”, uma vez que a descarboxilacdo ocorre no cloroplasto das células da bainha. Para o
subtipo NAD:ME, a descarboxilagdo do acido C4 ocorre na mitocondria. Os cloroplastos da
bainha do feixe vascular dessas plantas sdo arranjados circularmente em torno da mitocondria,
e estdo localizadas ao lado do feixe vascular. Isso deve afetar a taxa de leakiness nessas
plantas, uma vez que o CO; precisa atravessar cloroplastos da bainha do feixe (onde pode ser
refixado pela Rubisco), o citosol da bainha do feixe e entdo a membrana plasmatica e a parede
celular. No tipo PCK, a descarboxilagdo ocorre no citosol e na mitocondria, mas os
cloroplastos sdo arranjados centrifugamente em dire¢do ao mesofilo. Neste caso, o CO, deve
atravessar o cloroplasto para “escapar” das células da bainha do feixe vascular (HATCH;
KAGAWA; CRAIG, 1975). Além dessas diferencas, ¢ importante considerar a auséncia ou
presenga da lamela suberizada na parede celular das células da bainha, o que funciona como
uma barreira, dificultando a difusdo do CO, através dessas células (HATCH; AGOSTINO;
JENKINS, 1995). Como consequéncia, o tipo NADP:ME apresenta menor leakiness quando
comparado aos outros dois tipos, sendo maior no tipo NAD:ME (HATTERSLEY, 1982;
HATCH; AGOSTINO; JENKINS, 1995).Sendo assim, oleakiness deve ser considerado
quando se deseja quantificar a eficiéncia do bombeamento de CO;, na fotossintese Cy4
(FARQUHAR, 1983), uma vez que o ciclo C4 consome energia na forma de ATP durante a
regeneracdo da PEPC de modo que representa um custo energético para a folha (HATCH,
1987).

Apesar das definigdes das trés vias de descarboxilagdo, elas poderiamocorrer
simultaneamente em um mesmo individuo, apresentando assim flexibilidade no mecanismo
fotossintético. Quantidade consideravel da proteina PEP-carboxyquinase foi encontrada ativa
nas células da bainha de espécies do tipo NADP:ME como Zea mays(FURUMOTO; HATA;
1ZUI, 1999; WALKER et al., 1997), Echinochloa colona, Digitaria sanguinalis e Paspalum
notatum (WALKER et al., 1997). Esses estudos demonstram que a relagdoaspartato:malato
translocado nesse grupo de plantas C4 varia muito, possivelmente devido a influéncias
sazonais da irradiacao luminosa ou outras condi¢des ambientais, em vez de serem definidas
geneticamente (MEISTER; AGOSTINO; HATCH,1996). Dessa forma, a produ¢do do
aspartato no lugar do malato pode contribuir para a concentragdo do CO;, nas células da
bainha nas espécies NADP:ME(HATCH, 1987) de modo que o aspartato ¢ reconvertido a
oxaloacetato,podendo entdo ser reduzido a malato por descarboxilagdo pela NADP:ME

ouutilizado diretamente pela PCK(Figura 2, MEISTER; AGOSTINO; HATCH, 1996).Essa
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plasticidade na utilizagdo da enzima NADP:ME ou PCK indicaria que ndo existam apenas trés
tipos de mecanismo de descarboxilagdo operando individualmente, podendo existir uma
permuta entre esses mecanismos em plantas Cs, a qual pode estar relacionada a fatores

ambientais.
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Figura 2 - Mecanismo C, tipo NADP:ME onde aspartato (linhas azuis) em adi¢cdo ao malato (linhas
pretas) ¢ produzido no mesofilo. PEP, fosfoenolpiruvato; OAA, oxaloacetato, Asp, aspartato; Ala,
alanina; Pyr, piruvato; Mal, malato. Cloroplastos e tilacoides coloridas em verde, mitocondria azul. (1)
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPC); (2) NADPH- malato desidrogenase; (3) NADP:ME; (4)
piruvato Pi-diquinase; (5) Rubisco; (6) aspartato aminotransferase; (7) alanina aminotransferase; (8)
NAD-malato desidrogenase; (9) NAD:ME; (10) fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK)
(FURBANK, 2011)

Em cana-de-agtcar, admite-se que o mecanismo de transporte de compostos de quatro
carbonos seja aquele referente a enzima malica NADP™ (NADP:ME). Porém estudos recentes
observaram que transcritos da enzima PCK sdo aparentemente mais abundante que aqueles de
NADP:ME em folhas maduras, sugerindo a possibilidade de ocorréncia de mais de um tipo de
transporte de Csentre o mesofilo e as células da bainha talvez influenciado pelas condigdes
ambientais (CALSA JUNIOR; FIGUEIRA, 2007). No entanto, tal alteragdo do mecanismo de
fixagdo de carbono precisaria ser confirmado. Além disso, ¢ necessdrio o melhor
entendimento da plasticidade das trés vias bioquimicas de C4 em relagdo ao estresse hidrico

em cana-de-agucar.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Vegetal

Dez genoétipos foram utilizados para o ensaio de seca em campo (conduzido na Usina
Jalles Machado, Goianésia/GO) e analise de discriminagdo isotopica de carbono:
‘TACSP01-8112°, ‘IACSP03-8014°, ‘IACSP03-8022°, ‘IACSP03-8125°, ‘IACSP03-8189’,
‘IACSP94-2094°, ‘IACSP96-7586’, ‘IACSP97-3391°, ‘IACSP97-7065° e ‘SP87-365’. No
ensaio de seca em casa de vegetacdo, (conduzido na Fazenda Santa Elisa, Instituto
Agrondmico de Campinas, IAC, Campinas) e nas andlises de atividade enzimatica e
expressdo de genes envolvidos com as rotas alternativas de transporte de CO, foram
utilizados ostrésgendtiposclassificados previamente como tolerante a deficiéncia hidrica
‘IACSP94-2094" (LANDELL, comunicagdo pessoal'; LANDELL et al., 2005) e sensiveis a
deficiéncia hidrica ‘IACSP97-7065’e ‘SP87-365’ (LANDELL, comunicacao pessoalz).

3.2 Ensaio de Seca em Campo

Neste experimento foram avaliados os 10 gendtipos listados acima, sendo seis para
avaliagdo (todos considerados de elite para tolerancia a déficit hidrico) e quatro definidos
como padroes: dois de sensibilidade (‘IACSP97-7065" e ‘SP87-365’) e dois de tolerancia
(‘IACSP96-7586’ ¢ ‘IACSP94-2094’) (LANDELL, comunicagdo pessoal3, LANDELL et al.,
2005). O experimento foi instalado na fazenda Revolta na usina Jalles Machado no municipio
de Goianésia, GO, em 13/10/2009, de modo que no inicio do periodo de seca as plantas
estavam com cerca de sete meses.O ensaio correspondeu a um periodo de dois anos, sendo
colhido em 26/10/2010 (cana-planta), e o segundo ano em 04/09/2011 (cana-soca). Os dez
gendtipos foram submetidos a dois tratamentos: controle (hidratado por chuva até o inicio do
periodo de seca sendo posteriormente por irrigagdo com lamina de 30 a 60 mm agua) e déficit
hidrico (ndo irrigado), dispostos em trés blocos casualizados. As parcelas foram compostas

de quatro sulcos de 4 m de comprimento, com o espagamento entre sulcos de 1,5 m com

'/%/* Landell, M. Diretor do Programa Cana IAC (Procana), Centro Avangado de Pesquisa Tecnologica do
Agronegocio Cana, Instituto Agrondmico (IAC), Ribeirdo Preto/SP, Brasil. Informagao pessoal.
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carreadores de 2 m. A densidade de plantio foi de 15 gemas/m linear. O ensaio foi delimitado
por bordaduras laterais (quatro sulcos de cada lado) e bordaduras frente e fundo de 10 m cada
para evitar interferéncias nas parcelas experimentais(Anexo A). As analises fisioldgicas e
coletas das amostras de folhas foram feitas nas duas linhas centrais. As folhas coletadas
foram aquelas totalmente expandidas sempre tomando como referéncia o primeiro dewlap
visivel dos colmos amostrados.

Durante o primeiro ano do ensaio, as medidas fisioldgicas e a coleta de material
vegetal foram realizadas mensalmente. As amostras foram coletadas antes do inicio do
periodo seco (12/05/2010; primeira coleta), seguido de trés coletas dos tratamentos irrigado e
sob déficit em 11/06/2010 (segunda coleta), 28/07/2010 (terceira coleta) e 26/08/2010 (quarta
coleta), sendo esta ultima sob déficit severo. A tltima coleta (quinta coleta) foi feita apos as
chuvas (reidrata¢@o) e ocorreu em 22/10/2010 préximo a colheita (cana-planta).

No segundo ano do ensaio, as coletas se iniciaram antes do inicio do periodo seco
(17/06/2011), da mesma forma que no primeiro ano, seguido de duas coletas dos tratamentos
irrigado e sob déficit, nas datas, 29/07/2011 e 01/09/2011, sendo a ultima coleta (03/09/2011)
correspondente a reidratacdo.Os indices mensais de precipitacdo em Goianésia em 2010
foram inferiores a média dos ultimos 14 anos (Figura3), sendo que houve prolongada
estiagem (maio a agosto) e baixa precipitagdo durante os meses de abril e setembro,
comparado com a média dos Ultimos 14 anos. Em 2011 o periodo de estiagem foi mais curto,

se estendendo de junho a agosto (Figura 3). Nao foram fornecidos os dados a partir de outubro

de 2011.

350
2010 2011 —&— Média
300
250
c 200
= 150
100
50
0
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov  Dez
2010 2649 97 105 954 0 0 0 0 3,9 116,3 313,5 2843
2011 153,1 161,7 200,8 18 52 6,6 0 0 0 0 0 0

Média 259,1 2082 212,5 952 153 8,7 2,6 9,3 43,5 117,1 230,5 307,8

Figura 3 - Indices mensais de precipitagio de Goianésia em mm nos anos de 2010 e 2011. Nao foram
fornecidos os dados a partir de outubro de 2011
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3.3 Ensaio de Seca em Casa de Vegetacdo

O experimento de suspensdo de irrigagao foi conduzido em casa de vegetacdo na
Fazenda Santa Elisa, em colaboragdo com pesquisadores do Centro de Fisiologia do IAC, com
destaque para a colaboragdo do MSc Ricardo Machado. Os mesmos dez genotipos de cana-
de-acucar listados anteriormente foram empregados nesse estudo, porém apenas quatro
tiveram material vegetal amostrado (‘IACSP94-2094°, ‘TACSP96-7586°, ‘IACSP97-7065 e
‘SP87-365). As plantas foram obtidas a partir da brotacdo de gemas de toletes plantados em
bandejas. O processo de obtencdo das plantas foi padronizado de forma que as mesmas
tivessem origem e porte semelhantes. Apds 42 dias do plantio das gemas (DAP) em casa de
vegetagao com controle automadtico de irrigacao, as plantas foram transplantadas para tanques
de alvenaria (0,6 m®) contendo solo, sendo mantidas com o colmo principal e trés perfilhos.
Cada tanque continha plantas de cinco gendtipos, sendo os quatro gendtipos principais
selecionados mais um gendtipo dos seis restantes, de tal forma que os mesmos competissem
pelo recurso agua, com cinco repetigdes. As plantas de cana-de-acticar foram cultivadas em
casa de vegetacdo onde a temperatura do ar e do solo e a radiagdo fotossinteticamente ativa
(Q) foram monitoradas. Durante o periodo experimental, a temperatura média do ar foi de
19,7°C (maxima de 40,7°C e minima de 4,1°C), a temperatura do solo com rega (controle) de
22,3°C (maxima de 34,3°C e minima de 12,6°C) e a do solo sem rega (déficit hidrico) de
23,6°C (maxima de 33,5°C e minima de 7,8°C).O potencial hidrico do solo (y, kPa) foi
monitorado por tensiometros (Tracom). Como substrato, utilizou-se solo previamente
analisado e corrigido quanto ao aspecto nutricional, seguindo as recomendagdes de Van Raij
et al. (1996). As plantas foram submetidas a dois tratamentos: controle (mantendo o solo
proximo a capacidade de campo) e déficit hidrico (suspensdo da irrigacdo). O tratamento de
déficit hidrico foi induzido pela suspensdo da irrigagdo durante a fase intermediaria de

desenvolvimento, sendo iniciada aos 181 DAP.

