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Resumo

A cana-de-acgtcar é uma graminea de grande relevancia para o cendrio econdmico brasileiro
devido a producdo de agucar e etanol. Fatores ambientais como a seca comprometem a
produtividade e o desenvolvimento da planta, principalmente por interferir na funcionalidade
de suas organelas. Os cloroplastos sdo organelas semiautonomas, responsaveis pela
fotossintese assim como modulagdo das respostas iniciais a estresses abioticos. Desta forma, o
presente trabalho objetivou avaliar alteracoes fisiologicas e moleculares da cana-de-agticar
submetidas a condig¢Oes de déficit hidrico. Foram utilizados segmentos de colmo de cana-de-
acucar (variedade RB92579). As plantas foram propagadas por 90 dias e submetidas a dois
tratamentos: controle (irrigado) e déficit hidrico por sete dias (estresse). Os parametros
fisiologicos realizados foram: fotossintese liquida (A), transpiracdo (E) e condutancia
estomatica (gs), utilizando o analisador portatil de CO, a infravermelho (IRGA) e o teor
relativo de agua (TRA). Foi feita uma andlise protedomica diferencial dos cloroplastos de
ambos os tratamentos buscando correlacionar os dados fisiol6gicos obtidos com proteinas
relacionadas a fotossintese. As andlises fisiologicas revelaram uma reducdo na condutancia
estomatica, na fotossintese e transpiracao nas plantas sob estresse. Do ponto de vista
molecular foi possivel identificar que proteinas ligadas ao processo fotossintético possuiam
resposta diferencial entre os tratamentos, especialmente aquelas envolvidas com a tradugdo da
RuBisCO, ATP sintase e PEP carboxilase. Os dados obtidos nas analises fisioldgicas e
moleculares evidenciam as alteracOes causadas na cana-de-agicar em resposta ao estresse por
déficit hidrico. Tais resultados sdo de grande importancia para selecdo de variedades
enriquecendo os programas de melhoramento genética da cultura canavieira.
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Introducdo: A cana-de-acticar é uma graminea de grande relevancia econémica, por ser uma
das principais fontes de agticar no mundo, sendo o Brasil o responsavel por 70 % desta
producdo (CRUZ; DIERIG, 2015). Alteragdes nas condicdes edafoclimaticas e a grande
demanda mundial por energia menos poluente tém favorecido a expansao do setor
sucroalcooleiro em regides aridas e semiaridas, principalmente para a producdo de bioetanol.
A seca é um dos principais fatores que compromete a produtividade da cana-de-actcar,
prejudicando o crescimento e desenvolvimento da planta, pois desencadeia alteracdes
morfofisiol6gicas, como fechamento dos estdmatos, alteracGes na area foliar e senescéncia
foliar (AKHTAR; NAZIR, 2013; BHARGAVA; SAWANT, 2013). Os danos causados pelo
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante a seca levam a alteracbes na
funcionalidade das organelas, principalmente os cloroplastos (CHAN et al.,, 2016). Estas
organelas semiautonomas sao responsaveis pela fotossintese e participam no metabolismo do
fésforo, enxofre e nitrogénio, e na sintese de diversos compostos vitais para as plantas, como
vitaminas, hormonios, acidos graxos (JARVIS; LOPEZ-JUEZ, 2013; REBEIZ, 2010). Devido
sua participacdo em diversas rotas moleculares e bioquimicas, os cloroplastos sdo
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e rados moduladores iniciais dos mecanismos de regulacdo das plantas :
Il GINfatores abioticos, como a sintese do fitohormonio &cido abscisico, producdo de
“lristoosmoprotetores e sintese de enzimas antioxidantes (BISWAL, 2011). Neste contexto,
compreender os mecanismos moleculares de regulacdo dos cloroplastos, principalmente das
vias fotossintéticas, por meio de ferramentas de andlise da expressdo génica, como a
protedmica, é de suma importancia para auxiliar o melhoramento da cultura. Portanto, o
presente trabalho objetivou avaliar alteragoes fisiologicas e moleculares da cana-de-agticar
submetidas a condi¢oes de déficit hidrico.

