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RESUMO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.), uma graminea C4, representa uma abundante e
promissora fonte de biomassa vegetal para a produciao de biocombustiveis. O uso da biomassa
para a conversdo em etanol é limitado pela recalcitrancia do material lignoceluldsico,
principalmente, devido a presenca da lignina. O contetido e a composi¢cdo da lignina variam
entre diferentes taxons, tipos celulares e podem ser afetados por diversos fatores ambientais.
Considerando a demanda mundial por fontes de energia renovdvel e o alto potencial da
biomassa da cana-de-agicar para a producdo de etanol celuldsico, o objetivo desse estudo foi
avaliar os efeitos do déficit hidrico e da baixa temperatura sobre a deposi¢do de lignina no
colmo em diferentes gendtipos de cana. Os resultados obtidos para o conteddo de lignina
somados a caracterizacdo anatdmica da lignina no caule indicaram que as plantas IACSP94-
2094 sdo mais lignificadas que IACSP95-5000, sob condi¢des normais de crescimento, o que
foi principalmente associado aos maiores teores de lignina na regido do cértex dos entrends
maduros. O déficit hidrico influenciou negativamente a produ¢do de biomassa nas plantas de
cana e o genotipo IACSP94-2094 foi mais fortemente afetado, o que poderia estar relacionado
a severidade do estresse ou a maior suscetibilidade desse genétipo durante a fase de
alongamento do caule. O déficit hidrico induziu alteragdes significativas nos niveis de
expressdo dos genes da biossintese de lignina, aumentando em cerca de 60 % o conteudo de
lignina na medula jovem, o que foi positivamente relacionado ao acimulo de transcritos dos
genes Sh4CL2 e ShCOMTI em ambos os genotipos. Paralelamente, este estudo caracterizou
alguns aspectos da lignificacdo do caule em dois outros genétipos de cana-de-acticar sob
condi¢do de baixa temperatura. Verificou-se que as plantas IACSP04-627 apresentaram maior
produtividade média por planta (massa fresca do caule) que TACSP04-065 sob condicao
referéncia. O frio afetou negativamente o crescimento das plantas e, aparentemente, IACSP04-
065 mostrou-se mais sensivel as baixas temperaturas que o outro gendtipo. O teor de lignina
foi significativamente aumentado no cortex jovem do gendtipo IACSP04-627 em resposta as
baixas temperaturas, o que nao pode ser diretamente correlacionado ao perfil de expressao dos
genes da biossintese de monoligndis. O conteudo de lignina no cortex do entrendé maduro foi
reduzido nas plantas IACSP04-065 expostas ao frio, o que poderia estar correlacionado ao
baixo nivel de expressao dos genes ShHCOMT1 e ShCCoAOMT1. A maior expressao de ShF5H
ocorreu preferencialmente na medula madura em ambos os genétipos de cana, o que
possivelmente estaria relacionado a formacao precoce da parede celular secundéria induzida
pelo frio. Em conclusio, verificou-se que o déficit hidrico parece estar relacionado ao aumento
do teor de lignina nos entrends jovens da cana-de-agicar em ambos os genodtipos; j4 na
condicdo de baixa temperatura, o nivel de expressdao génica ndo mostrou relagdo nitida com as
alteracdes nos teores de lignina no caule, que apresentaram um padrao de deposi¢ao genétipo-
dependente.

Palavras-chave: lignina, cana-de-acdcar, déficit hidrico, baixa temperatura, bioetanol
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ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) a C4 grass, is an abundant and promising source of plant biomass
for biofuel production. The use of biomass for conversion to ethanol is limited by the
recalcitrance of lignocellulosic material mainly due to the presence of lignin. The content and
composition of lignin varies between different taxa, cell types and can be affected by various
environmental factors. Given the global demand for renewable energy sources and high
potential of sugarcane biomass to produce cellulosic ethanol, the aim of this study was to
evaluate the effects of drought and low temperature on the deposition of lignin in the stem in
different sugarcane genotypes. The results obtained for lignin and the anatomical
characterization of lignin in the stem indicated that IACSP94-2094 plants are more lignified
than TACSP95-5000 under normal growth conditions, which was mainly associated with
higher lignin contents in the rind region of mature internodes. Water deficit negatively
affected the biomass production in sugarcane plants and IACSP94-2094 genotype was more
strongly affected, what might be related with the severity of stress or increased susceptibility
of this genotype during the stem elongation. Drought induced significant changes in
expression levels of lignin biosynthesis genes, increasing by about 60% the lignin content in
young pith which was positively related to the accumulation of transcripts of Sh4CL2 and
ShCOMT] genes in both genotypes. Simultaneously, this study characterized some aspects of
lignification of the stem into two other genotypes of sugarcane under the condition of low
temperatures. It was found that the IACSP04-627 plants showed higher average yield per plant
(fresh weight of the stem) that IACSP04-065 under reference condition. The cold negatively
affected plant growth and apparently IACSP04-065 was more sensitive to low temperatures
than the other genotype. The lignin content was significantly increased in young rind of
IACSP04-627 genotype in response to low temperature, which can not be directly correlated
to the expression profile of monolignols biosynthesis genes. Lignin content in mature rind was
reduced in IACSP04-065 plants exposed to cold, which could be correlated to the low level of
expression of ShCOMTI and ShCCoAOMTI genes. The high expression of ShF5H occurred
preferentially in mature pith of both sugarcane genotypes, which possibly is related to the
early formation of the secondary cell wall was induced by cold. In conclusion, it was found
that water deficit appears to be related to the lignin content increased in young internodes of
sugarcane in both genotypes; in the condition of low temperature, the level of gene expression
showed no clear correlation with changes in lignin content in the stem, which showed a pattern
of deposition genotype-dependent.

Key words: lignin, sugarcane, water deficit, low temperature, bioethanol
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INTRODUCAO GERAL

A cana-de-acguicar é uma cultura amplamente plantada em vdrias regides tropicais e
subtropicais do mundo e sua importancia econdmica € representada pela alta capacidade das
plantas em estocar sacarose nos colmos, chegando a acumular até 60 % da massa seca do caule
na forma desse acucar (Casu et al., 2004). O etanol é produzido a partir da fermentacdo da
sacarose e do amido provenientes de diversas fontes vegetais como, por exemplo, a cana-de-
acucar, o milho e a beterraba. Em 2012, Brasil e USA produziram juntos cerca de 19 milhdes
de galdes de etanol de primeira geragdo, mantendo-se como os maiores produtores mundiais
de bioetanol, o que corresponde a aproximadamente 90 % da producdo global (RFA, 2013).

A cana-de-actcar permite uma grande eficiéncia na producdo de etanol de primeira
geracdo e, atualmente, representa também uma importante fonte de material lignoceluldsico
(bagaco, palha e ponteiro) com potencial para a conversio em biocombustiveis.
Adicionalmente, a cana € uma cultura até entdo insuperavel em termos de producdo de matéria
seca e energia/ha, podendo também ser empregada para fins forrageiros (Landell et al., 2002).
A produgdo anual de biomassa seca por unidade de area € significativamente maior na cana-
de-aguicar (39 t/ha, bagaco, palhas e ponteiro) quando comparada a outras culturas de alto
rendimento energético tais como Miscanthus (29,6 t/ha), milho (17,6 t/ha, graos e palha) e
‘switchgrass’ (10,4 t/ha) (Heaton et al., 2008).

A biomassa vegetal € composta principalmente por celulose, hemicelulose e lignina em
proporcdes que variam de acordo com a origem do material. O uso do material lignoceluldsico
envolve o pré-tratamento da biomassa visando a desestruturacdo das paredes celulares, a
liberacdo de agucares fermentdveis (sacarificagdo) e, finalmente, a fermentacdo desses
acucares para obten¢ao de bioetanol (Himmel et al., 2007; Yuan et al., 2008). A recalcitrancia

intrinseca da biomassa lignoceluldsica constitui um dos maiores obstidculos a conversao dos



polissacarideos da parede celular em agucares fermentiveis para a producdo de
biocombustiveis (Vanholme et al., 2010; Cesarino et al., 2012). Nesse contexto, a lignina
representa o principal fator associado a recalcitrancia da biomassa vegetal, limitando o seu
aproveitamento para a producao do etanol de segunda geracao.

A lignina é um heteropolimero aromatico composto pelas unidades p-hidroxifenil (H),
guaiacil (G) e siringil (S) que compdem principalmente as paredes secunddrias de tipos
celulares especializados. O surgimento da lignina como um componente estrutural da parede
celular proporcionou integridade as células vegetais, possibilitando a sustentacdo do corpo da
planta e hidrofobicidade as células condutoras do xilema, permitindo um eficiente transporte
de 4gua, o que representou um passo evolutivo essencial para o sucesso das plantas no
ambiente terrestre (Boerjan et al., 2003). Durante a hidrélise da biomassa lignoceluldsica, a
lignina funciona como uma barreira mecanica natural e impede o acesso das enzimas
hidroliticas as fibrilas de celulose e, adicionalmente, a lignina pode adsorver irreversivelmente
as celulases e, em ambos os casos, a eficiéncia do processo ficaria prejudicada (Keating et al.,
2006).

As plantas nao sao capazes de sobreviver sem lignina. Contudo, resultados obtidos pela
andlise de plantas transgénicas modificadas na biossintese de lignina t€ém mostrado que as
plantas podem tolerar significativas variacdes no contetido e, principalmente, na composi¢ao
do polimero, através da incorporagao de mondmeros incomuns como aldeidos hidroxicinamil,
acetatos hidroxicinamil e dcidos hidroxicindmicos (Ralph et al., 2001; Boerjan et al., 2003).
Desse modo, a manipulagdo dos genes da via de biossintese de monoligndis apresenta-se como
uma estratégia interessante para reduzir a recalcitrancia da biomassa e aumentar a producao de
acucares fermentdveis. De fato, Chen & Dixon (2007) demonstraram que entre seis linhagens

transgénicas de alfalfa reguladas negativamente para diferentes genes da biossintese de



lignina, os melhores resultados nas etapas de pré-tratamento e sacarificacao enzimatica foram
observados nas linhagens com menor teor de lignina.

Estudo realizado por Masarin et al. (2011) indicou que o conteido de lignina no
bagaco da cana varia entre diferentes genétipos e que, aparentemente, ndo hd uma correlacao
linear entre a producdo de biomassa (e/ou sacarose) e o teor de lignina. A despeito do
conhecimento acerca da variabilidade genética da cana em relagcdo ao teor de lignina, pouco é
conhecido sobre como essa diversidade pode ser modulada sob diferentes condigdes
ambientais e 0 como tais alteracdes poderiam afetar a composicao e a qualidade da biomassa
da cana-de-acticar. Em um genoma altamente polipléide e complexo como o da cana-de-
acucar, entender como diferentes fatores abidticos podem influenciar o metabolismo da lignina
em termos de conteido e/ou composicdo poderia contribuir para a identificacdo de genes-
chave que atuam no processo de regulacdo e/ou de deposi¢do de lignina na parede celular,
visando possiveis estratégias para a manipulacdo genética.

Dentro dessa proposta, nosso estudo investigou como a biossintese de lignina pode ser
modulada pelo déficit hidrico e pelas baixas temperaturas em gendtipos de cana-de-actcar,
crescidos em casa de vegetacdo. Os dados sugerem um padrdo de resposta relativamente
complexo, que variou entre os gendtipos e também entre as regides do colmo analisadas.
Assim, nem sempre foi possivel estabelecer uma correlagdo direta entre o nivel de expressao
dos genes da biossintese de monoligndis e as alteragdes observadas no conteido de lignina nas
plantas submetidas as condi¢des de déficit hidrico e baixas temperaturas. Embora mais estudos
sejam necessdrios, nossos resultados mostraram os genes mais diretamente afetados pelos
tratamentos € 0 quanto as alteracdes no nivel de expressao desses genes poderiam modificar o

conteddo de lignina nas diferentes regides do colmo da cana.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do déficit hidrico e da baixa temperatura sobre a biossintese de

lignina no colmo em gendtipos de cana-de-agtcar crescidos em casa de vegetacdo.



CAPITULO 1

DEPOSICAO DE LIGNINA EM DOIS
GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR

SUBMETIDOS AO DEFICIT HIDRICO



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Analisar os efeitos do déficit hidrico sobre a deposicdo de lignina no caule de dois
genotipos de cana-de-actcar, IACSP94-2094 (tolerante a seca) e IACSP95-5000 (altamente
produtivo), através da determinag¢do do conteido de lignina em diferentes regides do colmo

(cortex jovem, medula jovem, cortex maduro e medula madura).

2 — Caracterizar o padrdo de expressdo dos genes da via de biossintese de monoligndis, em

diferentes regidoes do colmo, de plantas de cana-de-actcar submetidas a déficit hidrico severo.

3 — Identificar possiveis genes-alvo relacionados a regula¢do do conteddo e/ou composic¢io da

lignina na cana com potencial para manipulagcdo genética.



1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma graminea C4 que constitui uma abundante e
promissora fonte de biomassa vegetal para a producdo de biocombustiveis. A biomassa
residual da cana (bagaco, palha e pontas) representa dois tercos da energia total da planta, cujo
potencial € parcialmente aproveitado com a queima do bagago para gerar eletricidade nas
usinas de élcool e aciicar (Marques, 2009). No Brasil, estima-se que na safra 2013/2014 sejam
moidas 659,85 milhdes de toneladas de cana, sendo cerca de 46,1 % destinados a producao de
acucar e 53,9 % a producdo de etanol (CONAB, 2013). Estudos realizados no ambito do
Projeto Bioetanol, uma rede de pesquisa financiada pelo governo federal, avaliam que uma
usina que produz hoje um milhdo de litros/dia de etanol a partir do caldo da cana teria,
inicialmente, capacidade de gerar um adicional de 150 mil litros de etanol do bagaco
utilizando a tecnologia da hidrdlise. A partir de 2025, o aperfeicoamento da técnica,
possibilitaria uma producao de 400 mil litros proveniente do bagaco recuperado (Marques,
2009).

O bagaco da cana € constituido por aproximadamente 50 % celulose, 25 %
hemicelulose e 25 % lignina (Pandey et al., 2000). E um material co-produzido na inddstria
sucroalcooleira e prontamente disponivel para a producdo de etanol celulésico. O
aproveitamento da biomassa vegetal envolve o pré-tratamento desse material utilizando
processos quimicos e/ou bioldgicos para desestruturacdo do complexo lignoceluldsico, e a
lignina representa um dos principais componentes associados a recalcitrancia da biomassa. A
lignina funciona como uma barreira mecanica natural e impede o acesso das enzimas
hidroliticas as fibrilas de celulose. Adicionalmente, a lignina pode adsorver as enzimas usadas

durante a hidrélise do material lignocelulésico, diminuindo a eficiéncia do processo e, além



disso, alguns produtos de degradacdo do polimero podem inibir etapas subsequentes da
fermentacdo (Keating et al., 2000).

A lignina é um complexo polimero fendlico derivado principalmente de trés alcodis
hidroxicinamoil que variam no seu grau de metoxilacdo, os monoligndis p-coumaril, coniferil
e sinapil. Apds incorporacio no polimero de lignina, via reagdes de acoplamento
combinatorial, os monoligndis originam as subunidades p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e
siringil (S), respectivamente (Boerjan et al., 2003; Ralph et al., 2004). A polimerizag¢do se da
pela adicdo de novos radicais monoligndis ao polimero em crescimento, usualmente via
ligacdo na posi¢do f tais como p-O-4, -5 e [-f. A ligagdo [-O-4 (f aril-éter) € a mais
frequente e também a mais facilmente clivada por processos quimicos, enquanto as ligacdes
denominadas condensadas (f-5, f-f, 5-5, 5-O-4 e [-1) s@o mais resistentes a degradacdo
quimica (Boerjan et al., 2003; Morreel et al., 2004).

A lignina é o segundo biopolimero mais abundante na biosfera, correspondendo a
aproximadamente 30 % de todo o carbono organico. Além de contribuir para a integridade da
parede celular, conferindo rigidez e suporte mecanico ao corpo da planta, a lignina é um
polimero resistente a degradacdo, desempenhando assim um papel importante na protecao das
plantas contra o ataque de patégenos (Boerjan et al., 2003). O conteido e a composicdo da
lignina variam entre diferentes tdxons, tipos celulares e entre as camadas que compdem a
parede celular e s@o modificados por fatores ambientais ao longo do desenvolvimento da
planta (Campbell & Sederoff, 1996). Nas gimnospermas (softwood), a lignina é formada
basicamente pela unidade G e tracos de unidade H, enquanto angiospermas dicotiledoneas
(hardwood) sao compostas principalmente por unidades G e S, com baixos niveis de H. Nas
gramineas (monocotiledoneas), as unidades G e S s@o incorporadas em niveis similares e a

quantidade de unidade H € relativamente maior quando comparado as dicotiledoneas (Boerjan
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et al., 2003; Vanholme et al., 2010). Adicionalmente, outros mondmeros menos abundantes
podem ser incorporados em niveis varidveis ao polimero de lignina (Ralph et al., 2004;
Morreel et al., 2010).

Estudos realizados em gramineas tém revelado que a incorporagio das unidades H, G e
S no polimero de lignina é regulada espago-temporalmente, variando entre as paredes celulares
primdria e secunddria e também entre tecidos distintos. Inicialmente, dlcool coniferil e
discretas quantidades de alcool p-coumaril sdo co-polimerizadas na parede primdria formando
um polimero de unidades G e H. Durante a formagao da parede secundaria, dlcool coniferil e
crescentes quantidades de édlcool sinapil sdo incorporados, formando ligninas compostas por
unidades G e S (He & Terashima, 1990; He & Terashima, 1991). A topologia e a composi¢ao
da lignina em diferentes entrends da cana-de-agicar variam entre os principais tipos celulares
presentes no caule: as fibras incorporam significativas quantidades de dlcool sinapil e formam
ligninas com a propor¢do S>G>H; nos vasos do xilema, unidades G e H sdao predominantes no
protoxilema, enquanto o metaxilema apresentou composicdo semelhante as fibras; as células
do parénquima possuem grande quantidade de 4cidos fendlicos, ndo sendo possivel determinar
a propor¢do exata de cada unidade da lignina (He & Terashima, 1990). Similarmente a outras
gramineas, a cana possui elevadas quantidades de dcidos hidroxicindmicos associados a parede
celular e seus niveis sdo mais elevados no tecido parenquimatico do que nos feixes vasculares.
Os é4cidos sinapil, ferdlico e p-coumdrico sdo preferencialmente depositados nos estigios
iniciais da lignificacdo e suas proporg¢des relativas sdo alteradas com a maturidade dos tecidos
(He & Terashima, 1990).

Na cana-de-acticar, a anatomia dos entrenés mostra que eles sdo constituidos
basicamente por células parenquimdticas e feixes vasculares e apresentam duas regides

7z

morfologicamente distintas, o cortex (rind) e a medula (pith). O cortex é uma regido que
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contém predominantemente feixes vasculares, constituidos por vasos circundados por um
grande ndmero de fibras. A medula é formada por células de parénquima (células que
armazenam a sacarose) onde se distribuem os feixes vasculares, em nimero inferior que no
cortex (Moore, 1987).

