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Capacidade fotossintética em cana-de-acucar ¢ limitada por fatores
fotoquimicos, difusivos e bioquimicos

Resumo

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma das principais alternativas para o setor bioenergético,
devido ao seu grande potencial na producéo de fitomassa, determinada pela energia solar que atinge
o dossel das plantas e pelas eficiéncias com as quais esta energia é interceptada pelas folhas e
convertida em fitomassa pela fotossintese. A produtividade das culturas agricolas pode ser
melhorada através do aumento da fotossintese, caracteristica ndo selecionada nos programas de
melhoramento em cana-de-agucar. O objetivo deste estudo foi investigar as variagoes
fotossintéticas em nove gendtipos de cana-de-acUcar desenvolvidos pelo programa de
melhoramento genético brasileiro entre 1948 e 2006, além das espécies S. officinarum, S.
spontaneum e S. robustum. Em plantas crescidas em casa de vegetacdo, foram realizadas curvas
de resposta fotossintética ao aumento do CO> e estimadas varidveis fotossintéticas. Atividades in
vitro e in vitro da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco, Vemax) € da
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC, Vpmax) também foram avaliadas. Os geno6tipos de cana-de-
acucar estudados diferiram significativamente quanto a assimilacao liquida de CO2 em condigdes
normais (ACOy) e saturante de CO: (Amax), mas ndo apresentaram aumento da capacidade
fotossintética de acordo com o ano de hibridacdo, uma vez que ndo foi encontrado padrdo de
incremento fotossintético entre 0s materiais mais antigos e modernos pela analise de cluster.
Enquanto S. spontaneum, 1AC87-3396 e RB83-5486 apresentaram as maiores Amax € ACO, 0
genotipo IACSP94-2094 apresentou valor 36% inferior para ambos. A diferenca encontrada na
ACO, estd fortemente correlacionada com fatores fotoquimicos, difusivos e bioquimicos
determinantes da fotossintese, com variacdo da herdabilidade entre 0,74 (quenching nao
fotoquimico) a 0,97 (ACO2). Ndo houve relacdo de ACO, com o acumulo de fitomassa, 0 que
indica a variacdo da atividade fotossintética ao longo do dossel vegetativo. Mesmo a cana-de-
acucar sendo uma planta C4, o aumento da concentracdo atmosferica de CO, de c,=40 para 150Pa
elevou a taxa fotossintética dos gen6tipos estudados em 11% e apresentaram limitacdo estomatica
de 10%. A menor razao Vpmax:Vemax, implica em menor propor¢do CO2:0, em entorno do sitio de
acdo da Rubisco, podendo diminuir a eficiéncia fotossintética. O teor de nitrogénio foliar é de
fundamental importancia para maximizar a ACO2 em Saccharum spp., pelo fato deste elemento ser
o principal constituinte das enzimas fotossintéticas primarias, limitantes da fotossintese. Estes
resultados sugerem que a saturacdo da Rubisco ndo é atingida em valores de ca sob condicdes
ambientais, limitada pela PEPC e pelo controle da resisténcia estomatica, evidenciado pela
limitacdo estomatica. Este estudo demonstrou-se significativa variacdo genotipica natural na
capacidade fotossintética e no acimulo de fitomassa, sugerindo a possibilidade de aumento da
produtividade em cana-de-agUcar por meio de melhorias na atividade fotossintética, ponto chave a
ser explorado pelos programas de melhoramento genético.

Palavras chaves: Saccharum spp., fotossintese, produtividade.
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Photosynthetic capacity in sugarcane is limited due photochemical, diffusive
and biochemical traits

Abstract

Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the main alternatives for the bioenergy sector due to its great
potential for phytomass production, determined by sunlight energy that reaches in plants and the
efficiency with which this energy intercepted is converted into phytomass by photosynthesis. Thus,
the crop yield could increase by developing cultivars with high photosynthesis, a trait not selected
in sugarcane breeding programs. The aim of this study was to investigate the photosynthetic
variations in nine sugarcane genotypes developed by Brazilian breeding between 1948 and 2006,
beyond the species Saccharum officinarum, S. spontaneum and S. robustum. In plants grown in
greenhouse, CO; response curves of photosynthesis were performed and key photosynthetic traits
were estimated. In vitro and invivo activities of ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/ oxygenase
(Rubisco, Vemax) and phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC, Vpmax) Were also evaluated. The
sugarcane genotypes differed significantly in terms of CO> assimilation at normal (ACO) and
saturated conditions of CO2 (Amax), but did not show high photosynthetic capacity according to the
hybridization year, once no photosynthetic pattern was found among the older and modern
materials by cluster analysis. While S. spontaneum, 1AC87-3396 and RB83-5486 presented the
highest Amax and ACOg, the genotype IACSP94-2094 showed value 36% lower for both. The
difference found in ACO: is strongly correlated with photochemical, diffusive and biochemical
traits that determine photosynthesis with heritability varying from 0.74 (non-photochemical
quenching) to 0.97 (ACO.). ACO- did not show relationship with phytomass production, which
indicates variation of ACO; along the plant canopy. Even though sugarcane being a C4 plant, the
increase of the atmospheric CO concentration from c,=40 to 150Pa boosted the photosynthetic
rate of the genotypes in 11% and presented stomatal limitation of 10%. The lowest Vpmax:Vcmax
ratio implies in lower CO2:0O; ratio around the Rubisco active site, which can reduce the efficiency
of photosynthesis. The leaf nitrogen content is important to maximize ACO; in Saccharum spp.,
due this element be the main constituent of primary photosynthetic enzymes, which can limit
photosynthesis. Our results suggest that saturation of Rubisco is not achieved at ca. under
environmental conditions, being limited by PEPC and by the stomatal resistance, highlighted by
stomatal limitation. This study shown a significant natural genotypic variation in photosynthetic
capacity and phytomass accumulation, suggesting the possibility of increasing the sugarcane yield
through improvements in photosynthesis, a key point to be explored by breeding programs.

Keywords: Saccharum spp., photosynthesis, yield.
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento da populacdo mundial, hd aumento concomitante da demanda por
alimentos e por fontes energéticas renovaveis, havendo a necessidade de aumento da producédo
agricola (Ray et al., 2013; Salter et al., 2019). A expanséo das fronteiras agricolas para aumentar a
producdo é uma possibilidade, porém nao é uma solucdo sustentavel. Logo, a adocao de plantas
com elevada eficiéncia na conversdo da energia solar em fitomassa pode contribuir para a maior
producdo agricola.

A cana-de-acgucar é uma das principais alternativas para o setor de bioenergia devido ao seu
grande potencial para producdo de fitomassa. Este potencial € determinado pela energia solar que
atinge as plantas e pela eficiéncia na qual esta energia é convertida em fitomassa por meio da
fotossintese. Apesar de a produtividade da cana-de-aclcar da década de 60 até os dias atuais ter
aumentado 45%, isto é, de 55 para 80 toneladas por hectare devido em parte ao melhoramento
genetico e a praticas fitotécnicas (Landell, 2003), esta produtividade pode ser muito incrementada,
podendo atingir 380 toneladas por hectare, com a producdo de matéria seca excedendo as 100
toneladas por ano (Waclawovsky et al., 2010; Magalhées Filho, 2014).

Em teoria, aproximadamente 6% da radiacao solar global pode ser convertida em fitomassa
(30g MJ ) pelas plantas C4 (Zhu et al., 2008), determinando o crescimento e a produtividade
agricola (Lawlor, 1995; Long et al., 2006; Marchiori et al., 2010). Na pratica, as culturas comerciais
atingem uma eficiéncia de conversdo (ec) da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) ao redor de
2,5 g MJ?, o que representa 0,5% da energia total disponivel. Devido a esse potencial inexplorado
em termos de eficiéncia da conversdo da luz incidente em fitomassa, a selecdo de plantas que sejam
mais eficientes na conversdo da luz por meio da fotossintese (Marchiori et al., 2010) seria uma
forma de aumentar a producdo de fitomassa e teria grande relevancia em programas de
melhoramento genético.

A ec é determinada pelo balanco entre a fotossintese e as perdas respiratorias que ocorrem
em toda planta, estando estritamente relacionada a fotossintese, ou seja, maior fotossintese deve
implicar em maior produtividade. As culturas agricolas tém elevado seu indice de produtividade
devido a melhorias no uso mais eficiente de nutrientes, tolerancia ou resisténcia a pragas e doencas
e ao seu potencial genético (Zhu et al., 2010). Essas inovacdes genéticas ocorridas na cana-de-

acucar ndo levaram em consideracéo as caracteristicas fisiologicas, como assimilacao fotossintética



de CO2 (ACO) por unidade de area foliar, que esta intrinsicamente relacionada a produtividade da
cultura. Nesse contexto, programas de melhoramento tém se direcionado com o desenvolvimento
de variedades de cana-de-aclcar com producdo satisfatoria em ambientes restritivos, sem
considerar o ponto de vista fisioldgico (Sambatti e Caylor, 2007; Lopes et al., 2011), uma vez que
plantas adaptadas a estresses ambientais podem ter reducdo das taxas de crescimento, o0 que
minimizaria ganhos produtivos significativos das culturas (Sage e Zhu, 2011).

Em cana-de-aclcar, ndo ha informaces como ou se a fotossintese sofreu alteracfes em
funcdo das estratégias adotadas pelo melhoramento genético. Essa possivel varia¢do fotossintética
durante o melhoramento, faz de ec um fator com potencial para o incremento da produtividade
agricola atual, e por isso, € um aspecto importante a ser considerado pelos melhoristas na busca
por cultivares mais produtivos (Jackson, 2005; Singels, 2005).

Jackson et al., 2016 e Li et al., 2017 identificaram significativa variabilidade genética em
diferentes gen6tipos do complexo Saccharum (Saccharum spp., Erianthus spp. e Miscanthus spp.)
relacionada a atividade fotossintética. Isso demonstra que a fotossintese pode ser uma caracteristica
com potencial herdabilidade e aplicabilidade nos programas de melhoramento genético na selecao
de materiais mais produtivos. O melhoramento podera ser direcionado para 0 aumento da taxa
fotossintética, por meio do cruzamento de gendtipos com elevada fixacdo de matéria seca,
altamente produtivos. Para isso € necessario ter uma planta com satisfatoria area foliar associada e
elevada capacidade fotossintética por unidade de area foliar.

