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Resumo: Neste trabalho testou-se a hipdtese de que o estresse hidrico reduz a fotossintese da cana-
de-actcar impondo limitacbes de origem estomatica e mesofilica e modificando a via de
descarboxilagédo nas células da bainha do feixe vascular. Para tanto se mediu as trocas gasosas, a
fluorescéncia da clorofila a, a atividade das enzimas envolvidas na descarboxilacdo e na fixagao do CO,
na fotossintese — fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco), enzima malica dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP-ME),
enzima malica dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD-ME) e fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK). Com a reducao do potencial hidrico foliar devido a baixa disponibilidade de
agua, houve reducao na assimilacao de CO,, na condutancia estomatica, na transpiracéo e na eficiéncia
do uso da agua, bem como na eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il. A descarboxilagédo de CO, na
cana-de-aglicar ocorreu com a participagao das trés descarboxilases; todavia, a atividade PEPCK foi
mantida sob estresse hidrico, enquanto as atividades da NADP-ME e NAD-ME foram reduzidas. A
Rubisco teve sua atividade diminuida sob estresse hidrico, enquanto que a PEPC nao foi afetada. Apds
o periodo de reidratagao do substrato, as plantas recuperaram-se atingindo valores de fotossintese
muito proximos dos apresentados em plantas bem hidratadas. Como concluséo, a fotossintese em
cana-de-aglcar sob deficiéncia hidrica é limitada pela disponibilidade de substrato devido ao
fechamento estomatico, assim como pela menor atividade fotoquimica e menor atividade da Rubisco.
O déficit hidrico também evidenciou a flexibilidade do mecanismo de descaboxilagao de CO, nas
células da bainha do feixe vascular, com aumento da contribuicao relativa da enzima PEPCK.
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INTRODUCAO

O estresse hidrico € uma das causas mais importantes de
diminuicdo da produtividade agricola e os efeitos da
limitacdo hidrica sobre a fotossintese tém sido estudados
frequentemente (GHANNOUM, 2009). No entanto, ainda
existem  resultados  conflitantes, pois  alguns
investigadores relatam que o fechamento dos estdmatos
é a principal razdo para o declinio na fotossintese
(SHARKEY e SEEMANN 1989), enquanto outros sugerem
que fatores ndo estomaticos ou metabdlicos sdo mais
importantes para o declinio na fotossintese (DU et al.,
1996; GHANNOUM, 2009). Ha também relatos de que
tanto fatores estomaticos, como ndo estomaticos ou
metabdlicos estdo envolvidos no controle da fotossintese
(WISE et al., 1990). Com o declinio da hidratacdo das
folhas, o fechamento parcial dos estbmatos pode ou nao
reduzir a taxa de assimilagdo de CO,, dependendo das
condicOes ambientais. Isto acontece porque o
mecanismo concentra¢cdo de CO, é capaz de saturar a
fotossintese C, sob concentracdes intercelulares de CO,
relativamente baixas. Sob deficiéncia hidrica mais
acentuada a resposta passa por uma fase mista, isto &,
ocorrem limita¢Ges estomaticas e ndo estomdticas. Em
condigbes severas, a fotossintese ¢é reduzida
essencialmente pela limitagdo metabdlica.

Os principais limitantes ndo estomaticos da fotossintese
incluem a queda da condutancia do mesofilo e a redugao
da atividade de enzimas fotossintéticas de carboxilacdo,
de descarboxilagio e de regeneracdo de
fosfoenolpiruvato (DU et al., 1996; GHANNOUM, 2009). Em
plantas C, como a cana-de-agucar, o CO, ¢ inicialmente
fixado via fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) nas células
do mesofilo, produzindo um acido de quatro carbonos
que é transportado para as células da bainha do feixe
vascular (BFV) (FURBANK, 2011). A fixacdo de CO, ocorre
inicialmente nos cloroplastos das células do mesofilo
foliar através da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPC), onde é produzido oxalacetato (OAA), que é
convertido em malato e se difunde para as células da BFV.
Nas células da BFV o malato é descarboxilado resultando
em CO, que é refixado através da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco) no ciclo de C;. As plantas
C, podem ser classificadas com base nas enzimas que
atuam na descarboxilagdo dos acidos de quatro
carbonos: NADP-malica (NADP-ME); NAD-malica (NAD-ME);
e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). O subgrupo
do qual a cana-de-aglcar faz parte é o NADP-ME, no qual a
enzima malica é dependente de NADPH e a
descarboxilagdo do acido C, ocorre no cloroplasto das
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células da BFV. O segundo grupo é o da NAD-ME, no qual a
enzima malica é dependente de NADH e a
descarboxilagdo do acido ocorre na mitocondria das
células da BFV. No terceiro grupo a descarboxilagdo é
realizada pela PEPCK e ocorre predominantemente no
citoplasma das células da BFV (GHANNOUM, 2009; VON
CAEMMERER e FURBANK, 2003; FURBANK, 2011). O
piruvato resultante da descarboxilacao do malato retorna
ao mesofilo e com gasto de ATP é utilizado na sintese de
fosfoenolpiruvato (PEP), o aceptor inicial de CO,.