Recentemente, pesquisadores utilizaram uma ampla abordagem envolvendo aspectos
fisiologicos, morfolégicos, bioquimicos € moleculares para realizar um estudo sistemdtico da
deposicao de lignina durante o desenvolvimento do caule da cana-de-agucar (Bottcher et al.,
2013). Os autores produziram um perfil detalhado da lignina e compostos fendlicos
relacionados a formagdo da parede celular em dois gendtipos contrastantes para o teor de
lignina, evidenciando diferencas quanto ao conteido e composi¢do do polimero, razao S/G e
expressao de genes da biossintese de lignina entre o cortex e a medula (tecido parenquimatico)
do entrend da cana.

Estudo conduzido por Siqueira et al. (2011) demonstrou a correlacdo entre a
distribuicdo topoquimica da lignina e 4cidos hidroxicindmicos e a eficiéncia da hidrélise
enzimdtica dos acucares liberados da biomassa proveniente do bagaco da cana-de-acucar.
Amostras de medula foram prontamente hidrolisadas por celulases e ap6s 72 h de hidrélise
atingiram 63 % de conversdo de celulose, enquanto que as amostras do cortex alcancaram
apenas 20 % de conversdao. Por outro lado, o tratamento do coértex com solucdo de acido
acético/clorito, que promove a remocdo da lignina e 4cidos hidroxicindmicos, resultou em
significativo aumento da conversdao de celulose, cerca de 60 % apds 4 h de hidrdlise. Em
conjunto, esses dados confirmaram que o cortex do entrend da cana é mais recalcitrante que a
medula e, que provavelmente a alta resisténcia a desestruturagdo das paredes celulares esta

associada a maior lignificacdo do cértex devido a abundancia de vasos do xilema e fibras.
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Do ponto de vista industrial, a lignina tem impactos negativos sobre a polpacdo da
madeira, a digestibilidade de forrageiras e também sobre a producdo de biocombustiveis. A
relacdo entre o conteido e/ou composicdo da lignina e a eficiéncia do uso do material
lignoceluldsico durante a sacarificagdo quimica/enzimética para a produgdo de bioetanol foi
investigada em linhagens de alfafa transgénicas silenciadas para diferentes genes da via de
biossintese de lignina (Chen & Dixon, 2007). Os autores constataram que a efici€éncia de
sacarificacdo para ramos de alfafa diretamente submetidos a hidrélise enzimdtica foi
negativamente afetada pelo conteido e composicdo da lignina, enquanto para ramos
quimicamente pré-tratados e a seguir levados a hidrélise, apenas o contetido da lignina pareceu
influenciar a conversao da celulose em agucares fermentdveis. Similarmente, Fu et al. (2011)
mostraram que a manipulacdo genética da lignina em plantas de switchgrass (Panicum
virgatum L.) via silenciamento de COMT reduziu moderadamente o contetido de lignina,
diminuiu a razdo S/G e aumentou a producdo de etanol em até 38 %. Além disso, foi
observado que as plantas requereram um pré-tratamento menos severo € menores quantidades
de celulase, evidenciando a reducdo da recalcitrancia da biomassa nas plantas transgénicas.

Com efeito, o estudo de mutantes e plantas transgénicas com expressdo alterada dos
genes da via de biossintese de lignina em diversas espécies de plantas tem contribuido para
melhorar nossa compreensao sobre o processo de formacao da parede celular e os mecanismos
moleculares que regulam a lignificacdo (Dixon et al., 2001; Boerjan et al., 2003; Li et al.,
2008). Nesse sentido, a supressdao de genes que atuam nos passos iniciais da via de biossintese
de lignina tais como PAL, C4H, HCT e C3H sdo, em geral, mais efetivos para a redu¢do do
contetddo de lignina (fig. 1). Contrariamente, a redu¢do do acimulo dos transcritos de F5H ou
COMT, genes relacionados a sintese da unidade S, tende a diminuir a razdo S/G, com pouco

ou nenhum efeito sobre o teor da lignina nas plantas (Li et al., 2008). Utilizando a abordagem
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de supressdao por RNA de interferéncia (RNAi) foi mostrado que plantas de cana-de-agucar
com expressao reduzida de COMT apresentaram menores teores de lignina (3,9 % a 13,7 %) e
reducdo da razdo S/G e, paralelamente, aumentaram o rendimento de acticares fermentaveis

(29 % a 34 %) derivado da biomassa lignoceluldsica (Jung et al., 2012).
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Figura 1. Rota de biossintese de lignina em plantas. 4CL, 4-coumarate: coenzyme A ligase;
AIdOMT, 5-hydroxy coniferaldehyde O-methyltransferase; C3H, cinnamate 3-hydroxylase or
pcoumaroyl shikimic acid/quinic acid 3-hydroxylase; C4H, cinnamate 4-hydroxylase; CAD,
cinnamyl alcohol dehydrogenase; CaldSH, coniferaldehyde S5-hydroxylase; CCoAOMT,
caffeoyl coenzyme A O-methyltransferase; CCR, cinnamoyl coenzyme A reductase; F5H,
ferulate 5-hydroxylase; HCT, p-hydroxy cinnamoyl-CoA: shikimate/quinate p-hydroxy
cinnamoyl transferase; OMT, O-methyltransferase; PAL, phenylalanine ammonia-lyase; SAD,
sinapyl alcohol dehydrogenase (Moura et al., 2010).
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A despeito dos significativos avancos na manipulacio genética da lignina com foco no
aproveitamento do material lignoceluldsico para fins diversos, é preciso ressaltar que redugdes
nos teores de lignina frequentemente sdo acompanhadas por perturbacdes no crescimento e
desenvolvimento da planta. Embora as alteracdes fenotipicas observadas em plantas lignina-
deficientes possam estar relacionadas ao colapso dos vasos do xilema devido a tensdo gerada
durante a transpiragdo, até o presente momento ndo estd claro se o fendtipo de crescimento
anormal € causado pela redu¢do no conteddo da lignina per se (Li et al., 2008; Bonawitz &
Chapple, 2013). Por exemplo, a significativa reducdo do crescimento observado em plantas de
Arabidopsis HCT-deficientes foi associada ao acumulo de flavondides e ndo a alteracdo da
sintese de lignina (Besseau et al., 2007). Os autores comprovaram que a repressao da
lignificacdo nas plantas HCT-deficientes redirecionou o fluxo metabdlico para flavondides via
chalcona sintase, levando a redu¢do do transporte de auxina e a um fenétipo de crescimento
anormal.

Alteragdes na sintese de lignina podem ser induzidas por diversos estresses ambientais
incluindo seca, baixas temperaturas, radiacio UV-B, deficiéncia mineral e infec¢des por
patégenos (Moura et al., 2010). Estudos realizados em milho evidenciaram que a deposi¢ao de
lignina é regulada espacialmente em diferentes 6rgdos da planta sob condicdo de déficit
hidrico, demonstrando que a reducdo das taxas de crescimento estd diretamente relacionada ao
aumento dos niveis de expressao de genes da via de biossintese de lignina e a0 maior acimulo
de lignina nesses 6rgaos (Vincent et al., 2005; Fan et al., 2006). Estudo realizado em raizes de
milho mostrou que o estresse hidrico induzido por PEG 6000 levou a alteragdes no tamanho
final das células e a progressiva reducao do crescimento na regido basal da zona de elongagdo
das raizes (Fan et al., 2006). Concomitantemente, os autores verificaram o aumento da

expressdao de CCRI e CCR2 na zona de elongacdo da raiz e ap6s 48 h de inducdo também
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foram constatados maiores niveis de lignina nessa regido. Trabalho realizado por Vincent et
al. (2006) reportou que folhas jovens de milho em expansdo acumulam a enzima COMT na
regido basal aproximadamente entre 10-20 cm do ponto de inser¢do da folha; entretanto, sob
restri¢cdo hidrica, a regido de maior acimulo de COMT foi deslocada em dire¢do a base da
folha entre 2-10 cm. Adicionalmente, os autores constataram que as plantas sujeitas ao déficit
hidrico exibiram menor conteido de lignina nessa regido da folha em relacdo as plantas
controle, o que de acordo com os autores, indicaria uma resposta adaptativa a seca, uma vez
que a intensa lignificacdo da zona de elongacdo poderia comprometer a retomada do
crescimento foliar apds a reidratacio (Vincent et al., 2006).

Paralelamente, alguns estudos t€ém revelado que a expressdo de genes e a presenca de
enzimas relacionadas a lignina e sua deposicio nas paredes celulares pode ser
diferencialmente regulada durante o estresse hidrico. Andlises cDNA-AFLP (amplified
fragment length polymorphism) e northern blot mostraram que a atividade de genes com
funcdo no crescimento celular e extensibilidade da parede em raizes de arroz foram
potencializadas nos estdgios iniciais do estresse, enquanto a expressao de genes relacionados a
biossintese de lignina foi consideravelmente elevada durante os estdgios intermedidrio e final
do déficit hidrico (Yang et al., 2006). Estudo protedmico das raizes de Citrullus lanatus
submetidas ao déficit hidrico comprovou que proteinas relacionadas a sintese de lignina como
CCoAOMT e varias peroxidases classe IIl (envolvidas na lignificacdo) foram induzidas
principalmente nos estdgios finais do estresse (Yoshimura et al., 2008).

Baseado em informacdes prévias produzidas por um estudo sistemdtico da deposicao
de lignina em cana-de-acticar desenvolvido em nosso laboratério (Bottcher et al., 2013), o
presente trabalho investigou os efeitos do déficit hidrico sobre o metabolismo de lignina no

caule de dois gendtipos de cana-de-agicar. As andlises foram realizadas separadamente no
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cortex € na medula de entrendés imaturos e maduros e buscaram determinar o perfil de
expressao de um ser de 12 genes relacionados a biossintese de lignina apds as plantas terem
sido submetidas ao déficit hidrico. Nossos resultados indicam que o déficit hidrico severo e/ou
prolongado pode afetar negativamente a qualidade da biomassa lignoceluldsica da cana para a
producdo de bioetanol, devido a maior lignificacdo dos entrends mais jovens do caule durante

O estresse.
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2. MATERIAL & METODOS

2.1. Material vegetal e condigdes de crescimento

Dois genétipos comerciais de Saccharum spp. — IACSP94-2094, considerado tolerante
a seca (Machado et al., 2009; Ribeiro et al., 2013) e IACSP95-5000, altamente produtivo —
foram obtidos junto ao Centro de Cana, Instituto Agrondmico, IAC Ribeirdo Preto, Brasil.
Cerca de um més apds o plantio dos toletes em bandejas com vermiculita, 15 plantas de cada
genotipo foram transferidas para vasos de 20 L (uma planta por vaso) contendo substrato
organico comercial e mantidas em casa de vegetacdo do Instituto de Biologia da Unicamp,
Campinas, Brasil. Periodicamente, foi feita a retirada das brotacdes secunddrias (perfilhos), de
modo a preservar apenas o colmo principal no vaso. As plantas foram mantidas sob irrigacio
plena, com cada vaso sendo manualmente irrigado, durante todos os dias até o inicio dos

tratamentos.

2.2. Tratamento de estresse hidrico

Plantas de cana-de-agicar com cinco meses de idade mantidas em casa de vegetacao
foram submetidas a trés regimes hidricos, 40 % (seca severa, SD), 80 % (seca moderada, MD)
e 100 % (controle irrigado, C) da capacidade de armazenamento de 4gua do substrato (C,). O
valor de C, foi estimado com base na massa fresca do substrato apds saturacdo (Cnys) € na
massa seca (Cps), obtida apds secagem do substrato em estufa por 24 h a 105°C, de acordo
com a equagdo Cy = (Cup— Cis). 100/ Cyy. O valor de C, determinado para o substrato (41,8 %
+1,1) foi usado como referéncia para estimar o conteido de d4gua nos vasos experimentais. Os
tratamentos foram iniciados com a suspensdo completa da irrigacdo. A partir de entdo, as
perdas de dgua foram monitoradas diariamente obtendo-se o peso dos vasos até que atingissem

os contetiidos de dgua esperados. Estabelecido os tratamentos de restricao hidrica (40 % ou 80
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% de C,), os vasos experimentais passaram a receber reposi¢des de dgua em dias alternados,
cujos volumes eram estimados a partir da pesagem de trés vasos/tratamento/genétipo, que
representavam a perda de dgua no intervalo de dois dias (fig. 2). O tratamento foi aplicado em
cinco plantas/gendtipo/tratamento, durante um periodo de 60 d para as plantas sujeitas a seca
moderada e de 52 d para as plantas submetidas a seca severa (SD). As temperaturas médias
maxima e minima do ar na casa de vegetacdo foram de 28,4 + 3.8°C e 11,8 + 2,6°C

respectivamente, e ndo houve controle da umidade relativa.
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Figura 2. (A) Volume de &4gua reposta nas plantas submetidas a restricio hidrica nos
tratamentos 80 % (seca moderada, MD) e 40 % (seca severa, SD), estimado pela pesagem dos
vasos experimentais nos genoétipos de cana-de-acicar IACSP942094 e IACSP95-5000. Cada
valor representa a média + erro padrdo de trés plantas (n= 3). (B) Valores maximos e minimos
da temperatura do ar e da umidade relativa durante o experimento.

Na coleta o caule foi numerado do dpice em direcdo a base, de forma que o entrend 1
(E1) foi correspondente ao entrend ao qual se inseria a folha +1. Duas fases distintas de
maturacdo dos entrends foram selecionadas: regido jovem ou imatura (young)= pool E1-E3 e
regido madura (mature)= E8 ou E9. Cada uma dessas amostras foi separada em cortex (rind) e

medula (pith) (fig. 3). Imediatamente apds a coleta o material foi mantido em nitrogénio

liquido e, posteriormente, ele foi dividido em duas partes: o material utilizado nas andlises
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bioquimicas foi liofilizado a -60°C por 72 h e o material usado nas andlises moleculares

armazenado a -80°C até o processamento.

Figura 3. Coleta e processamento das diferentes regides do entrend da cana-de-actcar (A).
Divisdo do entrend em regido do cortex (rind) e regidao da medula (pith) (B). Adaptado de
Cesarino et al. (2012).

2.3. Avaliacoes biométricas

Ao término do ensaio, foram tomadas algumas medidas de crescimento das plantas tais
como o ndmero de folhas verdes (Ny), nimero de entrenés do caule (N.), comprimento do
caule (C.), massa fresca do caule (MF,), massa seca das folhas (MSy) e massa seca das raizes
(MS,). Para contagem de Ny foram consideradas as folhas com >50 % da lamina foliar com
coloracdo verde. O diametro dos entrends do caule foi medido com paquimetro digital.
Medidas da massa seca foram determinadas apds secagem do material em estufa a 72°C por 72

h.

2.4. Andlises bioquimicas
Extracdo: cerca de 50 mg de material liofilizado (medula) e pulverizado foi extraido com 1
mL de 80 % etanol em banho imido a 40°C por 30 min (etapa repetida 2x). Em cada etapa, o

material foi homogeneizado em voértex por 30 s e o extrato foi centrifugado a 8000 g por 15
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min. Uma fracdo de 750 uL do sobrenadante foi recuperada em cada etapa da extracdo. As
duas fracdes foram reunidas e secas em concentrador SpeedVac (Savant). O residuo foi
dissolvido em 1 mL de d4gua milli-Q. Este extrato foi utilizado na determinagdo dos teores de

acucares soluveis e de prolina

Dosagem do teor de agiicares soliiveis: 50 nL do extrato foram homogeneizados em 950 pL
de 80 % acetonitrila em dgua e uma aliquota de 4uL foi injetada em um espectrometro de
massas Acquity UPLC-MS (Micromass-Waters) acoplado a um TDQ triplo-quadrupolo. A
separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Acquity UPLC C18-BEH (2,1
mm x 50 mm, 1,7um) sob um fluxo de 0,2 mL/min. Os compostos foram eluidos utilizando
um gradiente de 20 % a 35 % de uma solucdo 0,1 % NHsOH em d4gua (solvente B) e
acetonitrila contendo 0,1 % NH4+OH (solvente A). As andlises no espectrometro de massas
foram realizadas usando ionizacdo por electrospray em modo negativo sob as seguintes
condigdes: capilar 3,0 kV e cone 30 V, temperatura na fonte de ionizagdo de 150°C e
temperatura de dessolvatacdo de 350°C. O teor dos agucares foi estimado a partir de curvas de

calibracdo geradas por padroes comerciais de glicose, frutose e sacarose (5 a 100 pg/mL).

Dosagem do teor de prolina: o teor de prolina livre foi determinado segundo (Bates et al.,
1973). A absorbancia foi lida em 520 nm e a concentracdo desse aminoédcido nas amostras foi

estimada com base em uma curva padrao de prolina (0,6 — 6,0 nmol/mL).

2.5. Anadlises qualitativa e quantitativa da lignina

2.5.1. Andlise morfo-anatomica
Seccdes transversais da regido mediana do terceiro (E3) e do nono (E9) entrends do

caule de plantas bem irrigadas foram manualmente obtidas. As seccdes foram dispostas em
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laminas de vidro e submetidas a rea¢do com floroglucinol (Johansen, 1940). O material foi
tratado por 5 min com uma solu¢do 1 % floroglucinol em 95 % etanol e montadas em 25 %
HCI. A visualizacdo do material foi realizada em microscopio 6ptico (Olympus BX51) e a

captura das imagens foi feita com uma camera (Olympus DP71) acoplada ao equipamento.

2.5.2. Determinagdo do contetido de lignina

Extragao: aproximadamente 100 mg de material liofilizado e pulverizado foi homogeneizado
com 1 mL de 80 % etanol e extraido em banho de ultrassom por 30 min. Apds centrifugacdo, o
precipitado sélido foi reservado, enquanto o sobrenadante foi coletado e evaporado em
concentrador SpeedVac (Savant). O residuo seco foi utilizado na andlise de ligninas soldveis.
A fracdo sélida do material foi lavada por mais trés vezes com 80 % etanol para a completa
retirada dos extrativos. A seguir, o material foi lavado com 1,5 mL de dgua Milli-Q, a fracdo
aquosa foi descartada e o residuo dlcool insolivel (alcohol-insoluble residue, AIR) foi
conduzido para secagem (65°C por 24 h) e, posteriormente, utilizado na quantificacdo de

ligninas com 4cido tioglicdlico.