Em plantas C4, sdo propostas varias estratégias para aumentar a assimilagdo de CO> por
unidade de area foliar (von Caemmerer e Furbank, 2016) como aumento da atividade das enzimas
piruvato ortofosfato diquinase (PPDK), fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) e ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) e nos processos envolvidos no influxo de CO; para as
células do mesofilo. O objetivo deste estudo foi testar a hipdtese que o melhoramento genético em
cana-de-agucar selecionou de forma ndo intencional o aumento da capacidade fotossintética e quais
sdo os fatores fisioldgicos responsaveis por sua variacdo natural em doze gendétipos brasileiros
lancados entre 1948 e 2006 com a expectativa de que tais informacdes possam ser incorporadas em
futuros programas de melhoramento para auxiliar na sele¢do de caracteristicas associadas a maior
capacidade fotossintética e de producdo de fitomassa uma vez que essas caracteristicas tém

potencial capacidade de serem transmitidas aos seus descendentes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana de Acucar: Produtividade e Fotossintese

A cana-de-agucar (Saccharum spp., Poaceae) € considerada uma das grandes alternativas
para o setor de biocombustiveis devido ao grande potencial na producéo de etanol e aos respectivos
subprodutos. O uso da cana-de-agUcar na matriz energética brasileira vem se tornando cada vez
mais importante, sendo atualmente responsavel por 17,5% de toda a energia gerada (Brasil, 2017).
Tamanha producdo de fitomassa é possivel devido ao fato de o Brasil estar localizado em uma
regido do globo terrestre que apresenta condi¢des edafoclimaticas favoraveis ao desenvolvimento
da cultura (Conab, 2018).

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agUcar, produzindo 633,26 milhdes de
toneladas na safra de 2017/2018, atingindo 27,76 bilhdes de litros de etanol hidratado e 37,87
milhdes de toneladas de agucar (Conab, 2018). A elevada produtividade da cana-de-acUcar pode
ser explicada por sua adaptabilidade aos climas tropical e subtropical Umido, em que a
disponibilidade térmica e hidrica potencializa as taxas de crescimento da cultura por um periodo
superior ao de 24 meses. Sua densa area foliar também é capaz de absorver grande parte da energia
disponivel por meio do ciclo fotossintético C4 (Irvine, 1983).

A cana-de-agUcar é uma planta com metabolismo fotossintético C4, em que a fixagéo inicial
de carbono ocorre em uma molécula de quatro carbonos pela fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPC), nas células mesofilicas. Os &cidos resultantes sdo transportados para as células da bainha
vascular e depois descarboxilados pelas enzimas malicas dependente de NADP (NADP-ME) e de
NAD (NAD-ME) e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (Sales et al., 2019). Como
consequéncia, ha um aumento em concentracdo de CO2 no sitio de reacdo da Rubisco, responsavel
pela fixacdo final do carbono (Hatch et al.,1995, Yin et al., 2016).

O metabolismo C4 satura de CO: o sitio de acdo da Rubisco, diminuindo ou impedindo que
ocorra a fotorrespiracdo, proporcionando uma alta taxa de assimilacdo de CO». A assimilacao de
CO; da cana-de-agtcar pode alcancar valores proximos de 63 pmol CO2 m2s?, atingindo até 40 g
de fitomassa m dia*, sendo grande parte do carbono direcionado aos colmos (Moore e Maretzki,
1996; Magalhaes Filho, 2014). Isso explica como a cana-de-acUcar possui elevada capacidade de

sintetizar fitomassa ao compara-la com plantas de metabolismo fotossintético do tipo C3 (Ort e



Long, 2014; Yin et al., 2016) em condicdes de elevadas temperaturas, motivo pelo qual espécies
C4 sdo preferidas como matéria-prima para producao energética sustentavel em condigdes tropicais
(Heaton et al., 2008; Slattery e Ort, 2015).

A producdo de fitomassa (PP) é determinada pela energia solar que atinge o dossel das plantas
(Qrar) € pelas eficiéncias com as quais esta energia € interceptada (i) e convertida em fitomassa
(ec) (Robertson et al., 1996; Zhu et al., 2010):

PP =Y Qrar. el. €C. ep, (1)

sendo > Qpar 0 Somatério da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) incidente ao longo do ciclo
da planta (Gj m™); «i, a eficiéncia de interceptagdo de PAR pelo dossel vegetativo (adimensional);
ec, a eficiéncia de conversio de PAR em fitomassa (g MJ?); e ep, a eficiéncia de particdo
(adimensional), que representa o indice de colheita dada pela razdo da massa de colmos /massa
total da planta.

Em teoria, aproximadamente 6% da radiacdo solar global é convertida em fitomassa (30 g
MJ1) pelas plantas C4 (Zhu et al., 2008), determinando o crescimento e a produtividade agricola
(Lawlor, 1995; Long et al., 2006; Marchiori et al., 2010). Na pratica, as culturas comerciais atingem
somente sc ao redor de 2,5 g MJ %, o que representa 0,5% da energia total disponivel. Devido a esse
potencial inexplorado em termos de eficiéncia da conversdo da luz incidente em fitomassa, a
selecdo de plantas que sejam mais eficientes na interceptacdo (ei) e conversdo da luz (ec)
(Marchiori et al., 2010) seria uma forma de aumentar a producgdo de fitomassa e teria importancia
em programas de melhoramento genético (Foulkes et al., 2011; Reynolds et al., 2012; Driever et
al., 2014). Em relacdo a ep em cana-de-agucar, foi demonstrado que esta ja atingiu um alto valor,
ao redor de 0,9 (Machado et al., 1982; Magalhées Filho et al., 2014), sendo reduzidas as chances
de ganho significativo.

Comparando-se diversos cultivares de cana-de-aglcar, as maiores produtividades foram
observadas em plantas que apresentaram rapida cobertura do solo e um dossel que interceptava
eficientemente a energia solar, ou seja, em cultivares com i elevados (Irvine, 1975). A i é
determinada pela velocidade de desenvolvimento do dossel, absorcdo de luz pelas folhas,
longevidade do dossel, tamanho e arquitetura (Zhu et al., 2010), caracteristicas dependentes da

cultivar e do adensamento de plantio (Machado et al., 1982; Robertson et al., 1996; Tejera et al.,



2007; Magalhées Filho, 2014). Assim, cultivares que tem maior velocidade de crescimento do
dossel vegetativo apresentam maior produtividade (Irvine, 1975). A cana-de-agucar de ano requer
aproximadamente 150 dias para desenvolver um dossel para maxima intercep¢do de PAR (~90%)
incidente, permanecendo assim até a maturacdo, onde ocorre queda de folhas por senescéncia,
diminuindo a interceptacdo de radiacdo (Machado et al., 1982; Magalhdes Filho, 2014). Portanto,
o0 problema especifico neste topico é a baixa eficiéncia de interceptacdo de PAR nas fases inicial e
final do ciclo de algumas variedades de cana-de-aglcar, o que limita a produtividade agricola.

A gc é determinada pelo balango entre a fotossintese e as perdas respiratorias que ocorrem
em toda planta, estando estritamente relacionada a fotossintese, ou seja, maior fotossintese deve
implicar em maior produtividade. Em relacdo a cana-de-agUcar, ndo ha informacdes disponiveis
sobre como ou se a fotossintese foi alterada em funcédo das estratégias de melhoramento genético.
Os estudos publicados séo dedicados a avaliacdo da fotossintese da cana-de-agtcar em condi¢des
de campo ou controladas (Irvine, 1975; Tejera et al., 2007; Marchiori et al., 2010, 2014; Sales et
al., 2019) e ndo ha inferéncia sobre a possivel influéncia dos programas de melhoramento genético
na fotossintese.

Considerando varias medidas realizadas sob saturacdo luminosa em condi¢cdes ambientais
ndo restritivas, percebe-se uma alteracdo da fotossintese por unidade de area das cultivares
desenvolvidas no Brasil (Figura 1). Em cana-de-agucar, devido a essa possivel variacdo
fotossintética durante o melhoramento, ec ¢ um fator com potencial para o incremento da
produtividade agricola atual, e por isso, esse € um aspecto importante a ser considerado pelos
melhoristas na busca por cultivares mais produtivos (Jackson, 2005; Singels, 2005; von Caemmerer
e Furbank, 2016).

Apesar da cana-de-acUcar ser uma planta de ciclo fotossintético C4, baixas taxas
fotossintéticas (proximas de 20 umol m s) sdo observadas em campo mesmo sob condigdes n&o
limitantes, em cultivares comerciais como IACSP95-5000 e IACSP95-3028 (Souza et al., 2008;
Marchiori et al., 2010; Magalhées Filho, 2014). Em geral, estas medidas de fotossintese sdo feitas
em folhas do estrato superior do dossel expostas a luz, porém muitas folhas encontram-se sob
condigdes de baixa incidéncia de radiacdo, devido ao auto sombreamento (Marchiori et al., 2010;
2014; Sales et al., 2019). Desse modo, estudos abrangendo fotossintese e produtividades devem

considerar essa realidade na qual as folhas podem aclimatar-se a luz (Sales et al., 2019). Folhas do



interior do dossel, com alta eficiéncia de conversdo poderiam contribuir significativamente para o

ganho de carbono na planta.
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Figura 1- Assimilacdo liquida de CO2 (ACOz) em genotipos de cana-de-agucar crescidos em
condi¢cdes de campo sem ocorréncia de estresse bidtico ou abidtico. Os genotipos mais antigos
estdo no lado esquerdo e 0s mais novos no direito. Materiais oriundos de cruzamentos entre 1948
e 1996. Ribeiro, 2018 (informacao pessoal).