A via C, funciona como um sistema de bombeamento
bioquimico que concentra o CO, nas células da BFV, de tal
forma, a saturar eficazmente o sitio da Rubisco com CO, e
inibir a fotorrespiracao (LUNN e FURBANK, 1999), que em
plantas C; é responsavel por uma perda substancial de
eficiéncia fotossintética. Pesquisas sugerem que a divisdo
dos trés tipos de descarboxilacdo ndo é rigidamente
determinada, assim ha possibilidade de mais de uma rota
existir simultaneamente dependendo da espécie e das
condi¢des ambientais (FURBANK, 2011, SHARWOOD et
al., 2014, SALES et al., 2018; CACETO et al., 2019). Quando
a principal via de descarboxilagdo ¢ através de PEPCK, a
maior parte do OAA é convertida em PEP pela PEPCK com
consumo de ATP, produzido na mitocondria da BFV. Os
rendimentos quanticos tedricos e medidos na via PEPCK
sdo0 maiores do que na via NADP-ME devido a sintese de
ATP nas mitocondrias das células da bainha do feixe
vascular e retorno direto do PEP as células do mesofilo
sem gasto extra de ATP (VON CAEMMERER e FURBANK,
2003; FURBANK, 2011; BELLASIO e GRIFFITHS, 2014a;
SALES et al., 2018).

No presente trabalho, tem-se o objetivo de avaliar os
efeitos da deficiéncia hidrica sobre as trocas gasosas,
reacbes fotoquimicas e enzimas de carboxilacdo e de
descarboxilagdo em cana-de-aglcar, determinando as
principais limitages induzidas pelo déficit hidrico e
avaliando a flexibilidade do mecanismo de
descarboxilacdo nesta condicdo ambiental.

METopos

MATERIAL VEGETAL E CONDIGOES DE CRESCIMENTO

Mudas de cana-de-aglcar (Saccharum spp.) cv. IACSP95-
5000 com dois meses de idade foram transplantadas para
vasos com capacidade para 12 litros, contendo terra
como substrato. A cultivar IACSP95-5000 foi escolhida por
ter produtividade agricola elevada em ambientes com
boa disponibilidade hidrica, contribuir para a safra de
inverno e primavera e ter alta aceitacdo entre os
canavicultores (LANDELL e BRESSIANI, 2008). As plantas
foram mantidas em casa de vegetacao, onde receberam
irrigacdo diaria e aplica¢gGes parceladas de nutrientes,
totalizando por vaso: 25,7 g Ca(NO,),; 7,5 g MAP; 10,32 g
KCl; 3,0 g MgSO,; 0,24 g H;BOs; 0,29 g MnSO,; 24 mg
CuS0,; 24 mg (NH,)sM0,0,4 x 4(H,0); 0,12 g ZnS0O,; e 0,30
mg Fe-EDTA (6% Fe). Aos cinco meses de idade as plantas
foram submetidas a deficiéncia hidrica. As plantas
referéncia (Ref) foram irrigadas diariamente, fazendo-se a
reposicdo da agua evapotranspirada (determinada pela
pesagem dos vasos) e mantendo-se o substrato préximo
a capacidade maxima de retencdo de agua. A deficiéncia
hidrica (DH) foi imposta pela suspensdo da rega até que a
capacidade maxima de retengdo de agua do substrato
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chegasse a 30%, pelo periodo de 15 dias. O 15° dia de
suspensdo da rega foi considerado como deficiéncia
hidrica maxima (DHmax). Apds esse periodo de DH, o
substrato foi reidratado e a recuperacao (Rec) das plantas
foi avaliada ap6s 6 dias, isto é, no 21° dia do experimento.