3.4 Avaliacdes Fisioldgicas

Nos ensaios de seca em campo e em casa de vegetacdo foram avaliados parametros

fisiolégicos baseados em trocas gasosas foliares, entre as quais estdo a assimilagao de CO;
-2 -1 A s o 2 -1 . ~ 2 -1

(Pn, pmol m™s™), condutancia estomadtica (gs, mol m™s™), transpiragdo (E, mmol m™s™), e

concentragdo intercelular de CO, (pi pmol mol”). Além disso, foram avaliadas as
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fluorescéncias da clorofila (eficiéncia efetiva do fotossistema II; e transporte aparente de
elétrons) sendo realizadas trés repetigdes por gendtipo.As trocas gasosas foram avaliadas com
analisador de gases por radiacdo infravermelha (IRGA) modelo Li-6400F (Licor; Lincoln,
NE, EUA) que possui fluorometro acoplado ao sistema, e assim permite a analise simultanea
da atividade fotoquimica a partir dos sinais de fluorescéncia. As avaliacdes do ensaio de
campo com IRGA foram realizadas com radia¢do fotossinteticamente ativa (RFA) fixada em
2.000 pmol m?s’ e sob condi¢gdes naturais de temperatura e umidade (entre 9:00 e 11:00 h).
As fluorescéncias minimas (Fo) e maximas (Fy) foram monitoradas em tecidos foliares
adaptados ao escuro (30 min). As fluorescéncias em estado de equilibrio dinamico (Fs) e
maxima (Fy’) foram avaliadas em tecidos adaptados a luz. Os valores de Fye Fyv’ foram
determinados pelo método do pulso de saturagdo (A <710 nm, Q ~ 12000 pmol m?s?, 0,8 s)
(BOLHAR-NORDENKAMPF; OQUIST, 1993). A fluorescéncia minima apds a excitagdo
do fotossistema I (Fp’) com luz vermelha distante também foi avaliada (A = 735 nm, Q < 15
W m'z, 3,0 s). A partir dos valores de Fo, Fu, Fse Fu’, foram calculadas a fluorescéncia
variavel no escuro (Fv = Fu-Fo) € no claro (AF = Fw’-Fs), sendo possivel a obtengdo de
algumas variaveis fotoquimicas: eficiéncia quantica efetiva (AF/Fy”) do fotossistema II (FSII)
¢ o transporte aparente de elétrons [ETR = Q x AF/Fy’ x 0,4 x 0,85] (EDWARDS; BAKER,
1993; MCCORMICK; CRAMER; WATT, 2008; ROHACEK, 2002). O potencial hidrico do
solo (y, em kPa) foi monitorado por tensiometros (Tracom). O estado hidrico das plantas foi
avaliado pelo potencial da agua na folha, medido na antemanha com o auxilio de uma camara
de pressao de Scholander modelo 3005 HO7G4P4 (Soil Moisture Equipments;Santa Barbara,
CA,EUA). No ensaio de suspensdo de irrigagdo em casa de vegetagdo a coleta das amostras
foi realizada na antemanha (6:00 h) do dia de maximo déficit hidrico, sendo as medidas

realizadas apoés a estabiliza¢do da umidade do ar no interior da camara.

3.5 Discriminacao Isotépica de™*C

Para andlise de A"”C, as amostras de tecidos de plantas do ensaio de seca em casa de
vegetacdo foram coletadas aos 15 e 21 dias apds a suspensdo da irrigagdo e cinco dias apds a
reidratacdocom seis repeticoes biologicas (plantas) por tratamento dos diversos genotipos. No
ensaio de seca em campo, as coletas foram realizadas nos dias 11/06/2010, 28/07/2010 e

28/08/2010, sendo coletadas seis repetigdes (plantas) por tratamento. Amostras foliares foram
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agrupadas de acordo com a cultivar e tratamento, e entdo secas em forno a 70°C e moidas.
Posteriormente, as amostras foram oxidadas e a abundancia relativa produzida de °C e '*C
analisada em espectrometro de massa no Laboratorio de Isétopos Estaveis, CENA/USP. A
abundancia isotopica de carbono foi expressa na razio “C:'*C (6"°C) em relagdo ao padrio
Pee Dee Belemnite. Os valores de 8" resultantes foram utilizados para calcular a
discriminagdo isotopica (A) como A= (8a - 6p) / (1 + Jp). Nas células da bainha, o
“vazamento” (leakiness) do CO; (D) foi estimado como:
O=[A—- a+(a-bs) (pi/pa)]/[(bsz-5) (pi/ pa)], onde a (4,4%o) € o fracionamento durante a
difusdo de CO; no ar; bs (-5,7%0 a 30°C) ¢ o fracionamento combinado durante a dissolugdo
de CO; a bicarbonato, e posterior fixacao pela PEP carboxilase; pi/pa ¢ a razdo entre a pressao
parcial de CO; intercelular e no ambiente; bz (29 %), ¢ o fracionamento durante a
carboxilagdo pela Rubisco; e S (1,8 %o), € o fracionamento durante o “vazamento” do CO, das

células da bainha para as células do mesofilo.

3.6 Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido a partir de amostras foliares de plantas submetidas aos
diversos tratamentos utilizando-se o método de precipitagdo em cloreto de litio. Para extracao
de RNA, 300 mg de tecido foram macerados, e entdo adicionou-se 1 mL do tampdo de
extragdo contendo 2% CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 25 mM EDTA, 2 mM NaCl,
2% PVP e 2 % B-mercaptoetanol, pré-aquecido durante 5 min em banho-maria a 65°C. Apos
a adigdo do tampdo de extragdo, as amostras foram misturadas em vortex e submetidas a 65°C
por 10 minutos, e em seguida levadas ao gelo por 1 min. Adicionou-se entdo 1 mL de
cloroférmio:alcool isoamilico (CIA; 24:1 v/v), e apds misturar por agitacdo, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo transferido
para outro tubo, e a este foi adicionado mais 1 mL de CIA (24:1 v/v). As amostras foram
novamente centrifugadas nas mesmas condigdes anteriores e a fase aquosa superior foi
transferida para um novo tubo, centrifugada novamente a 4°C para precipitacdo de qualquer
eventual contaminante que tenha restado, e entdo se adicionou volume equivalente a % do
volume restante no tubo com solugdo 8 M LiCl. As amostras foram deixadas a -20°C por
12 h, e entdo centrifugadas a 10.000 g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado € o
pellet foi entdo lavado por duas vezes com 0,5 mL de etanol 75%, centrifugado a 10.000 g por
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10 min a 4°C, e seco a temperatura ambiente por 20 min, antes de ser finalmente
ressuspendido em 20 pL de agua 0,001% DEPC autoclavada. O RNA foi quantificado através
do espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e sua integridade foi confirmada

via eletroforese.

3.7 Analise de Amplificacdo Quantitativa de Transcritos Reversos (RT-QPCR)

Amostras de 3 pg de RNA total adicionadas de oligo dT (0,5 pg pL™) foram
desnaturadas a 70°C por 10 min, sendo incubadas a 4°C por 2 min, seguido da adi¢do de 4 pL
de 5x buffer M-MuLV RT, 1 mM dNTP, 40 U de RNAseOUT (Invitrogen), e 20 U da enzima
SuperScript I1I (Invitrogen). A reagio foi entdo incubada a 50°C por 1 h, seguida de 70°C por
10 min e a 4°C por 2 min. Finalmente, adicionou-se 5 U de RNAseH (BioLabs) mantendo-se
a reagdo a 37°C por 20 min, resfriando por fim até 4°C. As analises de amplificagdo
quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR) foram realizadas no RotorGene-3000 (Corbett
Research), utilizando reagdes contendo 5 pL. de Platinum SYBR green gPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen), 0,5 pL de cada iniciador (5 uM) (Tabela 1), 1 pL do cDNA 1:10 (v:v) e agua
ultrapura (Milli-Q) estéril, sendo que foram conduzidas em triplicatas para cada combinagao
gene/amostra. Os iniciadores especificos para genes relacionados a enzimas envolvidas no
transporte de compostos de quatro carbonos foram empregados para analise da expressao
génica em cana-de-agtcar (Tabela 1,CALSA JUNIOR;FIGUEIRA, 2007). A amplificagdo foi
conduzida em incubag¢des iniciais a 50°C por 2 min e 95°C por 10 min, seguidos de
45 ciclos de dois passos: 95°C por 15 s e 60°C por 30 s para os iniciadores PEPCK e
NADP:ME e de trés passos a 95°C por 15 s, 60°C por 30 s e 72°C por 20 s para o iniciador
NAD:ME, com deteccao do sinal da fluorescéncia ao final de cada etapa de extensdo. Apds o
término dos ciclos de reagdes, foram determinadas as curvas de dissociacdo de cada produto
amplificado entre 72°C e 95°C (curva de melting). Os experimentos incluiram controle
negativo contendo agua sem cDNA. A aquisi¢ao dos dados em tempo real foi efetuada com o
programa Rotor-Gene QReal-Time Analysis 6.0 (Qiagen). Os valores dos Cr (cycle threshold)
foram utilizados para determinar a diferenga da expressao génica entre os tratamentos (15 dias
de seca; 21dias de seca; e apos reidratagdo). Para a normalizagdo dos valores de expressao
para cada uma das amostras, calculou-se a variagdo quantitativa de expressdo dos genes de

interesse de forma relativa ao gene referéncia Ubiquitina, de acordo com Pfaffl et al. (2002).
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Os valores de expressdo relativos foram originados da diferenca entre os tratamentos (seco-

irrigado).