2.2 Cana-de-agucar: Melhoramento Genético

Os primeiros cruzamentos de Saccharum spp. foram realizados em Java e em Barbados, no
ano de 1888, através das observacdes de que a cana de acUcar produzia sementes vidveis
(Stevenson, 1965). Ming et al. (2006) classificou em cinco grupos, o historico das hibridacdes em
cana-de-acgucar:

a. Cruzamento entre a mesma espécie de canas nobres (S. officinarum): produziram novos
materiais, preservando as principais caracteristicas de seus progenitores. Estes cruzamentos
visaram a obtencao e selecao de progénies para a producao de acgUcar. Os gendtipos obtidos
possuiam pouco perfilhamento e elevada suscetibilidade a pragas e doencas, 0 que
estimulou a ampliagdo da base genética para melhoria da adaptabilidade e
resisténcia/tolerancia a estresses bioticos e abioticos (Stevenson, 1965). Tiveram grande

importancia para a producao agucareira no inicio dos anos de 1900.



b. Nobilizacdo da espécie selvagem S. spontaneum: realizado nas décadas de 1920-30 através
da transferéncia de todos os cromossomos da S. officinarum para os novos descendentes
(progénies vigorosas e com elevado perfilhamento) deste cruzamento, em F1 ou no
retrocruzamento com S. officinarum, preservando 0s cromossomos da cana nobre e
acrescendo os gametas do parental masculino (S. spontaneum) (Bremer, 1961; Irvine,
1999).

c. Cruzamento entre os materiais nobilizados para a producéo de hibridos: com inicio
na década de 1930, produziram variedades de vigor elevado, com melhor rebrota e
perfilhamento e menor suscetibilidade a pragas e doengas. Foram extremamente
importantes para a producéo agucareira até 1960.

d. Cruzamentos entre hibridos para a obtencéo das cultivares modernas: predominante a
partir de 1950, foram responsaveis pela introdugdo dos genes das espécies cultivadas S.
barberi e S. sinensis e da espécie selvagem S. robustum, tendo esta Ultima grande destaque
no desenvolvimento de cultivares comerciais brasileiras. Estes cruzamentos eram
realizados com o objetivo de selecionar caracteristicas agrondmicas desejaveis das
variedades comerciais, como o0 elevado teor de aclcares nos colmos, rebrota e
perfilhamento vigorosos.

e. Cruzamentos para o aumento da base genética: se deveu ao fato de grande parte dos
materiais disponiveis no mercado mundial serem oriundas de 15 a 20 genotipos
desenvolvidos pelos programas de nobilizacdo javaneses e indianos (Roach, 1989). A
pequena base genética atual das populacdes melhoradas de cana-de-agUcar, devido a
selecdo direcionada ser realizada por mais de cem anos, diminuiu a diversidade genética
(Walker, 1987). Para esse fim, clones selvagens, diferentes dos utilizados em Java e na
india foram incorporados em clones semicomerciais na década de 1980 e vem sendo
incorporados atualmente em pools génicos de populacdes em selecdo comercial pelos
programas de melhoramento genético, para a obtencdo de cultivares cada vez mais

produtivas (Kennedy e Rao, 2000).

Existe grande diferenca entre as espécies quanto a producéo de sacarose e de fitomassa, sendo
que a S. officinarum (cana nobre) destaca-se pela elevada producéo e armazenamento de sacarose

(25% da matéria fresca) e baixo teor de fibras nos colmos, enquanto as demais espécies possuem



elevado teor de fibra e baixo teor de sacarose nos colmos (~2% da matéria fresca) (Moore et al.,
2014). Atualmente, as variedades comerciais desenvolvidas pelos programas de melhoramento
genético sdo hibridos inter ou intraespecificos (cruzamentos de S. officinarum, S. spontaneum, S.
barberi e S. robustum) oriundas principalmente do cruzamento de S. officinarum (~70-80%) e a
espécie selvagem S. spontaneum (~10-20%), com contribuicdes de S. robustum, S sinense e S.
barberi (Landell e Bressiani, 2010; Moore et al., 2014). A espécie S. spontaneum apresenta taxa
fotossintética 30% superior, menor acimulo de sacarose, crescimento e perfilhamento vigoroso e
maior resisténcia a estresses abidticos e bidticos se comparada com a S. officinarum (Irvine, 1975).

As culturas agricolas tém elevado seu indice de produtividade devido a melhorias no uso
mais eficiente de nutrientes, tolerancia ou resisténcia a pragas e doencas e ao seu potencial genético
(Zhu et al., 2010). Essas inovacOes genéticas ocorridas em cana-de-aglcar ndo levaram em
consideracdo as caracteristicas fisiologicas da planta, como assimilagdo fotossintética de CO- e
area foliar, que estdo intrinsicamente relacionadas & produtividade da cultura. Nesse contexto,
programas de melhoramento tradicional tém se preocupado com o desenvolvimento de variedades
de cana-de-agucar com producdo satisfatoria em ambientes adversos, direcionando a selecdo de
novos materiais para as seguintes caracteristicas (Almeida, 2010; Barbosa, 2012; de Moraes et al.,
2015):

a. Resisténcia a pragas e doencas: visando a reducdo do uso de defensivos na cultura,
diminuindo os custos de producdo e propiciando maior competitividade no mercado
sucroalcoleiro.

b. Produtividade: relacionada principalmente com o teor de agUcar armazenado nos colmos
e no aumento da densidade de colmos por hectare.

c. Epoca de maturacéo: obtencdo de variedades de ciclo hiperprecoces, precoces, médias e
tardias, de forma a maximizar a producgéo de fitomassa ao longo da safra.

d. Teor de fibra: essencial para a producdo de energia elétrica consumida nas refinarias,
sendo desejado teores de fibra em torno de 12 a 13%. Em usinas produtoras de etanol de
segunda geracdo € requerido gendtipos com alta produtividade e qualidade de fibras
superior aos convencionais.

e. Velocidade de crescimento e perfilhamento: propicia maior densidade de colmos por

area, além de minimizar a competi¢cdo com plantas invasoras.



f. Auséncia de florescimento: evitar danos a qualidade da fitomassa colhida no campo,
devido ao consumo de agUcares durante o florescimento, o que acarretaria perdas na
producéo de agucar e alcool.

g. Habito de crescimento ereto: acarreta na formagdo de canaviais uniformes, facilitando a
colheita mecanizada.

h. Despalha facil ou natural: permite fornecer para usina matéria-prima de excelente
qualidade, livre de impurezas, facilitando o processamento.

i. Brotacdo e longevidade: por se tratar de uma cultura semiperene, é desejado uma boa
rebrota do canavial ao longo das safras, com elevada densidade de colmos por hectare e
grandes produtividades.

J. Adaptabilidade e estabilidade ao ambiente de cultivo: caracteristica relacionada a
capacidade que cada gendtipo possui em se adaptar em ambientes favoraveis ou restritivos,
apresentando previsibilidade de producéo.

k. Resisténcia/tolerancia a estresses abioticos: capacidade da cultura em produzir sob

condicdes adversas, como tolerancia a seca e ao frio.

N&o estd elucidado se o melhoramento de cana-de-aclcar, por meio da selecdo das
caracteristicas anteriormente descritas reduziu, elevou ou manteve inalterada a atividade
fotossintética por unidade de area foliar dos genétipos comerciais mais produtivos, com
expressivas melhorias no indice de colheita e no periodo de crescimento (Lawlor, 1995; Hubbart
etal., 2007). Embora este conceito seja l6gico e responsavel pela adaptabilidade da cana-de-acucar
no Brasil, devemos considera-la também a partir do ponto de vista fisioldgico (Sambatti e Caylor,
2007; Lopes et al., 2011).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condi¢éo experimental

Foram utilizados trés espécies e nove genotipos de cana-de-agclcar com genealogia
conhecida, obtidos de cruzamentos lancados pelo Instituto Agronémico (IAC), Rede
Interuniversitaria para 0 Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA) e Cooperativa de
Produtores de Cana-de-Actcar e Alcool do Estado de S3o Paulo (Copersucar) (Tabela 1). A
escolha desses materiais se deu pela necessidade de estudar os efeitos temporais do melhoramento
genetico em cana-de-agUcar, o que requer o estudo de gendtipos obtidos em diferentes décadas de
cruzamento. Duas espécies selvagens e uma nobre de cana-de-agUcar também fizeram parte do
experimento.

Mudas pré-brotadas, com trés meses de idade, obtidas por meio de plantio de mini toletes
com uma Uunica gema em tubetes de 180mL foram transplantadas em vasos plasticos, com
capacidade de doze litros e aclimatadas em casa de vegetacdo (Figura 2A), sendo regadas e
fertilizadas, de forma a ndo apresentarem deficiéncia nutritiva e hidrica.

As plantas tiveram crescimento livre, sem a retirada de perfilhos. Os vasos foram preenchidos
com Latossolo vermelho distréfico de textura média e receberam adubagdo recomendada apds
analise da fertilidade do solo (Raij et al., 1997). Cada vaso recebeu 6 g de superfosfato simples
(P20s) e de calcério dolomitico, com poder real de neutralizagdo total 100%, 1 g de cloreto de
potassio (KCI) e 2,4 g de sulfato de amonio (NH4)2SO4. Cinquenta e seis dias apos o transplante,
trés plantas por gendtipo foram selecionadas e transferidas para cdmara de crescimento (Instalafrio,
Brasil), permanecendo por trinta dias nas seguintes condi¢des: fotoperiodo (13 h), temperatura do
ar de 32/25°C (dia/noite), déficit de pressao de vapor do ar (VpdL) menor que 2,0 kPa e Qpar de
1.200 pmol m? s (Figura 2B).
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Figura 2- Gendtipos de Saccharum spp. em casa de vegetacdo aos 56 dias apos transplante (A) e
em camara de crescimento (B).

Tabela 1- Lista dos gen6tipos de cana-de-aguUcar utilizados, com a especificagdo do seu nome, ano
de hibridizacao, genitores e instituicao responsavel.

. Hibridizacéo ) )

Genotipo Nome Genitores Origem
(ano)

1 IAC48-65 1948 CP27108 x ? IAC

2 SP70-1143 1970 IAC48-65 x ? Copersucar

3 SP80-3280 1980 SP71-1088 x H57-5028 Copersucar

4 RB83-5486 1983 L60-14 x ? RIDESA

5 IAC87-3396 1987 SP70-1143 x Co 740 IAC

6 IACSP94-2094 1994 SP84-7017 x ? IAC/Coopersucar

7 IACSP95-5000 1995 SP84-2066 x SP80-185 IAC

8 IACCTCO01-5503 2001 IACSP95-2312 x CTC9 IAC

9 IACCTC06-8126 2006 IACSP95-5000 x IACSP96-6114 IAC

10 S. officinarum (Don Cico) Espécie nobre cultivada

11 S. spontaneum (19-95) )

Espécies selvagens
12 S. robustum (NG 57-055)
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3.2 Resposta fotossintética em fungdo da pressao parcial de COzintercelular (curvas
ACO2x ¢i)

As medidas de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila foram realizadas dentro da cAmara
de crescimento, por meio de um analisador de gases por infravermelho Li-6400 XT (Licor Inc.
Lincoln/NE, EUA) acoplado com um fluorémetro modulado 6400-40 LCF (Licor Inc. Lincoln/NE,
EUA), na folha +1 (folha mais jovem, completamente expandida com ligula aparente).

Antes das medidas de trocas gasosas, as plantas foram aclimatadas ao escuro por 30 minutos,
sendo medidas a fluorescéncia maxima (Fm) e a minima (Fo). Durante as trocas gasosas foi
monitorada a fluorescéncia em estado de equilibrio dindmico (£”), fluorescéncia maxima (Fm’) —
em tecidos aclimatados a condi¢do luminosa e minima (Fo’) ap0s a excitacdo do fotossistema |
(PSI). Com essas variaveis, foi calculada a eficiéncia operacional do fotossistema Il (PSII)
[Fq/Fm’'= (Fm’-F’)I[Fm’], e o coeficiente de extin¢do ndo fotoquimico da fluorescéncia [NPQ =
(Fm - Fm’)[Fm’] (Baker, 2008).