Foram instalados sensores para a medicdo da
temperatura do ar (Tar, °C) e da densidade de fluxo de
fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA, pmol m? s7)
durante o periodo experimental. Esses sensores foram
ligados a um registrador multicanal modelo CR1000
(Campbell, North Logan UT, EUA), onde os dados foram
armazenados a cada 20 minutos.

AssIMILAGAO DE CO, E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A

Foram realizadas medidas de trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a entre as 9h00 e 10h00, por
meio de um analisador de gases por infravermelho (LI-
6400XT, LICOR, Lincoln NE, EUA) integrado com uma
camara de fluorescéncia modelo 6400-40F (LICOR,
Lincoln NE, EUA). As medidas foram realizadas na
primeira folha totalmente expandida e com ligula
aparente (folha +1), no terco médio do limbo, sob DFFFA
de 2000 umol m?s™. As medidas de assimilagdo de CO, e
de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas no inicio
do experimento, no 5° e 15° dias sob déficit hidrico, e 6
dias apds a reirrigacdo (21° dia). Durante as medidas de
trocas gasosas, a temperatura do ar variou entre 30 e 35
°C. As variaveis medidas em relagdo as trocas gasosas
foram: assimilacdo de CO, (A, umol m? s™), condutancia
estomatica (gs, mol m?s™), transpiracdo (E, umol m?s”) e
concentracdo intercelular de CO, (Ci, pumol mol”).
Calculou-se a eficiéncia do uso da agua (EUA) pela razdo
A/E (MACHADO et al., 2009). As variaveis analisadas em
relacdo a fluorescéncia da clorofila a foram: fluorescéncia
minima (F,) e maxima (F,) medidas apds adaptacdo ao
escuro (30 min); fluorescéncia no estado de equilibrio
dindmico (F), minima (F,) e maxima (F,’) medidas apos
adaptacdo a luz (MAXWELL e JOHNSON, 2000). Com base
nesses sinais, foram estimadas a eficiéncia quantica
maxima do fotossistema Il [F,/F.=(Fx-F.)/Fn] € a eficiéncia
operacional do FSIl [F/F.’=(F.’-F,’)/F.’] (BAKER, 2008).
Estimou-se também a extingdo ndo fotoquimica da
fluorescéncia: NPQ=(Fn-F.’)/F.,’ (MAXWELL e JOHNSON,
2000).

POTENCIAL DA AGUA NA FOLHA

No momento de maximo déficit hidrico (15° dia, DHma) €
na fase de recuperacdo das plantas (21° dia, Rec), foram
realizadas medidas do potencial hidrico na folha (¥., MPa)
as 13h00, com uma cdmara de pressdo modelo 3005 (Soil
Moisture Equipment Corp., Santa Barbara CA, EUA),
segundo método proposto por Kaufmann (1968).

ATIVIDADE DA RIBULOSE-1,5-BISFOSFATO CARBOXILASE/
OXIGENASE (RuBisco, EC 4.1.1.39)

Para a obtencdo do extrato e a determinacgdo da atividade
enzimatica, aproximadamente 100 mg de folhas foram
macerados com nitrogénio liquido e 2% (p/v) de
polivinilpirrolidona (PVPP) em um almofariz previamente
resfriado. O material resultante foi homogeneizado por 2
min em 0,5 mL de tamp&o Bicina-NaOH 100 mM (pH 7,8)

2



Machado et al., 2024

contendo EDTA 1 mM, MgCl, 5 mM, ditiotreitol (DTT) 5 mM,
fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e leupeptina
10 uM (adaptado de SCALES et al., 2014; SHARKEY et al.,
1986). Uma aliquota de 900 pL de meio de reacdo
contendo Bicina-NaOH 100 mM (pH 8,0), NaHCO; 10 mM,
MgCl, 20 mM, adenosina trifosfato (ATP) 3,5 mM,
fosfocreatina 5 mM, NADH 0,25 mM, 4,80 U.A. de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (EC 1.2.1.12), 4,8
U.A. de 3-fosfoglicerato fosfoquinase (EC 2.7.2.3) e 4,8 U.A.
de creatina fosfoquinase (EC 2.7.3.2) foi incubada a 25 °C.
Apds incubacdo, o meio de reacdo foi transferido para
cubeta de quartzo e adicionou-se em seguida 70 pL de
extrato enzimatico, diluido 5 vezes, e a reacdo foi iniciada
adicionando-se 30 pL de ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP)
0,5 mM (concentracdo final na cubeta). A oxidagdo de
NADH foi acompanhada por 5 minutos em
espectrofotometro a 340 nm (adaptado de REID et al.,
1997; SAGE et al., 1988).