Perfil de ligninas soliiveis: o residuo seco obtido na primeira fase da extracdo foi dissolvido
em 0,5 mL de dgua Milli-Q e as ligninas foram extraidas com 0,6 mL de acetato de etila. A
fase superior (organica) contendo as ligninas soliveis foi coletada, seca com N2 e o residuo
resultante foi solubilizado em solu¢do aquosa contendo 35 % acetonitrila. A andlise das
ligninas soliveis em cana-de-actcar foi feita de acordo com Kiyota et al. (2012). Brevemente,
os compostos foram separados em cromatégrafo liquido Acquity UPLC usando uma coluna
C18-BEH (2,1 mm x 50 mm, 1,7 pm) sob um fluxo de 0,2 mL/min. A elui¢do utilizou um
gradiente de 5 % a 100 % acetronitrila (solvente B) e uma solug¢do aquosa com 0,1 % de acido

férmico (solvente A). A deteccdo dos compostos foi realizada por um espectrometro de
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massas TDQ triplo-quadrupolo (Micromass-Waters) e ionizacdo por eletrospray no modo ion
negativo. O espectro MS/MS foi gerado por collision-induced dissociation (CID) com energia
de colisdo de 20 V. A identificacdo dos precursores das ligninas (mondmeros e oligdmeros)
foi realizada por comparagcdao com dados de uma biblioteca de estruturas de ligninas sintéticas
produzidas por nosso laboratério (Kiyota et al., 2012). A identificacdo foi baseada em
parametros como o tempo de reten¢do, a razao massa-carga (m/z) e o padrdo de fragmentacao

MS/MS dos compostos.

Quantificagdo da lignina: o conteddo de lignina no caule da cana foi estimado por
derivatizacdo com 4cido tioglicélico (Lange et al., 1995). Brevemente, 15 mg de AIR foram
tratados com 1 mL de 2 M HCI e 0,2 mL de 4cido tioglic6lico e incubados a 95°C por 4 h.
Ap0s resfriamento, o residuo insoldvel foi recuperado por centrifugacio (25000 g por 10 min)
e lavado trés vezes com 1 mL de dgua. O pellet foi solubilizado em 1 mL de 0,5 M NaOH e
mantido sob agitacdo overnight para extrair os derivados LTGA (lignin thioglycolic acid).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi recuperado e transferido
para novo tubo e o pellet foi lavado com mais 0,5 mL de 0,5 M NaOH. As duas fra¢gdes foram
reunidas e homogeneizadas com 0.3 mL de HCL concentrado para permitir a precipitagdo da
lignina (4°C por 4 h). O precipitado foi recuperado por centrifugacdo e o pellet (coloragdo
amarelo-amarronzado) apdés secagem, foi solubilizado em 1 mL de 0,5 M NaOH. As amostras
foram diluidas (10 a 40x) em 0,5 M NaOH e as absorbancias lidas em 280 nm. A
quantificacdo da lignina foi baseada em uma curva de calibragcdo (2-100 pg) gerada por um

padrao comercial (lignin alkali, 2-hydroxypropyl ether, Sigma Aldrich).

2.6. Andlise de expressdo génica

2.6.1. Extragdo de RNA e sintese de cDNA
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O material congelado de entrenés imaturos € maduros do caule de cana-de-agucar
(separados em cortex e medula) foi triturado em nitrogénio liquido até a obtencdo de um fino
p6. Cerca de 200-300 mg de tecido pulverizado foi utilizado na extragdo de RNA total de
acordo com o método CTAB (Chang et al., 1993). O RNA total foi quantificado em
espectrofotometro em 260 nm e a qualidade das amostras foi verificada em 1 % gel de agarose
corado com brometo de etidio e pela absorbancia em 280 nm (pureza). Para eliminar possiveis
contaminagdes com DNA gendmico, as amostras foram tratadas com Turbo DNAse-free
(Ambion). A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 1 ug de RNA total usando
Superscript™ III Reverse Transcriptase kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as

instrugdes do fabricante.

2.6.2. PCR quantitativo (qPCR)

A quantidade relativa de transcritos para 12 genes relacionados a biossintese de lignina foi
estimada em diferentes tecidos do caule nos dois genétipos de cana-de-acuicar estudados. Os
genes analisados e seus primers estdo listados na Tabela 1. A identificacdo destas sequéncias
foi feita de acordo com Bottcher et al. (2013). As reacdes de qPCR foram preparadas com o
kit QuantiFast™ SYBR Green PCR (Qiagen) em placas de 96 pocos utilizando cDNA diluido
50x. As placas foram analisadas no sistema iCycler iQ5 Multicolor Real-Time PCR Detection
(Bio-Rad). A correcdo dos valores de Ct (Cycle threshold) entre as placas de um mesmo
ensaio (=gene) baseou-se em uma amostra intercalibradora e foi automaticamente realizada
por uma ferramenta do software iQ5 (Bio-Rad). O célculo da expressdao relativa utilizou o
método AACt (Livak & Schmittgen, 2001) e o gene de referéncia GAPDH (glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) para normalizar os valores de expressdo entre as diferentes

amostras (Iskandar er al., 2004; Bottcher et al., 2013).
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Tabela 1: Nome dos genes, SAS identificadoras, sequéncias de primers (Bottcher et al., 2013)

e tamanho dos amplicons usados nas andlises de qPCR.

Gene SAS Primers (5"—» 37) Amplicon (bp)
ShPALI SCCCLR194D07.g For: AGGAGGAGAAGAGGAGGAAAATAC 150
Rev: AGAAGAAAGAACAACGCCACA
ShC4H1I SCCCCL4009HO01.g For: CCGCAGATCCAGCACTATG 148
Rev: ATCCAACACCATTCCTCAGC
Sh4CL2 SCVPLBI1015F12.g For: CACACTGGGGACATTGGTT 162
Rev: CATTGAGACAACAGCAGCATC
ShHCT-like SCVPRT2082B07.g For: GCAGGTGGTAGAGTCGTCGT 81
Rev: ATGAGGTCCAGGGGAGAGAG
ShC3H]I SCVPCL6041E07.g For: TCACTGCTGGAATGGACACA 163
Rev: TGTAGGTAGGGGAGGTTCTGG
ShCCoAOMTI SCAGCL6012G12.g  For: GACGCCGACAAGGACAAC 162
SCCCLR1069B09.g Rev: CACGAAGTCGCGGTAGAAG
SCCCLR1079A02.g
SCRUFLA4024C06.b
ShCCoAOMT3  SCJFRZ2010HO06.g For: CAGGACCAGTGCCAACATC 157
Rev: TTTCAGCGTCTCTTTCATTACTTG
ShCCRI SCCCRZ2C01A04.g  For: GCTGGTCGGTCTCTTATCATC 214
SCBFRT1064A01.g Rev: CTGACGGTTCCCTTGACAG
ShF5H SCIJLRT1022E04.g For: GCACTACGGTCCCTTCTGG 194
Rev: TCACGTTCTTGGTCAGGTTG
ShCOMTI SCRFLR1012F12.g For: GAGGACAAGGACGGCAAGT 139
SCJLRT1023B09.g Rev: AGTACCAGCTCTCCATGAGGAC
ShCAD?2 SCBFAMZ2021E08.g  For: CCCCTACACCTACACCCTCA 157
SCEPRZ1011A02.g Rev: CACCTCACCGACCACCTC
ShCADS8 SCEQLR1029E05.¢g For: ACGGCTGGAGAAGAACGAC 154
Rev: GCAAAGCACCAACTCATCAA
ShGAPDH SCCCCL3001G02 For: TTGGTTTCCACTGACTTCGTT 122

Rev:

CTGTAGCCCCACTCGTTGT

(1) Sugarcane Assembled Sequence

2.7. Estatistica
O experimento foi realizado seguindo um delineamento inteiramente casualizado, com
seis combinacdes de tratamento formando um fatorial 2 x 3 (dois gendtipos e trés regimes

hidricos), com cinco replicatas bioldgicas. Na quantificacdo da lignina, os dados foram
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analisados de acordo com um fatorial 2 x 3 (duas fases de maturacdo dos entrends e trés
regimes hidricos) para cada um dos gendtipos de cana-de-actcar estudados. Cada unidade
experimental foi constituida por uma planta (= 1 colmo) por vaso. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia (software Statistica versdo 10) e as diferencgas significativas entre as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey e teste F (P < 0,05). Os
resultados foram apresentados como média e erro padrio da média. Para as andlises
bioquimicas e moleculares, cada replicata representa a média de trés determinacdes técnicas de

cada amostra.
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3. RESULTADOS

3.1. Biometria

Sob condi¢do normal de irrigacdo, com excecdo da massa seca das raizes (MS,),
observou-se que TACSP94-2094 exibiu melhores taxas de crescimento que IACSP95-5000
(tabela 2). Verificou-se, por exemplo, que quanto ao ndmero de entrends (N.), comprimento
do caule (C.) e massa fresca do caule (MF.), o desempenho das plantas IACSP94-2094 foi 22

%, 58 % e 51 % superior que o das plantas IACSP95-5000, respectivamente.

Tabela 2. Efeitos do déficit hidrico sobre o nimero de folhas verdes (Ny), o nimero de
entrends (Ne), o comprimento do caule (Cc), a massa fresca do caule (MF¢), a massa seca das
folhas (MSy) e a massa seca das raizes (MS,) em dois gen6tipos de cana-de-actcar.

TACSP94-2094

TACSP95-5000

Parametros
Controle Seca moderada Seca severa Controle Seca moderada Seca severa
© (MD) (SD) © (MD) (SD)

N 9,8 +04 Aa 8,0+0,5Ba 6,0+0,3 Ca 7.8 £0,4 Ab 7,2+0,6 Aa 38+0,3Bb
Ne 15,8 £0,4 Aa 152+0,2 Aa 14,2+0,2 Ba 12,4 +0,2 Ab 12,8 £0,6 Ab 12,5+0,3 Ab
Ce (m) 1,49 £ 0,10 Aa 1,32 £ 0,04 Aa 1,16 £0,07 Ba 0,63 £ 0,03 Ab 0,55 +£0,04 Ab 0,64 £0,02 Ab
MF:(g) 491,0£350Aa  4110+165Aa  3692+17,7Ba  241,0+49Ab  1880+168Bb  210,0+3,5 Ab
MSy(g) 92,64 £430 Aa 80,14 £3,17 Aa 68,78 +4,44 Ba 76,28 +3,32 Ab 68,50 3,09 Ab 57,33 +£1,39 Ba
MS; (g) 56,54 +4,99 Aa 49,26 +5,12 Aa 38,93 £3,74 Ba 66,92 6,10 Aa 65,84 £5,63 Aa 43,48 +2,23 Ba

As letras maidsculas diferentes indicam diferengas significativas entre os regimes hidricos dentro do mesmo
gendtipo (efeito do tratamento). As letras mintdsculas diferentes indicam diferencas entre os genétipos dentro do

mesmo regime hidrico (efeito do genétipo). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, P< 0,05. Cada
valor representa a média + erro padrdo de cinco replicatas (n=5).

A restricdo hidrica afetou negativa e progressivamente (relativo a intensidade do
estresse) os parametros relacionados ao crescimento das plantas em ambos os gendtipos de
cana (tabela 2). A seca moderada (MD) teve poucos efeitos sobre o crescimento das plantas,
de modo que apenas os parametros Ny (em IACSP94-2094) e MF. (em IACSP95-5000) foram

reduzidos. Sob condicdo de seca severa (SD), as plantas IACSP94-2094 exibiram redugdo
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significativa de todos os pardmetros analisados, comparativamente as plantas irrigadas. Plantas
IACSP95-5000 também apresentaram diminuicdo de Ny, MSre MS, quando submetidas a
estresse hidrico severo, entretanto, ndo exibiram altera¢do significativa dos parametros
relativos ao caule (N. e C,).

A andlise do diametro dos entrends do caule mostrou que os dois gendtipos de cana-de-
acucar apresentaram um perfil de crescimento semelhante sob condi¢des normais de irrigagao
(fig. 4), embora o didametro médio do caule seja maior nas plantas IACSP95-5000 (21,25 mm)
que em IACSP94-2094 (19,98 mm). Nestas condi¢des, verificou-se que os entrends
intermedidrios (E4-E8) apresentaram diametro médio superior as demais regides do caule, em
ambos os gendtipos de cana. Independentemente do regime hidrico, as plantas tenderam a
apresentar menor diametro dos entrends da base (maduros), com valores se aproximando

daqueles obtidos para os entrends do dpice (imaturos) (fig. 4).
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Figura 4. Diametro mediano dos entrends do caule (E) em dois genétipos de cana-de-acucar
(IACSP94-2094 e TACSP95-5000) crescidos sob diferentes regimes hidricos. Cada valor
representa a média + erro padrdo de cinco replicatas (n=5).

28



O déficit hidrico levou a reducdo do didmetro dos entrends ao longo do caule, e as
plantas IACSP94-2094 parecem ter sido mais fortemente afetadas, principalmente durante a
seca severa. A regidao dos entrends intermedidrios apresentou as maiores reducdes, com 14,3 %
em IACSP94-2094 e 9,3 % em IACSP95-5000 (fig. 4). Alteragdes morfoldgicas tais como
encurtamento e/ou afinamento de entrends foram observadas em ambos os gendtipos de cana e

poderiam estar associadas as condi¢des de cultivo em casa de vegetacao.

3.2. Sacarose, agiicares redutores e prolina livre

A fig. 5A mostrou que sob condi¢des normais de crescimento, o teor de sacarose foi
maior nos entrends imaturos do gendtipo TACSP94-2094 em relacdo as plantas IACSP95-
5000, enquanto nos entrenés maduros foram observados valores similares entre os dois
genotipos. Nestas condi¢des, a quantidade de sacarose em ambos os gendtipos foi cerca de 5-6
vezes superior nos entrends maduros que nos imaturos. Plantas sob restri¢ao hidrica (MD e/ou
SD) tiveram o teor de sacarose significativamente aumentado nos entrends imaturos. Nao
houve diferenca significativa na sacarose acumulada nos entrenés maduros entre os genotipos
de cana-de-agucar, dentro do mesmo regime hidrico (fig. SA).

Plantas sem restricdo hidrica apresentaram maiores teores de actcares redutores nos
entrends imaturos em relacdo aos entrendés maduros (fig. SB e 5C). Considerando as plantas
irrigadas, observou-se que as quantidades relativas de glicose e frutose foram maiores em
IACSP94-2094 do que em TACSP95-5000 em ambos os entrends (imaturo e maduro). Sob
déficit hidrico, os teores de glicose e frutose tenderam a ser reduzidos nos entrends imaturos
em comparagdo as plantas irrigadas, mas apenas para a frutose essa reducao foi significativa,
em ambos os gendtipos de cana (fig. 5C). Nos entrends maduros, esses agicares mantiveram

valores similares aos observados nas plantas irrigadas em ambos os gendtipos (excecao para as
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plantas IACSP94-2094 sob seca severa, que exibiram maior teor de glicose em relacdo ao
controle). Ndo foi possivel quantificar frutose nas amostras do entren6 maduro de IACSP95-

5000 (fig. 5C).
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Figura 5. Efeito do déficit hidrico sobre os teores de sacarose (A), glicose (B), frutose (C) e
prolina (D) no entrené imaturo (Young= Y) e no entrené6 maduro (Mature= M) em dois
gendtipos de cana-de-acgucar. As letras maitsculas diferentes indicam diferencas significativas
entre os regimes hidricos dentro do mesmo gendétipo e as letras mindsculas diferentes indicam
diferencas entre os gendtipos dentro do mesmo regime hidrico. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, P< 0,05 (efeito do tratamento) e pelo Teste F, P< 0,05 (efeito do
gendétipo). Os valores representam a média + erro padrdo de quatro replicatas.
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Independentemente do regime hidrico, as plantas IACSP95-5000 sempre apresentaram
maior teor de prolina nos entrends imaturos que as plantas IACSP94-2094. Os teores de
prolina livre foram superiores nos entrends imaturos relativamente aos entrenés maduros, em
ambos os gendtipos. O contetido de prolina no caule ndo foi significativamente afetado pelo

déficit hidrico em nenhum dos genétipos de cana avaliados (fig. SD).

3.3. Anadlise qualitativa e quantitativa da lignina em cana
3.3.1. Caracterizagcdo morfo-anatémica

A andlise da morfologia interna mostrou que o caule da cana-de-agicar € constituido
basicamente por células parenquimaticas que se concentram na regido da medula, e por feixes
vasculares, mais abundantes na regido do cértex. A reacdo com floroglucionol evidenciou um
padrdo diferenciado de deposi¢c@o de lignina entre os gendtipos de cana-de-aguicar analisados
neste estudo. O caule do gendétipo IACSP94-2094 apresenta um processo de lignificacao
precoce e mais intenso comparado as plantas do gendtipo TACSP95-5000, conforme indicado
pelo espessamento das paredes celulares e pelo grau de lignificacdo da epiderme e dos
elementos dos feixes vasculares do xilema no entrené imaturo (figs. 6A, 6C, 6E, 6G, 7A, 7C,
7E e 7G).

Observou-se que no entrend imaturo das plantas IACSP94-2094 os elementos traqueais
do protoxilema e metaxilema ja se mostram lignificados (fig. 6E e 6G), enquanto as fibras e
camadas sub-epidérmicas estdo em inicio de lignificacdo (fig. 6A). No entrené6 maduro, a
lignina estd presente em quase todos os tecidos, com excec¢do das células do parénquima
clorofiliano (fig. 6B) e das células do floema nos feixes vasculares (fig. 6F e 6H). Os tecidos
tendem a se tornar muito rigidos, pois as células parenquimadticas encontram-se com paredes
mais espessas e lignificadas por todo o 6rgdo; adicionalmente, as fibras do xilema também

apresentam parede celular muito espessa e lignificada (fig. 6F e 6H).

31



Figura 6. Secgdes transversais de diferentes regides do caule da cana-de-agucar (IACSP94-
2094) submetidas ao floroglucinol 4cido para detec¢do de lignina. Coluna da esquerda=
entrend imaturo, Coluna da direita= entrené maduro. A-B: regido do cértex; C-D: detalhe da
epiderme e camadas celulares adjacentes; E-F: detalhe do feixe vascular do cértex; G-H:
detalhe do feixe vascular da regido da medula. cp= célula parenquimdtica; ep= epiderme;
f=fibras; mx= metaxilema; pc= parénquima clorofiliano; ph= floema; fv= feixe vascular; px=
protoxilema. Barras: A-B; E-F= 50 um; C-D e G-H= 20 pm.
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Figura 7. Seccdes transversais de diferentes regides do caule da cana-de-acicar (IACSP95-
5000) submetidas ao floroglucinol 4cido para deteccdao de lignina. Coluna da esquerda=
entrend imaturo, Coluna da direita= entrené maduro. A-B: regido do cértex; C-D: detalhe da
epiderme e camadas celulares adjacentes; E-F: detalhe do feixe vascular do cértex; G-H:
detalhe do feixe vascular da regido da medula. cp= célula parenquimética; ep= epiderme; f=
fibras; mx= metaxilema; pc= parénquima clorofiliano; ph= floema; fv= feixe vascular; px=
protoxilema. Barras: A-B; E-F= 50 um; C-D e G-H=20 pm.
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O caule das plantas TACSP95-5000 apresentou um grau de lignificagdo discreto no
entrend imaturo, no qual apenas os elementos traqueais do protoxilema dos feixes vasculares
mostraram-se lignificados (fig. 7A, 7E, e 7G). No entrené maduro, as células parenquimaticas
encontram-se lignificadas (fig. 7F e 7H), entretanto demonstraram uma reacao menos intensa
na presencga do floroglucinol, quando comparadas as plantas IACSP94-2094. Similarmente, as
fibras também ficaram menos coradas, tanto nos feixes vasculares localizados no cortex (fig.