A resposta da assimilagéo liquida de CO2 (ACOz) em funcéo de ci (concentracdo interna de
COy) foi realizada ap6s a aclimatacdo do tecido foliar sob temperatura foliar de 25°C, VpdL de 2,0
kPa e concentracdo de CO, ambiente de 40Pa e Qpar= 2000 umol m~2 s™* por 10 minutos. Ap6s
este periodo, a pressdo parcial de CO2do ar (ca) de entrada da cdmara foi alterada na seguinte
sequéncia: 40, 30, 20, 15, 10, 7,5, 4,5, 40, 40, 50, 70, 100 e 150Pa. As condi¢Ges ambientais durante
as avaliacOes foram: temperatura do ar de 30,6 + 2,0 °C e VpdL de 2,0 + 0,4 kPa. As medidas
foram obtidas quando o coeficiente de variacdo foi menor que 2% (Long e Bernacchi, 2003). Ap6s
5 minutos no escuro foi registrada a respiragdo (Rq). As curvas ACO; x c; foram ajustadas pela

equacao:

AC02 = Amaxe x[l_e-kX(Ci 'Fcoz)]’ (2)
onde Amaxe € a assimilacdo méaxima estimada de CO2, I'co. € 0 ponto de compensagdo de CO, ¢; é
a concentracdo intracelular de COz e k é o coeficiente de ajuste.

Apos ajuste das curvas ACO; x ci, ACO> foi determinada pela atividade fotossintética obtida

na segunda concentracdo de 40Pa. Com base nas curvas ACO2 x ci, foram calculadas a resposta de
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ACO; em funcdo do aumento de ca de 40 para 150 Pa (Lf1s0) e a limitacdo estomatica da fotossintese
(Ls), adaptado de Long e Bernacchi (2003):

Lfi50= [(A1s0-ACO2)/A1s0] *100, 4)
Ls= [(Apot- ACO2)/Apa] *100, 5)

onde Aisoé a ACO2 medida quando ca = 150Pa, Apot € 2 ACO> potencial, medida quando ci=40Pa.

As velocidades de carboxilagdo maxima da PEPC (Vpmax) € da Rubisco (Vemax) in vivo foram

determinadas de acordo com Yin et al., (2011):

Vpmax = slope x(ci + KP)Z/KP, (6)
Vemax = Amax + R, (7)

onde Amax € a assimilacéo liquida maxima de CO2 na curva ACO: x cj, quando ca= 150 Pa, o slope
é obtido por meio da regressao linear (coeficiente de angulacdo) dos trés primeiros pontos da curva
ACO: x ¢j, ci é a concentragdo de CO- interno e Kp é a constante Michaelis-Menten da PEPC para

CO, determinada por meio da equagé&o:

KP= 40xe((1/298-1/(T°f0Iha+273))*68058/8,314) (8)
onde T°folha é a temperatura (°C) da folha +1 no momento da realiza¢&o das trocas gasosas.
3.3 Densidade estomatica

Amostras do terco médio da regido entre nervura e bordo da folha +1 de quatro individuos
de cada genoOtipo de cana-de-agucar estudado foram coletadas e armazenadas em alcool etilico
70%. Foi utilizado o método da impressdo epidérmica com cola instantanea para a determinacgéo

da densidade estomaética nas faces adaxial (DAD) e abaxial (DAB) das folhas, adaptado de Kasumi
etal., (2012).
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3.4 Medidas biométricas

A matéria seca (MS) das folhas (MSf), dos colmos (MSc), das raizes (MSr) e total (MSt)
foram avaliadas no final do experimento. O material vegetal foi seco em estufa com circulacéo
forcada de ar a 60 °C até atingir massa constante. A area foliar (Af) foi medida com um medidor
de area foliar (Li-3000C, Licor Inc. Lincoln/NE, EUA) na mesma data da coleta para MS.

3.5 Atividade de enzimas de carboxilacdo e determinacéo do teor foliar de nitrogénio

Nas folhas realizadas as curvas ACO. x ci, amostras foram coletadas e congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultra-freezer até as determinacdes das atividades das enzimas
de carboxilagdo. Apos as determinacdes das atividades das enzimas PEPC e Rubisco, o material
vegetal restante foi seco, para a determinacdo dos teores de nitrogénio. A analise do nitrogénio
foliar foi realizada pelo método de Kjeldahl descrito por Bataglia et al. (1983) e determinada a

eficiéncia fotossintética do uso do nitrogénio (EUN), conforme Pons e Westbeek, 2004:

EUN= ACO,/(Nroliar X Mfe), 9)

onde ACO; ¢ a assimilagdo liquida de CO2 (mmol m? h%), Nriar € 0 teor foliar de nitrogénio
(mmol kg) e Mfe é a massa foliar especifica (kg m?), [Mfe= (MSf/Af)].

3.5.1 Atividade da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco, EC 4.1.1.39)

Para obtencdo do extrato para determinacdo da atividade enzimatica, aproximadamente 100
mg de folhas foram maceradas 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 tampdo Bicina-NaOH 100 mM (pH 7,8) contendo &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) 1 mM, MgCl> 5 mM, ditiotreitol (DTT) 5 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1
mM e leupeptina 10 uM. A solucdo resultante foi centrifugada a 14 000g por 25 min a 4°C
(adaptado de Scales et al., 2014; Sharkey et al., 1986).
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Uma aliquota de 900 uL de meio de reacdo contendo Bicina-NaOH 100 mM (pH 8,0),
NaHCO3 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), 4,80 U.A. de 3-
fosfoglicerato fosfoquinase (EC 2.7.2.3) e 4,80 U.A. de creatina fosfoquinase (EC 2.7.3.2) foi
incubada a 25 °C, por 10 minutos. Ap6s incubacdo o meio de reacao foi transferido para cubeta de
quartzo e adicionado, em seguida 70 pL de extrato enzimatico, tendo inicio a reagéo, ao adicionar
30 uL de ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP) 0,5 mM (concentracédo final na cubeta). A oxidagédo de
NADH foi acompanhada por 3 minutos em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 340 nm
(adaptado de Sage, et al., 1988; Reid et al., 1997). O estado de ativagdo da Rubisco foi calculado

como a razdo entre as atividades inicial e total.

3.5.2 Atividade da fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC, EC 4.1.1.31)

Para obtencdo do extrato para determinacdo da atividade enzimatica, aproximadamente 100
mg de folhas foram macerados com nitrogénio liquido e 2% de PVPP (p/v) em almofariz
previamente resfriado. O po fino resultante da maceracdo foi homogeneizado por 2 min com 0,5
mL de tampdo 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
determinacao.

A atividade enzimética foi determinada de acordo com Degl’innocenti et al. (2002). Em
microtubo foi adicionado 800 pL de meio de reacdo contendo tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,8),
MgCl2> 5 mM, NaHCO3 10 mM, 1,98 U.A. de desidrogenase méalica (MDH, EC 1.1.1.37) e NADH
0,3 mM e incubado a 30°C. Apo0s incubacdo, o0 meio de reacdo foi transferido para cubeta de
quartzo, adicionando-se em seguida 100 pL de extrato enzimatico. A reacao teve inicio ao ser
adicionado 100 uL de fosfoenolpiruvato 4 mM (PEP, concentracdo final na cubeta). A oxidagéo de

NADH foi acompanhada por 1 minuto em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 340 nm.
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3.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso. Todas as correlagBes fenotipicas
possiveis entre os pardmetros obtidos foram analisadas por meio da correlacdo de Pearson e 0s
dados submetidos aos testes de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (Shapiro e Wilk, 1965),
homocedasticidade de variancias (Hartley, 1950) e a andlise de variancia (ANOVA). Detectada
diferencas estatisticas significativas, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Scott-
Knott (p<0,05).

Também foi realizada analise multivariada de componentes principais (PCA) e observagdes
por clusters (cluster hierarquico, método de ligacdo por médias), considerando variaveis
fotossintéticas e biométricas com o objetivo de identificar grupos genotipicos com caracteristicas
em comum, adaptado de Vitolo et al., (2012). Todas as anélises foram realizadas por meio do
software R (R-versdo 3.5.1). Os gréficos foram elaborados por meio dos softwares OriginPro 8.5
(OriginLab Corporation, Northampton MA, USA) e Minitab® 17 (Minitab Inc. Statistical Software,
Versdo 17, USA).

Para cada parametro fisioldgico submetida a analise multivariada, foram calculadas
variaveis genéticas quantitativas, de acordo com Falconer e Mackay (1996), como a variancia
genotipica (o4%), obtida através do quadrado médio dos gendtipos, a variancia experimental (oe?),
obtida por meio do quadrado médio do residuo, os coeficientes de variacdo genotipico e
experimental (CVs) expressos em porcentagem (CV genotipico= a¢/médiax100; CV
experimental= oge/médiax100, sendo oy e oe 0s desvios-padrGes genotipico e experimental
respectivamente) e a herdabilidade no sentido amplo (H?, proporgéo da variagéo estimada das
médias genotipicas observadas devido a efeitos genéticos; H2= a4%/(a4> + ae?/r), em que r= nimero

de repeticoes).
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4 RESULTADOS

A resposta da atividade fotossintética ao aumento do CO2 atmosférico sob condicdes de luz
saturante (curva ACOzxc;i) foi determinada em 12 gendtipos de cana-de-aglcar, sob condigdes
ambientais controladas. Curvas tipicas de ACO2xc;i de cinco destes genotipos evidenciaram as
diferencas significativas (P<0,01) na atividade fotossintética (Figura 3).

Sob condigdes saturantes de luz e CO, foram observadas variagdes significativas na
assimilacdo liquida maxima de CO (Amax) entre os gendtipos (Figura 4A). Variacdo semelhante
também foi observada na assimilag&o liquida de CO. (ACO2) em condigdes ambientais normais de
CO2 atmosférico, com destaque para 0s genotipos S. spontaneum, IAC87-3396 e RB83-5486, com
ACO:; até 36% superior a S. officinarum e IACSP94-2094 (Figura 4B). N&o houve relagdo entre o
ano de cruzamento dos genotipos e ACOx.