ATIVIDADE DA FOSFOENOLPIRUVATO
(PEPC, EC 4.1.1.31)

Para a obtencdo do extrato  enzimatico,
aproximadamente 100 mg de folhas foram macerados
com nitrogénio liquido e 2% de PVPP (p/v) em almofariz
previamente resfriado. O pé fino resultante da maceragdo
foi homogeneizado por 2 min com 0,5 mL de tampao
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), contendo EDTA 1 mM
e PMSF 1 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 14000
g por 25 min a 4 °C e o sobrenadante utilizado na
determinacdo. A atividade enzimatica foi determinada de
acordo com Degl’Innocenti, Guidi e Soldatini (2002). Em
um microtubo foi adicionado 800 pL de meio de reagdo
contendo tampao Tris-HCl 50 mM (pH 7,8), MgCl2 5 mM,
NaHCO3 10 mM, 1,98 U.A. de desidrogenase malica (MDH,
EC 1.1.1.37) e NADH 0,3 mM, sendo a solugdo incubada a
30 °C. Ap0s a incubagdo, o meio de reagdo foi transferido
para cubeta de quartzo e se adicionou em seguida 100 pL
de extrato enzimatico. A reacdo foi entdo iniciada
adicionando-se 100 uL de fosfoenolpiruvato 4 mM
(concentracdo final na cubeta). A oxidagdo de NADH foi
acompanhada por 3 minutos em 340 nm.

CARBOXILASE

As atividades das enzimas PEPC e Rubisco foram expressas
em umol m?s” e as medidas foram realizadas no maximo
déficit hidrico (15° dia de suspens&o da irrigagdo, DHm.) €
apds 6 dias da reidratagdo do substrato (Rec). A relagdo
PEPC/Rubisco foi também avaliada.

ATIVIDADE DA ENzIMA NAD-MALicA (NAD-ME, EC
1.1.1.39)

O extrato enzimatico foi obtido com aproximadamente
200 mg de folhas macerados com nitrogénio liquido e 2%
de PVPP. O material resultante foi homogeneizado com
1,0 mL de tampado MES-NaOH (pH 6,5) contendo MnCl, 5
mM, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, triton x-100
0,05%, glicerol 20% e PMSF 1 mM. O homogeneizado foi
centrifugado a 14000 g por 25 min a 4 °C. Para a atividade
enzimatica, 800 uL de meio de reacdo composto por
tampao MES-NaOH 50 mM (pH 6,5), NAD 4 mM, DTT 5 mM,
MnCl, 10 MM e 10 U.A. de MDH (EC 1.1.1.37) foi incubado a
25 °C. Apds incubacdo, o meio de reacdo foi transferido
para uma cubeta de quartzo e se adicionou em seguida
100 pL de extrato enzimatico diluido 5 vezes, a reacao foi
iniciada pela adicdo de 100 pL de L-malato 10 mM
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(concentracgao final na cubeta) (TRONCONI et al., 2005). O
aumento da absorbancia foi acompanhado por 4 min em
340 nm. Este aumento foi atribuido a descarboxilagdo do
L-malato pela NAD-ME (CHAPMAN e HATCH, 1977). A
atividade da NAD-ME foi expressa em umol m2 s, As
medidas foram realizadas nos mesmos dias das enzimas
de carboxilagao.

ATIVIDADE DA ENZIMA NADP-MALICA (NADP-ME, EC
1.1.1.40)

A obtencdo do extrato enzimatico foi realizada como
descrito para a atividade da PEPC. Para a determinagdo da
atividade enzimatica, 800 uL do meio de reacdo
composto por Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), MgCl, 10 mM e
NADP 0,5 mM foram incubados a 30 °C. Apés a incubacéo,
o meio de reacdo foi transferido para cubeta de quartzo
e foi adicionado 100 pL de extrato enzimatico diluido 5
vezes, a reacao foi iniciada com a adi¢do de 100 uL de L-
malato 4 mM (concentragdo final na cubeta). O aumento
da absorbancia foi acompanhado por 2 min em 340 nm
(MAURINO et al., 1997; BORSANI et al., 2009). A atividade
da NADP-ME foi expressa em pmol m? s, As medidas
foram realizadas nos mesmos dias das enzimas de
carboxilagao.