Tabela 1 - Iniciadores de genes codificadores das enzimas relacionadas ao transporte de
carbono em Cy4

Alvo TC Anotacao Iniciador Forward (5"- 3") Iniciador Reverse (5'- 3")
presumivel
PEPCK TC59951 PEP- GCTTCTCACTGCCAACTACCA TCATCTTCACACGCACACAC
carboxiquinase
NADP: TC56734 NADP+ - ATCTTCCCACCCTTCACCA CAGCAGCACCAGCAACAA
ME enzimamalica
NAD:ME TC66589 NAD+- TGAGGGGTGTTGCGATGT CAAGGGGGCTGTAAATAGGG

enzimamalice

FONTE: CALSA JUNIOR; FIGUEIRA, 2007

3.8 Extracgdo e Quantficacdo de Proteinas Foliares

As amostras foliares de cada tratamento foram maceradas em nitrogénio liquido até a
formacdo de um pd homogéneo, ao qual foi adicionado 10% de polivinilpolipirrolidona
(PVPP). Em seguida foram pesadas 200mg de material vegetal, sendo entdo acrescido tampao
de extracdo na propor¢do 1:3 (peso/volume). Para aextracio daenzima mélica NADP"
foi utilizado tampao contendo 400 mM TrissHClI pH 8§,5; 10 mM MgCly;
10 mM B-mercaptoetanol; 10 mM ascorbato; 5 mM EDTA, 20% glicerol;1 mM PMSEF; e
1%Triton X-100 (BORSANI et al., 2009). A enzima malica NAD" foi extraida com tampao
50 mM MES-NaOH pH 6,5; 10 mM p-mercaptoetanol; 5 mM MnCl,, 1 mM EDTA;
1 mM PMSF; 0,05% Triton X-100;20%glicerol (TRONCONI et al., 2008).

O tampao contendo100 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM MgCly; 5 mM MnCly; 5 mM -
mercaptoetanol; 2 mM EDTA; 1 mM PMSF; 20% glicerol;0,5% ascorbato e 0,5% Triton X-
100 foi utilizado para extragdo da enzima PEP carboxiquinase (MARTIN; RIUS; PODESTA,
2011). Posteriormente os materiais foram homogeneizados e centrifugados a 14.000g por
25 min a 4°C e o precipitado descartado, sendo o sobrenadante coletado e congelado a -80°C
até¢ a utilizagdo. Foram utilizadas trés replicatas técnicas e trés replicatas bioldgicas por
amostra. A concentragdo de proteina solivel das amostras foi determinada por ensaio de
Bradford (1976) em espectrofotometro (Ultrospec 1100 PRO, Amersham Biosciences) a
595 nm, utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

3.9 Ensaios de Atividade Enzimatica
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A determinagdo da atividade de NADP:ME foi realizada espectrofotometricamente
usando tampao de reagdo contendo 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,5 mM NADP; 10 mM malato
(Sigma Aldrich). O aumento na absorbancia a 340 nm foi acompanhado por 1 min e atribuido
a descarboxilacdo do malato pela NADP-ME conforme Borsani et al. (2009). A determinagdo
da atividade de NAD:ME foi obtida espectrofotometricamente empregando tampado de reagdao
contendo 50 mM MES-NaOH, pH 6,5; 4 mM NAD; 10 mM malato; 5 mM ditiotreitol (DTT);
10 mM MnCl, e 10 U de malato desidrogenase MDH (Sigma Aldrich). O aumento na
absorbancia a 340 nm foi acompanhado por 1 min e atribuido a descarboxilacdo do malato
pela NAD-ME (TRONCONI et al., 2008).

A determinagdo da atividade descarboxilativa de PCK foi conduzida
espectrofotometricamente utilizando tampao contendo 100 mM HEPES-NaOH pH 8§,0; 2 mM
MgCly; 1 mM MnClp; 2 mM ATP; 0,4 mM ADP; 0,5 mM oxaloacetato (OAA); 0,35 mM
NADH; 5 U de lactato desidrogenase (LDH); e 2 U piruvato quinase (PK) 2U
(Sigma Aldrich). Para ensaio de atividade, primeiramente foi preparada solugdo contendo
2 mM MgClp, 1 mM MnCl,, 2 mM ATP, 0,4 mM ADP e 0,35 mM NADH mantida a 30°C.
Posteriormente, foi acrescentado 5 U de LDH e 2 U de PK a solugdo em cubeta de quartzo,
seguido da adi¢do da amostra protéica e por ultimo 0,5 mM oxaloacetato. Foi realizada a

leitura a 340 nm a cada 30 s por 5 min (MARTIN; RIUS; PODESTA, 2011).

3.10Analises Multivariadas

Os dados obtidos, referentes aos parametros: fisiologicos, de discriminagao isotopica e
“vazamento” de CO,, obtidos nos experimentos de campo e de casa de vegetacdo foram
analisados utilizando-se a Andlise de Componentes Principais (ACP) e representados através
de graficos biplots (GOWER et al., 2011). O método ACP biplot possibilita determinar como
os diferentes parametros avaliados (varidveis) estdo relacionados com as cultivares
(amostras). Tipicamente, um grafico PCA biplot ¢é representado por linhas e pontos, sendo que
as linhas representam as varidveis e os pontos, as observagdes. O comprimento das linhas esta
associado a variancia da variavel que ela representa, enquanto que o angulo entre duas linhas
representa a correlagdo entre as variaveis correspondentes. Outra informagdo importante que

pode ser extraida do biplot é que valores maiores das variaveis ocorrem para as amostras para
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os quais as linhas apontam, ou seja, valores maiores de um determinado parametro ocorrerao
para a cultivar para a qual a linha que representa tal parametro apontar. Analises foram

conduzidas no ambiente computacional R Development Core Team (2010).
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros Fisiologicos em Experimento de Campo

Quando os diferentes gendtipos de cana-de-agucar foram cultivados em condigdes de
déficit hidrico em campo foi possivel observar a presenga de fenotipos tipicos de estresse
induzido por seca. No inicio do experimento, os genotipos apresentavam poucas folhas secas,
senescentes devido ao estagio de desenvolvimento das plantas. No decorrer do déficit hidrico,
os sintomas de desidratagdo ficaram evidentes e os diferentes gendtipos de cana-de-agucar
apresentaram folhas enroladas, amarelecidas e secas, sendo que, em gendtipospreviamente
classificados como sensiveis como ‘I[ACSP97-7065°, os sintomas foram ainda mais
acentuados. Dessa forma, apds a imposicao de longo periodo de déficit hidrico (90 dias), as
caracteristicas fenotipicas entre os genétipos cultivados nos campos sequeiro e irrigado foram

marcantes (Figura4).

Figura 4 - Imagem aérea do experimento de campo em Goianésia no quarto més de déficit hidrico em
experimento de 2010
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Os dados de produtividade expressos em toneladas de cana por hectare (TCH),
fornecidos pelo grupo do Centro de Cana do IAC, mostraram que houve diferenga
significativa entre os 10 gendtipos de cana-de-actcar sob condi¢do irrigada e déficit hidrico
(Figura 5). Durante o primeiro ano do experimento a cultivar ‘SP87-365" obteve
produtividade maior sob as duas condi¢cdes de fornecimento de agua, significativamente
diferentes apenas das cultivares ‘TACSP97-3391°, ‘TACSP03-8189°, ‘IACSPO1-8112° e
‘TACSP97-7065 (Figura 5). Apesar de ndo apresentar perdas drasticas de produtividade sob
déficit hidrico, a ‘TACSP94-2094’ ndo apresentou produgdo significativamente superior as
demais em condi¢des 6timas de cultivo em cana-planta sendo a 3* mais produtiva. Sob
estresse, a ‘IACSP94-2094’ foi a 4* mais produtiva. J4 no segundo ano de experimento (‘cana
soca’), entretanto, a ‘IACSP94-2094" apresentou producdo superior as outras variedades em
condicdes de seca, enquanto que a ‘TACSP97-7065° obteve as maiores perdas de
produtividade quando submetida ao estresse por seca, significativamente distinta da producao
apresentada pela ‘TACSP94-2094’, o que demonstrouque essas cultivares possuem resposta

diferenciada ao déficit hidrico (Figura 5).

B Controle » Déficit Hidrico

Produtividade (T.ha!)

Figura 5 - Produtividade dos 10 genotipos cultivados em experimento de campo. Esquerda,
experimento realizado em 2010. Direita,experimento realizado em 2011. Valores de barras indicam
média n=3. Tridngulos (A ) indicam a diferenga entre os tratamentos, controle — déficit hidrico. Letras
denotam valores de significancia para teste F de médias

Os diversos gendtipos foram avaliados quanto ao potencial hidrico da folha, que
representa o status energético da agua na planta, em ambas as condi¢des de irrigacdo em
campo nos dois anos. A agua no xilemaestd sobtensdo durantea transpiragdoe, portanto,o

potencial da 4dgua ¢ geralmentenegativo.A pressdo necessariapara equilibraresta tensdo ¢ a
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medida depotencial da 4gua(ROSE,1966).Dessa forma quanto menor o valor do potencial da
aguana folha (), menor é a quantidade de dgua presente e maior a transpiragao.

Durante o experimento, o y decresceu nos 10 genotipos estudados, sendo as
menoresdiferengas (controle x seca) observadas nas cultivares ‘TACSP03-8125” ¢ ‘SP87-
365°.As cultivares TACSP94-2094’e ‘IACSP97-7065" apresentaramredugao significativa de y
na condicdo de déficit hidrico, nas avaliagdes sob estresse maximo no primeiro (Anexo B) e
segundo ano (Figura 6) de experimento.Durante o ensaio em 2011, o y decresceu nos
10 gendtipos estudados indicando a ocorréncia de déficit hidrico severo nos tratamentos
(Figura 6), sendo as menores diferengas (controle x seca) observadas nas cultivares
‘TACSP03-8125> e ‘SP87-365’.As cultivares ‘TACSP94-2094 e ‘IACSP97-7065’
apresentaram reducdo significativa de y na condicdo de déficit hidrico nas avaliagdes sob
estresse maximo no primeiro (Anexo B) e segundo ano (Figura 6). Durante a reidratacdo, as
plantas de todos os gendtipos submetidos a seca atingiram os valores de y similares das
plantas sob irrigacdo, a exce¢do da variedade ‘TACSP97-7065" (Figura 6). No primeiro ano de