7B e 7F) como na medula (fig. 7H).

3.3.2. Ligninas soliiveis

A andlise de ligninas soliveis permitiu estabelecer o perfil de mondmeros e oligdmeros
precursores do polimero em cana-de-agucar, a partir da frequéncia dessas estruturas. Conforme
indicado na tabela 3, foram identificados em cana os monolignéis G e S e seus aldeidos
(coniferil e sinapil aldeido), quatro dimeros e quatro trimeros de lignina. Ligacdes
interunidade do tipo 8—0—4 (menos recalcitrantes) foram relativamente frequentes entre as
estruturas identificadas, entretanto, ligacdes como 8—5 e 8—8 (mais recalcitrantes) também

estao presentes.

Tabela 3. Mondmeros e oligdmeros precursores de ligninas e suas
respectivas massa-carga (m/z) obtidos por UPLC-MS/MS

Unidade Estrutura m/z
coniferil aldeido 177

coniferil dlcool (G) 179

Monomeros sinapil aldeido 207
sinapil élcool (S) 209

G(8—5)H 327

G(8-5)G 357

Dimeros S(8-8)S 417
S(8-0-4)G 435
G(8—0—-4)G(8—5)G 553
G(8—0—4)S(8-5)G 583

Trimeros G(8—0—-4)S(8-8)S 613
S(8—0—4)G(8-0—4)S 631
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De modo geral, o mondmero G (coniferil dlcool, m/z 179) foi encontrado com maior
frequéncia que o mondmero S (sinapil dlcool, m/z 209), enquanto a unidade H (p-coumaril
alcool, m/z 149) ndo foi detectada em cana, confirmando resultados anteriores de nosso grupo
(Bottcher et al., 2013). Em ambos os gendtipos, os dimeros de ligninas tenderam a ser mais
abundantes no cértex e na medula dos entrends imaturos (YR e YP) que nos maduros; ja os

trimeros tenderam a ser mais abundantes nos entrends maduros (fig. 8).
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Figura 8. Determinacdo do padrdo de ligninas soldveis por UPLC/MS em dois genétipos de
cana-de-actucar crescidos sob diferentes regimes hidricos. A frequéncia de cada estrutura é
representada no diagrama por diferentes intensidades de cor, conforme a legenda (n= 4
plantas). A= IACSP94-2094, B= TACSP95-5000; C= controle, MD= seca moderada, SD= seca
severa; YR= cortex jovem, YP= medula jovem; MR= cértex maduro, MP= medula madura.
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Nas plantas IACSP94-2094, o mondmero G foi mais frequentemente detectado nos
entrends maduros que nos imaturos (fig. 8A). Sob condi¢do de estresse, os niveis de G
tenderam a ser reduzidos no entrené maduro (cortex). Os dimeros foram mais frequentemente
encontrados nos entrends imaturos (YR) e a sua frequéncia nio parece ser afetada pelo déficit
hidrico. Entre os dimeros, G(8—5)H (m/z 327) foi o mais raro ¢ S(8—0—4)G (m/z 435) o mais
abundante. Dos trimeros identificados em cana, G(8—0—4)S(8—8)S (m/z 613) foi o menos
frequente, detectado apenas nos entrends maduros. Contrariamente, S(8—0—4)G(8—0—4)S
(m/z 631) parece ser o trimero mais frequente na cana, estando ausente apenas na medula do
entrend imaturo. As estruturas G(8—0—4)G(8—5)G (m/z 553) e G(8—0—4)S(8—5)G (m/z 583)
foram encontradas nos entrends imaturos apenas sob condi¢@o de restri¢ao hidrica (MD e SD).

Em TACSP95-5000, os niveis de G nos entrends imaturos e maduros parecem ser
afetados negativamente pelo déficit hidrico (fig. 8B). Os dimeros também tendem a
predominar nos entrends imaturos e sua abundancia ndo demonstrou correlacdo aparente com
o estresse. Nos entrends maduros, G(8—0—4)S(8—5)G (m/z 583) e S(8—0—4)G(8—0—4)S (m/z
631) foram os trimeros mais abundantes. Nesta regido, a presenca de G(8—0—4)G(8—-5)G (m/z
553) parece ser influenciada pelo regime hidrico, tendendo a aumentar sua frequéncia em MR
e MP, sob condicdo de seca (MD e SD). J4 S(8—0—4)G(8—0—4)S (m/z 631) tende a reduzir

sua frequéncia em funcdo do estresse.

3.3.3. Quantificacdo de lignina

O teor de lignina medido pelo 4cido tioglicélico (lignin thioglycolic acid, LTGA) foi
positivamente associado com o estdgio de maturacdo dos entrenés do caule, de modo que a
quantidade de lignina foi maior nos entrenés maduros do que nos imaturos. Sob condicdes
normais de crescimento, as plantas IACSP94-2094 exibiram um teor de lignina 4,6 vezes

maior no entrené maduro do que no entrend imaturo (regido do cértex); em plantas IACSP95-
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5000, essa razao € de 3,2 vezes. Nos entrends maduros, a medula também € cerca de 2,7 vezes
mais lignificado que nos entrends imaturos, em ambos os genétipos de cana (fig. 9). O teor de
lignina medido no caule das plantas irrigadas foi similar entre os dois gendtipos de cana-de-
acucar analisados, a exce¢do da MR que se mostrou mais lignificada em ITACSP94-2094
comparativamente as plantas [ACSP95-5000.

O déficit hidrico induziu um discreto acimulo de lignina nos entrends imaturos (YR e
YP) nos dois gendtipos de cana-de-acucar (fig. 9A e 9B). Nos entrends maduros, as plantas
IACSP95-5000 aumentaram significativamente o teor de lignina da MR quando submetidas a

restri¢do hidrica severa (SD) (fig. 9B).
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Figura 9. Efeito do déficit hidrico sobre o teor de lignina em regides distintas do caule de dois
genotipos de cana-de-agucar. As letras maitsculas diferentes denotam diferengas significativas
entre os regimes hidricos dentro do mesmo entrend e as letras mindsculas diferentes indicam
diferencas entre os entrends (imaturo ou maduro) dentro do mesmo regime hidrico. As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, P< 0,05 (efeito do tratamento) e pelo Teste F, P< 0,05
(efeito do entrend/tecido). Cada valor representa a média + erro padrdo de quatro ou cinco
replicatas. A= IACSP94-2094; B= TACSP95-5000; YR= cértex jovem, YP= medula jovem:;
MR= cértex maduro, MP= medula madura.
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3.4. Anadlises de expressao génica por gPCR

A andlise do padrdo de expressdo dos genes que codificam para algumas das enzimas
da via de biossintese de lignina em cana-de-acticar mostrou que o acimulo de transcritos
variou de acordo com o estdgio de desenvolvimento dos entrends no caule, do tecido analisado
(cortex ou medula) e do regime hidrico (fig. 10A-L). Sob condicdo normal de irrigacdo (C), a
maioria dos genes analisados foram mais fortemente expressos no entrené maduro (MR e/ou
MP), a excecdo de Sh4CL2 e ShCCoAOMT3 que para alguns tecidos exibiram maior actimulo
de transcritos no entrendé imaturo (fig. 10C e 10H). SACADS8 mostrou padrdo de expressao
similar nos entrends imaturo e maduro (YR, YP, MR e MP) em plantas de cana sem restricao
hidrica (fig. 10L). Comparando os niveis de transcritos do cértex e da medula, observou-se
que a atividade dos genes analisados é predominante no cértex, independentemente do estagio
de maturacao dos entrends do caule.

O déficit hidrico induziu alteragdes na expressdo de varios genes da biossintese de
lignina (fig. 10A-L). O padrdo de expressdo de todos os genes analisados foi similar entre as
plantas IACSP94-2094 e IACSP95-5000, embora a intensidade das respostas ao estresse seja
diferente. De modo geral, a restricdo hidrica severa (SD) induziu aumento de transcritos de
varios genes no entrend imaturo, principalmente na YR. Sob estresse hidrico, a excecao de
ShCCoAOMT3 (fig. 10H) e ShCADS (fig. 10L), todos os outros genes foram
significativamente mais expressos nos entrends imaturos (YR) em relagdo a condi¢do controle,
em pelo menos um dos gendtipos analisados. Similarmente, os genes ShPALI, Sh4CL2,
ShCOMTI, ShCCoAOMT3 e ShCCRI também mostraram aumento na abundincia de
transcritos induzido pela seca no YP (figs. 10A, 10C, 10F, 10H e 10J). Contrariamente, nos
entrends maduros foi observada uma reducio generalizada na expressdao dos genes estudados

em relacdo as plantas irrigadas. Transcritos dos genes ShPALI, ShC4HI, ShC3HI, ShCOMT]I,
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ShCCoAOMTI, ShCCoAOMT3, ShF5H, ShCCRI e ShCAD2 foram significativamente
diminuidos no MP sob condi¢do de estresse, em um ou nos dois gendtipos de cana (figs. 10A,
10B, 10E, 10F, 10G, 10H, 101, 10J e 10K). Essa reduc@o dos niveis de expressdo também foi
observada para os genes ShPALI, ShC3HI, ShCOMTI, ShCCoAOMTI, ShCCoAOMT3,
ShF5H e ShCAD2 na MR, comparativamente as plantas irrigadas (figs. 10A, 10E, 10F, 10G,
10H, 10I e 10K). Aparentemente, ShHCT-like e ShCADS8 foram pouco ou nada afetados pela
seca, mantendo praticamente inalterados seus niveis de expressdo (fig. 10D e 10L). No anexo
1 pode-se verificar, de modo simplificado, as mudancas significativas ocorridas no nivel de
expressdao dos genes da lignina nas plantas submetidas ao déficit hidrico severo (SD) e seus

efeitos sobre o teor de lignina nos entrends do caule.
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Figura 10. Expressao relativa dos genes da biossintese de lignina mensurada por qPCR em
regides distintas do caule em dois genétipos de cana-de-actcar submetidas a déficit hidrico
(A-L). Os valores de expressdo foram normalizados usando GAPDH como gene de referéncia
e a expressao relativa foi calculada pelo método AACrt. Plantas estressadas (SD) marcadas
com asterisco diferem das respectivas plantas controle (C) dentro do mesmo genétipo pelo
Teste F, P< 0,05 (efeito do tratamento). Os valores representam a média da expressao relativa
+ erro padrio de trés replicatas. YR= cortex jovem, YP= medula jovem; MR= cértex maduro,
MP= medula madura.
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4. DISCUSSAO

O bagaco da cana-de-acicar é um material co-produzido na industria sucroalcooleira e
prontamente disponivel para ser utilizado na produgdo de etanol celulésico. A conversdo da
biomassa vegetal para etanol € principalmente limitada pela recalcitrancia da biomassa ao
ataque quimico, enzimdtico ou microbiano (Chen & Dixon, 2007; Himmel et al., 2007).
Estudos envolvendo a manipulacdo de genes da via de biossintese de lignina indicam que
ambos teor e composi¢do do polimero influenciam a recalcitrancia da biomassa vegetal
(Davison et al., 2006; Chen & Dixon, 2007; DeMartini et al., 2013). Assim, a lignina é um dos
principais fatores limitantes ao uso da biomassa lignoceluldésica para a producdo de
biocombustiveis.

Neste estudo, dois gendtipos comerciais de cana-de-acicar foram avaliados quanto ao
efeito ‘modulador’ do déficit hidrico sobre o teor e a estrutura da lignina no caule. Alguns
trabalhos tém reportado a influéncia do estresse hidrico sobre a biossintese de lignina em
diferentes espécies de plantas, indicando uma complexa regulacido genética que pode variar de
acordo com a severidade/tempo de exposicdo ao estresse, com a fase fenoldgica e com o
orgdo/tecido da planta entre outros fatores (Fan et al., 2006; Yang et al., 2006; Alvarez et al.,
2008). Em cana n3ao hd informagdes sobre mecanismos que regulam a biossintese e a
deposicao de lignina na parede celular e como estresses ambientais tais como a seca podem
afetar o processo de lignificacao.

Os genétipos de cana TACSP94-2094 e IACSP95-5000 analisados neste estudo foram
diferentemente afetados pelo estresse hidrico. Essa diferenca poderia estar relacionada a maior
taxa de crescimento exibida pelas plantas TACSP94-2094 comparativamente as plantas
IACSP95-5000, conforme verificado sob condicdo irrigada. Embora o gendtipo IACSP94-
2094 seja caracterizado como tolerante a seca (Machado et al., 2009; Ribeiro et al., 2013),
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plantas submetidas a restricdo hidrica severa e prolongada, apresentaram redugdo significativa
de todos os pardmetros biométricos analisados (Np MS; N., Ac, MF. e MS,;), enquanto
TACSP95-5000 foi menos afetada e exibiu diminuicdo de Ny, MSy e MS, (tabela 2). O ndmero
de folhas verdes (Ny) e a biomassa da raiz (MS,) sofreram as maiores reducdes nos dois
genotipos de cana, sendo 39 % e 31 % nas plantas TACSP94-2094 e, 51 % e 35 % em
IACSP95-5000, respectivamente. De fato, Inman-Bamber (2004) reportou quedas
significativas na producdo de biomassa da cana-de-agicar devido a seca, atingindo perdas de
até 35 % da fitomassa.

Adicionalmente, a baixa performance das plantas IACSP94-2094 sob restri¢dao hidrica
poderia estar relacionada a severidade e/ou tempo de exposi¢do ao estresse hidrico, uma vez
que sob estresse moderado (MD) apenas Ny foi significativamente reduzido. Em cana-de-
acucar a reducdo do nimero de folhas e a senescéncia foliar durante o déficit hidrico poderiam
indicar uma estratégia da planta para diminuir a superficie transpirante, reduzindo o gasto
energético para a manutencdo do metabolismo basal nos tecidos (Inman-Bamber & Smith,
2005; Smit & Singels, 2006; Inman-Bamber et al., 2008).

O impacto do déficit hidrico sobre a produtividade da cana-de-aciicar parece estar
relacionado a fase de crescimento das plantas. Alguns trabalhos indicam que a cana torna-se
mais suscetivel ao déficit hidrico durante a fase inicial de formagdo, caracterizada pelo
crescimento acelerado e perfilhamento da planta (Ramesh, 2000; Machado et al., 2009).
Paralelamente, outros autores apontam que a maior suscetibilidade a seca ocorre durante a fase
de alongamento dos caules com significativas reducdes da fitomassa e do acimulo de sacarose
(Robertson et al., 1999; Inman-Bamber & Smith, 2005). Nossos resultados confirmam que o
déficit hidrico imposto durante a fase de alongamento dos caules induziu estresse hidrico nas

plantas, afetando o crescimento e, consequentemente, a producao de biomassa.
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A cana-de-agucar caracteriza-se pela capacidade de acumular grandes quantidades de
sacarose no caule e seu teor aumenta com a maturidade dos entrends (Rose & Botha, 2000).
Em conjunto, sacarose e aguicares redutores representam a maior fracdo dos actcares soliveis
totais presentes no caule. Esses acticares t€ém suas proporcdes alteradas nos diferentes estagios
de maturacdo dos entrends e sdo negativamente correlacionados um com o outro (Pan et al.,
2009). De fato, os resultados obtidos para as plantas TACSP94-2094 e TACSP95-5000
confirmam que nos estdgios iniciais de desenvolvimento, quando as taxas de crescimento sdo
maximas, o teor de agucares redutores (frutose e glicose) foi maior que o de sacarose nos
entrends imaturos. O contrdrio foi observado durante a maturidade, quando o acimulo de
sacarose foi potencializado e o teor dos agtcares redutores tornou-se muito baixo (fig. SA-C).

A restri¢do hidrica afeta negativamente a fotossintese devido a limitagdes estomdticas e
ndo-estomdticas (Ghannoum, 2009). A baixa disponibilidade hidrica provocou algumas
alteracdes no balanco de agicares no colmo, que funciona como um 6rgao dreno na cana-de-
acucar. Nos entrends imaturos, o acimulo de sacarose e a reducdo do teor de frutose foram
simultaneamente induzidos pela seca em ambos os gendtipos analisados (fig. SA-C), o que
deve estar relacionado a redugdo das taxas de crescimento dos entrends durante o déficit
hidrico. A menor demanda do dreno (entrenés em alongamento) levaria a diminuicdo da
hidrélise da sacarose, favorecendo a reacdo de sintese/armazenamento de sacarose nos
entrends jovens. Contrariamente, resultados obtidos em plantas do cultivar Q117 submetidas
ao déficit hidrico ndo apontaram nenhuma alteracdo significativa nas quantidades de sacarose
e acucares redutores nos entrends jovens (Iskandar et al., 2011).

Por outro lado, nos entrends maduros os teores de sacarose e acgucares redutores nao
foram afetados pelo déficit hidrico. Considerando a menor taxa de exportacdo de sacarose

decorrente da queda da atividade fotossintética nas plantas sob estresse hidrico, é possivel que
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a manutencao do pool de aguicares nesses entrends esteja relacionada a dindmica de clivagem e
re-sintese celular de sacarose, processo regulado pela atividade das enzimas sacarose fosfato
sintase (SPS), sacarose sintase (SUSY) e invertases (Botha & Black, 2000). Nossos resultados
foram parcialmente corroborados pelo estudo realizado por Iskandar et al. (2011), no qual os
autores mostraram que embora o teor de sacarose nao tenha sido alterado, os teores de glicose
e frutose foram aumentados nos entrenés maduros de plantas de cana-de-agtcar durante o
déficit hidrico. A intensidade e/ou tempo de exposi¢do ao estresse hidrico poderiam explicar
essas respostas fisioldgicas aparentemente distintas.

Paralelamente, € preciso enfatizar que alguns agicares como a glicose, a trealose e a
sacarose podem atuar como importantes moléculas sinalizadoras durante o crescimento e ao
longo do desenvolvimento das plantas, regulando diversos processos fisiolégicos tais como a
fotossintese, a particio de energia e as respostas de defesa contra estresses ambientais
(Smeekens, 2000; Koch, 2004). Moléculas como sacarose e glicose funcionam como
eficientes moduladores da expressdao génica (Koch, 1996). Com feito, um expressivo nimero
de genes relacionados ao teor de sacarose foi identificado em cana-de-acticar por serem
regulados em resposta a seca (69 genes) e ao 4dcido abscisico (11 genes), indicando que rotas
metabdlicas associadas com o acimulo de sacarose e o desenvolvimento do caule poderiam
estar interligadas com rotas de sinalizacdo a diversos estresses abidticos (Papini-Terzi et al.,
2009).