ATIVIDADE DA  ENZIMA  FOSFOENOLPIRUVATO
CARBOXIQUINASE (PEPCK, EC 4.1.1.49)

Para obtencdo do extrato enzimético, aproximadamente
200 mg de folhas foram macerados com nitrogénio
liquido e 2% de PVPP. O p6 fino resultante da maceracdo
foi homogeneizado com 1,0 mL de tampao Tris-HCl 100
mM (pH 8,0) contendo EDTA 2 mM, MgCl, 5 mM, MnCl, 5
mM, B-mercaptoetanol 5 mM, glicerol 20%, ascorbato
0,5%, PMSF 1 mM e triton-x 100 0,5%. O homogeneizado
foi centrifugado a 14000 g por 25 min a 4 °C e o
sobrenadante utilizado nas andlises. Para a determinacdo
da atividade enzimatica 800 uL de meio de reacdo,
composto por tampao HEPES-NaOH 100 mM (pH 8,0),
MgCl, 2 mM, MnCl, 1 mM, ATP 2 mM, ADP 0,4 mM, NADH
0,35 mM, 5 U.A. de lactato desidrogenase (LDH, EC
1.1.1.27) e 2 U.A. de piruvato quinase (EC 2.7.1.40), foram
incubados a 30 °C. Apds a incubacdo, o meio de reagéo foi
transferido para uma cubeta de quartzo, adicionou-se 100
uL de extrato enzimatico diluido 10 vezes e a reacdo foi
iniciada pela adicdo de 100 pL de oxalacetato 0,5 mM
(concentracado final na cubeta). A oxidacdo de NADH foi
acompanhada por 2 min em 340 nm (MARTIN et al., 2011).
A atividade da PEPCK foi expressa em umol m?2 s, As
medidas foram realizadas nos mesmos dias das demais
enzimas.

As atividades das enzimas NAD-ME, NADP-ME e PEPCK foram
expressas em umol m2 s? e as medidas foram realizadas
no maximo déficit hidrico (15° dia de suspensdo da
irrigacdo, DHma.) € apds 6 dias da reidratacdo do substrato
(Rec).
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso
com parcelas subdivididas no tempo, sendo as causas de
variagdo o regime hidrico (irrigado e deficiéncia hidrica) e
o tempo. Os resultados foram submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA), sendo as médias provenientes de
quatro repeti¢cdes. Quando encontradas diferencas
significativas, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

REsuLTADOS

Durante o periodo de imposicdo da deficiéncia hidrica, as
condi¢cdes ambientais foram adequadas para o
crescimento da cana-de-aglcar, com a temperatura
média do ar variando entre 25 e 29°C e a intensidade
luminosa chegando a DFFFA de 1200 mmol m2s.

Ap0s 15 dias de suspensdo da rega, o potencial hidrico da
folha (¥.) foi reduzido significativamente nas plantas sob
déficit hidrico, chegando a - 2,1 MPa (Figura 1). Apds 6 dias
de reidratagdo do substrato, ¥, aumentou
significativamente, mas esse intervalo de tempo nao foi
suficiente para a recuperacgdo total (Figura 1). A reducao
de ¥, foi acompanhada pela reducdo da fotossintese, da
condutancia estomatica, da transpiracdo e da eficiéncia
do uso da agua nas plantas sob déficit hidrico (Figura 2A,
B, D e E). Apds o periodo de reidratagdo, as plantas
recuperaram-se atingindo valores muito préximos dos
apresentados pelas plantas irrigadas (Figura 2A, B, D e E).
A concentracdo intercelular de CO, se manteve constante
praticamente em todos os dias de medidas, entretanto as
plantas sob déficit hidrico apresentaram maior Ci durante
0 maximo estresse se comparadas as plantas irrigadas
(Figura 2C).
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FIGURA 1. Potencial hidrico (¥.) em folhas de cana-de-aglicar mantidas
hidratadas (Ref) e submetidas ao déficit hidrico (DH). As medidas foram
realizadas ap6s 15 dias de suspensdo da rega (DHmax) e 6 dias ap0s a
reidratagdo do substrato (Rec). Letras mindsculas comparam os
momentos de avaliagdo (DHmax vs. Rec) sob 0 mesmo regime hidrico e as
letras maiusculas os tratamentos (Ref vs. DH) em um dado momento.
Valores médios (n=4) comparados pelo teste de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 2. Variagdo da assimilagdo de CO, (A, em A), condutancia
estomatica (gs, em B), concentra¢do intercelular de CO. (Ci, em C),
transpiragdo (E, em D) e eficiéncia do uso da dgua (EUA, em E) de cana-
de-aglicar mantidas bem hidratadas (Ref) ou submetidas ao déficit
hidrico (DH) pela suspens&o da rega por 15 dias. No 15° dia o substrato
foi reidratado e a recuperagdo (area cinza) das plantas avaliada apés 6
dias. Letras mintsculas comparam os momentos de avaliacdo (0, 5, 15 e
21 dias) sob o mesmo regime hidrico e as letras maidsculas os
tratamentos (Ref vs. DH) em um dado momento. Valores médios (n=4)
comparados pelo teste de Tukey (p<0,05).
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As eficiéncias quanticas potencial e operacional do
fotossistema 1l abaixaram durante o déficit hidrico,
recuperando os valores semelhantes a referéncia apds a
reidratacdo (Figura 3). Considerando as avalia¢Ges
realizadas no maximo déficit hidrico e na recuperacio, as
plantas submetidas a deficiéncia hidrica apresentaram
maior coeficiente de extingdo ndo-fotoquimico quando
comparadas as plantas irrigadas (Figura 4).