experimento nao foram obtidos os valores de y apds a reidratagao.
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Figura 6 - Andlise de potencial hidrico da folha nos 10 gendtipos em experimento de campo de 2011.
A. Primeira coleta (0 dias). B. Segunda coleta (42 dias; seca intermediaria). C. Terceira coleta (75
dias; seca maxima). D. Reidratacdo. Valores de barras indicam média n=3
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A deficiéncia hidrica reduziu as trocas gasosas foliares das cultivares avaliadas,
levando a decréscimos na fotossintese (Pn) (Anexo C), na transpiracdo (E) (Anexo D) e na
condutancia estomatica (gs; Figura 8). A quantidade de carbono assimilada (Py) por unidade
de agua perdida através da transpiracdo (E) pode ser relacionada por meio do céalculo da
eficiéncia do uso da 4agua (EUA = Py/E), a qual foi primeiramente avaliada para todas as
cultivares, nos dois anos de experimento. Em2010, os dados de EUA referentesascultivares
consideradas padrdes ndo demonstraram diferencas significativa para os pontos de
amostragem em relagdo aos tratamentos controle/seca (Anexo E). Por outro lado, durante o
segundo ano de experimento, em ambas as condi¢des de disponibilidade de agua, a cultivar
considerada tolerante, ‘TACSP94-2094° se destacou em relagdo as outras cultivares
analisadas, apresentando EUA mais elevado sob no estresse méaximo quando comparada ao
tratamento irrigado (Figura 7). J4 a cultivar ‘SP87-365’, que apresentou a maior produtividade
no primeiro ano de experimento em déficit hidrico, apresentou valores reduzidos de EUA sob
déficit hidrico no primeiro ano, ¢ no segundo ano os valores foram os mais baixos quando
comparadoas outras cultivares desde o inicio do déficit hidrico (primeira coleta - Anexo E,
Figura 7). Esses resultados indicam a importancia de considerar o estagio de desenvolvimento
das plantas, e mostram que existem grandes diferencas nas caracteristicas fisioldgicas de
cana-de-aguicar quando se compara cana-planta e cana-soca. Ja a cultivar ‘TACSP97-7065’
ndo apresentou diferencas significativas entre os tratamentos nos valores de EUA durante os
dois anos de experimento, embora tenha apresentado redugdes significativas em Py no
maximo estresse (Anexo F).A andlise de EUA entre as cultivares ‘TACSP94-2094° ¢
‘IACSP97-7065" demonstram valores contrastantes entre elas. Durante o periodo de
reidratacdo todas as cultivares conseguiram recuperar os valores de EUA das plantas em
déficit hidrico para valores proximos aos das plantas irrigadas no segundo ano (Figura 7),
sendo que durante o primeiro ano as variedades ‘SP87-365°, ‘IACSP03-8022° e
‘IACSP97-3391 ndo alcancaram os valores de EUA das plantas irrigadas (Anexo E).
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Figura 7 - Eficiéncia do uso da agua (EUA = E/Py) em experimento de campo de 2011. Valores de
barras indicam média n=3

Uma das estratégias para impedir a desidratacao excessiva das folhas pela transpiracao ¢
o fechamento estomatico (SALIENDRA et al., 1996), o que pode ser avaliado pela reducao
dos valores de condutancia estomatica (gs). A redugdo de Py conjuntamente com a redugao de
gs indica uma inibicao difusiva, ou seja, menor absor¢do e menor difusdo de carbono entre as
células da folha. Essa resposta foi detectada em praticamente todas as cultivares quando
submetidas ao estresse por seca, reduzindo significativamente os valores de gs se comparadas

mesmos gendtipos irrigados. Entretanto, durante o primeiro ano do ensaio, as
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cultivares‘'TACSP97-3391°, ‘IACSP03-8189° e ‘SP87-365’ nao sofreram alteracdes
importantes em gs (Anexo G) entre os tratamentos irrigado/seca, e consequentemente nao
apresentaram diminui¢do na taxa de transpiracao (Anexo 8) indicando possivelmente maior
consumo de agua. Por outro lado, as cultivares ‘TACSP94-2094°, ‘IACSP03-8014° ¢
‘IACSP03-8125’ no segundo ano, fecharam os estdmatos antecipadamente (primeira coleta)
quando sob déficit hidrico, quando comparadas as outras variedades (Figura 8), diminuindo
significativamente a taxa de transpiracdo, o que se reflete nos valores mais elevados de EUA
(Figura 7).

Sob o ponto de vista de produtividade e parametros fisioldgicos, ¢ possivel classificar os
10 gendtipos testados em termos de resposta ao déficit hidrico. Dois genotipos apresentaram
maiores evidéncias de tolerancia a seca baseado em parametros fisioldégicos, enquanto que os
sete restantes apresentaram comportamento de materiais intermedidrios ou sensiveis quanto a
resposta ao déficit hidrico, sendo possivel dividi-los em trés grupos. O primeiro grupo seria
dos materiais mais tolerantes a seca, que inclui os genodtipos ‘TACSP94-2094°¢
‘IACSP97-3391°, os quais apresentaram baixos valores de redu¢do de produtividade e altos
niveis de EUA sob déficit hidrico (Figuras5 e 7). O segundo grupo incluiria os genotipos que
apresentaram reducgoes de rendimento sob condi¢des de déficit hidrico em relagao ao controle.
Esse grupo foi formado pelos gendtipos supostamente mais sensiveis a seca, incluindo
‘IACSP03-8022°, ‘IACSP03-8014°, e °SP87-365°, sendo que este ultimo apresenta
rendimento superior para algum dos parametros fisioldgicos avaliados, porém baixo EUA
(Figura 7). O terceiro grupo seria de materiais de comportamento intermediario, onde estdo
inseridos os demais gendtipos, como ‘IACSP97-7586°, ‘IACSP97-7065", ‘IACSP01-8112° e
‘IACSP03-8125" e °‘IACSP03-8189° os quais ndo apresentam perdas drasticas na
produtividade quando submetidos a estresse por seca, assim como ndo apresentaram aumento

na EUA nessa condi¢do quando comparada a condi¢ao controle.
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Figura 8 - Condutancia estomatica (gs) em experimento de campo de 2011. Valores de barras indicam

média n=3

4.2 Parametros Fisiol6gicos em Experimento de Casa de Vegetacao

Este ensaio teve como objetivo obter dados fisioldgicos dos mesmos genotipos

cultivados em campo, agora mantidos em condi¢gdes controladas de déficit hidrico induzido

em casa de vegetacdo por suspensdo de irrigacdo de forma a comparar resultados, além de

fornecer material vegetal para analise de discriminagdo isotdpica e expressao génica. Sendo
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assim, baseados nos resultados obtidos quanto aos parametros fisiologicos e de produtividade
no campo sob estresse hidrico, trés gendtipos contrastantes quanto a tolerancia por seca foram
selecionados e submetidos a experimento de casa de vegetagao em condi¢des controladas de
cultivo.

Os trés genotipos avaliados foram afetados pelo déficit hidrico, apresentando
decréscimo expressivo no potencial da dgua na folha (y) no decorrerdo periodo de seca. A
cultivar tolerante (‘TACSP94-2094") sofreu reducao significativa nos valores de y aos 15 dias
de suspensdo da irrigacdo quando comparado ao tratamento controle, mantendo esses valores
durante todo o periodo de seca, sugerindo uma resposta mais rdpida ao déficit hidrico
(Figura 9). Por outro lado, a cultivar ‘SP87-365 obteve uma reducdo no potencial de dgua
menor aos 15 dias, que manteve até 19 dias, quando houve maior decréscimo do potencial de
agua. Ja a cultivar ‘TACSP97-7065’, ndo apresentou alteracdo nos valores de y nos primeiros
15 dias de suspensao da irrigagdo, sofrendo redugdo drastica no yapos 17 dias de tratamento,
com valores mantidos até os 21 dias, sugerindo que essa variedade possivelmente seria mais
insensivel a ajuste de potencial de 4gua, nao conseguindo, entretanto, manté-lo em periodos

mais longos de seca (Figura 9).
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Figura 9 - Analise de potencial hidrico da folha em experimento de casa de vegetagdo. Valores de
barras indicam média n=3
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O deficit hidrico imposto afetou as trocas gasosas dos genotipos estudados de forma
similar, causando reducdo significativa da assimilacdo de CO, (Px), da condutancia
estomatica (gs)e da transpiragao (E) (Figura 10). O gendtipo ‘IACSP97-7065’ foi em média o
material mais afetado pelo déficit hidrico em relagdo a todos os parametros avaliados, sendo
que, os valores de Py chegaram proximos de zero na seca maxima (21 dias). Os valores
médios de assimilagdo de CO;, em déficit hidrico para ‘IACSP94-2094’ ¢ ‘SP87-365" foram
semelhantes, com grandes redugdes em relacdo aos controles irrigados, porém menos

drasticas do que as redugdes observadas para ‘IACSP97-7065".
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Figura 10 -Assimila¢io de carbono (Px/umol m? s?), condutincia estomatica (gS8/mol m? s?) e
transpiragdo (E/mmol m? s™) em experimento de casa de vegetagio. Valores de barras indicam média
n=3

Quando em déficit hidrico, a condutancia estomatica (gs), foi reduzida para as trés
cultivares analisadas de forma semelhante, porém a resposta mais rapida parece ocorrer para
‘TACSP94-2094 ¢ ‘IACSP97-7065’.Padrao similar foi observado paraassimilagdo de CO;
(Pn), exceto para ‘IACSP97-7065° (Figura 10), que ao reduzir (s, reduziu
tambémPy sugerindo que essa variedade possui maior sensibilidade a seca, sofrendo maiores

perdas nas condi¢des de déficit hidrico.Durante o periodo de reidratacdao, a recuperagao do
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estresse hidrico imposto ficou evidente, sendo que, todos os gendtipos apresentaram aumentos
relevantes na condutincia estomatica (gs), assimilagdo de CO; (Pn) e na transpiragdo (E),
aproximando dos valores das plantas controle para esses parametros (Figura 10).

A eficiéncia do uso da agua (EUA =Px/E) ndo sofreu grandes alteragdes entre os
tratamentos para ‘TACSP94-2094° e ‘SP87-365°, enquanto que ‘[ACSP97-7065’em déficit
hidrico apresentou reducdo em EUA consideravelmente no periodo de maximo estresse.
Quanto aeficiéncia instantanea de carboxilacdo (EIC = Pn/pr), houve reducao em todas as
cultivares, enquanto que a cultivar ‘TACSP97-7065 apresentou a menor eficiéncia sob
maximo estresse (21 dias) com reducgdo significativa da EIC quando em seca (Figura 11).
Esses resultados sugerem que a variedade ‘IACSP94-2094° possui mecanismo de tolerancia a
seca, o qual reflete numa maior assimilagdo de CO, com menor consumo de agua,
principalmente quando comparada a variedade ‘IACSP97-7065°, que reduz drasticamente a
capacidade de assimilar CO; com suprimento reduzido de dgua, ndo sendo capaz de manter o
potencial de dgua na folha quando em seca (Figura 11).Na reidratacdo, todas as variedades
recuperaram EUA e EIC, atingindo os valores observados nas plantas-controle sob

irrigacao(Figura 11).
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carboxilagdo (EIC = Py/pjumol m™ s Pa™) emexperimento de casa de vegetagio.Valores de barras
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Quando expostas a seca, as plantas podem sofrer danos fotoquimicos, causando
fotoinibicdo (LONG et al., 1994), que pode ter a fungdo de fotoprotecio,dissipando o excesso
de energia e minimizando o dano ao aparato fotossintético em condigdes estressantes
(BISWAL; BISWAL, 1999). Dessa forma a energia que seria usada na atividade fotoquimica
¢ desviada para fluorescéncia (qP) ou para a geragdo de calor (NPQ). Em condigdes de
maximo estresse hidrico foi observada redugdo significativa da atividade fotoquimicaquando
os valores de gS foram menores que 0,1mol m? s’ ou seja, apds os primeiros 15 dias de
suspensao da irrigacdo. A eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (AF/Fy’) reduziu de
forma semelhante em todas as variedades quando em estresse hidrico (Figura 12). O
transporte aparente de elétrons (ETR), que ¢ uma medida global da atividade fotoquimica,
reduziu significativamente em todas as variedades de forma semelhante aos 21 dias
(Figura 12), enquanto que os valores de coeficiente de extingdo ndo fotoquimica da
fluorescéncia (NPQ) aumentaram expressivamente em seca, indicando que a energia
fotoquimica foi em grande parte perdida através de calor. Os gendtipos IACSP94-2094° e
‘SP87-365°, tiveram aumento expressivo no coeficiente de extingdo nao fotoquimica da
fluorescéncia (NPQ)a partir de 17 dias de seca, enquanto que em ‘TACSP97-7065 esse
aumento foi observado logo aos 15 dias de suspensao da irrigagao (Figura 13), sendo uma
resposta antecipada em relacdo as outras variedades. Por outro lado, os valores de Eficiéncia
Quantica Potencial do Fotossistema II (F,/Fm) ndo sofreram alteragdes entre os tratamentos
para ‘IACSP97-7065°, ao contrario das outras cultivares que apresentaram reducao
significativa nos valores de (F,/Fm) no maximo estresse hidrico em relagdo ao controle
irrigado (Figura 13).