Prolina € considerada um soluto compativel que se acumula nos tecidos das plantas em
resposta ao estresse osmotico e parece contribuir para o ajuste osmoético, estabilizacdo das
macromoléculas e protecdo contra danos oxidativos (Zhang et al., 1999). Recentemente,
alguns trabalhos desenvolvidos em cana-de-agticar tém proposto uma discussdo sobre o

potencial papel da prolina no ajuste osmético durante o déficit hidrico. De acordo com
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Iskandar et al. (2011) as baixas concentragdes de prolina encontradas no caule da cana sob
estresse hidrico e a correlacdo negativa entre o teor de prolina e o aumento do teor de sacarose
no caule, comprovariam que esse aminodcido ndo tem funcdo de osmoprotetor na cana-de-
acucar.

Neste estudo, o teor de prolina livre no caule foi similar entre plantas irrigadas nos
genotipos IACSP94-2094 e IACSP95-5000 e, sob condi¢ao de déficit hidrico severo, nenhuma
alteracdo significativa na quantidade desse aminodcido foi detectada no caule (fig. 5D). Estes
resultados indicam que a prolina nio tem papel osmoprotetor no caule em eventos de déficit
hidrico prolongado, quando outros mecanismos de aclimatacdo/resisténcia mais efetivos
poderiam ser recrutados pela planta. Do mesmo modo, o uso da prolina como marcador
bioquimico para o estresse hidrico deverd ser visto com cautela, uma vez que em cana o teor
desse aminodcido pode variar com a severidade e/ou tempo de exposi¢ao ao estresse (Cia et
al.,2012) e a fase de desenvolvimento da planta (Queiroz et al., 2011).

A anatomia do caule da cana-de-aciicar observada em nossas andlises foi consistente
com a literatura (Moore, 1987) e evidenciou a tipica organiza¢do do entrend em duas regides
morfologicamente distintas: o cortex (rind), caracterizado por um grande nimero de feixes
vasculares e a medula (pith), regido onde predominam as células do parénquima de reserva.
Uma estimativa do nimero de feixes vasculares nos entrends da cana mostrou que cerca de 50
% deles estao localizados na faixa de 3 mm contados a partir do cértex (Walsh et al., 2005).

A comparagdo entre o padrao de deposicao de lignina nos diferentes entrends do caule
em dois gendtipos de cana mostrou que a lignificacdo em ITACSP94-2094 ocorre mais
precocemente que em IACSP95-5000 (figs. 5 e 6). A andlise do entrené imaturo corrobora tal
constatacdo, pois enquanto nos feixes vasculares de TACSP95-5000 apenas o protoxilema

mostrou-se lignificado, IACSP94-2094 apresenta protoxilema e metaxilema lignificados, além

46



de lignificagdo inicial das fibras e camadas subepidérmicas. Da mesma forma, as células do
parénquima de reserva do entrendé maduro também se apresentam lignificadas e as fibras do
xilema exibem paredes bastante espessadas e lignificadas. Walsh et al. (2005) encontraram
que as paredes das células do parénquima sdo lignificadas com a maturacdo dos entrends,
sendo que no entrend quatro o indice de lignificacdo fica em torno de 5 %, enquanto no
entreno dez esse valor pode atingir 60 % dessas células.

De fato, as medic¢des dos teores de lignina no caule da cana-de-aguicar confirmaram que
o acimulo do polimero variou com a maturacdo dos entrends (imaturo/Y ou maduro/M) e
também de acordo com a regido do entrend (cértex/R ou medula/P). Assim, entrends maduros
foram mais lignificados que os imaturos e, dentro de cada entrend, o cértex exibiu maior teor
de lignina que a medula, o que foi associado a maior concentracdo de feixes vasculares na
regido do cortex do entrend e a progressiva lignificacdo da epiderme e hipoderme. Assim,
observou-se que MR chegou a ser 4,6 vezes mais lignificada que YR em [ACSP94-2094,
enquanto em TACSP95-5000 esse aumento foi de 3,2 vezes; na regido da medula, o teor de
lignina foi 2,7 vezes maior no MP do que em YP, em ambos os gendtipos de cana (fig. 8A e
8B). A maior lignificacdo do cortex observada no caule da cana-de-actcar € consistente com a
maior atividade de peroxidases detectadas nessa regido, que poderiam estar envolvidas na
polimerizacdo da lignina (Cesarino et al., 2012).

Estudos dedicados a anélise da composicdo do bagaco da cana-de-agicar tém reportado
diferentes teors de lignina no caule, fato principalmente relacionado ao método adotado para a
determinacdo da lignina, além de outros fatores como a idade das plantas (de Souza et al.,
2013) e a variacdo genotipica (Masarin et al., 2011). De fato, um estudo utilizando 11 hibridos
incluidos em um programa de melhoramento que busca selecionar plantas com baixos niveis

de lignina mostrou que entre esses hibridos o teor de lignina no bagaco variou de 17 a 24 %
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(Masarin et al., 2011). Estudo recente desenvolvido por nosso grupo de pesquisa avaliou o
teor de lignina ao longo do perfil do caule em dois gendtipos de cana-de-agicar pelo método
Klason (lignina insolivel) identificando teores que variaram de 7 a 12,5 % no gendtipo com
baixo teor de lignina e 7,5 a 16 % no gendtipo com alto teor de lignina (Bottcher et al., 2013).
Adicionalmente, foi demonstrado que a razdo S/G variou com a maturidade do caule, com o
tecido analisado (medula ou cértex) e também em relacao aos diferentes gendtipos de cana-de-
acucar estudados (Bottcher et al., 2013).

No presente estudo, o teor de lignina avaliado a partir dos residuos dlcool insoliveis
(AIR) do caule em dois genétipos de cana variou de 0,4 % em YP (menor teor) a 4,2 % em MR
(maior teor). Baixos teores de lignina estimados pelo método do 4cido tioglicdlico em cana-
de-agicar também foram reportados por de Souza et al. (2013) em plantas jovens, sendo 4,9 %
nas folhas e 2,5 % no caule. A alta especificidade associada ao método somada ao fato de que
uma fracdo significativa da lignina de gramineas possuir carater dcido-soldvel (permanecendo,
portanto, em solucdo durante a etapa de precipitacdo em 4cido), poderia conduzir a valores
subestimados da lignina total (Hatfield & Fukushima, 2005). Independentemente das questdes
relativas ao método, nossos resultados demonstraram o actimulo diferencial de lignina nos
entrends imaturo e maduro e também entre a medula e o cortex.

Embora baixos niveis de lignina sejam desejaveis em plantas que deverdo ser
utilizadas para a produgdo de etanol celuldsico, a produtividade de biomassa também ¢é
relevante e, particularmente no caso da cana-de-acucar, o rendimento de sacarose assume
grande importancia. Nesse sentido, Masarin ef al. (2011) demonstraram que apenas dois entre
onze hibridos experimentais de cana (< 20 % da popula¢do) combinaram alta produtividade de
sacarose e biomassa com menores teores de lignina, enquanto os demais hibridos variaram

niveis mais elevados de lignina com alta/baixa produtividade de biomassa ou sacarose.
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Plantas estdo frequentemente expostas a diversos estresses ambientais tais como seca,
baixas temperaturas, radiacio ultravioleta (UV-B), deficiéncia mineral, infecc@o por patégenos
entre outros que podem levar a mudancgas no teor e/ou composi¢cao da lignina (para revisao ver
Moura et al., 2010). A biossintese de lignina obedece um controle genético bastante
complexo, resultando em diferentes respostas adaptativas que podem variar durante o
crescimento e o desenvolvimento da planta (Rogers & Campbell, 2004). Particularmente em
relacdo ao estresse hidrico, diversos trabalhos encontraram que a expressao de genes da via de
biossintese e/ou o teor de lignina podem ser alterados de acordo com o tempo e/ou intensidade
do estresse (Yang et al., 2006; Yoshimura et al., 2008), com o 6rgdo e suas regides especificas
(Vincent et al., 2005; Fan et al., 2006) e tipos celulares especificos (de Souza et al., 2013).

Os resultados obtidos nesse estudo indicaram que o déficit hidrico alterou a deposicao
de lignina no caule dos genétipos de cana-de-agicar analisados, induzindo um acdmulo
significativo dos teores do polimero nos entrends imaturos, com aumento de 20 % na YR e 61
% na YP nas plantas IACSP94-2094 e 25% na YR e 66 % na YP em IACSP95-5000
comparativamente as respectivas plantas irrigadas. Adicionalmente, as plantas IACSP95-5000
submetidas a seca severa acumularam 30 % mais lignina na MR comparativamente as plantas
irrigadas, demonstrando que a resposta adaptativa desse gendtipo a seca envolve, direta ou
indiretamente, mudancas no metabolismo de lignina no caule. O stbito acimulo de lignina nas
plantas TIACSP95-5000, genétipo com menor nivel de lignificacdo do caule, conforme
evidenciado pelas andlises anatdomicas e lignina, em particular no cértex, poderia indicar uma
estratégia para aumentar a resisténcia dos vasos do xilema para suportar as maiores tensoes
geradas durante eventos de déficit hidrico e reduzir as perdas de dgua. Voelker et al. (2011)
mostraram que o reduzido grau de lignificacdo de plantas transgé€nicas de Populus spp.

silenciadas para o gene 4CL aumentou a vulnerabilidade do xilema ao embolismo.
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O teor, a composi¢cdo e a estrutura da lignina podem ser amplamente varidveis entre
diferentes espécies de plantas e também entre os distintos tecidos dentro do mesmo organismo
(del Rio et al., 2012). A complexidade estrutural da lignina parece estar diretamente
relacionada a frequéncia relativa das diferentes ligacOes interunidade, que por sua vez
dependem da abundéncia de cada mondmero durante o processo de polimerizagdo. Assim,
ligninas formadas principalmente por unidades G (por ex., nas coniferas) contém maior
nimero de ligacOes resistentes tais como 8—5, 8-8, 5-5 e 5-0-4 do que ligninas enriquecidas
em unidades S, sendo por isso mais resistentes a degradagcao quimica (Boerjan et al., 2003).

Em cana-de-agucar, um estudo recente utilizou UPLC—MS/MS para identificar ligninas
soliveis (mondmeros e oligdmeros) e naturalmente sintetizadas pela planta, sugerindo que a
composi¢do das ligninas ndo polimerizadas poderia ser usada para inferir sobre a composi¢ao
e a recalcitrancia da biomassa de cana (Kiyota et al., 2012). Adicionalmente, os autores
apontaram que as estruturas identificadas em cana poderiam ser indicativas da abundancia
relativa dos mondmeros e os tipos de ligacdo inter-unidade formados entre os oligdmeros
poderiam ser tteis na caracterizacdo do material lignoceluldsico derivado da cana-de-agucar.
Embora esses dados tragam novas perspectivas sobre o processo de lignificacdo em plantas,
ndo € possivel estabelecer uma correlacdo direta entre a frequéncia desses oligdmeros e a
deposicdo da lignina na parede celular, pois o polimero € formado pelo acoplamento
randomico de monolignéis ao polimero em crescimento e ndo pela incorporagdo de
oligdmeros pré-formados (Boerjan et al., 2003; Morreel et al., 2004).

A andlise de ligninas soliveis de TACSP94-2094 e IACSP95-5000 mostrou que
independentemente do grau de maturagdo (jovem ou maduro) e da regido do caule (cortex ou
medula), a frequéncia do mondémero G (coniferil) foi sempre maior que S (sinapil). Assim

como observado por Bottcher et al. (2013), unidades H (p-hidroxifenil) ndo foram encontradas
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em cana, provavelmente devido as baixas concentracdes (tipicamente <5 %) desse mondmero
mesmo entre gramineas (Vanholme et al., 2012). Os oligdmeros de lignina identificados neste
trabalho foram positivamente correlacionados com o grau de maturacdo dos entrends da cana,
de modo que os dimeros foram mais frequentes nos entrends imaturos e os trimeros, mais
abundantes nos entrenés maduros (fig. 8). Similarmente, Bottcher et al. (2013) observaram
que oligdmeros de lignina eram preferencialmente acumulados nos entrenés maduros em duas
cultivares de cana-de-acicar, o que se deve a maior deposicdo de lignina associada a
maturagdo dos tecidos.

Nossos resultados mostraram que o perfil dos oligdbmeros variou de acordo com as
diferentes regides dos entrends da cana (cortex ou medula). Por exemplo, S(8—0—4)G foi mais
abundante no entrené jovem e, relativamente foi o Unico dimero encontrado no cortex,
enquanto na medula outras estruturas como G(8—5)G e S(8—8)S foram identificadas em
propor¢des semelhantes a S(8—0—4)G. A frequéncia de alguns oligdbmeros também foi
afetada pelo déficit hidrico, com estruturas como S(8—8)S, G(8—0—4)G(8-5)G e
G(8—0—4)S(8—5)G sendo encontradas em YR apenas sob condicdo de estresse, enquanto
outros oligdmeros tais como G(8—0—4)G(8—5)G e G(8—0—4)S(8—8)S tenderam a reduzir sua
abundancia na MR relativamente ao controle irrigado.

Assim, embora esses dados ndo sejam suficientes para explicar provdveis alteracdes na
deposi¢do de lignina induzidas pelo estresse hidrico, poderia constituir um indicio de
mudancas no pool inicial de mondmeros (principalmente, das unidades S e G), que por
consequéncia, levariam a variacdes na composi¢cao do polimero. Com efeito, a razdo S/G varia
durante o desenvolvimento do caule em cana-de-acticar e também entre a medula e o cdrtex,
de modo que os valores de S/G foram significativamente mais elevados no cértex jovem do

que no cortex dos entrends intermedidrio e maduro, o que parece estar relacionado aos maiores
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niveis de unidades G liberadas na tioaciddlise (Bottcher et al., 2013). Contrariamente,
constatou-se que a razdo S/G tende a aumentar na medula da cana com a maturacdo dos
entrends, sugerindo que a sintese de unidades S nessa regido € positivamente relacionada com
a maturidade.

Alteracdes no teor e na composicdo da lignina estdo diretamente relacionadas a
ativacdo ou repressao dos genes da via de biossintese do polimero. Estudos com mutantes e
plantas transgénicas para diferentes genes que codificam enzimas da via t€ém mostrado que
redugdes na expressao desses genes levam, em geral, a reducdes no teor da lignina em graus
variados, dependendo do gene e seu respectivo nivel de redundancia e da espécie (Li et al.,
2008; Nakashima et al., 2008; Vanholme er al., 2008). Paralelamente, Marita et al. (1999)
demonstraram que Arabidopsis F5H-deficiente produziram ligninas formadas quase que
completamente por unidades G, diferentes das propor¢des de G e S tipicas das dicotiledoneas,
enquanto que plantas transgénicas super-expressando F5H foram caracterizadas com elevado
teor de unidades S.

A deposicao de lignina estd associada a maturidade dos 6rgaos vegetais e aos estagios
finais de diferenciac@o dos tipos celulares (Boerjan et al., 2003), o que naturalmente, tende a
elevar os niveis de expressao dos genes da biossintese de lignina nessas regides. Sob
condi¢Oes normais de crescimento foi constatado que o acimulo de transcritos nos entrends
maduros da cana foi maior do que nos entrends imaturos (fig. 10A-L). A andlise comparativa
entre o perfil de expressdao dos dois gendtipos de cana-de-acticar evidenciou que nas plantas
IACSP94-2094 a abundancia de transcritos no cortex maduro (MR) foi maior do que nas
plantas TACSP95-5000 (excecdo para Sh4CL2 e ShC3HI). Os altos niveis de expressao
observados em IACSP94-2094 corroboraram os resultados das andlises anatOomicas e da

lignina, confirmando que esse gendtipo de cana possui maior nivel de lignificacdo do caule.
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Diversos estresses ambientais como a seca, o frio e infeccdo por patégenos podem
alterar o perfil de expressdao dos genes da via de biossintese levando a mudangas no teor e/ou
composi¢cdo da lignina nas plantas (Moura et al., 2010). Plantas de cana-de-agticar submetidas
a déficit hidrico severo (SD) apresentaram significativas alteracdes dos niveis de expressao da
maioria dos genes analisados, com aumento generalizado de transcritos no entrend jovem
(excecdo de ShCADS) e redugdo da expressdo no entrené maduro (fig. 10), situacdo oposta
aquela verificada nas plantas controle que tenderam a exibir maiores niveis de expressdo dos
genes da biossintese de lignina nos entrends maduros. Esses achados foram consistentes com o
maior teor de lignina (> 60 % em relacdo ao controle) observado na medula dos entrends
jovens (YP) para ambos os genétipos de cana sob condi¢do de déficit hidrico (fig. 9A e 9B).

Contrariamente aos dados reportados neste estudo, Vincent et al. (2005) encontraram
que o déficit hidrico levou a reducdo dos niveis de COMT na zona de elongacdo das folhas
jovens (em expansdo) de milho, resultando em menores taxas de lignificacdo nessa regido, o
que poderia significar uma resposta adaptativa durante o estresse e uma vantagem quando da
retomada do crescimento apds a reidratacdo. No presente estudo, além da maior expressio de
ShCOMTI (fig. 10F), também foi verificado um aumento significativo de transcritos do gene
Sh4CL2 (fig. 10C) em ambos os genétipos de cana, que foram positivamente relacionados
com o maior teor de lignina no entrend imaturo das plantas sob déficit hidrico severo.

Por outro lado, a redug@o na expressao da maioria dos genes da biossintese de lignina
(a exceg¢dao de ShC4HI) nos entrendés maduros do caule sob condi¢do de seca ndo explica o
aumento de cerca de 30 % no teor de lignina na MR das plantas TACSP95-5000
comparativamente as plantas de cana irrigadas. A alta complexidade do genoma dos modernos
cultivares de cana-de-actcar (hibridos alopolipléides) associada a possiveis redundancias

funcionais entre os varios membros de uma mesma familia génica (Bottcher et al., 2013)
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poderiam justificar a aparente falta de correlacio entre baixa expressdo desses genes e alto teor
de lignina observados neste contexto.