Bl Ref[  |DH
A a,A a,A
0,811 : aA ]
f
LLE b,B
L o078 ]
m }
0,75 ‘ ]
a,A aA

b,B

Rec

DH

max

Momento da avaliacéo

FiGURA 3. Eficiéncia quéntica maxima (F./Fy,, em A) e operacional (Fg'/Fy’,
em B) do fotossistema Il em plantas de cana-de-aglicar mantidas
hidratadas (Ref) e submetidas ao déficit hidrico (DH). As medidas foram
realizadas ap6s 15 dias de suspensdo da rega (DHma) € 6 dias ap0s a
reidratacdo do substrato (Rec). Letras mindsculas comparam os
momentos de avaliagdo (DHmax vs. Rec) sob o mesmo regime hidrico e as
letras mailsculas os tratamentos (Ref vs. DH) em um dado momento.
Valores médios (n=4) comparados pelo teste de Tukey (p<0,05).

Independente da avaliagdo e do regime hidrico, ndo
foram observadas alteracbes da atividade da
fosfoenolpiruvato carboxilase (Figura 5A). No entanto,
ocorreu decréscimo da atividade da Rubisco sob
deficiéncia hidrica e a atividade da mesma aumentou e
atingiu valores similares aos da referéncia apds a
reidratacdo (Figura 5B). O déficit hidrico aumentou a
razdo PEPC/Rubisco em cana-de-aglcar e esse efeito foi
revertido pela reidratacdo das plantas, que apresentaram
valores similares entre os tratamentos apds 6 dias de
irrigacdo (Figura 5C). Fato relevante é que as trés enzimas
de descarboxilagdo foram ativas em cana-de-acucar, que
sob deficiéncia hidrica apresentou decréscimo na
atividade da NAD-ME e da NADP-ME quando comparadas a
referéncia (Figuras 5D e 6). No entanto, ndo foi observada
alteracdo significativa da atividade da PEPCK sob déficit
hidrico (Figura 5D) e assim a contribuicdo relativa da
PEPCK na descarbolixacdo foi aumentada. Apds a
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recuperacao, as atividades das enzimas de
descarboxilacdo foram semelhantes entre as plantas
referéncia e as que passaram por déficit hidrico (Figuras
5D e 6).
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FIGURA 4. Coeficiente de extingdo ndo-fotoquimica da fluorescéncia (NPQ)
de plantas de cana-de-aglicar mantidas hidratadas (Ref) e submetidas ao
déficit hidrico (DH). Nao foram encontradas diferencas significativas
induzidas pelo momento de avaliacdo e os dados foram agrupados. Letras
mailsculas comparam os tratamentos (Ref vs. DH). Valores médios (n=8)
comparados pelo teste de Tukey (p<0,05).

DiscussiAo

0 fechamento estomatico decorrente da restricdo hidrica
¢é associado ao baixo ¥, (Figuras 1 e 2B) pode ser
motivado pela perda de turgor foliar e também pelo
aumento da concentracdo de acido abscisico (ABA) nas
folhas (ASLAM et al., 2022; VESELOVA et al., 2005). A
reducdo de g, junto com a inibicao do crescimento foliar
constituem as primeiras respostas das plantas a seca
(MACHADO et al., 2009). De fato, sob estresse hidrico a
fotossintese em plantas C, reduz primeiramente devido
ao fechamento estomatico e em seguida pela reducdo
das atividades da Rubisco e da PEPC (GHANNOUM et al.,
2014).