Em resumo, a andlise da atividade fotoquimica sugere que os menores valores de
eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (F,/Fm) na variedade ‘IACSP94-2094°,
associado a elevada perda da energia em forma de calor em relacio a ‘IACSP97-7065,
indicam a presenga de um mecanismo de fotoprotecdo dessa cultivar (‘IACSP94-2094°) ao
déficit hidrico, reduzindo a atividade fotoquimica para evitar a danificacdo do aparato
fotossintético.

Para a utilizar todos os dados dos parametros fisioldgicos obtidos para discriminar os
genoétipos, foi conduzida uma andlise multivariada (Figura 14). Apesar das diferencas
observadas entre os experimentos de campo e casa de vegetacdo para os parametros
fisiologicos, por meio de analises multivariadas, observa-se que as variedades selecionadas

como padrdes (‘IACSP94-2094°, ‘SP87-365" e ‘IACSP97-7065") sdo posicionadas de tal
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forma que se apresentam distanciadas umas das outras, indicando que realmente apresentam

resposta a seca diferenciada.
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Figura 14 - Analise multivariada dos parametros fisiologicos do experimento em campo de 2011 ¢ em
casa de vegetagdo. Valores obtidos sdo de tratamento de seca relativo ao tratamento controle (déficit
hidrico — controle irrigado). Potencial hidrico (PH); assimilagdo de carbono (PN); transpiragdo (E);
condutancia estomatica (gS); carbono interno (Ci —carbono intracelular); transporte aparente de
elétrons (ETR);coeficiente de extingdo ndo fotoquimica da fluorescéncia (NPQ); eficiéncia quantica
potencial do fotossistema II[(FVFM); eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (FFM); ‘IACSPO1-
8112’ (8112); ‘TACSP03-8014’ (8014); ‘TACSP03-8022" (8022); ‘TACSP03-8125” (8125); ‘IACSP03-
8189’ (8189); ‘TACSP94-2094" (2094);‘ IACSP96-7586" (7586); ‘IACSP97-3391" (3391); ‘IACSP97-
7065’ (7065); ‘SP 87-365" (365)

4.3 Discriminacao Isotopica do**C

A discriminacio isotopica (A) do °C é uma medida util para avaliar a variacio inter- e
intra-especifica nas trocas gasosas fotossintéticas, podendo estar correlacionada com
parametros morfofisioldgicos associados a tolerancia a seca, sendo que o aumento de A ocorre
em plantas sob condi¢des de déficit hidrico (FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK, 1989).
Durante o ensaio em casa de vegetacdo, a avaliacdo da discriminagdo isotopica do
BC(A®C)nas cultivares contrastante para o déficit hidrico demonstrou que a cultivar
‘IACSP94-2094 apresenta valores maiores de A"°C durante o déficit hidrico do que as outras
cultivares analisadas, assim como maior variacao dessa medida entre os tratamentos (Figura
15).

Baseado em modelos tedricos ¢ possivel predizer que a variagio de A"°C em plantas C,
depende do vazamento ou escape (leakiness), que ¢ afragdo de CO, originalmente fixada pela
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) no mesofilo, que escapa da bainha retornando ao

mesofilo sem ser fixada pela Rubisco (FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK, 1989). A
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medigdo de escape (leakiness - ¢) durante o déficit hidrico exibiu padrdo distinto para cada
cultivar. ‘SP87-365" ndo sofre alteracdo em ¢ nos diversos tratamentos, enquanto que
‘IACSP94-2094° apresenta ¢ maior em seca que no controle em todos os periodos de déficit
hidrico. A cultivar ‘IACSP97-7065 nao apresentou ¢ alterado nos primeiros 15 dias sob
déficit hidrico, entretanto, aos 21 dias foi possivel observar um aumento significativo dessa
medida no tratamento de seca. A relagdo, concentragdo intercelular e atmosférica de CO,
(p1/pa) para ‘TACSP94-2094° permaneceu inalterada nos tratamentos, sendo que para as outras
variedades essa relagdo foi maior quando sob déficit hidrico, sugerindo uma maior fixagao de
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Figura 15 - Discriminagio isotopica de carbono (AC), Leakiness() e relagio carbono
interno/carbono atmosférico(pi/pa) em experimento de casa de vegetacdo. Valores de barra indicam
n=6

No ensaio em campo sob déficit hidrico, os gendtipos responderam de forma distinta
ao ensaio de casa de vegetagdono que se refere a A"C. A cultivar ‘IACSP96-7586’ foi a tnica
que apresentou aumento expressivo de AC em condi¢des de seca quando comparado ao
tratamento controle, conforme esperado. Foi observada queda significativa nos valores de

APCsob estresse maximo para os gendtipos ‘SP87-365°, IACSP03-8022° e
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‘TACSP03-8125°, relativos ao controle. As demais variedades ndo sofreram alteragdes entre
os tratamentos nos diferentes momentos sob estresse ndao corroborando as observagoes feitas
em casa de vegetacao para as mesmas cultivares (Figura 16).

Nesse mesmo ensaio, houve alteragdo significativa no escape de CO; (leakiness)entre
os tratamentos para algumas cultivares: ‘IACSP96-7586’ ¢ ‘IACSP03-8125 apresentaram um
aumento nos valores de leakiness sob déficit maximo (quarta coleta) quando comparado ao
tratamento controle. Por outro lado, TACSP03-8022° ¢ ‘TACSP03-8014" apresentaram queda
no escape a partir da terceira coleta (déficit intermediario), enquanto que ‘SP87-365° a
reducdo so6 foi observada sob estresse maximo (Figura 17). Nas demais variedades ndo houve
alteracdo no leakiness, e o comportamento observado em casa de vegetacdo para
‘TACSP94-2094° ¢ ‘IACSP97-7065" nao foi confirmado em campo.

A discriminagdo isotopica ¢ também influenciada pela relagdo carbono interno (p;)/
carbono atmosférico (pa), medida que relaciona o carbono intracelular ¢ o carbono
atmosférico, externo a abertura estomatica, o que explica as variagdes nos resultados acima,
onde nao € regra que uma maior discriminagdo isotdpica leve particularmente, & um maior
leakiness. Esses resultados demonstram que as variedades classificadas previamente como
padrdes de tolerancia e susceptibilidade ndo sofreram alteragdes significativas quanto a
discriminacdo isotopica de °C e leakiness nas condi¢des de campo, contrariando os resultados
obtidos em casa de vegetacdo para essas mesmas cultivares (Figuras 16 e 17).

Embora nao tenham sido observadas diferengas significativas entre as variedades padrao
em campo, enquanto que em casa de vegetacdo houve diferencas significativas, as analises
multivariadas considerando A"C, ¢ € pi/pa dos dados obtidos sob estresse maximo nos dois
experimentos, agruparam essas variedades de forma similar a anterior, indicando que apesar
das diferengas serem menores em campo, elas corroboram os resultados de casa de vegetagao

(Figura 18).
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Figura 16 -Discriminagio isotopica de *C em experimento de campo 2010.Valores de barra indicam

n=6
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Figura 17 -Valores de Leakiness(¢) em experimento de campo de 2010.Valores de barra indicam n=6
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Figura 18 - Analise multivariada deensaio de campo de 2011 (esquerda) e de casa de vegetagdo
(direita). Os parametros analisados foram: discriminagéo isotopica de carbono 13 (D), Leakiness (L) e
a relagdo carbono interno/carbono externo (CiCa). Valores obtidos sdo do tratamento de seca, relativos
ao controle (déficit hidrico — controle irrigado)

4.4 Expressdao de Genes e Atividade das Enzimas da Via de Descarboxilagdo da

Fotossintese C4

Sao reconhecidas trés variagcdes da via fotossintética C4 diferindo quanto ao acido de
quatro carbonos transportado entre o mesofilo e as células da bainha, e quanto a enzima de
descarboxilagdo presente nas células da bainha, podendo ser enzima malica dependente de
NADP" (NADP:ME); enzima mélica dependente de NAD (NAD:ME); ou fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PCK). O mecanismo padrao de transporte de compostos de quatro carbonos
presente na cana-de-aglicar é reconhecido como aquele referente a enzima malica NADP"
(NADP:-ME) (BOWYER; LEEGOOD, 1997). Entretanto, estudos recentes em nosso
laboratério (CALSA; FIGUEIRA, 2007) sugeriram a possibilidade de ocorréncia de mais de
um tipo de transporte de compostos Cy, talvez influenciado pelas condi¢des ambientais, como
o déficit hidrico. Para avaliar essa hipdtese foram feitas andlises de expressdo dos genes

codificadores das enzimas NADP:ME, NAD:ME e PCK assim como ensaios de atividade

enzimatica.
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Evidéncias anteriores sugeriram que os genotipos testados diferiam para caracteristicas
fisiologicas em resposta ao déficit hidrico. Amostras do ensaio em casa de vegetagdo foram
entdo empregadas para andlise de expressdao dos genes referentes as enzimas NAD:ME,
NADP:ME e PCK, que caracterizam os diferentes subtipos de enzimas da via de
descarboxilacdo da fotossintese Cs. Nos genotipos contrastantes para resposta ao déficit
hidrico foi observado para ‘IACSP94-2094° que houve expressdo significativa da via de
descarboxilagdo do tipo PCK além da via NADP-ME sob condigdes de estresse hidrico
(Figura 19). A andlise da expressdo génica por RT-qPCR na cultivar ‘IACSP94-2094" foi
observado aumento no nimero de transcritos tanto de PCK quanto de NADP:ME, embora a
PCK tenha apresentado um niimero de transcritos relativamente maior que da NADP:ME em
condicdes extremas de seca (Figura 19). A cultivar ‘SP87-365°, por outro lado, nao
apresentou variacdo no nimero de transcritos para nenhuma das enzimas sob estresse hidrico
(Figura 19), enquanto que ‘IACSP97-7065° demonstrou aumento na expressao génica
referente a enzima NADP:ME, mas ndo apresentou variagio no numero de transcritos para
PCK, sugerindo que variagdes na expressao desse mecanismos alternativo poderia influenciar
na tolerancia a seca. A ocorréncia dessa variagdo nos transcritos pode indicar uma