Sob condi¢cdo de restricdo hidrica severa, ShF5H e ShCCRI foram os genes mais
diferencialmente expressos em IACSP94-2094, cerca de 13 e 24 vezes mais expressos na YR
sob déficit hidrico severo que nas plantas controle, respectivamente (fig. 10l e 10J). ShF5H
codifica uma enzima chave para a producdo de unidades S da lignina e o acimulo de seus
transcritos na regido do cortex (rica em feixes vasculares) poderia estar relacionado a
intensificacdo da deposicao de lignina nos entrends jovens induzida pelo estresse, uma vez que
o aumento de unidades S estd relacionada a formacdo das paredes secunddrias (He &

Terashima, 1990).
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, nés mostramos que a deposi¢do de lignina nos entrends do colmo foi
afetada pelo déficit hidrico severo em dois genétipos de cana-de-actcar. Os resultados obtidos
para os teores de lignina somados a caracterizacdo anatdmica da lignina no caule indicaram
que, sob condicdo normal de crescimento, as plantas TACSP94-2094 mostraram-se mais
lignificadas que IACSP95-5000. O perfil de expressdao dos genes relacionados a biossintese de
lignina confirmou que o actimulo de transcritos dos genes analisados aumentou com a
maturidade dos entrends e, de modo geral, o nivel de expressdo foi sempre maior no cértex do
que na medula. O aumento de cerca de 60 % no teor de lignina induzido pelo déficit hidrico na
medula dos entrends jovens, em ambos os genétipos, foi positivamente relacionados ao
acimulo dos transcritos de Sh4CL2 e ShCOMTI, sugerindo que esses genes poderiam
desempenhar um papel crucial no controle da deposicdo de lignina em cana. Nossos dados
reforcam a complexidade de mecanismos envolvidos no controle espaco-temporal da
deposicdo da lignina e, em adicdo, constatamos que o déficit hidrico severo afetou
negativamente a produtividade da cana-de-acticar e levou ao aumento dos teores de lignina nos
entrends jovens. Considerando tais resultados, estudos complementares seriam necessarios
para analisar as implicacdes do acimulo de lignina na regido imatura do colmo sobre a

qualidade final da biomassa lignoceluldsica da cana-de-agucar.
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CAPITULO 2

DEPOSICAO DE LIGNINA EM DOIS
GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR

CRESCIDOS SOB BAIXA TEMPERATURA
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Analisar o efeito da temperatura sobre a deposi¢cdo de lignina no caule em dois gendtipos
de cana-de-aguicar contrastantes para o teor de lignina, ITACSP04-627 (8,12 %, alto teor) e
IACSP04-065 (4,32 %, baixo teor), determinando o teor de lignina em diferentes regides do

colmo (cortex jovem, medula jovem, cértex maduro e medula madura).

2 — Caracterizar o padrio de expressdo dos genes da via de biossintese de monoligndis, em

diferentes regides do colmo, em plantas de cana-de-agicar submetidas a baixa temperatura.

3 — Identificar possiveis genes-alvo relacionados a regulacdo do teor e/ou composi¢do da

lignina na cana com potencial para manipulagdo genética.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-agicar € uma planta de metabolismo C4 com alta eficiéncia na produgdo de
biomassa. No Brasil, a cana é empregada na producdo de agucar e etanol e, segundo as
estimativas, a safra 2013/2014 deve atingir 660 milhdes de toneladas, um aumento de cerca de
12 % em relagdo a safra passada (CONAB, 2013). O desenvolvimento tecnolégico do setor,
iniciado na década de 1970 com a implantacio do programa Pré-Alcool, elevou a inddstria
brasileira a um patamar de exceléncia e tornou a producio de etanol a partir da fermentacdo do
caldo da cana-de-agucar significativamente mais eficiente que a producdo advinda de outras
fontes tais como milho, beterraba e palha de milho (Goldemberg et al., 2008). A despeito da
eficiéncia do sistema, acredita-se que as atuais variedades de cana-de-agicar estejam préximas
de atingir um limite natural da capacidade de armazenamento de sacarose devido
principalmente a estreita base genética, restringindo os avancos obtidos pelas técnicas de
melhoramento convencional (Grof & Campbell, 2001).

Os residuos industriais da cana (bagaco e palha) representam dois ter¢os do total de
acucares estocados pela planta, localizados nas paredes celulares do caule e das folhas na
forma dos carboidratos estruturais (Soccol et al., 2010). A energia armazenada nos
carboidratos constituintes da parede celular (celulose e hemicelulose) apresenta alto potencial
para a geracdo de etanol celuldsico obtido a partir da conversdao da biomassa da cana. Estima-
se que 92 % do bagaco sejam utilizados para produzir calor, mantendo a auto-suficiéncia
energética das usinas produtoras de agtcar e etanol (Macedo, 2005). Segundo Macedo (2005),
se apenas os 8 % restantes do bagaco da cana fossem convertidos em etanol, haveria um
adicional de 2200 L de etanol por hectare, elevando a produtividade para 8200 L/hectare e

promovendo uma reducao de 29 % na drea plantada.
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A demanda atual por fontes de energia renovdvel em substituicdo aos combustiveis
fosseis tem impulsionado as pesquisas na drea e, neste sentido, a biomassa lignoceluldsica tem
sido considerada uma promissora fonte para a producdo de biocombustiveis. A utilizacdo do
material lignoceluldsico envolve o pré-tratamento da biomassa visando a desestruturacdo das
paredes celulares, a liberacdo de acgucares fermentdveis (sacarificacdo) e, finalmente, a
fermentacdo desses agucares para obtencdo de bioetanol (Himmel et al., 2007; Yuan et al.,
2008). Os principais constituintes da biomassa lignocelulésica s@o a celulose, a hemicelulose e
a lignina, com proporcdes relativas dos trés componentes variando de acordo com a origem do
material (Reddy & Yang, 2005). A lignina € um dos principais fatores ligados a recalcitrancia
da biomassa vegetal, constituindo uma importante limitacdo ao aproveitamento dos acguicares
estruturais para a conversao em bioetanol e outros biomateriais.

Na cana-de-agucar, o bagaco € constituido por aproximadamente 50 % de celulose, 25
% de hemicelulose e 25 % de lignina (Pandey et al., 2000). Ao longo do desenvolvimento do
caule, apenas os elementos do protoxilema sdo lignificados no entrené do dpice (imaturo) e, a
seguir, durante a elongacdo e maturagdo, a lignina vai sendo depositada no metaxilema e na
porc¢do interna da bainha de fibras que circundam os feixes vasculares. A lignificacdo progride
com a maturacdo dos entrends e, a0 mesmo tempo em que a deposicdo de lignina intensifica o
espessamento das células da bainha dos feixes, o parénquima de reserva comeca a ser
lignificado, o que coincide com o aumento do armazenamento de sacarose nos entrends
maduros (Jacobsen et al., 1992). Posteriormente, a epiderme e a hipoderme também se tornam
lignificadas. Padrao similar de lignificagdo tem sido observado em outras espécies de
monocotileddneas forrageiras como Festuca arundinacea Schreb (Chen et al., 2002) e milho

(Jung & Casler, 2006).
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A lignina desempenha fungdes vitais durante o crescimento e desenvolvimento das
plantas porque possibilita o transporte de dgua através dos elementos traqueais do xilema,
aumenta a resisténcia e rigidez das paredes celulares e, além disso, atua como uma barreira
natural ao ataque de insetos e patdgenos (liyama et al., 1994). Além de restringir a eficiéncia
de sacarificacdo da celulose pelas enzimas hidroliticas (Siqueira et al., 2011; DeMartini et al.,
2013), a lignina também esta relacionada a eficiéncia de polpagcdo da madeira (O'Connell et
al., 2002) e a digestibilidade das forrageiras (Reddy et al., 2005). Diversos estudos utilizando
plantas transgénicas e mutantes para diferentes genes da via de biossintese de lignina tém
demonstrado que conteddo e composicdo podem influenciar na degradabilidade da parede
celular, impactando negativamente varios processos industriais (Piquemal et al., 2002;
Barriere et al., 2004; Chen & Dixon, 2007; Li et al., 2008).

De fato, resultados obtidos por Chen & Dixon (2007) mostraram que a lignina &
provavelmente o maior fator relacionado a recalcitrancia das paredes celulares a sacarificacao,
especialmente durante a hidrélise enzimatica. Estes autores mostraram que a recalcitrancia ao
pré-tratamento dcido e a hidrélise enzimatica foi diretamente proporcional aos teores de
lignina em linhagens de alfalfa transgénicas independentemente reprimidas para diferentes
genes da via de biossintese de lignina. Plantas de milho silenciadas para o gene acido caféico
O-metiltransferase (COMT-AS) exibiram reducdo de 15 % a 30 % da atividade de COMT e
significativa alteracdo do conteido e composi¢do da lignina, além de melhorar a
digestibilidade in vitro das plantas (Piquemal et al., 2002). Similarmente, mutantes brown
midrib de milho (bm) t€m sido caracterizados pelo fenétipo de coloracdo marrom avermelhado
associado a tecidos lignificados e por exibirem alteracdo da composicdo e/ou do contetido de
lignina. A redug¢do do contetddo de lignina no mutante bm3 de milho (cerca de 20 % da lignina

Klason em relagdo as plantas selvagens) que possui atividade diminuida de COMT parece
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explicar a maior digestibilidade das paredes celulares das plantas mutantes in vitro e in vivo
(Keith et al., 1979; Barriere et al., 2004).

Os materiais comerciais de cana-de-acucar usualmente contém altos niveis de lignina.
Masarin et al. (2011) analisaram a influéncia do conteido de lignina sobre a digestibilidade do
bagaco em 11 clones de cana e concluiram que a hidrélise enzimatica da celulose foi mais
eficaz nos clones com menor teor de lignina. Os autores demonstraram que amostras de
bagaco submetidas diretamente a digestdo com celulases comerciais atingiram até 31 % de
glicose apds 72 h, enquanto amostras quimicamente deslignificadas alcancaram mais de 80 %
de eficiéncia de conversdo de celulose durante o tratamento enzimdtico. Outro estudo
encontrou que a conversdo de celulose a partir de amostras da medula ndo-tratada foi trés
vezes mais eficiente do que nas amostras de cortex ndo-tratado (Siqueira et al., 2011).
Conforme indicado por esses resultados, o menor grau de lignificacdo das células do
parénquima, abundantes na regido da medula, foram significativamente menos recalcitrantes
do que as fibras e vasos que predominam no cértex. Neste sentido, Rezende et al. (2011)
mostraram a relacdo positiva entre o uso de pré-tratamento para remog¢ao de hemiceluloses e
lignina e o aumento da eficiéncia da hidrélise enzimatica da celulose contida na biomassa do
bagaco da cana.

A deposi¢ao de lignina nas paredes celulares € um processo espacial e temporalmente
regulado que varia amplamente entre espécies, mas também entre diferentes partes da planta,
tecidos e tipos celulares (Grabber et al., 2004). A lignina € um heteropolimero composto por
trés alcodis p-hidroxicinamil (monolignéis) denominados dlcool p-cumaril, dlcool coniferil e
alcool sinapil, que ao serem incorporados ao polimero formam as unidades p-hidroxifenil (H),
guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente (Boerjan et al., 2003). Os monoligndis siao

incorporados em diferentes estigios da formagdo da parede celular. Durante o inicio da
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lignificacdo nas angiospermas, dlcool coniferil e pequenas quantidades de dlcool p-cumaril sdo
co-polimerizados na parede celular priméria originando um polimero constituido por unidades
G e H. Nos estdgios finais de diferenciacdo da parede celular secunddria, dlcool coniferil e
quantidades crescentes de dlcool sinapil sd@o incorporados, resultando em ligninas compostas
por unidades G e S (Grabber, 2005). Em gramineas, significativas quantidades de ésteres
hidroxicinamicos e outros compostos fenilpropandides sdo adicionados ao polimero de lignina
(Ralph, 2010). Conteddo e composi¢ao (razao S/G) da lignina sdo diferencialmente regulados
durante o desenvolvimento do caule na cana-de-aclicar e também entre as duas regides
anatomicamente distintas do entrené (cértex e medula) (Bottcher et al., 2013).

A cana-de-agicar € uma planta tipicamente cultivada em dreas tropicais e subtropicais,
onde as temperaturas Otimas para crescimento estdo entre 25°-35°C. De acordo com Moore
(1987), temperaturas proximas a 20°C podem comprometer o crescimento normal da cana,
enquanto temperaturas em torno de 15°C sdo suficientes para causar injdrias nos tecidos da
planta. Tais consequéncias negativas podem ser explicadas pela auséncia de estratégias
eficientes de resisténcia ao frio, fato principalmente relacionado a base genética dos modernos
cultivares de cana que deriva em grande parte de Saccharum officinarum, uma espécie que
embora tenha contribuido para maximizar os ganhos em acimulo de sacarose, € sensivel a
baixas temperaturas (Khan ez al., 2013). Apesar da cana apresentar baixa resisténcia ao frio,
algumas evidéncias apontam que as variedades podem diferir quanto a sensibilidade ao frio
(Du et al., 1999).

Diversos estudos t€m reportado os efeitos das baixas temperaturas sobre a biossintese
de diferentes componentes da parede celular. Alteragdes na expressao de genes e/ou atividade
de enzimas relacionadas ao metabolismo de polissacarideos da parede celular durante a

aclimatacdo ao frio foram observadas em espécies como trigo (Zabotin et al., 1998) e
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Arabidopsis (Qu et al., 2011). O metabolismo de compostos fendlicos também é afetado pelo
frio. O maior acimulo de compostos fendlicos em reposta ao frio foi positivamente
correlacionado a maior atividade da enzima fenilalanina amodnia-liase (PAL) em folhas de
Brassica napus (Solecka & Kacperska, 1995). Os contetddos de lignina e compostos fendlicos
soliveis foram diferencialmente alterados em diferentes 6rgdos de plantas de trigo crescidas
sob baixas temperaturas, enquanto a atividade de PAL foi sempre reduzida em resposta ao frio
(Olenichenko & Zagoskina, 2005). De acordo com os autores, o aumento do nivel de
compostos fendlicos constatado nas folhas poderia ter uma fungdo protetora contra o estresse
oxidativo gerado durante o estresse de frio.

Ford et al. (1979) avaliaram os efeitos da temperatura sobre o metabolismo da parede
celular em espécies de gramineas tropicais e de clima temperado. A exce¢do da quantidade de
celulose que foi diminuida com o aumento da temperatura entre as gramineas tropicais,
temperatura mais elevadas induziram o aumento dos contetdos de celulose, hemicelulose e
lignina em ambos os grupos de plantas. Os autores também encontraram uma correlacao
negativa entre o conteido de lignina e a digestibilidade in vitro no grupo tropical, o que nao
foi verificado para o grupo temperado. O significativo aumento nas atividades das enzimas
PAL e CAD foi correlacionado a maior tolerancia a baixas temperaturas observada em clones
de Miscanthus sp. durante a aclimatacdo ao frio (Domon et al., 2013). Em mesocétilos de
milho, o aumento da atividade de duas peroxidases de parede celular e o maior conteido de
lignina durante a aclimatag@o das plantas ao frio foi relacionado a mecanismos de tolerancia,
que poderiam estar envolvidos na preservacdo da integridade celular em resposta as injurias
causadas pelas baixas temperaturas (Anderson et al., 1995).

Até o momento, ndo ha registro de outros estudos mostrando os efeitos do estresse de

frio sobre o processo de lignificagdo em cana-de-agucar e sua influéncia sobre o conteddo e/ou
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composi¢do da lignina. Tendo em vista a importancia do bagaco da cana como fonte de
biomassa para a produ¢do de biocombustiveis, o presente trabalho investigou a influéncia da
temperaturas sobre a deposicdo de lignina no caule em dois gendtipos de cana com diferentes
conteddos de NDF (fibra em detergente neutro). Nossos resultados apontaram que, sob
condi¢des experimentais, os gendtipos de cana apresentaram diferentes graus de sensibilidade
a variacdo de temperatura e a deposi¢@o de lignina no caule foi diferencialmente afetada entre
esses gendtipos durante a aclimatagdo ao frio. Possiveis implicagdes para a fisiologia da planta

e para a qualidade do bagaco sdo discutidas.
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2. MATERIAL & METODOS

2.1. Material vegetal e desenho experimental

Dois genétipos de cana-de-agucar (Saccharum spp.), IACSP04-627 e IACSP04-065,
derivados de uma populag@o sob selecdo para uso como planta forrageira foram investigadas
neste estudo. Andlises prévias de NDF (fibra em detergente neutro) realizadas pelo Centro de
Cana do Instituto Agronémico (Ribeirdo Preto, Brasil) indicaram que os teores de lignina nos
genotipos IACSP04-627 e IACSP04-065 foram 8,12 % e 4,32 %, respectivamente. Segundo
Landell et al. (dados ndo publicados), o teor de lignina obtido a partir de 66 genétipos de cana
forrageira variou de 4,3 % a 8,6 % e, desse modo, IACSP04-627 foi considerada com alto teor
de lignina e IACSP04-065 com baixo teor de lignina.

Vinte plantas (10 por gendtipo) propagadas a partir de gemas laterais (fev/2010) foram
produzidas na casa de vegetacdo do Instituto de Biologia utilizando plantas matrizes
fornecidas pelo Centro de Cana do Instituto Agrondmico, Ribeirdo Preto, Brasil. As plantas
foram cultivadas em vasos de 20 L (uma planta por vaso) contendo substrato comercial, por
cerca de quatro meses até a aplicacdo dos tratamentos. As brotagdes secunddrias (perfilhos)
eram retiradas periodicamente, de modo a preservar apenas o colmo principal no vaso.
Durante esse periodo, as plantas permaneceram sob regime normal de irrigacao.

Plantas de cana-de-actcar com 110 dias apds o plantio (DAP) foram divididas em dois
grupos, sendo que um deles permaneceu exposto a temperatura ambiente ou ‘ambiente frio’,
(frio) e o outro grupo foi mantido em uma camara com temperatura controlada ou ‘ambiente
quente’ (quente) localizada no interior da casa de vegetacdo (fig. 1). Essa cAmara foi revestida
com plastico filme agricola transparente e equipada com um aquecedor que elevava a
temperatura interna em cerca de 8,3°C no periodo entre 17:00-9:00 h. Desta forma, as plantas
crescidas no ‘ambiente frio’ permaneciam constantemente expostas a temperatura ambiente,
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incluindo as baixas temperaturas noturnas, enquanto as plantas do ‘ambiente quente’ ndo eram

submetidas ao frio noturno.

Figura 1. Plantas de cana-de-actcar crescendo em duas condi¢des
distintas de temperatura. A- vista geral da drea na estufa onde as
plantas cresceram expostas as baixas temperaturas noturnas
(ambiente frio); B- Camara de alvenaria com temperatura noturna
controlada (ambiente quente); C- Detalhe das plantas no interior da
camara; D- Aquecedor (seta vermelha).

O experimento foi conduzido por 75 dias, entre 20/05/10 a 03/08/2010 (fig. 2). A
temperatura didria média dentro da camara permaneceu em torno de 26,5°C e, na drea externa
a camara, foi em média 14,5°C. Ao final do experimento, o caule foi numerado do dpice em

direcdo a base, e o entrené um (E1) foi identificado como o entrené no qual a folha +1 estava
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inserida. Os entrends foram separados de acordo com o seu grau de maturacao: entrené jovem
(young) = pool E1-E3 e entren6 maduro (mature) = E11. Cada uma dessas amostras foi
separada em cortex (rind) e medula (pith). Durante a coleta, todo o material foi mantido em
nitrogénio liquido e, posteriormente, ele foi dividido em duas partes: o material utilizado nas
andlises bioquimicas foi liofilizado a —60°C por 72 h e o material usado nas andlises

moleculares foi armazenado a —80°C até o processamento.