A relagdo PEPC/Rubisco foi aumentada pelo déficit hidrico
(Figura 5C), em consequéncia da reducao da atividade da
Rubisco (Figura 5B). Esses resultados demonstram a maior
sensibilidade da Rubisco a deficiéncia hidrica, se
comparada a PEPC. Foyer e colaboradores (1998) também
observaram que a PEPC em milho ndo foi afetada pela
deficiéncia hidrica, enquanto Du e colaboradores (1996)
relataram queda na atividade da PEPC em cana-de-aclcar
sob déficit hidrico. Tal desequilibrio pode afetar o fluxo
de metabélitos entre as células do mesofilo e da BFV
(FURBANK e LEEGOOD, 1984), tendo como possivel
consequéncia o aumento de vazamento de CO, das
célular da BFV para o mesofilo, reduzindo assim a
eficiéncia quantica da assimilacao de CO, (KROMDIJK et
al., 2008; VON CAEMMERER e FURBANK, 2003). Um
sistema de concentracdo de CO, eficiente em plantas C, é
baseado na alta relagdo PEPC/Rubisco e reduzido
vazamento do CO, liberado nas células da BFV
(TOFANELLO et al., 2023). Em nosso estudo, ha dados
apenas da relagdo PEPC/Rubisco, que indica o aumento do
suprimento de CO, para as células da BFV em plantas sob
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FIGURA 5. Atividades das enzimas fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC, em A), ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco, em B), relagdo PEPC/
Rubisco (em C) e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK, em D) de plantas de cana-de-aglicar mantidas hidratadas (Ref) e submetidas ao déficit hidrico
(DH). As medidas foram realizadas apds 15 dias de suspensdo da rega (DHma) € 6 dias apds a reidratagdo do substrato (Rec). Letras mindsculas comparam
os momentos de avaliagdo (DH vs. Rec) sob o mesmo regime hidrico e as letras mailsculas os tratamentos (Ref vs. DH) em um dado momento. Valores
médios (n=4) comparados pelo teste de Tukey <0,05).
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FIGURA 6. Atividades das enzimas NADP-mdlica (NADP-ME, em A) e NAD-malica (NAD-ME, em B) de plantas de cana-de-aglicar mantidas hidratadas (Ref) e
submetidas ao déficit hidrico (DH). N&o foram encontradas diferencas significativas induzidas pelo momento de avaliacdo e os dados foram agrupados.
Letras maiusculas comparam os tratamentos (Ref vs. DH). Valores médios (n=8) comparados pelo teste de Tukey <0,05).
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déficit hidrico. Todavia, o fator limitante da fotossintese é
a reducdo da atividade da Rubisco e consequente
inabilidade das plantas em refixar o CO, liberado pelo
mecanismo de concentracao de CO,.

O aumento do vazamento tem como consequéncia o
aumento do custo energético da fotossintese uma vez
que houve a necessidade de duas moléculas de ATP para
a regeneragdo da PEP, o aceptor primario do CO, nas
células de mesofilo (FURBANK, 2011). Este aspecto seria
mais uma consequéncia negativa da deficiéncia hidrica,
que reduziu as atividades de NADP-ME e de NAD-ME, sem
alterar a atividade da PEPCK (Figuras 5 e 6). A manutencdo
da atividade de PEPCK poderia favorecer o balango
energético da fotossintese em condicGes limitantes
(SALES et al., 2018), uma vez que o fornecimento direto
de PEP via PEPCK utiliza menos energia (ATP) se comparado
com as vias em que NAD-ME e NADP-ME predominam.
Nesse Ultimo caso, a regeneragdo de PEP seria realizada
por intermédio da enzima piruvato ortofosfato diquinase
(PPDK) e utilizaria duas moléculas de ATP por CO, fixado
(FURBANK, 2011).

A atividade fotoquimica é essencial para o suprimento de
NADPH e ATP para as reagoes de fixacdo do CO, e a
deficiéncia hidrica reduziu drasticamente essa
capacidade de suprimento energético e de poder redutor
em cana-de-aclcar (Figura 3). Todavia, os danos
fotoquimicos ocasionados pela baixa disponibilidade de
agua foram revertidos apos a reidratagdo das plantas
(Figura 3) e as plantas recuperaram a capacidade de
assimilacdo de CO, (Figura 2A). Um dos mecanismos
fotoprotetores identificados foi o aumento da extingao
ndo-fotoquimica da fluorescéncia (NPQ) sob déficit
hidrico (Figura 4), que representa o aumento da
dissipacdo do excesso de energia de excitacdo no
fotossistema Il pela formacdo de calor, uma reacdo
fisiologica em situacOes de queda do uso de elétrons na
fixacdo de CO, (BAKER, 2008).