plasticidade metabdlica ligada a alta demanda fotossintética entre as vias do ciclo Ca.
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Figura 19 - Expressdo génica referente as enzimas NADP:ME, NAD:ME e PCK. Experimento em
casa de vegetacao. Dados referentes a expressdo dos genes em condi¢cdo de déficit hidrico em relagdo
aos genes no tratamento controle
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A partir desses resultados surgiu a necessidade de obter mais informagdessobre a
expressdao desses genes relativos as enzimas envolvidas nas trés classes de transporte de
carbono nas plantas C4 sendo,portanto, realizadasanalises de expressao génica em amostras de
‘TACSP94-2094 ¢ ‘IACSP97-7065 cultivadas em campo para confirmar a presenca do
mecanismo de indug¢do da via do tipo PCK. A andlise de expressio génica em campo
corroborou os resultados anteriores, com expressao significativamente maior para o gene PCK
em ‘TACSP94-2094° em relagdo a ‘IACSP97-7065’ (Figura 20). Houve acumulo significativo
de transcritos de NAD-ME, NADP-ME e PCK para a cultivar ‘IACSP94-2094’, enquanto que
para ‘TACSP97-7065" o acimulo de PCK nao foi significativamente diferente entre déficit e
controle, embora os valores da expressdo basal do gene codificador da enzima PCK nessa
cultivar sejam semelhantes aos valores obtidos na variedade tolerante sob déficit hidrico

(Figura 20).
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Figura 20 - Expressdo génica do experimento de campo de 2011sob estresse maximo. NADP:ME,
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Também foram conduzidos ensaios de atividade para as enzimas malicas (NADP:ME

e NAD:ME) e PCK para amostras foliares coletadas no ensaio de casa de vegetacdo dos trés

genotipos. O ensaio da atividade dessas enzimas indicou que apenas a cultivar tolerante

‘TACSP94-2094" apresenta atividade significativamente maior da enzima PCK nas plantas

mantidas sob estresse hidrico em relagdo ao controle para os dois momentos amostrados

(15 e 21 dias apds suspensdo de irrigagdo; Figura 21). A cultivar ‘TACSP94-2094° também

apresentou atividade maior da enzima NAD:ME sob maximo estresse aos 21 dias. A cultivar

‘IACSP97-7065 apresentou atividade significativamente reduzida para a enzima NADP:ME

sob déficit hidrico, ndo havendo diferenca para as demais variedades.Os resultados

de atividade enzimdticaconfirmaram a andlise de expressdo génica sugerindo haver um

mecanismo de inducdo da via do tipo PCK em condigdes de déficit hidrico na

‘IACSP94-2094°, que poderia estar ou ndo associado a sua maior tolerancia a seca.
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Para confirmar os resultados em casa de vegetagdo para atividade enzimadtica, foram
realizados os ensaios especificos das enzimas para as amostras do ensaio de campo. Para os
dois anos de experimento, as amostras foliares de ‘IACSP94-2094° apresentaram aumento da
atividade de PCK sob estresse hidrico quando comparada ao tratamento controle irrigado,

enquanto que para as amostras de ‘TACSP97-7065" ndo houve diferengas na atividade de

IACSP94-2094

IACSP97-7065

3.0

2.0

2.0

0.0

nenhuma enzima entre os tratamentos (Figura 22).
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Figura 22 -Atividade enzimatica em experimento de campo em 2010. NADP:ME, NAD:ME e PCK.

Valores do eixo y em pmol.min"'.mgProt™

Os resultados de expressdao génica e atividade das enzimas envolvidas no mecanismo

de descarboxilacio em fotossintese do tipo Cs corroboram os dados fisiologicos e de

e, 13
discriminacdo isotopica de

C, sugerindo que ‘TACSP94-2094° pode possuir um mecanismo

de tolerdncia a seca provavelmente ndo presente nas demais variedades analisadas, e que,

poderia estar relacionado a uma plasticidade metabdlica envolvendo o mecanismo

fotossintético C4 em resposta ao estresse hidrico.
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5 DISCUSSAO

As plantas reagem ao déficit hidrico de maneira coordenada através de alteragdes em
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que podem ser controlados por caracteristicas
quantitativas hereditarias em diferentes niveis (REDDY; CHAITANYA; VIVEKANANDAN,
2004; SHANKHDHAR; SHANKHDHAR; PANT, 2004; SEKI et al., 2007; MILLER et al.,
2010). As analises dos parametros fisiolégicos demonstraram as adaptacdes fisioldgicas em
diferentes gendtipos de cana-de-agtcar, sendo que: assimilacdo de CO; (Py), transpiragao (E)
e condutancia estomatica (gS), foram afetados negativamente pela falta de dgua, onde esses
valores diminuiram significativamente em todas as variedades analisadas (Figuras 7, 8 e 10).
Essa reducdo nos valores de Py, E e gS nas plantas quando submetidos a estresse hidrico
também foi observada em diversos outros trabalhos com cana-de-agucar (BASRA; AHMAD;
KHALIQT, 1999; MACHADO, 2009; PEDROZO et al., 2010), demonstrando que esses
parametros fisioldgicos sdo significativamente influenciados pelo déficit hidrico.

O fechamento dos estomatos, uma das primeiras respostas esperadas em plantas
submetidas a deficiéncia hidrica, resulta da perda de turgor das células-guarda do mesmo
(SILVA et al.,, 2007) e ¢ considerada uma das estratégias para impedir a desidratacao
excessiva das folhas a partir da redugdo da assimilagdo de CO; e da perda de agua pela
transpiracdo (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005; SALIENDRA et al, 1996). Esse
mecanismo fisioldgico pode ser observado principalmente na variedade considerada sensivel
ao estresse hidrico, ‘TACSP97-7065’, a qual apresentou no experimento em casa de vegetacao
valores de Py proximos de zero, conjuntamente com uma acentuada reducdo de gs no estresse
maximo (Figura 10). Esses resultados indicam um processo de inibicdo difusiva, ou seja,
menor absor¢ao ¢ menor difusdo de carbono entre as células da folha causando inibicdao da
fotossintese (KAISER, 1987). Entretanto variagdes no processo de adaptagdo ao déficit
hidrico foram descritaspor Basra et al.(1999) em cana-de-agucar, sendo que, a variedade de
cana-de-actcar sensivel (BL-4) a seca exibiu similar taxa de fotossintese, porém com maior
taxa de transpiracdo e condutincia estomatica quando comparado a variedade tolerante (CP
43/33), mostrando assim menor eficiéncia do uso da dgua (Figura 11). Em nossos estudos,
ambas as variedades (‘IACSP94-2094° e ‘TACSP97-7065°) apresentaram comportamento
semelhante relacionado a condutancia estomatica em seca, em casa de vegetagdo e ao longo
do primeiro ano do experimento conduzido em campo (Figura 10). Entretanto, durante o
segundo ano do experimento de campo, ‘TACSP94-2094° quando em déficit

hidricoapresentou fechamento estomatico antecipado em relacdo a ‘IACSP97-7065°, com
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condutancia estomatica reduzida em relagdo ao controle irrigado no inicio da suspensdo da
irrigacdo, o que foi observado logo na primeira amostragem realizada no dia 17/06/2011,
indicando que essa variedade (‘IACSP94-2094’) possui um mecanismo diferenciado de
tolerdncia ao estresse hidrico, caracteristica também observada porMachado (2009) para as
mesmas cultivares.

A tolerancia a seca requer a manuten¢do das fungdes da planta sob condi¢des de
disponibilidade de 4gua limitadas e/ou a rapida recuperagdo do status da dgua na planta depois
do estresse, e ¢ determinada pela capacidade de manter a absor¢do de CO, com baixa
condutancia estomatica (CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003), caracteristicas observadas
na cultivar ‘IACSP94-2094°, a qual manteve a assimilacio de CO; mesmo com uma
condutancia estomatica baixa, em todos os experimentos (Figuras 7 e 10). Com isso a cultivar
tolerante ndo apresentou mudancas entre os tratamentos seca/irrigado quanto a eficiéncia do
uso da dgua (EUA), chegando a apresentar EUA maior em estresse maximo no segundo ano
do experimento em campo, quando comparado ao controle irrigado no mesmo periodo (Figura
7). O aumento na eficiéncia do uso da agua quando sob estresse por seca ¢ resultado da
relacdo ndo-linear entre a assimilacdo de CO; e da condutancia estomatica, onde a perda de
agua ¢ reduzida antes e mais intensamente que a inibi¢do da fotossintese (COWAN;
FARQUHAR, 1977). A cultivar ‘TACSP94-2094° apresentou maior eficiéncia intrinseca de
carboxilacdo (EIC) dentre as cultivares analisadas em casa de vegetacdo em condi¢do de
maximo déficit hidrico (Figura 11). Os parametros EUA e EIC sdo medidas que fornecem um
indicativo da quantidade de carbono assimilada em rela¢do a quantidade de agua perdida pela
transpiracdo e quantidade de carbono intracelular respectivamente, e dessa forma podemos
considerar que ‘TACSP94-2094° demonstra ser tolerante a seca por sercapaz de manter niveis
relativamente altos de fotossintese com menor perda de agua quando comparada as demais
cultivares.