—— Max. cémara -+ Min. camara
—— Max. externa  ----- Min. externa

45 5

Temperatura (°C)

O T T T T T T T T T L) T T T T T

NI I SRR IR RGPS CIPAASPAANA AR AN A SRR
PEET A TP B 2O P R D

Figura 2. Monitoramento das temperaturas maéximas e
minimas no interior da camara de alvenaria (plantas com
temperatura noturna controlada, ‘ambiente quente’) e externo
a camara (plantas sem controle de temperatura noturna,
‘ambiente frio’). A seta indica a brusca queda de temperatura
na camara devido ao desligamento do aquecedor.

2.2. Dados biométricos

Ao término do experimento, foram determinados os seguintes parametros de
crescimento das plantas: nimero de folhas verdes, nimero de entrends do caule, comprimento
do caule, didmetro mediano dos entrends, massa fresca do caule, massa seca das folhas e

massa seca das raizes. Para contagem do numero de folhas foram consideradas apenas as
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folhas com > 50 % da lamina foliar com coloracdo verde. O didametro dos entrends do caule foi
medido com paquimetro digital. Medidas de massa seca foram determinadas apds secagem do

material em estufa a 72°C por 72 h.

2.3. Determinacdo de sacarose, glicose e frutose

Cerca de 30 mg de material (medula) liofilizado e triturado foi extraido duas vezes com
I mL de 80 % etanol em banho umido a 40°C por 30 min. Apés centrifuga¢do, 750 uLL do
sobrenadante em cada extracdo foi coletado, misturado e estocado a 4°C. Posteriormente, os
extratos foram secos em concentrador SpeedVac (Savant) e o residuo foi solubilizado em 1
mL de d4gua milli-Q. Cada amostra (50 pL) foi diluida em 80 % acetonitrila em dgua (950 pL)
e uma aliquota de 4 pL foi injetada no espectrometro de massas Acquity UPLC-MS
(Micromass-Waters, Manchester, England) acoplado a um TDQ triplo-quadrupolo. A
separacdo cromatografica foi realizada em coluna Acquity UPLC C18-BEH (2,1 mm x 50
mm, 1,7um) utilizando um gradiente de eluicdo de 20 % a 35 % de uma solugdo aquosa de 0,1
% NH4OH (solvente B) durante 6 min, usando acetonitrila contendo 0,1 % NH4OH como
solvente A. Foi utilizado um fluxo de 0,2 mL min' e a temperatura da coluna de 30°C. A fonte
de ionizacdo foi electrospray no modo negativo de acordo com seguintes parametros: capilar
3,0 kV, cone 30 V, temperatura na fonte de ionizacdo de 150°C e temperatura de
dessolvatacdo de 350°C. O teor dos agucares foi estimado a partir de curvas de calibragao

geradas por padrdes comerciais de glicose, frutose e sacarose (5 a 100 pug/mL).

2.4. Andlises qualitativa e quantitativa da lignina
2.4.1. Andlise morfo-anatomica
Secgdes transversais da regido mediana do terceiro (E3 ou E4) e do décimo primeiro

(E11) entrenés do caule de plantas cultivadas sob condi¢cdes padrdes foram manualmente
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obtidas. As seccOes foram dispostas em laminas de vidro e submetidas a reagdo com
floroglucinol (Johansen, 1940). O material foi tratado por 5 min com solu¢do 1 %
floroglucinol em 95 % etanol e montadas em 25 % HCI. As laminas foram analisadas em
microscopio Optico (Olympus BX51) e as imagens capturadas com uma camera Olympus

DP71 acoplada ao equipamento.

2.4.2. Determinagdo do contetido de lignina

Extragao: aproximadamente 100 mg de material liofilizado e triturado (medula e cértex) foi
homogeneizado em 1 mL de 80 % etanol e extraido em banho de ultrassom por 30 min. Apds
centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado, evaporado em concentrador SpeedVac (Savant) e
reservado para a determinagdo do perfil de ligninas soldveis. A fragcdo sélida (restos celulares)
foi lavada trés vezes consecutivas com 1,5 mL de 80 % etanol. Os sobrenadantes foram
descartados apds cada centrifugacdo para a completa retirada dos extrativos. O residuo dlcool
insoludvel (alcohol-insoluble residue, AIR) foi lavado com dgua Milli-Q, seco a 65°C por 24 h

e, posteriormente, usado na quantificacdo das ligninas com 4cido tioglicélico.

Perfil de ligninas soliiveis: o precitado obtido na primeira fase da extrac¢do foi dissolvido em
0,5 mL de dgua Milli-Q e as ligninas foram extraidas com 0,6 mL de acetato de etila. A fase
superior (organica) contendo as ligninas soliveis foi coletada, seca com N> e o residuo
resultante foi solubilizado em solucdo aquosa contendo 35 % acetonitrila. As amostras foram
analisadas em espectrometro de massas Acquity UPLC-MS (Micromass-Waters, Manchester,
England) acoplado a um TDQ triplo-quadrupolo e os pardmetros foram usados como descritos
por Kiyota et al. (2012). A separacdo cromatografica utilizou uma coluna C18-BEH (2,1 mm
x 50 mm, 1,7 pum) e a eluicdo dos compostos utilizou um gradiente de 5 % a 100 %

acetronitrila (solvente B) e uma solucdo aquosa com 0,1 % de 4cido férmico (solvente A),
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com fluxo de 0,2 mL/min. A identificacdo dos precursores das ligninas (mondmeros e
oligdmeros) foi realizada por comparacdo com dados de uma biblioteca de estruturas de
ligninas sintéticas produzidas por nosso laboratério (Kiyota et al., 2012). A identificacdo foi
baseada em parametros como o tempo de retencdo, a razdo massa-carga (m/z) e o padrdao de

fragmentacao MS/MS dos compostos.

Quantificagdo da lignina: a determinacdo do contetdo de lignina nas amostras utilizou 15 mg
de AIR e foi estimado pelo método de derivatizacdo com 4cido tioglicélico (Lange et al.,
1995). Apd6s a extracdo, o pellet (coloracdo amarelo-amarronzado) foi seco e, a seguir,
solubilizado em 1 mL de 0,5 M NaOH. As amostras foram diluidas (10 a 40x) em 0,5 M
NaOH e as absorbancias lidas em 280 nm. A quantificacdo da lignina foi baseada em uma
curva de calibracio (2 a 100 pg) gerada por um padrio comercial (Lignin alkali, 2-

hydroxypropyl ether, Sigma Aldrich).

2.5. Analise de expressao génica
2.5.1. Extragdo de RNA e sintese de cDNA

Material congelado foi triturado em N2 liquido até a obtencdo de um fino p6. Cerca de
200-300 mg de tecido pulverizado foi utilizado na extracdo de RNA total de acordo com o
método CTAB (Chang et al., 1993). O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro em
260 nm e a qualidade das amostras foi verificada em 1 % gel de agarose corado com brometo
de etidio e pela razdo Axeo/A2g0 (pureza). A seguir, as amostras foram tratadas com Turbo
DNAse-free (Ambion) para eliminar possiveis contaminacdes com DNA gendmico. A
primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 1 ug de RNA total usando Superscript™ III

Reverse Transcriptase kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) conforme instrucdes do fabricante.
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2.5.2. PCR quantitativo (qPCR)

A quantidade relativa de transcritos para 12 possiveis genes relacionados a biossintese
de lignina foi estimada em diferentes tecidos do caule de dois genétipos de cana-de-agicar. Os
genes estudados e seus primers estdo listados na Tabela 1. A identificacdo destas sequéncias
foi feita de acordo com Bottcher ef al. (2013). As reacdes de qPCR foram preparadas com o
kit QuantiFast™ SYBR Green PCR (Qiagen) em placas de 96 pocos utilizando cDNA diluido
50x. As placas foram analisadas no sistema iCycler iQ5 Multicolor Real-Time PCR Detection
(Bio-Rad). A correcdo dos valores de Ct (Cycle threshold) entre as placas de um mesmo
ensaio (= gene) foi realizada a partir de uma amostra padrdo por primer (inter-calibrador)
comum entre as placas de cada ensaio, através de ferramenta disponivel no software 1Q5 (Bio-
Rad) do equipamento. O célculo da expressdo relativa utilizou o método AACt (Livak and
Schmittgen, 2001) e GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) como gene de
referéncia para normalizar os valores de expressdo entre as amostras (Iskandar er al., 2004;

Bottcher et al., 2013).

2.6. Estatistica

O desenho experimental foi completamente randomizado, com quatro combinagdes de
tratamento, constituindo um fatorial 2 x 2 (dois genétipos e dois regimes de temperatura), com
quatro ou seis repeticdes. Os dados foram estatisticamente examinados usando andlise de
variancia e testados para diferencgas significativas (P < 0,05) entre os gendtipos e os regimes
de temperatura usando o teste de Tukey e teste F. Todas as andlises foram realizadas usando o
software Statistica versdo 10. Os resultados foram expressos como média e erro padrdao da
média. Para as andlises bioquimicas e molecular, cada replicata representa a média de trés

determinacdes técnicas para cada amostra.
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3. RESULTADOS

3.1. Dados biométricos

Plantas crescidas no ‘ambiente quente’ apresentaram valores similares para o nimero
de folhas, o nimero de entrends e a massa seca das raizes entre os dois gendtipos de cana-de-
acucar. Comprimento e massa fresca do caule foram significativamente maiores em IACSP04-
627 do que em ITACSP04-065, enquanto a massa seca das folhas foi superior no ultimo

genotipo (tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas de dois genétipos de cana-de-actcar crescidos no
ambiente frio (frio) ou no ambiente quente (quente).

raizes (g)

Pardmetro IACSP04-627 IACSP04-065

Quente Frio A Quente Frio A
Niimero de folhas 12,5+0,3 Aa 10,8 £ 0,5 Ba -14 13,5+ 1,0 Aa 9,8 £0,3 Ba =27
verdes
Niimero de 15,8 £0,3 Aa 13,3+£0,5Ba -16 15,3+£0,6 Aa 11,8 £0,9 Ba -23
entrends
Comprimento do 1,64 £ 0,05 Aa 1,15+ 0,04 Ba -30 0,56 £ 0,03 Ab 0,24 + 0,06 Bb -57
caule (m)
Massa fresca do 850,0 + 43,6 Aa 569,2 £ 30,7 Ba -33 515,0 £ 16,2 Ab 186,7 + 60,5 Bb -64
caule (g)
Massa seca das 114,2 £ 3.4 Ab 84,1 + 3,2 Ba -26 143,7 +3,3 Aa 98,0+ 7,8 Ba -32
folhas (g)
Massa seca das 62,5+23 Aa 68,6 +4,3 Aa - 56,5 +7,8 Aa 60,3 £5,8 Aa -

Letras maidsculas diferentes indicam diferengas significativas entre ambientes com temperaturas
distintas dentro do mesmo genétipo (efeito do ambiente). Letras mintisculas diferentes indicam
diferencas entre os gendtipos dentro do mesmo ambiente (efeito do gendtipo). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, (P< 0,05). Cada valor representa a média + erro padrdo de quatro ou
seis replicatas (n=4 ou n=6).
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A exce¢io da massa seca das raizes, o frio levou a redugio significativa de todos os
demais parametros de crescimento, em ambos 0s genétipos. As plantas com baixo teor de
lignina foram mais negativamente afetadas pela baixa temperatura do que as plantas com alto
teor de lignina, sendo que o comprimento € a massa fresca do caule exibiram as maiores
taxas de reducgdo, respectivamente 57 % e 64 % em IACSP04-065 ¢ 29 % e 33 % em
TACSP04-627 (tabela 1).

De modo geral, observou-se que o gendtipo IACSP04-065 exibiu maior diametro dos
entrends ao longo de todo o caule (fig. 3), atingindo o mdximo valor em E6 (38,9 mm). O frio
também induziu nitidas redu¢des no didmetro dos entrendés em ambos os gendtipos de cana.
Assim como nos demais parametros considerados, as plantas com baixo teor de lignina
tenderam a ser mais sensiveis as baixas temperaturas comparativamente as plantas com alto
teor de lignina, e enquanto em IACSP04-627 a reducdo € verificavel apenas a partir de E10,

em [ACSP04-065 o efeito do frio pode ser observado ao longo de todo o caule (fig. 3).
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Figura 3. Diametro mediano dos entrends do caule (E) em dois gendtipos de cana-de-agticar
(IACSP04-627 e IACSP04-065) crescidos sob condi¢des distintas de temperatura. Cada valor
representa a média + erro padrdo de quatro ou seis replicatas.
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3.2. Sacarose e aciicares redutores

O teor de sacarose nos entrends maduros foi aproximadamente 19 vezes maior em
relacdo aos entrends jovens (fig. 4A), atingindo 60 % da massa seca desse entrend.
Inversamente, os teores de glicose e frutose foram mais elevados nos entrends jovens do que
nos entrends maduros do caule nas plantas crescidas na condi¢do referéncia (fig. 4B e 4C). As

quantidades de sacarose e agucares redutores nao variaram significativamente entre as plantas

controle dos gendtipos de cana-de-agucar.
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Figura 4. Efeito da temperatura sobre os teores de sacarose (A), glicose (B) e frutose (C) no
entrend jovem (Young = Y) e no entrené maduro (Mature = M) em dois gendtipos de cana-de-
aclicar. As letras maidsculas diferentes indicam diferencas significativas entre as duas
condig¢des de temperatura dentro do mesmo gendtipo e as letras mintsculas diferentes indicam
diferencas entre os gendtipos dentro do mesmo ambiente. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, P< 0,05 (efeito da temperatura) e pelo Teste F, P< 0,05 (efeito do genétipo).
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Cada valor representa a média + erro padrdo de quatro ou seis replicatas.
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As baixas temperaturas induziram menor actimulo de sacarose no entrené maduro das
plantas IACSP04-627, enquanto um significativo aumento foi verificado no entrend jovem de
IACSP04-065 (fig. 4A). As concentracdes de glicose e frutose tenderam a ser reduzidas no
entrend jovem de IACSP04-065 sob condi¢do de frio, o que ndo foi verificado em IACSP04-
627, que aparentemente manteve os niveis de acucares redutores similares aos das plantas

referéncia (fig. 4B e 4C).

3.3. Andlise qualitativa e quantitativa da lignina em cana
3.3.1. Caracterizagcdo morfo-anatémica

As andlises histoquimicas com floroglucinol evidenciam que a deposi¢do de lignina
aumenta com a idade dos entrends, isto €, entrends da base do caule sdo mais lignificados que
os entrends do dpice. As seccOes dos entrends da cana-de-agcicar mostram duas regides
morfologicamente distintas com diferentes graus de lignificagdo ao longo do caule (figs. 5 e
6). A regido do cortex apresenta um grande nimero de feixes vasculares adensados préoximos a
epiderme e caracterizados por uma ampla bainha de esclerénquima (figs. SF e 6F). Na regiao
da medula dos entrends os feixes vasculares encontram-se dispersos no tecido parenquimatico.

Os gendtipos de cana analisados nesse estudo apresentaram algumas diferencas no
padrao de deposi¢do de lignina ao longo do caule. Nos entrends jovens, a epiderme e as
células parenquiméticas distribuidas entre os feixes vasculares possuem parede delgada e ndo
lignificada (figs. 5A, 5C, 6A e 6C). Em IACSP04-627, os elementos traqueais do protoxilema
e do metaxilema além das fibras dos feixes vasculares do cortex e da medula do entrend jovem
mostravam-se em processo de diferenciacdo ou ja diferenciados e lignificados (fig. SA, SE e

5G).
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Figura 5. SecgOes transversais do caule da cana-de-acucar (gendtipo I[ACSP04-627)
submetidas ao floroglucinol 4cido para a detec¢do da lignina. Coluna da esquerda = entrend
jovem, Coluna da direita = entrené maduro. A-B: regido do cortex; C-D: detalhe da epiderme
e camadas celulares adjacentes; E-F: detalhe do feixe vascular do cértex; G-H: detalhe do
feixe vascular da medula. cp = célula parenquimética; ep = epiderme; f = fibras; mx =
metaxilema; pc = parénquima clorofiliano; ph = floema; fv = feixe vascular; px = protoxilema.
Barras: A-B; E-F =50 um; C-D e G-H =20 um.
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Figura 6. SecgOes transversais do caule da cana-de-acucar (gendtipo ITACSP04-065)
submetidas ao floroglucinol 4cido para a detec¢do da lignina. Coluna da esquerda = entrend
jovem, Coluna da direita = entrené maduro. A-B: regido do cortex; C-D: detalhe da epiderme
e camadas celulares adjacentes; E-F: detalhe do feixe vascular do cértex; G-H: detalhe do
feixe vascular da medula. cp = célula parenquimética; ep = epiderme; f = fibras; mx =
metaxilema; pc = parénquima clorofiliano; ph = floema; fv = feixe vascular; px = protoxilema.
Barras: A-B; E-F =50 um; C-D e G-H =20 pm.
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De forma semelhante, nas plantas [ACSP04-065, observou-se que os vasos do
protoxilema do entrend jovem apresentam-se lignificados no cértex e na medula (fig. 6E e
6G). Adicionalmente, o metaxilema e as fibras do esclerénquima também se mostram em
inicio de lignificacdo apenas no cortex (fig. 6E). Nos entrenés maduros, a lignificacdo pode
ser observada nas células epidérmicas que exibem uma parede espessada e recoberta por
cuticula, nas células parenquimaticas, nos elementos traqueais do protoxilema e metaxilema e
nas fibras da bainha do feixe vascular em ambos os genétipos. No entrené maduro de
IACSP04-627, as células parenquimdticas da medula exibiram forte reacdo na presenga do

floroglucinol-HCI (fig. 5H), o que ndo foi observado em IACSP04-065 (fig. 6H).

3.3.2. Perfil de ligninas soliiveis

Os mondémeros e oligdbmeros de lignina foram identificados de acordo com o tempo
retengdo dos picos cromatograficos, o m/z e o espectro MS/MS e comparados com nossa DIY
biblioteca, conforme descrito por Kiyota et al. (2012). Na tabela 2 estdo listadas as estruturas
encontradas em cana-de-acgicar, incluindo dois monomeros (G e S) e seus respectivos
aldeidos, trés dimeros e quatro trimeros. As ligacdes interunidade do tipo 8—0—4 (menos
recalcitrantes) foram encontradas com relativa frequéncia entre os oligdmeros, enquanto as

ligacdes 8—5 e 8—8 (mais recalcitrantes) foram menos abundantes.
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Tabela 2. Estruturas precursoras de ligninas identificadas em cana-de-agucar, suas
respectivas massa-carga (m/z) e tempo de retengdo obtidos por UPLC-MS/MS.