Metodologia: O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Laboratério de
Expressao Génica na Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife-PE. Os segmentos
de cana-de-agtcar da variedade RB92579 foram provenientes da Rede Interuniversitaria para
o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA). Os segmentos de colmo foram
propagados em vaso contendo solo e regados diariamente. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com dois tratamentos: i) controle irrigado e ii) déficit hidrico,
totalizando oito unidades experimentais. Ap6s 90 dias de propagacdo, as plantas foram
submetidas ou nao (controle irrigado) ao déficit hidrico por sete dias. Ao final do
experimento, as folhas de cana-de-acticar foram coletadas e congeladas em nitrogénio liquido.
Os dados de fotossintese liquida (A), transpiracao (E) e condutancia estomatica (gs) foram
mensurados com o analisador portatili de CO, a infravermelho (IRGA-Modelo LCi Pro,
Hoddesdon, U.K.) enquanto que teor relativo de agua (TRA) foi determinado de acordo com a
metodologia de Barrs e Weatherler (1962), utilizando fragmentos foliares de 1cm?® Os dados
fisiologicos obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5 % probabilidade, utilizando o programa estatistico Assistat 7.7 Beta. A
analise molecular foi realizada a partir do isolamento de cloroplastos de ambos os tratamentos
de acordo com a metodologia de Mariac et al (2000). A extracdo de proteinas totais dos
cloroplastos de acordo com a metodologia de Hurkman e Tanaka (1986) seguida de
focalizagdo isoelétrica (pH 3-10 linear, 11 cm) e eletroforese bidimensional (SDS-PAGE 12,
5%). As imagens dos géis obtidos foram analisadas no programa ImageMaster, e os spots com
RATIO>1,5 e ANOVA significativa foram excisados, digeridos com tripsina e os peptideos
obtidos analisados no espectrometro de massas MALDI-TOF/TOF seguindo-se de
identificacdo no programa Mascot para identificacdo das proteinas. No presente trabalho
foram selecionadas todas as proteinas relacionadas a fotossintese com padrao diferencial entre
0s tratamentos.

Resultados e discussao: As plantas que estavam em supressdo de rega tiveram reducdes
significativas nos parametros fotossintéticos e no teor relativo de dgua (TRA) em relagdo as
plantas que foram irrigadas diariamente, com decréscimo de 78 % da fotossintese liquida (A),
82,4 % na condutancia estomatica (gs), 78 % da transpiracdo foliar (E) e 20 % do teor relativo
de dgua (TRA) (Tabela 1). Alteragoes nos niveis hidricos foliares comprometem a regulacao
da abertura e fechamento dos estdmatos, um mecanismo relevante para regulacdo hidrica,
transpiracdo e captacao de gas carbdnico. As plantas sob déficit hidrico com o intuito de
reduzir a desidratacdo e manter a turgescéncia celular, fecharam os estomatos,
comprometendo diretamente a captacdo do gas carbonico e, consequentemente, a realizacao
da fotossintese (SMIT; SINGELS, 2006). Ademais, a reducao no contetido hidrico nas folhas
promove o aumento de espécie reativas de oxigénio, responsaveis pela oxidacao das proteinas
do fotossistema I (PSI) e fotossistema II (PSII), comprometendo o aparato fotossintético
(CHAN et al., 2016). A reducdo condutancia estomatica também comprometeu a transpiragao,
como foi observado no experimento, ocasionando o aumento da temperatura foliar devido a




o da radiacao solar incidente, este aumento pode ocasionar desnatura(;é()'

||| 5|N|imtemas e membranas, interferindo na funcionalidade do cloroplasto.
“uRnesssziCorroborando  com  os dados fisiologicos foram identificadas seis proteinas

relacionadas a fotossintese que sofreram reducao na traducdo sob estresse, RuBisCO
subunidade maior (spot 151) e menor (spot 140), Fosfoenolpiruvato carboxilase (PEP
carboxilase) (spot 153), Piruvato ortofosfato dicinase (spots 75 e 152), subunidade gama da
ATP sintase (spot 67), Centro ferro-enxofre do Fotossistema I (spot 134) e Gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase B1 (cloroplastidial) (spots 69 e 149), e duas proteinas mais acumuladas
sob estresse, RuBisCO subunidade maior (spots 76,78 e 80) e subunidade alfa da ATP sintase
(spots 103 e 131) (Figura 1).