O acimulo de matéria seca e a transpiragao estdo correlacionados uma vez que ambos
dependem das trocas gasosas através dos estdomatos. Dessa forma, as plantas tendem a
equilibrar a necessidade de conservar agua e assimilar CO; usando controles na area foliar,
difusdao de CO; e vapor de agua através do estomato (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005).
Isso pode ser observado através da andlise de produtividade realizada no experimento de
campo. No primeiro ano de experimento (cana ‘planta’), a variedade tolerante ndo apresentou
taxas maiores de produ¢ao em nenhum dos tratamentos, sendo ‘SP87-365 a que apresentou

os maiores valores de produtividade. Entretanto, no segundo ano (cana ‘soca’), as cultivares
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consideradas padrdes para tolerancia e sensibilidade se comportaram da forma esperada, ou
seja, a produtividade em condi¢cdes de déficit hidrico foram superiores para a ‘IACSP94-
2094’ e inferiores para ‘IACSP97-7065" dentre os 10 genotipos, confirmando assim a escolha
prévia desses padroes. Esses resultados reforcam estudos anteriores que determinaram que
requerimentos sazonais de dgua para cana-de-acucar deriva principalmente da relagdo entre
produgdo de agucar e uso da agua através da transpira¢dao e evaporagao de agua do solo, as
quais sao dependentes da relagdo gendtipo-ambiente (CHAVES, 1991). A recupera¢dao do
crescimento vegetal depois da reidratacdo foi previamente descrita (XU; ZHOU; SHIMIZU,
2009), entretanto, algumas plantas quando submetidas a seca prolongada ou severa podem
ndo alcancar o nivel do tratamento controle com a reidratagdo dependendo do periodo e
intensidade da seca. Nos resultados dos experimentos apoOs a reidratacdo foi observada a
recuperagdo do estresse hidrico, sendo que, todos os genotipos apresentaram aumentos
relevantes na condutancia estomatica (gs), assimilacdo de CO;, (Pn) e na transpiracao (E),
EUA e EIC, atingindo os valores observados nas plantas controle (Figuras 7, 8, 10 e 11).
Inclusive, valores de EUA na cultivar tolerante (‘IACSP94-2094’) foram superiores nas
plantas submetidas a seca em relagdo as plantas irrigadas, quando reidratadas, indicando que o
mecanismo de tolerdncia a seca ativado durante o estresse hidrico talvez continue ativo
mesmo apds a hidratacdo das plantas. Resultados semelhantes foram encontrados por
Machado (2009) e Pedroso (2010), onde as plantas de cana-de-agucar estressadas
conseguiram atingir os valores das plantas controle para esses parametros, comprovando a
extrema capacidade de recuperacdo da cana-de-actcar apds a reidratacao.

O PSII ¢ considerado uma das partes do aparato fotossintético mais vulneraveis a
danos induzidos pela luz, e, dessa forma, quando expostas a seca, as plantas podem sofrer
danos fotoquimicos, causando fotoinibi¢do (LONG; HUMPHRIES; FALKOWSKI, 1994), a
qual pode ter a fungdo de fotoprotecao, dissipando o excesso de energia na forma de calor,
minimizando assim o dano ao aparato fotossintético em condi¢des estressantes (BISWAL;
BISWAL, 1999). Os valores relacionados a foquimica diminuiram significativamente para
todas as cultivares em casa de vegetacdo (Figuras 12 e 13), indicando a presenca de
fotoinibicao sob déficit hidrico. O transporte aparente de elétrons (ETR) reduziu
significativamente em todas as variedades de forma semelhante (Figura 12), enquanto que os
valores de Coeficiente de extingdo nao fotoquimica da fluorescéncia (NPQ) aumentaram
expressivamente em seca, indicando que a energia fotoquimica foi em grande parte perdida
através de calor. A variedade considerada sensivel (‘IACSP97-7065) apresentou aumento

significativo em NPQ quando em déficit hidrico, antecipadamente em relagdo as outras
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variedades, embora tenha mantido esses valores durante todo o periodo de seca (Figura 13).
Por outro lado, os valores de Eficiéncia Quantica Potencial do Fotossistema II (F,/Fym) nao
sofreram alteragdes nessa cultivar entre os tratamentos, ao contrario das outras cultivares que
apresentaram redugdo significativa nos valores de (Fv/Fm) no maximo estresse hidrico em
relacdo ao controle irrigado (Figura 13). Em resumo a andlise da atividade fotoquimica sugere
que os menores valores de eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (F,/Fm) na
‘TACSP94-2094, associado a elevada perda da energia em forma de calor indicam a presenga
de um mecanismo de fotoprotecdo eficientenessa variedade durante o déficit hidrico,
reduzindo a atividade fotoquimica para evitar a danificagdo do aparato fotossintético,
enquanto que, ‘TACSP97-7065° nao sofre alteragdes significativas nas medidas de
fluorescéncia, o que indica uma alta eficiénciadeuso da radiagdo solar nesse genotipo. Dessa
forma, a seca deve influenciar a cultivar ‘IACSP97-7065" através de outros fatores que ndo
fotoquimicos.

Durante a reidratacdo, os genotipos de cana-de-agucar recuperaram os valores das
medidas de fluorescéncia nos diversos experimentos realizados (PEDROZO,
2010;MACHADO, 2009;INMAN-BAMBER, 1995), demonstrando a plasticidade dos
genotipos de cana-de-agiicar em responder a mudancgas nas condi¢des hidricas e dando
suporte a hipotese de que mecanismos basicos da bioquimica fotossintética e fotoquimica
(ndo-estomatica) ndo sdo comprometido pelo déficit hidrico moderado, sendo portanto, a
regulacdo da fotossintese liquida durante o estresse hidrico em cana-de-agucar realizada
principalmente pelo estdmato (PEDROZO, 2010).

A tolerdncia a seca ¢ uma caracteristica complexa que depende de muitos fatores e ¢
determinada por varios processos interativos (MULLER; LUTTSCHWAGER; LENTZSCH,
2010), sendo a discriminacdo isotopica de carbono uma ferramenta complementar para
auxiliar no entendimento da resposta das plantas ao déficit hidrico. Durante experimento em
casa de vegetacdo, a avaliagdo da discriminacdo isotdpica (A) do BC em genotipos
contrastante para o déficit hidrico demonstrou que a cultivar ‘IACSP94-2094° apresenta
valores maiores de A, durante a seca, em relacdao as outras cultivares analisadas, assim como
maior variacdo dessa medida entre os tratamentos (Figura 15).Entretanto, era esperado que os
valores de A"C fossem menores para a cultivar tolerante, uma vez que esta associada com a
eficiéncia do uso da agua (FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK, 1989).Porém, a
discriminag¢do isotopica de carbono ¢ influencia por diversos fatores como a relacdao

concentragdo intercelular e atmosférica de CO; (pi/pa) € o leakiness, que representa a fragdo
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de CO, fixada pela fosfoenolpiruvato-carboxilase (PEPC) no mesofilo, e que ocasionalmente
acaba retornando (“vazando’) da bainha, voltando ao mesofilo sem ser fixada pela Rubisco
(FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK, 1989). Os valores de (pi/pa) permaneceram
inalterados nos tratamentos para a cultivar tolerante (Figura 15), sendo que para as outras
variedades essa relagdo foi bem maior quando em seca e, uma vez que (pi/pa) € um pardmetro
fisiologico que fornece um indicativo da quantidade de CO; que esta sendo fixada.Uma razao
maior para esse parametro ¢ um indicativo de que o CO; que estd chegando ascélulas do
mesofilo ndo deve estar sendo fixado pela fase carboxilativa da fotossintese. Associado a
esses dados, a medigdo de vazamento (leakiness) durante o déficit hidrico para essa cultivar
foi alta, sugerindo que a taxa de vazamento tem correlacdo positiva direta com a alta taxa de
discriminagao isotopica (A) do BC na cultivar ‘IACSP94-2094°. Em experimento realizado
em campo, as cultivares tolerante e sensivel ndo apresentaram diferengas significativas no
A"C entre os tratamentos. Entretanto, nessas condi¢des, sdo esperadas respostas diferenciadas
em relacdo a experimento em casa de vegetagdo, uma vez que em campo as plantas sdo
afetadas por diversos outros fatores (FRYER et al., 1998). Esses resultados corroboram
estudos realizados em genotipos de cana-de-agtiicar submetidos a diferentes tipos de estresse,
como caréncia de nitrogénio, déficit hidrico e salinidade, na qual a variagdo do A ¢ governada
pelo vazamento de CO; da bainha, mediado pelas variagdes na atividade da Rubisco nessas
células e a atividade da PEPC no mesofilo e que tal variagdo pode estar relacionada a
tolerancia aos diferentes estresses (MEINZER; ZHU, 1998; SALIENDRA et al., 1996).

As plantas que apresentam subtipo NADP:ME da fotossintese C4, sdo menos afetadas
pelas mudangas ambientais uma vez que mantém leakiness estivel e menor, quando
comparado ao tipo PCK e NAD:ME (HATTERSLEY, 1982; BUCHMANN et al., 1996). O
“vazamento” ¢ também influenciado pela presenga da lamela suberizada envolta da bainha
nos tipos NADP:ME e PCK limitando a difusdo do CO; de volta para o mesofilo, o que ndo
ocorre no tipo NAD:ME uma vez que este ndo possui esta caracteristica anatomica (HATCH;
AGOSTINO; JENKINS, 1995). Com isso, o leakiness nos gendtipos que possuem o tipo
NADP:ME ¢ menor, sendo que os maiores valores sdo encontrados em espécies NAD:ME.
Dessa forma, ¢ esperado que as espécies NADP:ME sejam mais eficientes energeticamente.
Entretanto, foi descoberta uma forma alternativa na fotossintese Ca, onde o tipo PCK ¢ usado
por plantas do tipo NADP:ME,como Zea mays(FURUMOTO; HATA; IZUI, 1999) ¢ Flaveria
bidentis (MEISTER; AGOSTINO; HATCH, 1996), indicando uma plasticidade da

fotossintese Ci, onde a relagdo aspartato:malato translocado nessas plantas varia muito,
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possivelmente devido a variacdes sazonais da irradiacdo ou outras condigdes ambientais
(MEISTER; AGOSTINO; HATCH, 1996). Entretanto o aspartato pode estar contribuindo
para a concentracao do CO; nas células da bainha nas espécies NADP:ME de duas formas.
Primeira, se a PCK estiver presente, OAA produzido pela aspartato aminotransferase pode ser
diretamente descarboxilada no citosol, sendo o ATP proveniente do cloroplasto (HATCH,
1987). Alternativamente, o OAA gerado do aspartato pode serreduzido a malato nas células
da bainha e entdo descarboxilado no cloroplasto pela NADP:ME (CHAPMAN; HATCH,
1981). Em resumo, o mecanismo C4 do tipo NADP:ME modificado, produz aspartato ao
invés do malato no mesofilo e, desse modo, o aspartato pode ser reconvertido a OAA e
reduzido a malato por descarboxilacdo pela NADP:ME ou a PCK pode utilizar o OAA
diretamente. (Figura 2; MEISTER; AGOSTINO; HATCH, 1996).