50 - HH
A = — A * ©
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IE 40 - %
© ] ;
g 304 @ % e *
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Q 20| ®
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| @ Rég3-5486
10 _ S. officinarum
§ IACSP94-2094
T ' T ' T - I - I - | .
0 20 40 60 80 100 120

c. (Pa)
Figura 3- Exemplo de variagdo observada em dados médios (n=3 * erro padrdo) de assimilacéo

liquida de CO2 (ACO2) em diferentes concentracdes internas de CO2 (ci) — curva ACO2xc;i a 25°C,
para quatro cultivares de cana-de-agucar.
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Figura 4- Média e variacdo de 12 gendtipos de cana-de-acUcar para assimilacdo liquida méaxima
de CO2 sob concentragdo saturante de CO2 (Amax, A) € assimilacdo liquida de CO2 (ACO2, B)
medido em radiagio fotossinteticamente ativa (PAR) de 2.000 umol m2 s, com pressdo parcial
de CO2 de 40Pa a 25°C. Os geno6tipos foram ranqueados decrescentemente. Letras distintas indicam
diferencas estatisticas entre as médias (Scott-Knott, n=3 * erro padrao, P<0,05).

4.1 Caracteristicas genotipicas associadas as variaveis fotossintéticas

Houve expressiva relacdo entre ACO: e as variaveis fotoquimicas: Fg /Fm’, NPQ; difusivas:
gs, Ls e bioquimicas: atividade in vitro e in vivo das enzimas PEPC e Rubisco (Figura 5), em que
gendtipos S. spontaneum, RB83-5486 e IAC87-3396 apresentaram os maiores valores médios para
as variaveis analisadas. Sendo NPQ nao significativo, os trés gendtipos citados apresentaram maior
variabilidade em ndmeros médios absolutos. A atividade in vitro da enzima PEPC variou
estatisticamente entre os materiais analisados, com S. spontaneum, RB83-5486 e 1AC87-3396
apresentando valores médios 3,93 a 4,50 vezes superiores. Ja a atividade da enzima Rubisco, 0s
materiais S. spontaneum, SP80-3280, RB83-5486 e IAC87-3396 apresentaram as maiores medias,
contrastando com S. officinarum e IACCTC01-5503, com valores medios 2,02 a 2,95 vezes
inferiores (Tabela 2). Ndo houve diferencas no estado de ativacdo da Rubisco (dados ndo
mostrados). As variaveis Vpmax € Vemax diferiram significativamente entre os genotipos (Tabela 2).
De maneira geral, o aumento da concentracdo atmosférica de CO3, sob condi¢Ges normais de
ca=40Pa para c,=150Pa elevou ACO, em média de 11% nos genOtipos estudados e apresentaram
Ls média de 10%. N&o houve diferencas em Lfisg € Ls (dados ndo mostrados).
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Figura 5- Relacdo entre eficiéncia operacional do PSII (Fqg /Fm’, A), coeficiente de extingdo nao
fotoquimico da fluorescéncia (NPQ, B), condutancia estomética (gs, C), limitacdo estomatica da
fotossintese (Ls, D), atividade in vitro da fosfoenolpiruvato-carboxilase (PEPC, E) e ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco, F), velocidade maxima de carboxilagdo in vivo da
PEPC (Vpmax, G) € da Rubisco (Vemax, H) com a assimilagdo liquida de CO2 (ACO, obtida a partir
da curva ACO:> x ¢i), em diferentes gendtipos de cana-de-agucar. Correlacdes (r) entre as medias
(n=3 % erro padrao), significancia (P valor) e linha de regresséo estdo apresentados em cada figura.
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Tabela 2- Respiracdo (Rq), condutancia estomatica (gs), velocidade maxima de carboxilacdo da fosfoenolpiruvato-carboxilase (PEPC)
in vivo (Vpmax), Velocidade méxima de carboxilacéo da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) in vivo (Vcemax), atividade
in vitro PEPC e Rubisco, teor de nitrogénio foliar (Nriiar), &rea foliar (Af), densidade estomatica nas faces adaxial (DAD) e abaxial
(DAB) em 12 genotipos de cana-de-agUcar.

Genétipos Ry gs Vpmax Vemax PEPC Rubisco Nfoliar Af DAD DAB
(umol m?2st)  (umol m2s?) (umol m?st) (umol gt MF mint)  (mmol m?) (m?) (mm-?)

IAC87-3396 -1,21b 0,535a 58,31a 52,69a 44,09a 2,00 a 99,87 a 0,587 b 68c 134c
S. spontaneum -1,18 b 0,472 a 64,56 a 47,67 a 38,85a 2,33a 100,56 a 0,564 b 57d 155b
RB83-5486 -141Db 0,427 a 61,18a 4859a 39,29a 20la 102,51 a 0,786 a 66¢c 99e
IAC48-65 -1,18 b 0,414 b 51,14 b 43,72 b 2591b 146 Db 85,87 b 0,854 a 79b 149D
S. robustum -1,24 b 0,453 a 48,61 b 43,73 b 17,08 b 1,40 b 101,22 a 0,668 b 55d 116d
SP70-1143 -1,44 b 0,366 b 55,32 a 42,36 b 25,23 b 1,36 b 79,98 b 0,937 a 54d 115d
IACCTCO01-5503 -1,04 b 0,364 b 50,36 b 40,42 b 16,51b 1,15b 89,77 b 0,708 b 69c 148b
SP80-3280 -1,36 b 0,388 b 43,39 b 43,15b 23,65b 2,3la 89,26 b 0,811 a 65c¢c 113d
IACCTCO06-8126 -0,94 b 0,388 b 55,42 a 40,04 b 11,88b 0,99b 83,78 b 0,882 a 95a 170a
IACSP95-5000 -1,12 b 0,400 b 44,36 b 40,39 b 1392b 1,19b 77,07 Db 0,903 a 58d 115d
S. officinarum -2,24 a 0,326 b 43,99 b 44,15 b 9,89b 0,79b 87,36 b 0,582 b 55d 93e
IACSP94-2094 -1,32b 0,303 b 4551 b 39,21b 27,70 b 151b 79,22 b 0,927 a 75b 163 a

Letras distintas indicam diferencas estatisticas entre médias dos genétipos de cana-de-agUcar (Scott-Knott, n=3 + erro padrdo, P<0,05). Dados derivados da curva

ACO; x ci.
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Os gendtipos IACSP94-2094 e IACCTC06-8126 apresentaram maior densidade estomatica
nas faces adaxial e abaxial, enquanto que S. officinarum a menor (Tabela 2). Expressiva correlagédo
positiva (P<0,01) foi observada entre Lfiso e Ls (Figura 6). Elevado valor de Vpmax € @ razéo
Vpmax:Vemax €5t80  inversamente relacionados a Ls (Figuras 7A e 7C) e Lfiso (Figuras 7B e 7D).

Houve significativa relacdo entre o aumento do teor de Nrliar COM 0 aumento de ACO;
(Figura 8A), Vpmax (Figura 8B) e Vcmax (Figura 8C). Néo foi observada relagdo entre a raz&80 Vpmax
:Vemax €com 0 Nroliar (Figura 8D). Os gendtipos S. spontaneum, S. robustum, IAC87-3396 e RB83-
5486 apresentaram os maiores teores de Nroliar € gS (Tabela 2). Nao houve diferencas significativas
na EUN dos genotipos, com valor médio de 1,47+0,03 mmol mmol? h™. Quanto a atividade
respiratoria (Rq), a espécie nobre S. officinarum diferiu estatisticamente dos demais genotipos
(Tabela 2).

3 T i T i T i T i T i T i T i
50 7,5 10,0 125 150 17,5 20,0
Ls(%)
Figura 6- Relacdo entre limitagdo fotossintética em resposta ao aumento de CO. atmosférico
(Lfis0) com a limitagdo estomatica da fotossintese (Ls), em diferentes genotipos de cana-de-agucar.
Correlacdes (r) entre as médias (n=3  erro padrdo), significancia (P valor) e linha de regresséo
estdo apresentados em cada figura.
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Figura 7- Relagédo entre a velocidade maxima de carboxilacdo da fosfoenolpiruvato-carboxilase
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Figura 8- CorrelagGes entre assimilacdo liquida de CO2 (ACO2, A), velocidade maxima de
carboxilacdo in vivo da fosfoenolpiruvato-carboxilase (PEPC) (Vpmax, B) e da ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) (Vemax, C) € razdo Vpmax:Vemax, (D), com o teor de
nitrogénio foliar (Nrliar) em diferentes gendtipos de cana-de-actcar. Correlagdes (r) entre as médias
(n=3 % erro padrao), significancia (P valor) e linha de regressdo estdo apresentados em cada figura.
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4.2 Biometria

N&o houve correlacdo entre ACO, e a fitomassa acumulada. A massa seca total diferiu
significativamente, com maiores valores para os gendtipos SP80-3280, RB83-5486, IAC94-2094,
IACCTC06-8126, S. spontaneum e S. robustum, médias 31 a 62% superiores. Em valores
absolutos, o genotipo com maior desempenho fotossintético (IAC87-3396) apresentou a menor
média de fitomassa acumulada, enquanto que a IACSP94-2094, com o menor desempenho
fotossintético possui maior média no acumulo de fitomassa. Os genotipos estudados também

apresentaram variagdes significativas no particionamento da massa seca de colmos e folhas (Figura

9).
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Figura 9- Matéria seca total (MSt) particionada entre folhas (MSf), colmos (MSc) e raizes (MSr)
em diferentes genotipos de cana-de-agucar. Letras distintas indicam diferencas estatisticas entre as
médias de cada genotipo para massa seca em cada parte vegetativa. Barras indicadas por * mostram
diferencas estatisticas quanto ao acimulo de MSt (Scott-Knott, n=4 + erro padrédo, P<0,05).
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4.3 Analise multivariada e herdabilidade

O estudo da variacdo da fotossintese, foi melhor explorado por meio da analise de
componentes principais (PCA). Dezesseis parametros fisioldgicos dos doze gendtipos de cana-de-
actcar foram incluidos na andlise de PCA, obtendo-se os graficos de score plot e loading plot
(Figuras S1 e S2), explicando 92,3% da variacdo observada por meio de quatro componentes
principais (Tabela 3). Cada componente principal (PC) evidenciou parte da variagdo obtida e a
correlacionou em diferentes niveis com os fatores analisados. A componente principal 1 (PC1)
explicou a maior parte da varia¢do observada (60%), seguida pela PC2 (19,5%), PC3 (8,5%) e PC4
(4,3%), respectivamente. As variaveis Amax, ACO2, Fq/Fm’, Noliar, Vpmax € Vcmax apresentaram
maior correlagdo com a PC1; Ls, Lfiso € Vpmax:Vemax cOM a PC2; NPQ, Rubisco, MSf e Af com a
PC3; gs, E e PEPC com a PCA4.