O estresse hidrico provavelmente ocasionou oxidagdo do centro ferro-enxofre do
fotossistema I, devido ao acumulo de EROs (CHAN et al.,, 2016; TAKAGI et al., 2016).
Conjuntamente o déficit hidrico promoveu a reducdo na producao reducdao na producdo H"
pela fotoxidacdo das moléculas de dgua, acarretando a inibicao da atividade da ATP sintase
(ZHOU et al., 2012), e consequentemente reducdo na fotofosforilacdo para producdo de ATP e
comprometimento na reducdao NADP em NADPH.

A reducdo na captacdo do CO,, devido a diminuicdo da condutancia estomatica,
reduziu a funcionalidade da PEP carboxilase (LISAR; MOTAFAKKERAZAD; RAHM,
2012). Visto que, a PEP carboxilase catalisa a reagdo entre o fosfoenolpiruvato com CO,
produzindo oxalacetato que posteriormente sera transportado para as células do meso6filo para
a utilizacdo do CO. pela RuBisCO. Consequentemente diminui do Piruvato ortofosfato
dicinase (PPDK) (LISAR; MOTAFAKKERAZAD; RAHM, 2012) responsavel pela
regeneracdo da fosfoenolpiruvato a partir da reacao do piruvato com ATP e fosfato inorganico.
Conjuntamente, as subunidades maior e menor RuBisCO foram inibidas, possivelmente
devido ao declinio na sintese de ATP e comprometimento na redugdo NADP em NADPH,
conjuntamente com a reducdo na captacao do CO; e acidificacdo do estroma (CARMO-SILVA
et al., 2010).

Por ser a primeira enzima do Ciclo de Calvin, a diminuicdo da traducdo da RuBisCO
possivelmente comprometeu todo o ciclo, pois foi identificado no nosso estudo a redugdo na
traducdo da proteina Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase B1 (cloroplastidial) responsavel
pela reducao do 1,3 bifosfatoglicerato em gliceraldeido 3-fosfato na etapa de reducdo do Ciclo
de Calvin, desta forma, acarretando reducdo fotossintese, como foi registrada nas analises
fisiologicas (Tabela 1). Contudo, foi observada a aumento na traducao da subunidade alfa da
ATP sintase e da subunidade maior da RuBisCO sob déficit hidrico. Estudo com cana-de-
acucar sob déficit hidrico evidencia que a subunidade alfa da ATP sintase é naturalmente mais
acumulada em condicdes de déficit hidrico JANGPROMMA, 2010). O aumento da traducao
da subunidade maior da RuBisCO, possivelmente esta relacionada a uma isoforma, como foi
observado em estudo com cana-de-acticar submetida estresse osmético, o houve um aumento
na expressao da subunidade menor da RuBisCO (ZHOU et al., 2012).

Tabela 1: Valores médios da fotossintese liquida (A), da condutdncia estomdtica (gs), da
transpiragdo foliar (E) e do teor relativo de dgua em porcentagem (TRA). (Letras
diferentes entre os tratamentos diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % probabilidade)

Parametros Fotossintéticos
Tratamento TRA (%)

A gs i

Controle 19,37 a 0,222 a 5,55 a 85a

Estresse 425b 0,039 b 1,22 b 68 b
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Figura 1: Imagens dos géis 2D-PAGE: A - Gel do tratamento sem supressao de rega
(controle); B — Gel do tratamento com supressao de rega por sete dias.

Conclusdes: O déficit hidrico ocasionou alteracoes na fisiologia da cana-de-agticar. O
proteoma cloroplastidial de cana-de-acicar mostrou-se responsivo ao estresse por déficit
hidrico. As proteinas diferencialmente acumuladas identificadas estdo associadas a
mecanismos de regulacdo génica e ligadas as variacdes fisiologicas e fotossintéticas
potencialmente responsivas ao déficit hidrico. O acimulo observado principalmente na
subunidade alpha da ATP sintase e na subunidade maior da RuBisCO podem ser possiveis
biomarcadores para o melhoramento da cana-de-agucar.
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