Encontramos atividade das trés descarboxilases NADP-
ME, NAD-ME e PEPCK em plantas de cana-de-aglcar,
independente do regime hidrico (Figuras 5D e 6). NADP-ME
e PEPCK apresentaram atividades semelhantes enquanto
que a NAD-ME apresentou uma contribuicdo menor para a
atividade global de descarboxilacdo (Figuras 5D e 6),
confirmando os resultados observados por Sales e
colaboradores (2018) e Caceto e colaboradores (2019).
Em plantas bem irrigadas, a contribuicao relativa das
enzimas NADP-ME, PEPCK e NAD-ME para a descarboxilacao
total foi 48%, 39% e 12%, respectivamente. Esses valores
foram semelhantes aos observados sob deficiéncia
hidrica, ou seja, 44%, 43% e 12%. Dessa forma, PEPCK
aumentou a sua contribuicdo sob deficiéncia hidrica,
passando de 39% para 43%. A flexibilidade entre as vias
de descarboxilagdo também ja foi descrita em outras
espécies C, (FURBANK, 2011; PICK et al, 2011; BELLASIO e
GRIFFITHS, 2014a,b,c; SHARWOOD et al, 2014). Apesar da
NAD-ME apresentar a menor atividade, ela é fundamental
para a via de descarboxilagdo da PEPCK. Na mitocdndria, a
atividade da NAD-ME cataliza a descarboxilacao do
malato, formando piruvato e CO, e gerando NADH, o qual
é utilizado para a fosforilagdo oxidativa. O ATP entdo
produzido é consumido pela PEPCK na reagdo de
descarboxilagdo do oxalacetato a PEP, com liberacdo de
CO, no citossol das células da BFV (FURBANK, 2011). Em
relacio a cana-de-aclcar, também ha indica¢Bes
indiretas a partir da expressdao dos genes de PEPCK e de
NADP-ME nas células da BFV (CALSA JR e FIGUEIRA, 2007),
mas ndo da NAD-ME. A presenca de mais de uma via de
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descarboxilacao pode ser vantajosa para a aclimatacdo
de espécies C, as variagOes das condi¢Ges ambientais
(FURBANK, 2011; BELLASIO e GRIFFITHS, 2014b;
SHARWOOD et al., 2014; SALES et al., 2018, CACETO et al.,
2019).

Os nossos resultados sugerem que a principal enzima
limitadora da fixagdo de CO, sob deficiéncia hidrica em
cana-de-aglcar é a Rubisco (Figura 5B). Embora ocorra
uma queda significativa das atividades da NADP-ME e NAD-
ME, a descarboxilacdo total excede a capacidade de
utilizagdo de CO, pela Rubisco em condigao de déficit
hidrico e assim a menor atividade desta enzima n3o seria
motivada pela baixa concentragédo de CO, nas células da
bainha do feixe vascular.

CoNcLUSAO

1) O processo de descarboxilagdo nas células da BFV da
cana-de-acUcar - etapa fundamental do mecanismo de
concentracao de CO, em plantas C, - ocorre com a
participacao das enzimas NADP-ME, NAD-ME e PEPCK.

2) Embora o decréscimo da fotossintese devido a
deficiéncia hidrica tenha sido associado a reducdo da
atividade fotoquimica e menor abertura estomatica e
suprimento de CO, nas células do mesofilo, podemos
argumentar que a capacidade da PEPC em suprir o
substrato para descarboxilagdo nao foi comprometida.
Sob deficiéncia hidrica e com o menor suprimento de
produtos da atividade fotoquimica, como ATP e NADPH,
houve uma modulacdo das enzimas envolvidas na
descarboxilacao, com reducao das atividades da NADP-ME
e NAD-ME e a manutencdo da atividade da PEPCK - uma via
com menor custo energético.

3) Assumindo que o suprimento de CO, para a Rubisco foi
mantido - indicado pelo aumento da razao PEPC/Rubisco e
pela atividade de descarboxilagdo total - a reducdo da
atividade carboxilase da Rubisco foi a principal limitante
metabdlica da fotossintese em cana-de-aglcar sob
déficit hidrico.
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