Baseando-se na analise de PCA, foi elaborado um cluster hierarquico, de ligacdo média com
cinco agrupamentos com os gendtipos estudados a um nivel de similaridade de 60% (Figura 11).
Os genotipos presentes em cada grupo hierarquico nao tém relagdo com a época de hibridacdo dos
materiais. O cluster | possui a espécie de cana nobre S. officinarum, enquanto o cluster Il apresenta
a espécie selvagem S. spontaneum e o gendtipo IAC87-3396. Ja o cluster Ill é composto pela
espécie selvagem S. robustum e a variedade IACCTCO01-5503. O cluster IV apresenta variedades
hibridizadas entre 1948 até 2006. Por fim, o cluster V apresenta a variedade RB83-5486. Estas
informac@es sugerem fortemente que a fotossintese ndo foi uma variavel selecionada ao longo do
melhoramento genético.

Os cluster Il e IV apresentaram maiores valores de Amax, ACO2, gs, E, Fg /Fm’, Nrotiar, Vpmax,
Vemax, Vpmax:Vemax, PEPC e Rubisco. O oposto foi observado para os parametros Ls e Lfiso (Tabela
4). As variaveis fisioldgicas e biométricas utilizadas nesta andlise multivariada, correlacionaram
positivamente ou negativamente com ACO3, evidenciando ligacdo das variaveis analisadas com a
variabilidade da atividade fotossintética entre 0s genotipos.

Houve elevada variacdo genotipica (CVG) e experimental (CV) para os parametros PEPC,
Rubisco, Ls e Lfiso. A expressiva herdabilidade no sentido amplo (H?) acima de 0,74 foi observada
para os parametros avaliados pela analise multivariada, tendo ACO; apresentado a maior H2 (0,97)

(Tabela 5). Isso evidencia a possibilidade de caracteristicas fisiolégicas em cana-de-agucar
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relacionadas a ACO- serem herdaveis, com potencial aplicacdo nos programas de melhoramento

genetico.

Tabela 3- Correlagao dos parametros fotossintéticos em cada componente principal (PC).
Proporcéo da variancia explicada e proporcao cumulativa da variancia explicada por cada
PC. Amax, assimilacdo liquida méxima de CO2; ACO,, assimilagdo liquida de CO>; gs,
condutancia estomatica; E, transpiracdo; Ls, limitacdo estomatica da fotossintese; Lfiso,
limitacdo fotossintética em resposta ao aumento de CO, atmosférico; Fg /Fm’, eficiéncia
operacional do PSII; NPQ, coeficiente de extincdo ndo fotoquimico da fluorescéncia;
Nroliar, teor de nitrogénio foliar; Vpmax, Velocidade maxima de carboxilacdo da
fosfoenolpiruvato-carboxilase ~ (PEPC) in vivo; Vcmax, Velocidade maxima de
carboxilacdo da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) in vivo; razéo
Vpmax:Vemax; atividade in vitro da PEPC e da Rubisco; MSf, massa seca foliar; Af, area

foliar.

Variaveis PC1 PC2 PC3 PC4

Amax 0,290 0,169 -0,167 -0,091
ACO:2 0,319 -0,006 -0,090 -0,024
gs 0,277 0,060 -0,098 0,407
E 0,264 -0,015 -0,157 0,587
Ls -0,199 0,414 -0,157 -0,162
L fis0 -0,197 0,430 -0,133 -0,111
Fq’/Fm’ 0,306 -0,038 0,088 -0,283
NPQ -0,260 -0,077 -0,346 -0,130
Nroliar 0,281 0,123 0,122 0,181
Vpmax 0,266 -0,255 0,070 -0,249
Vemax 0,282 0,196 -0,165 -0,122
Vpmax:Vemax 0,093 -0,494 0,226 -0,215
PEPC 0,263 -0,039 -0,357 -0,374
Rubisco 0,220 0,006 -0,490 -0,089
MSf -0,182 -0,346 -0,389 0,193
Af -0,197 -0,348 -0,378 0,063
Proporc¢édo de Variancia 0,600 0,195 0,085 0,043
Proporc¢édo Cumulativa 0,600 0,796 0,880 0,923
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Figura 10- Cluster hierarquico, de ligacdo por médias com parametros fisioldgicos e biométricos
de 12 gendtipos de cana-de-agucar.
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Tabela 4- Médias dos agrupamentos em clusters para os parametros fisiolégicos analisados. Os clusters
foram classificados em ordem decrescente para a assimilagéo liquida de CO, (ACO:>).

Cluster Amax ACO: gs E Ls Lfis0 Fq/Fm’ NPQ
11 48,98 43,34 0,503 7,09 8,02 8,64 0,256 1,46
V 47,19 41,91 0,427 6,53 5,59 5,89 0,242 1.59
1 40,93 35,97 0,408 6,27 8,04 9,48 0,216 1,48
v 40,25 34,51 0,376 5,96 10,76 11,90 0,197 1,75
| 41,92 32,92 0,326 5,26 17,67 20,11 0,190 1,71

Cluster Nfoliar Vpmax Vemax  Vpmax: Vemax PEPC Rubisco MSf Af
11 100,22 61,43 50,18 1,23 41,47 2,17 37,48 0,58
Vv 102,51 61,18 48,60 1,26 39,29 2,02 58,96 0,79
Il 95,50 49,48 42,07 1,18 16,80 1,28 46,56 0,69
v 82,53 49,19 41,48 1,19 21,38 1,47 59,79 0,89
I 87,36 43,99 44,16 1,00 9,89 0,79 42,65 0,58

Anmax, assimilagdo liquida maxima de CO, (umol m? s?); ACO,, assimilagdo liquida de CO, (umol m? s?); gs, condutancia
estomatica (mol m? s?); E, transpiracdo (mmol m? s?); Ls, limitagdo estomatica da fotossintese (%); Lfiso, limitacéo
fotossintética em resposta ao aumento de CO- atmosférico (%); Fq /Fm’, eficiéncia operacional do PSII; NPQ, coeficiente de
extingdo ndo fotoquimico da fluorescéncia; Nriiar, teor de nitrogénio foliar (mmol m?); Vpmax, Vvelocidade maxima de
carboxilagdo da fosfoenolpiruvato-carboxilase (PEPC) in vivo (umol m? s); Vemax, Velocidade maxima de carboxilagdo da
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) in vivo (umol m2 s?); razdo Vpmax:Vemax; atividade in vitro da Rubisco
e da PEPC (umol g*MF min™); MSf, massa seca foliar (g MS planta); Af, area foliar (m?).



Tabela 5- Média, coeficiente de variacdo genotipico (CVG), coeficiente de
variagdo experimental (CV) e estimativa da herdabilidade no sentido amplo
(H?) para os para os pardmetros fisiologicos avaliados pela analise
multivariada.

Parametro Média CVG (%) CV (%) H?
Amax 4254~ 16,23 8,54 0,92
ACO: 36,717 19,02 5,30 0,97
gs 0,403 27,42 14,22 0,92
E 6,18"° 20,56 13,89 0,87
Ls 9,99" 60,77 45,68 0,84
Lf1s0 11,148 64,40 45,33 0,86
Fq’/Fm’ 0,213 20,60 10,62 0,92
NPQ 1,64"° 15,70 15,98 0,74
Nfoliar 89,717 17,82 8,27 0,93
Vpmax 51,84 23,79 9,48 0,95
Vcmax 43,84™ 15,89 8,50 0,91
Vpmax:Vemax 1,19 18,11 9,51 0,92
PEPC 24,50 80,48 42,08 0,92
Rubisco 1,54" 57,17 34,55 0,89
MSF 52,37 36,63 18,19 0,92
Af 0,768™ 36,63 22,00 0,89

Amax, assimilacdo liquida maxima de CO, (umol m2 s1); ACO,, assimilagdo liquida de CO,
(umol m2 s); gs, condutancia estomatica (mol m? s?); E, transpiragio (mmol m2 s%); Ls,
limitacdo estomatica da fotossintese (%); Lfiso, limitacdo fotossintética em resposta ao
aumento de CO, atmosférico (%); Fq'/Fm’, eficiéncia operacional do PSII; NPQ,
coeficiente de extin¢do ndo fotoquimico da fluorescéncia; Nroiar, teor de nitrogénio foliar
(mmol m?); Vpmax, Velocidade maxima de carboxilagdo da fosfoenolpiruvato-carboxilase
(PEPC) in vivo (umol m? s%); Vemax, velocidade maxima de carboxilagdo da ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) in vivo (umol m? s); razdo Vpmax:Vemax;
atividade in vitro da Rubisco e da PEPC (umol g'*MF min™); MSf, massa seca foliar (g
MS planta?); Af, area foliar (m?). "P >0,05; “P < 0,05; P < 0,01; ""P < 0,001.
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5 DISCUSSAO

5.1 A variacdo fotossintética € influenciada por fatores fotoquimicos, difusivos e bioquimicos

gue apresentam elevada herdabilidade

Os genotipos de cana-de-agucar estudados ndo apresentaram aumento da capacidade
fotossintética de acordo com o ano de hibridagdo, ndo sendo encontrado padrdo de incremento
fotossintético entre os materiais mais antigos e modernos e agrupados aleatoriamente em clusters
hierarquicos (Figuras 4 e 11). Amax variou entre os genotipos de 37,9 a 51,5 umol m? s (Figura
4A) e ACO> de 32 a 44 umol m? s (Figura 4B). Os elevados valores de ACO2 observados em
Saccharum spp. sdo devidos ao metabolismo fotossintético do tipo C4, que eleva a concentragdo
de CO2 no sitio de acdo da Rubisco, suprimindo a oxigenacdo da ribulose 1,5-bisfosfato,
acarretando limitagdo de consumo do O assimilado pela fotorrespiracdo (Moore e Maretzki, 1996).

A variabilidade da atividade fotossintética em cana-de-agucar também foi relatada por outros
autores, como em Irvine (1967; 1975; 1983), Machado et al. (2009) e Marchiori et al. (2010). Por
outro lado, foi possivel a identificacdo de fatores fotoquimicos, difusivos e bioguimicos
diretamente relacionados a fotossintese (Figuras 5, 6, 7 e 8; Tabela 4). Estes parametros
apresentaram herdabilidade superior a H2=0,74 (Tabela 5), como ACO; (H2=0,97) e gs (H?=0,92),
que possuem valores bastante similares aos obtidos por Jackson et al., 2016 e Li et al., 2017. Isso

evidencia a potencial aplicacdo dessas caracteristicas nos programas de melhoramento genético.