As consequéncias da presenga desse mecanismo alternativo na planta ainda ndo estdo
claras. De acordo com os resultados de RNAseq obtidos pelo nosso grupo, os niveis de
expressdo génica referente a enzima malato desidrogenase (MDH) sdo maiores em déficit
hidrico na variedade ‘IACSP94-2094°, (dados ndo mostrados) indicando que o OAA estaria
sendo convertido em malato.Entretanto, os baixos niveis de expressao do gene referente a
enzima piruvato ortofosfato dikinase (PPDK), indicam que o piruvato ndo estaria sendo
convertido, em quantidades suficientes, em PEP. O maior acimulo de transcritos para a
alanina aminotransferase sugereuma maior atividade dessa enzima pode levar a conversao do
piruvato a alanina A alanina aminotransferase tem a fungdo de regenerar 2-oxoglutarato (2-
OGQG) apartir de glutamato, através do acoplamento da conversdo de piruvato para alanina
(MEISTER; AGOSTINO; HATCH, 1996). Assumindo que 2-OG ¢ necessario para converter
aspartato em OAA esses produtos sdo consistentes com a rota do metabolismo do aspartato.
Em gramineas C4 do tipo NADP:ME como Zea mays e Sorgum bicolor, o cloroplasto das
c€lulas da bainha mostram baixa atividade do PSII (KU et al., 1974, CHAPMAN; BERRY;
HATCH,1980), porém a recuperagdao do malato pelo aspartato como fonte de CO, na bainha
diminui a transferéncia de equivalentes reduzidos para essas células. Como o papel do malato
na transferéncia de CO, diminui, a atividade do PSII nas células da bainha deve ser
aumentada (MEISTER; AGOSTINO; HATCH, 1996). Esse aumento na atividade do PSII
deve estar presente na variedade ‘IACSP94-2094°, quando em déficit hidrico, uma vez que
nas analises de Whole Transcriptome Shotgun Sequencing (RNA-seq), ocorre aumento nos
niveis de expressdo dos genes relacionados as enzimas envolvidas no PSII (dados ndo

mostrados). Na analise de medidas de fluorescéncia, a cultivar‘'IACSP94-2094" nao



66

apresentou alteracdo na atividade do fotossistema Il sob déficit hidrico, quando comparada as
outras cultivares (Figuras 12 e 13). Portanto, a manutengdo da atividade do fotossistema II
(PSII) nessa variedade ¢ outro indicativo de atuagdo da via do aspartado em cana-de-agucar
sob estresse por seca.

Nesse modelo alternativo, provavelmente ocorre a conversdo do piruvato para alanina
na bainha e reconversdo para piruvato no mesofilo, o que permitiria o balango dos residuos
amino entre os tipos celulares (MEISTER; AGOSTINO; HATCH, 1996). Dessa forma, nas
células da bainha, a taxa de producdo de alanina a partir de piruvato ¢ suficiente para a
produ¢do de mais que um quarto do nitrogénio assimilado, sendo que nessa cultura ¢
considerado que um quarto do total de nitrogénio assimilado estd na forma de alanina
(VALLE; HELDT, 1991). Se uma descarboxilacao significante do aspartato ocorre na bainha,
entdo deve ser obrigatorio que aproximadamente a mesma quantidade de piruvato seja
convertida em alanina, a qual deve retornar ao mesofilo para manter um balango dos grupos
amino entre as células (HATCH; OSMOND, 1976).

Essaplasticidade na utilizacdo da enzima NADP:ME ou PCK pode apresentar
derivagdes relacionadas ao requerimento de energia para a fotossintese em plantas C4 do tipo
NADP:ME. Como discutido acima, a via envolvendo PCK requer ATP para a
descarboxilagdo, o que poderia ser derivado de fontes mitocondriais ou cloroplasticas. Se o
ATP for gerado no interior das células da bainha do feixe e o fosfoenolpiruvato for devolvido
diretamente para o cloroplasto do mesoéfilo, o ATP necessario nesse compartimento seria
consideravelmente reduzido, dessa forma a plasticidade do processo pode ser visto como uma
forma de equilibrar a capacidade energética dos dois compartimentos em diferentes condi¢des
ambientais (FURBANK, 2011). O tipo NADP:ME ndo envolve reacdes mitocondriais e a
descarboxilagao ocorre exclusivamente no cloroplasto das células da bainha (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2001), nao sendo observada nenhuma modificagao associada ao tipo
NAD:ME. Entretanto, no que se refere ao tipo PCK, este nunca foi encontrado
separadamente, ou seja, sem a operagdo da enzima NAD:ME(KANAI; EDWARDS, 1999),
apesar de a PCK citosdlica ser responsavel por fornecer a maior parte do CO; fixado pela
Rubisco, o que acrescenta um maior gasto de energia no processo (BURNELL; HATCH,
1988). O motivo pelo qual as duas descarboxilases (PCK e NAD:ME) sdo necessarias nas
plantas do tipo PCK ndo estd totalmente desvendado, mas um dos possiveis papeis da
NAD:ME deve estar envolvido com a fosforilagdo oxidativa. Com isso, 0 NADH produzido

pela NAD:ME no tipo PCK ¢ oxidado pela cadeia de transporte de elétrons para produzir
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ATP, o qual ¢ utilizado pela PCK para converter OAA para PEP e CO2 (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2001).

Considerando esses aspectos € possivel inferir quendo existem apenas trés tipos de
mecanismo de descarboxilagdo operando individualmente, mas uma plasticidade entre esses
mecanismos em plantas C4 que pode estar relacionada a fatores ambientais. O mecanismo
padrdo de transporte de compostos de quatro carbonos presente na cana-de-agticar até agoraé
reconhecido como aquele referente enzima malica NADP™ (NADP:ME).Entretanto, essa
espécie possivelmente possui ummecanismo alternativo de transporte de compostos Cy via
PCK, o qual pode estar sendo influenciado pelas condi¢des ambientais, como o déficit hidrico
(CALSA; FIGUEIRA, 2007). As andlises de expressdo dos genes referentes as enzimas
NADP:ME, NAD:ME e PCK e as medidas da atividade dessas enzimasem cana-de-agtcar
indicam a presenga da via PCK mais ativa na cultivar ‘IACSP94-2094°, a qual ndo estaria
presente na variedade ‘IACSP97-7065°, quando submetidas ao estresse hidrico (Figuras 21-
23). Os altos valores de atividade basal da enzima PCK na
‘IACSP97-7065’pode estar relacionada a outras fungdes dessa enzima, a qual tem sido
estudada em folhas de plantas C4 (WALKER; LEEGOOD, 1996), onde sua atividade ¢
modulada pela luz, fosforilagdo e ligacdo a adenilatos. Sua atividade descarboxilase ¢
conhecida na gluconeogénese em sementes e folhas de espécies C4 ¢ CAM (metabolismo
acido das crassulaceas), mas outras possiveis funcdes da PCK nas diversas células vegetais
podem estar relacionadas ao metabolismo de nitrogénio, regulagdo do pH e cataplerose

(conversdo de metabdlitos mitocondriais em intermediarios da biossintese de lipidios).

Esses resultados, associados aosvalores de leakiness superiores para essa cultivar
em casa de vegetacdo, sugerem que o déficit hidrico induz a via alternativa de
descarboxilacdo da fotossintese C4 na cultivar ‘IACSP94-2094’indicando que esse mecanismo
¢ proveniente de variabilidade genética em cana-de-acucar, ao invés de ser induzida por
fatores ambientais, conforme Meister et al. (1996), o qual sugere que a plasticidade da
fotossintese Cyvaria muito, possivelmente devido a influencias sazonais da irradiacdo ou

outras condi¢des ambientais ao vez de serem definidas geneticamente.

Embora ainda ndo se saiba quais os fatores responsaveis pelas diferencas energéticas
encontradas entre os trés mecanismos, assim como as vantagens de um mecanismo sobre
outro, calculos prévios indicam que, teoricamente, a produg¢do de quantum de energia
pelas espécies tipo PCK s3ao em torno de 14 por CO, fixado, enquanto que NAD:ME este
valor ¢ de 18 sendo potencialmente ainda maiores para NADP:ME (VON CAEMMERER;
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FURBANK, 1999). Notavelmente, as vias NAD:ME e PCK possuem requerimentos
energéticose nimero de etapas no transporte intracelular maiores que a via NADP:ME
(LANGDALE, 2011). O custo energético no processo de concentracdo do CO, nas cé€lulas da
bainha do feixe, o qual equivale a 2 moléculas de ATP consumida a cada molécula de CO;
incorporado pela fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC; HATCH, 1987), resulta que qualquer
molécula de CO2 que “escape” das células da bainha sem ser refixada pela rubisco ira reduzir
a eficiéncia da fotossintese C4. Os dados obtidos referentes ao leakinessna cultivar tolerante
‘IACSP94-2094’, onde os valores em déficit hidrico para esse pardmetro € expressivamente
maior que em condi¢des irrigada (Figura 15), corroboram os resultados de expressdo génica e
atividade enzimatica, indicando a presenga da via PCK alternativa de descarboxilacdo da
fotossintese C4, sugerindo uma desvantagem energética na utilizacdo da via alternativa em
relacdo a via NADP:ME. Por outro lado, a ativacdo desse mecanismo em condi¢des de
estresse hidrico, apenas na variedade tolerante, sugere que exista uma vantagem no uso da via
PCK em relagdo a NADP:ME nessas condigdes.Dessa forma ndo fica claro a vantagem
energética que a cultivar tolerante teria em utilizar o mecanismo PCK alternativo ao invés de
usar o mecanismo NADP:ME, entretanto, a ativacdo desse mecanismo alternativo pela
planta,poderiaevitar a produg¢dao de energia em excesso, minimizando assim a formagdo de
espécies reativas de oxigénio, o que poderia representar uma vantagem em condi¢des de
déficit hidrico.

Os dados apresentados no presente trabalho sugerem que o mecanismo alternativo de
descarboxilacao ¢ induzido pelo déficit hidrico, podendo ser utilizado para a selecdo de

hibridos, considerando a variabilidade genética no controle desse mecanismo.
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6 CONCLUSOES

As andlises fisiologicas comprovaram o melhor desempenho do gendtipo ‘IACSP94-
2094’ a condi¢do de seca.

A discriminagdo isotopica de carbono 13 (A13C) e “escape”’(¢) mostraram variagdes
significativas entre os genotipos contrastantes quanto a tolerancia a seca quando em
experimento de casa de vegetagdo, indicando serem ferramentas uteis para selegao.

As analises de expressao génica e atividade das enzimas relacionadas aos mecanismos
de descarboxilagdo em plantas C4 sugerem a inducdo, pelo déficit hidrico, de um mecanismo
alternativo através da enzima PCK em cana-de-agucar, presente no genotipo tolerante ao

estresse por seca.
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Anexo A - Disposicdo das parcelas nos campos de sequeiro e irrigado na Fazenda Revolta, Usina
Jalles Machado, onde foi instalado o experimento de seca em campo. Numeros de 1 a 30 indicam o
numero das parcelas
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Anexo B - Potencial de agua na folha nos 10 genotipos avaliados em experimento de campo de 2010.

Valores de barra referentes a n=3
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Anexo C - Assimilagdo de carbono nos 10 genotipos avaliados em experimento de campo em 2011.

Valores de barra referentes a n=3
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Anexo D - Transpiragdo nos 10 genoétipos avaliados em experimento de campo em 2011. Valores de
barra referentes a n=3
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Anexo E -Eficiéncia do uso da agua (EUA = Py/E) nos 10 genoétipos avaliados em experimento de
campo em 2010. Valores de barra referentes a n=3
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Anexo F -Assimilagdo de carbono nos 10 genoétipos avaliados em experimento de campo em 2010.
Valores de barra referentes a n=3
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Anexo G -Condutancia estomatica (gS) nos 10 genoétipos avaliados em experimento de campo em
2010. Valores de barra referentes a n=3
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Anexo H - Transpiragdo nos 10 genétipos avaliados em experimento de campo em 2010. Valores de
barra referentes a n=3
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