5.1.1 Fatores Fotoquimicos

A ACO:; dos gendtipos estudados respondeu de forma direta ao Fg/Fm’ e inversa ao NPQ
(Figura 5A, B). Maior Fq'/Fm’, que estima a eficiéncia com que a luz absorvida pelo PSII é usada
para reducdo da quinona A, e implica em maior eficiéncia da fixacdo de carbono por quantidade
de luz absorvida, devido ao maior fluxo linear de elétrons, disponibilizando maior quantidade de
ATP e NADPH para a reducdo do CO> a agUcares pelo ciclo de Calvin (Baker, 2008). Menor NPQ
em genotipos com elevada ACO; é explicado pelo fato de este coeficiente estar diretamente
relacionado a dissipacdo do excesso de energia. Mecanismos fotoprotetores sdo ativados para

proteger os complexos antena do excesso de energia e essa energia de excitacdo pode ser dissipada
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na forma de calor, indicado pelo NPQ. Como este processo compete com a fotossintese, reducdes
no NPQ é devido a maior quantidade de energia direcionada para o processo fotossintéetico,
acarretando maior desempenho da fotossintese (Maxwell e Johnson, 2000; Baker, 2008; Kromdijk
etal., 2016). Desta forma, gendtipos com menor NPQ e maior Fg /Fm’ apresentaram maior ACO>
(Figura 5A, B).

5.1.2 Fatores Difusivos e Bioguimicos

Apesar de ter ocorrido variagdo em DAD e DAB nos gendtipos avaliados, ndo se encontrou
relagdo direta entre o numero de estomatos e ACO: (Figura S3 A e B). A relagéo entre atividade
fotossintética e densidade estomatica ainda ndo esta bem elucidada, mas Irvine (1967; 1975)
também ndo encontrou correlacdo entre a ACO> e densidade estomatica em cana-de-agUcar, o que
possivelmente indica a influéncia de outros mecanismos na difusdo de CO, até o sitio de
carboxilacdo da Rubisco.

Schliter et al., (2003) e Biissis et al., (2006) observaram auséncia de correlacdo entre
densidade estomética e ACO, em mutantes da planta C3 Arabidopsis thaliana SDD1 (Stomatal
Density and Distribution). O aumento da densidade estomatica pode ter sido compensado pela
reducdo da abertura estomatica, agindo como um controlador do fluxo de CO; para o interior da
folha. A associacao entre frequéncia de estbmatos e gs (Figura S3 C e D) com variacdo de ACO:
sugere que gs pode ser o fator limitador (Farquhar e Sharkey, 1982), como de fato mostram 0s
resultados na Figura 5C, cuja relacdo entre ACO: e gs € linear e fortemente significativo.

Os estdmatos podem fechar-se parcialmente, diminuindo a porosidade e aumentando a
resisténcia difusiva, enquanto ACO; continuam elevadas devido & alta afinidade da PEPC (Figura
5E, G) com o seu substrato, 0 HCO3". J& Tanaka et al., (2013) encontrou relacdo entre ACO; e a
densidade estoméatica em mutantes de Arabidopsis thaliana, indicando o seu efeito na capacidade
fotossintética, através da regulagdo do processo difusivo de CO:s.

Pelo fato de a cana-de-acUcar ser uma planta C4, possuindo um mecanismo de concentracao
de carbono que opera entre as celulas do mesofilo e as da bainha do feixe vascular, a densidade
estomatica pode ter menos efetividade no processo difusivo de CO, quando comparadas com
plantas C3, que dependem exclusivamente da difusdo do CO, atmosférico até o sitio de acdo da

Rubisco (von Caemmerer e Furbank, 2016). Nesse estudo, Ls apresentou importante fungdo em
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ACO; (Figura 5D), mas pode nao ser o principal fator limitante da fotossintese, uma vez que cindo
estd comprometendo o slope inicial (eficiéncia de carboxilacdo) da curva de resposta ACO; X C;
(Figura 3), regido determinante para se estimar a maxima carboxilacdo do CO. pela PEPC (von
Caemmerer e Furbank, 1999; von Caemmerer, 2000; Bailey et al., 2000). Isso sugere que
limitacdes bioquimicas podem estar modulando de forma mais intensa o processo fotossintético. O
aumento de ACO; esté linearmente relacionado com as atividades das enzimas fotossintéticas
priméarias PEPC e Rubisco e com o teor de nitrogénio foliar (Figuras 5 E-H e 8, Allisson et al.,
1997; Meinzer e Zhu, 1998).

Em cana-de-agucar, a velocidade maxima de carboxila¢do in vivo da PEPC e, principalmente
da Rubisco estéo correlacionadas com os teores de Nriiar (Figura 8), em cuja composicéo utilizam
aproximadamente 15% do nitrogénio (5% PEPC e 10% Rubisco) presente nas folhas (Sage e
Pearcy, 1987; Sage 2002). Como N é um constituinte da clorofila e das enzimas de carboxilacdo
que compdem parte do aparato fotossintético, a relagdo positiva entre ACO2, Vpmax € Vemax €ra
esperada (Meinzer e Zhu, 1998; von Caemmerer e Furbank, 2016). Como em Nose et al. (1994),
n&o houve diferencas significativas na EUN (1,48+0,02 mmol mmol? h').

Elevados valores de ACO: requerem altas taxas difusivas de CO, para 0S espagos
intercelulares e até o citosol das células mesofilicas (Machado e Lagba, 1994). Nas células do
mesofilo o fosfoenolpiruvato (PEP) é carboxilado pela PEPC, formando um &cido de 4 carbonos e
transportados para as células da bainha, onde é descarboxilado, proporcionando alto teor de CO>
no sitio de acdo da Rubisco, e alta eficiéncia (Figuras 5 C, D e 8).

Os gendtipos com menor fotossintese apresentaram maior Ls e menor atividade in vivo de
carboxilagdo da PEPC e Rubisco (Figuras 5G, H e 8). Como a ACO: é proporcional ao produto da
condutancia pelo gradiente de concentragéo de CO2 no espaco intercelular (ci) da folha e o ambiente
(ca) [ ACO2= gsx(ca-Ci)], a reducdo da carboxilagdo do CO2 pela PEPC in vivo, isto é, Vpmax (Figura
7 A e B), possivelmente diminui a concentracdo de CO,em torno da Rubisco (Bailey et al., 2000).
A limitacdo fotossintética em resposta ao aumento de CO2 de 40 a 150Pa (Lfis0) pode ser afetada
pela eficiéncia desse mecanismo de concentracdo (Figura 7 A, B). Maior Lfiso implicariaem menor
eficiéncia desse processo, devido a forte relacdo com a Ls, fator limitante para a fotossintese, que
esta relacionada a resisténcia estomatica de difusdo do CO» atmosférico (Machado e Lagoa, 1994;

Hubbart et al., 2007; Marchiori et al., 2014). Elevada Ls implica em menor capacidade do CO2 em
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difundir-se para os espacos internos dos tecidos vegetais fotossintetizantes, diminuindo a
concentracdo interna de CO2 e consequentemente, de ACO..

Souza et al., (2008) observaram que a elevagédo da concentragdo de CO2 no ar aumentou a
fotossintese em cana-de-aglcar, o que pode ser um indicio da ndo saturacdo da Rubisco nas
condic¢Bes normais de concentracdo de CO2 no ar. De fato, sob maiores concentragdes de CO2 no
ar estes autores observaram maior relagéo ci/ca. Vu et al., (2006) também observaram aumento
entre 10 e 20% na fotossintese sobre elevado teor de COz no ar, sugerindo que tal fato ocorreu
devido a uma resposta positiva da Rubisco, piruvato ortofosfato diquinase (PPDK) e da NADP
malato desidrogenase.

De maneira geral, plantas C4 como o milho (Zea mays L.), a fotossintese maxima € atingida
em valores de pressdo parcial de COz (ca) de 15Pa (Yin et al., 2011). No entanto, as cultivares de
cana-de-agucar aqui avaliadas apresentaram incrementos 11% na ACO. em fun¢do do aumento de
Ca de 40 para 150Pa (Tabela 2), sugerindo que a saturacdo da Rubisco pode néo ter sido atingida
em valores de ca sob condigdes ambientais. De fato, Lfiso esta correlacionada negativamente com a
Vpmax € @ razdo Vpmax:Vemax- A Vpmax relaciona-se a quantidade de CO: “bombeada” para as células
da bainha do feixe vascular (Bailey et al., 2000) e Vpmax:Vemax, cOM 0 equilibrio de saturacéo e
carboxilacdo de CO; pela Rubisco. A menor razéo Vpmax:Vemax, implicaria em menor razdo CO2:0-
ao entorno da Rubisco, acarretando possivel elevacdo da fotorrespiracdo, diminuindo a eficiéncia
fotossintética (Hatch, 1987; Bailey et al., 2000) e o leakiness. Assim, duas caracteristicas poderiam
explicar o aumento de ACO; em geno6tipos de cana-de-agucar ao aumento da concentracdo de CO»
atmosférico: o efeito direto na concentragdo de CO> em torno da Rubisco, limitada pela PEPC
(Ziska e Bunce 1997), aumentando a razdo CO:02 em torno da Rubisco e a limitacéo fisica devido
ao controle da abertura estomatica, evidenciado pela Ls (Souza et al., 2008).

A elevada eficiéncia do mecanismo de concentracdo de CO- nas células da bainha vascular
em plantas C4 esta intimamente associada com o baixo leakiness (Farquhar, 1983; Kromdijk et al.,
2008; Sales et al., 2019), relacionado com o efeito do Nriiar Nas enzimas de carboxilagéo dos ciclos
C3 e C4. O decréscimo do teor de Nroiar reduz a atividade de Rubisco mais rapidamente do que a
PEPC, o que eleva os teores de CO> na bainha do feixe vascular, estimulando o leakiness (Ranjith
et al., 1995; Meinzer e Zhu, 1998; Cerqueira et al., 2019). Para aumentar a concentracdo de CO;
em torno da Rubisco, plantas C4 consomem duas moléculas de ATP pela PPDK na regeneragdo da

PEP a partir do piruvato. Com isso, 0 aumento do leakiness gera um custo adicional de energia
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necessario para reafixar o CO> que é difundido novamente para o mesofilo, tornando o processo
fotossintético menos eficiente (Sales et al., 2019).

A relacdo positiva entre atividade da Rubisco e de Vemax com a ACOz aqui observada (Figura
5F, H) também tem sido reportada outros autores (Hubbart et al., 2007; Driever et al., 2014; von
Caemmerer e Furbank, 2016; Sales et al., 2019), sugerindo que aumento das propriedades
cataliticas de Rubisco pode ter o potencial de melhorar a fotossintese C4 (Ghannoum et al., 2005;
von Caemmerer e Furbank, 2016).

E desejada em espécies C4, como a cana-de-agticar a alta atividade de carboxilacio da PEPC
e Rubisco para o aumento da ACO2 e, a0 mesmo tempo propiciar um equilibrio entre essas enzimas
para que ndo favoreca o leakiness (Peisker e Henderson, 1992). Segundo Saliendra et al., (1996),
caracteristicas genéticas fotossintéticas estdo relacionadas a atividade de carboxilacdo da PEPC e

da Rubisco, o que poderia ser de grande utilidade nos programas de melhoramento genético.

5.2 Biometria

Como em Irvine (1975) e Driever et al., (2014), ndo foi encontrada correlacao entre ACO>
com a producdo de fitomassa. Smith (2004) e Long et al., (2006) argumentam que a atividade
fotossintética pode ndo correlacionar com a quantidade de fitomassa fixada pelas plantas, pelo fato
de ndo se medir a fotossintese total do dossel vegetativo e sim uma pequena area de uma
determinada folha. Além disso, diferencas na morfologia da camada inferior do dossel causam
mudancas na disponibilidade de luz, podendo acarretar maior fotossintese total e producéo de
fitomassa. Isso pode ser obtido através da melhor distribuicdo da radiacao fotossinteticamente ativa
no dossel da cultura, uma vez que os fotossistemas ja operam com elevada eficiéncia (Marchiori et
al., 2010). Essa distribuicdo poderia ser efetivada através da adocdo de plantas com arquitetura que
permitam maior penetracéo e distribuicdo da radiacdo ao longo do dossel. Folhas eretas, presentes
no topo da copa permitem maior penetracdo da energia luminosa, elevando a atividade
fotossintética em até 40% (Long et al., 2006).

A arquitetura do dossel das plantas influencia na quantidade e qualidade de luz absorvida
pelas folhas, promovendo varia¢@es no auto sombreamento (Murchie et al., 1999, Slattery et al.,
2018). Valores muito elevados de indice de area foliar (m? de folha/ m? de solo) resultam em menor

eficiéncia de conversdo de energia em biomassa uma vez que menor disponibilidade de PAR nas
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folhas localizadas na parte inferior do dossel ocasiona senescéncia precoce (Tejera et al., 2007).
Dessa forma, a maneira mais adequada para se obter a relacéo entre producédo de fitomassa vegetal
seria a producdo fotossintética por meio da avaliagdo de forma integrativa da atividade
fotossintética ao longo de todo o dossel vegetativo. Além disso, o atual processo de selecdo para
obtencdo de novos materiais comerciais € direcionado para a produtividade em ambientes
restritivos e ndo para o incremento da atividade fotossintética (Sambatti e Caylor, 2007; Lopes et
al., 2011).

A producdo de fitomassa é determinada por processos integrados na dimensdo do dossel
vegetativo (Inman-Bamber et al., 2008) que favorecem a interceptacéo da energia solar, como o
indice de area foliar, arquitetura e duracéo da area foliar (Lawlor, 1995; Long et al., 2006). De
maneira geral, a area foliar (Af) esta relacionada negativamente com ACO- (r=-0,55; p=0,06; dado
ndo mostrado), Fg /Fm’, Nroliar € Vemax € positivamente com o NPQ (Figura S4). 1sso mostra que as
reservas internas de N em Saccharum spp. sdo consumidas a medida que o dossel comecga a se
expandir, resultando numa menor concentracdo foliar deste nutriente, uma vez que se encontra
“diluido” em uma area foliar maior (Wood et al., 1996). Este efeito compromete o desempenho das
enzimas fotossintéticas primarias, o que acarreta em menor ACO2 e maior dissipacdo da energia
absorvida sob a forma de calor. Assim, 0 melhoramento genético poderia direcionar a selegdo para
genotipos com caracteristicas relacionadas a elevada ACO; e Af, o que poderia contribuir com
ganhos significativos na producéo de fitomassa.

A respiracdo mitocondrial € responsavel pela catélise de compostos organicos reduzidos
através da fotossintese e disponibilizar a energia necessaria (ATP) para a manutencdo e sintese de
fitomassa. Mesmo tendo essa relagdo com o crescimento vegetal, ndo foi observada relagao entre
Rq e 0 acimulo de fitomassa (dados ndo mostrados). Isso ocorreu pelo fato dessa medida ter sido
realizada pontualmente em folha, e o crescimento esta relacionado a uma série de processos
integrados em todos os 6érgdos da planta (Smith, 2004). Fatores como fotorrespiragdo/respiracéo,
teor de Nroliar, absorcéo de N, respostas das plantas aos hormonios, absorc¢do e uso eficiente da luz
e de nutrientes e balanco entre fonte e dreno também podem influenciar o processo fotossintético
e a producéo de fitomassa. 1sso demonstra que o acimulo de fitomassa € um processo complexo,
controlado por uma série de fatores capazes de afetar o balan¢co de carbono na planta (Murchie et
al., 2009; Reynolds et al., 2009; Chytyk et al., 2010).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Observamos que existe variacdo da atividade fotossintética nos diferentes genotipos de cana-
de-agucar estudados, sem relacdo com o ano de hibridizacdo dos materiais e potencialmente
herdaveis (H2>0,74). A figura 12 esquematiza as caracteristicas fisioldgicas diretamente
relacionadas ao desempenho fotossintético em cana-de-agucar. Caracteristicas fotoquimicas,
difusivas e biogquimicas, atuam de forma harménica e dependente, modulando a capacidade
fotossintética e os ganhos de carbono nos genoétipos estudados. Assim, maior ACO; relaciona-se
ao aumento da atividade fotoquimica, fornecendo mais energia e moléculas redutoras (ATP e
NADPH) essenciais para a redugdo do CO, em carboidratos pelo Ciclo de Calvin. Maior gs
(variavel difusiva) reduz a limitacdo estomatica da fotossintese (Ls) e eleva a quantidade de CO;
difundido para as células mesofilicas, ocasionando em maior fixacdo de carbono pela Rubisco,
devido a maior saturacdo de seu sitio de acdo pela alta taxa de carboxilagdo da PEPC (variavel
bioguimica), sob forte influéncia do Nroiar Neste processo. A densidade estomatica e a EUN néo
apresentaram correlacdo com as caracteristicas moduladoras da fotossintese.

A auséncia de relacdo entre ACO: e a fitomassa produzida sugere variagdo da atividade
fotossintética ao longo do dossel, sendo importante novos estudos com uma abordagem integrativa
da fotossintese. A relacdo positiva entre desempenho fotossintético e area foliar, sdo caracteristicas
desejaveis para a obtencao de gendtipos mais produtivos, entretanto nosso trabalho evidenciou que
essas caracteristicas seguem em dire¢fes opostas em cana-de-acUcar. Dessa forma, os programas
de melhoramento genético devem direcionar a selecdo para o desenvolvimento de genotipos com
alta ACO2 e Af.
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Figura 12- Esquema representativo das principais caracteristicas fotossintéticas em cana-de-
acucar. Variaveis fotoquimicas, difusivas e bioquimicas reguladoras da fotossintese estdo
representadas. Abreviac@es: gs, condutancia estomatica; Ls, limitacdo estomatica da fotossintese;
Lfis0, limitacdo fotossintética em resposta ao aumento de CO; atmosférico; Fg /Fm’, eficiéncia
operacional do PSII; NPQ, coeficiente de extingdo ndo fotoquimico da fluorescéncia; Nroliar, teor
de nitrogénio foliar; Vpmax, velocidade méxima de carboxilacdo da fosfoenolpiruvato-carboxilase
(PEPC) in vivo; Vemax, Velocidade maxima de carboxilagdo da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco) in vivo; razdo Vpmax:Vemax; atividade in vitro da Rubisco e da
PEPC; Af, area foliar. Variaveis com bordas em vermelho, escritos em laranja indicam auséncia
de relacdo com a caracteristica reguladora de ACO.. Setas vermelhas para cima indicam aumento
(1) e para baixo indicam diminuicdo @) das variaveis do processo fotossintético.
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7 CONCLUSOES

Os programas de melhoramento genético de cana-de-aclcar ndo selecionaram, ao longo do
tempo, para 0 aumento da capacidade fotossintética, visto que a varia¢do genotipica observada ndo
esta relacionada com o ano de hibridizacdo dos genétipos estudados.

As variaveis Fg/Fm’ (fotoquimica), gs (difusiva), Vpmax, Vcemax, PEPC, Rubisco
(bioquimicos) e a razao Vpmax:Vemax € Nroliar demonstraram significativa variacdo natural e elevada
herdabilidade (H? >0,89) e estdo diretamente relacionados com a maior assimilacdo de CO; por
unidade de area foliar. Houve relacdo direta entre o teor de Nroiiar € ACO2 em gendtipos de cana-
de-agucar, pelo fato de este elemento ser o principal constituinte das enzimas fotossintéticas
primarias PEPC e Rubisco, que afetam diretamente a capacidade fotossintética. Fatores genéticos
gque governam essas variaveis em cana-de-acUcar podem ser de grande relevancia para oS
programas de melhoramento genético na selecdo de novos materiais com maior potencial
fotossintético e produtivo.

No presente trabalho o conhecimento das variaveis fotoquimicas, difusivas e bioquimicas
que afetam a eficiéncia fotossintética dos doze gendétipos de cana-de-aglcar constituem-se em
importantes informacdes para a melhoria da capacidade fotossintética da espécie, com potencial
aplicabilidade aos programas de melhoramento genético, uma vez que existe variacdo genotipica

herdavel para essas caracteristicas.
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9 ANEXO

9.1 Material Suplementar
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Figura S1- Dispersdo genotipica pela PCA, em 12 materiais de cana-de-agUcar
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Figura S2- Disperséo das variaveis analisadas pela PCA, em 12 gendtipos de cana-de-acucar.
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Figura S3- Relacéo entre assimilacdo liquida de CO2 (ACO2) e condutancia estomatica (gs) em
funcdo da densidade de estdbmatos nas faces adaxial (DAD, A e C) e abaxial (DAB, B e D) em
diferentes grupos genotipicos de cana-de-acUcar. CorrelagGes (r) entre as médias (n=3 % erro
padrdo), significancia (P valor) e linha de regressao estao apresentados em cada figura.
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Figura S4- CorrelacOes entre eficiéncia operacional do PSII (Fg /Fm’, A), teor de nitrogénio foliar
(Noiiar, B), velocidade méxima de carboxilacdo da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco) in vivo (Vemax, C) e coeficiente de extingdo ndo fotoquimico da fluorescéncia (NPQ, D),
com a area foliar (Af) em diferentes gendtipos de cana-de-agUcar. Correlacdes (r) entre as médias
(n=3 % erro padrao), significancia (P valor) e linha de regresséo estdo apresentados em cada figura.
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