Unidade Estrutura m/z Tempo de
retencdo (min)
coniferil aldeido 177 3,3
A coniferil alcool (G) 179 2,72
Mondmeros sinapil aldeido 207 3,26
sinapil dlcool (S) 209 2,75
] G(8—35)H 327 3,21
Dimeros G(8-5)G 357 3,39
S(8—0-4)G 435 3,91
G(8-0-4)G(3-5)G 553 37
) G(8-0-4)S(8-5)G 583 3,57
Trimeros G(8—0-4)S(8-8)S 613 3,87 e 4,34
S(8-0-4)G(8-0-4)S 631 3,65

A andlise do padrao de ligninas soluveis indicou que as unidades G e S acumularam-se
de forma semelhante nos entrends jovens e maduros; os dimeros foram mais abundantes nos
entrends jovens e os trimeros foram mais frequentes nos entrenés maduros em ambos 0s
genotipos de cana (fig. 7). De modo geral, observou-se que o0 mondmero dlcool coniferil (m/z
179) foi mais frequente que o alcool sinapil (m/z 209). Entre os oligdmeros, as estruturas
G(8—5)G (m/z 357) e S(8—0O—4)G (m/z 435) foram os dimeros mais frequentes, enquanto
G(8—0-4)G(8—5)G (m/z 553) e G(8—0-4)S(8-5G (m/z 583) foram os trimeros
predominantes nos entrends dos gendtipos de cana-de-agucar analisados. O trimero
S(8—0—-4)G(8—0—4)S (m/z 631) foi particularmente abundante em IACSP04-065 (fig. 7B).

No ambiente frio, a unidade G tendeu a se acumular nos entrends jovens (YR) e
maduros (MR e MP) de plantas IACSP04-627. Nesse genotipo, entre os trimeros identificados
no entrené maduro da cana, somente a estrutura G(8—0—4)S(8—5)G foi encontrada nas plantas
crescidas no ambiente quente (MR e MP). As estruturas G(8—0—4)G(8-5)G,
G(8—0—4)S(8—8)S e S(8—0—4)G(8—0O—4)S foram detectadas no entrené maduro apenas nas

plantas IACSP04-627 expostas ao ambiente frio (fig. 7A).
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Figura 7. Determinacdo do padrido de ligninas soliveis por UPLC/MS em dois genétipos de
cana-de-agtcar crescidos sob diferentes condicdes de temperatura (‘ambiente quente’ e

7

‘ambiente frio’). A frequéncia de cada estrutura € indicada no diagrama por diferentes
intensidades de cor (legenda) e € representada pela média + erro padrdo de quatro plantas. A =
IACSP04-627; B = TACSP04-065; YR = cortex jovem, YP = medula jovem; MR = cOrtex
maduro, MP= medula madura.

Plantas do genétipo IACSP04-065 exibiram maior acimulo dos dimeros G(8—5)G e
S(8—0—4)G no entrend jovem (YR) em comparacdo ao entrené maduro; no ambiente frio,
essas estruturas foram menos frequentes comparativamente as plantas crescidas no ambiente
quente (fig. 7B). O trimero S(8—0—4)G(8—0—4)S foi o mais frequente no entrend jovem (YR)
das plantas TACSP04-065. No entrend maduro, as estruturas G(8—0—4)S(8—5)G e
S(8—0—4)G(8—0—4)S foram mais abundantes; nas plantas crescidas em ambiente frio, nao
foram observadas diferencas consistentes no padrdo de distribui¢do dessas estruturas em

TACSP04-065.



3.3.3. Quantificagdo de lignina

O conteudo de lignina no caule foi crescente do apice para a base da cana, com o0s
maiores teores sendo observados no cortex comparativamente a medula dos entrends. O teor
de lignina foi cerca de 2,0 e 2,6 vezes maior no cortex (YR) do que na medula (YP),
respectivamente nos entrends jovens das plantas IACSP04-627 e IACSP04-065. Nos entrenés

maduros, essa propor¢do foi de 4,5 para o genétipo IACSP04-627 e 5,4 para o gendtipo

TACSP04-065 (fig. 8A e 8B).
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Figura 8. Efeito da temperatura sobre o teor de lignina em regides distintas do caule em dois
gendtipos de cana-de-agucar. As letras maidsculas diferentes denotam diferencas significativas
entre as condi¢cdes de temperatura dentro do mesmo entrend e as letras minusculas diferentes
indicam diferencgas entre os entrends dentro da mesma condi¢do de temperatura As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, P< 0,05 (efeito da condi¢do térmica) e pelo Teste F,
P< 0,05 (efeito do entrend/tecido). Cada valor representa a média + erro padrdo de quatro
replicatas. A= IACSP04-627; B= TACSP04-065; YR= cértex jovem, YP= medula jovem; MR=
cortex maduro, MP= medula madura.

Os dois gendtipos de cana-de-agucar foram diferencialmente afetados pela temperatura
de crescimento durante a fase de alongamento dos entrends do caule. Nas plantas [ACSP04-

627 crescidas no ambiente frio, observou-se um acimulo de lignina significativamente maior

no cortex (YR) em relacdo as plantas do ambiente quente (fig. 8A). Contrariamente, as plantas

88



TACSP04-065 apresentaram reducdo significativa do conteido de lignina no cértex maduro
(MR) em resposta a baixa temperatura, enquanto na medula madura (MP) foi verificado um

aumento da lignina em comparagdo ao ambiente quente (fig. 8B).

3.4. Andlises de expressao génica por gPCR

O perfil de expressdo dos genes da biossintese de lignina variou de acordo com o
estdgio de maturacdo dos entrends (jovem e maduro), com o tecido (cértex e medula) e
também com o genétipo de cana-de-acicar analisada. De modo geral, em IACSP04-627 a
maioria dos genes foi mais fortemente expressa no entrené6 maduro, preferencialmente no
cortex das plantas referéncia. Paralelamente, varios genes também apresentaram elevados
niveis de transcritos no cértex e/ou na medula do entrend jovem (exceto os genes ShHCT-like
e ShCADS). Nas plantas do genétipo IACSP04-065 crescidas no ambiente quente o padrao de
expressdao da maioria dos genes da biossintese de lignina foi similar entre os diferentes tecidos
analisados. Nesse genétipo, o nivel de expressao de ShC3H1, ShF5H, ShCCRI e ShCAD?2 foi
maior no cértex do entrené maduro, enquanto ShPALI apresentou maior nivel de expressao na
medula do entrené maduro das plantas de cana (fig. 9A-9L).

No ambiente frio, as plantas apresentaram alteracdo no nivel de expressdo de vdrios
genes da biossintese de lignina, particularmente nos entrendés maduros (cértex e/ou medula).
Os resultados mostraram que no genétipo IACSP04-627 a maioria dos genes aumentou sua
expressao (up-regulated) sob condi¢do de frio em pelo menos um dos tecidos analisados,
enquanto no genétipo IACSP04-065 apenas o gene ShF5H exibiu acimulo significativamente
maior de transcritos induzido pelas temperaturas mais baixas (fig. 9I). Nestas condig¢des,
observou-se que ShPALI, ShC3HI, ShCOMTI, ShCCoAOMTI, ShCCoAOMT3, ShF5H e
ShCAD?2 foram mais fortemente expressos no entrené maduro (cértex e/ou medula) em relacao

as plantas IACSP04-627 de ambiente quente (fig. 9A, 9E, 9F, 9G, 9H, 91 e 9K); ja os genes
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ShHCT-like e ShF5H mostraram acumulo de transcritos significativo no entrené jovem (fig.
9D e 9I). Temperaturas mais baixas também levaram a redu¢do do nivel de expressdo (down-
regulated) de alguns genes em ambos os gendtipos de cana. Em [ACSP04-627, os genes
ShPALI, ShC4HI1, Sh4CL2 e ShHCT-like foram significativamente reduzidos no cértex do
entrend jovem (YR) em relacdo as plantas de ambiente quente (fig. 9A, 9B, 9C e 9D). J4 nas
plantas TACSP04-065, a baixa temperatura levou a reducdo do acimulo de transcritos de
ShCOMTI1, ShCCoAOMTI e ShCCoAOMT3 (fig. 9F, 9G e 9H) no entren6 maduro, e de
ShCAD?2 no entrené jovem (fig. 9K). A relacdo entre a acimulo de transcritos desses genes € o
teor de lignina nos diferentes entrendés do caule em plantas de cana-de-agicar crescidas

ambiente frio, comparativamente ao ambiente quente, estd sumarizada no anexo 2.
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Figura 9. Efeito da temperatura sobre a expressao relativa dos genes da biossintese de lignina
nos genotipos de cana-de-acticar IACSP04-627 e IACSP04-065 (A-L). A expressao dos genes
foi analisada em duas regides distintas (cOrtex e medula) de entrends jovens e maduros do
caule e a normaliza¢do foi feita usando GAPDH como gene de referéncia. Plantas sob estresse
de frio marcadas com asterisco diferem da respectiva condi¢do referéncia dentro do mesmo
genotipo pelo Teste F, P< 0,05 (efeito da condic¢do térmica). Os valores representam a média
da expressao relativa + erro padrdo de trés replicatas. YR = cortex jovem, YP = medula jovem;
MR = cértex maduro, MP = medula madura.
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4. DISCUSSAO

A cana-de-actcar € uma cultura predominantemente plantada em regides tropicais e
subtropicais, com temperatura 6tima de crescimento entre 25 e 30°C. Alguns estudos tém
reportado os efeitos do estresse devido a baixas temperaturas sobre o desenvolvimento das
plantas de cana-de-acgicar e suas consequéncias para a produtividade da cultura (Du et al.,
1999; Jain et al., 2007; Uehara et al., 2009). Entretanto, at¢ 0 momento nio hé registros sobre
a influéncia da temperaturas na lignificacdo da cana, particularmente durante o processo de
deposicdo de lignina no caule e seus impactos sobre a qualidade da biomassa do bagaco para a
producdo de biocombustiveis.

Neste sentido, nossos resultados indicam que as baixas temperaturas influenciaram o
acumulo diferencial de lignina no caule dos gendtipos de cana-de-agicar IACSP04-627 (alto
teor de lignina) e IACSP04-065 (baixo teor de lignina). Parametros de crescimento apontaram
que ambos os gendtipos de cana foram negativamente afetados pelo ambiente frio em relacao
as plantas crescidas no ambiente quente. Entretanto, as plantas IACSP04-065 exibiram maior
sensibilidade as baixas temperaturas que IACSP04-627, conforme indicado pelas elevadas
taxas de reducdo no comprimento do caule e na massa fresca do caule, respectivamente 57 % e
64 % em IACSP04-065 e 30 % e 33 % em IACSP04-627 (tabela 1). No ambiente frio, a
produtividade das plantas também foi afetada pela redu¢do do didmetro dos entrends do caule,
com TACSP04-065 demonstrando uma nitida tendéncia de ‘afinamento’ dos entrends ao longo
de todo o caule (fig. 3B).

A cana-de-actcar € uma planta acumuladora de actcar e, sob condi¢cdes adequadas de
cultivo, as atuais variedades comerciais possuem a capacidade de estocar até 25 % de sua
massa fresca como sacarose (Moore & Maretzki, 1997). A produtividade da cana-de-agucar
estd diretamente relacionada a concentracdo de sacarose no caule, o que fisiologicamente
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reflete um balanco entre o crescimento e o acimulo desse agicar. Tem sido mostrado que a
particdo de fotoassimilados na cana varia em funcdo das diferentes fases fenoldgicas e, que a
temperatura pode atuar como um fator modulador desse processo durante o desenvolvimento
da planta. Estudos t€ém mostrado que as baixas temperaturas afetam diversos parametros
relacionados a fotossintese em cana-de-agticar com consequéncias diretas para o suprimento
de carbono e para a sintese, transporte e armazenamento de carboidratos nas plantas (Sales et
al., 2012, 2013; Machado et al., 2013). Uehara et al. (2009) demonstraram que as baixas
temperaturas potencializam o acimulo de sacarose no caule das plantas de cana, o que
segundo os autores ndo se deve ao aumento da assimilacdo de carbono, mas ao maior
particionamento de carbono em favor do estoque de sacarose.

Com efeito, plantas IACSP04-065 submetidas a baixas temperaturas exibiram aumento
significativo do conteido de sacarose nos entrends jovens comparativamente as plantas
crescidas no ambiente quente. Ao contrério, foi verificada uma reduc@o do teor de sacarose
nos entrends maduros das plantas TACSP04-627 crescidas no ambiente frio (fig. 4A). As
respostas contrastantes demonstradas pelos gendtipos de cana sugerem diferentes respostas
associadas a aclimatagdo a temperatura, jd& que os parametros de crescimento do caule tais
como o comprimento e a massa fresca indicaram que IACSP04-065 foi mais sensivel a baixa
temperatura que IACSP04-627. A maior redugdo verificada nas taxas de crescimento das
plantas IACSP04-065 poderia explicar o maior acimulo de sacarose no caule no ambiente
frio, ou seja, o armazenamento de sacarose parece ser favorecido a custa da reducdo do
crescimento no gendtipo mais sensivel. As plantas IACSP04-627, aparentemente menos
sensiveis a baixas temperaturas, foram hdbeis em manter melhores taxas de crescimento sob
condic¢des de estresse, diminuindo o acimulo de sacarose no caule em relacdo as plantas do

ambiente quente.
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Esses resultados sdo corroborados pelos dados de Bonnett ef al. (2006) cujo trabalho
evidenciou que plantas de cana-de-agicar crescidas sob temperaturas elevadas (25-38°C)
apresentaram menor conteddo de sacarose em comparacdo a plantas crescidas sob
temperaturas inferiores (23-33°C). Tal constatacdo indica que a temperatura atua na regulacio
do particionamento de carbono em favor do alongamento do caule (temperaturas elevadas) ou
do armazenamento de sacarose (temperaturas baixas). Reducdes dos niveis de glicose e frutose
observadas no ambiente frio também foram observadas nos entrends jovens de IACSP04-065
(fig. 4B e 4C), o que poderia estar relacionado as menores taxas de fotossintese na folha e a
menor taxa de hidrélise de sacarose devido a reducdo do crescimento das plantas. Resultados
obtidos por Sales et al. (2012) demonstraram que plantas de cana-de-acticar submetidas a
baixas temperaturas radiculares ndo exibiram redugdo significativa da fotossintese e foram
habeis em manter taxas de crescimento similares as plantas ndo-estressadas, possivelmente
através da degradacdo das reservas de amido. Segundo os autores, o acimulo de sacarose
verificado nas folhas dessas plantas estaria relacionado a menor eficiéncia de transporte do
acucar pelo floema, que parece ser bastante sensivel a baixa temperatura.

Na cana-de-agucar, a lignificagdo do caule comeca antes do término do processo de
elongacdo do entrend, com a formacdo das paredes celulares primdria e secunddria no tecido
vascular e no esclerénquima e, mais tardiamente, outros tecidos como epiderme, hipoderme e
parénquima de reserva também se tornam lignificados (Jacobsen et al., 1992). Andlise
histoquimica utilizando coloracdo com floroglucinol-HCI revelou que nos entrends jovens em
elongacdo os vasos do protoxilema mostraram-se claramente lignificados no cortex e na
medula, enquanto as células parenquimaticas apresentaram-se nao-lignificadas em ambos os

genotipos (figs. 5 e 6).
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Trabalhos realizados em outras espécies tais como alfalfa (Jung & Engels, 2002) e
milho (Jung & Casler, 2006) t€ém mostrado que somente os vasos do protoxilema apresentam-
se lignificados nos entrends jovens em elongacdo. Contrariamente, nosso estudo confirmou
que elementos de conducdo do metaxilema e fibras esclerenquimadticas iniciam seu processo
de lignificac@o nas regides do cortex e/ou da medula ainda durante a etapa de elongagdo nos
entrends jovens, conforme evidenciado pela reacdo positiva ao floroglucinol-HCI (figs. SE,
5@, 6E e 6G), confirmando os resultados obtidos por Jacobsen et al. (1992). Além disso, a
andlise dos entren6s maduros evidenciou o maior grau de lignificacdo e espessamento da
parede das células parenquimdticas nas plantas IACSP04-627 em relacao a TACSP04-065,
principalmente na regido da medula (figs. SH e 6H).

A deposicao de lignina no caule da cana progride com a maturacdo dos entrends, do
dpice em direcdo a base do caule. Estudo recente avaliou o processo de lignificacdo ao longo
do desenvolvimento do caule da cana-de-actcar e concluiu que o conteddo de lignina Klason
aumenta progressivamente até atingir o quinto ou sexto entrend e, que o acréscimo nos teores
de lignina nos entrends subsequentes pareceu ser menos significativo (Bottcher et al., 2013).
Uma andlise quantitativa detalhada do teor de lignina no caule dos gendtipos IACSP04-627 e
IACSP04-065 confirmou que, o acimulo de lignina no entrené maduro comparativamente ao
entrend jovem foi cerca de 3 a 4 vezes maior no cortex e 1,5 a 2 vezes maior na medula (fig.
8). A elevada densidade de feixes vasculares localizada no cértex dos entrends justifica os
maiores niveis de lignina mensurados nessa regiao, de modo que no entrend jovem o teor de
lignina foi em média 2,3 vezes maior no cortex do que na medula, enquanto no entrend
maduro essa propor¢ao ficou em torno de 5 vezes (fig. 8A e 8B).

A determinagdo do teor de lignina usando derivatizacdo com 4cido tioglicdlico a partir

dos residuos élcool insoliveis (AIR) do caule dos genétipos IACSP04-627 e TACSP04-065
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apontou que os teores corresponderam, em média, a 0,5 % (medula) e 1 % (cortex) no entrend
jovem e 0,7 % (medula) e 3,7 % (cértex) no entrené maduro. Estes valores de lignina diferem
de outras quantificacdes realizadas no bagaco da cana (Masarin et al. 2011; Rezende et al.,
2011), o que a priori parece estar diretamente relacionado ao método de andlise empregado,
além de outros fatores como, por exemplo, a composicdo da amostra (mistura de nds e
entrends), a idade da planta e a variacdo entre variedades, impedindo comparacdes diretas
entre tais valores. Nesse sentido, nossas estimativas sobre o contetido de lignina nos entrends
da cana reforcaram os dados relatados por de Souza et al. (2013) que, utilizando o mesmo
método analitico, encontraram 2,5 % de lignina no caule e 4,9 % na folha em plantas com trés
meses de idade.

A precisdao de métodos como Klason, permanganato, fibras em detergente neutro e
acido (NDF/ADF) e acetil bromida, comumente empregados para a determinagdo da lignina
em amostras de forrageiras (especialmente em gramineas) tem sido discutida (Hatfield &
Fukushima, 2005). No caso da utilizacdo do método do 4cido tioglicélico para a determinacao
da lignina em gramineas, os autores apontaram a possibilidade de quantificacdes subestimadas
da lignina total devido a presenca de significativas quantidades de ligninas 4cido soliveis, que
poderiam permanecer em solu¢cdo durante as etapas de precipitacdo em meio 4cido, alterando
os valores reais da lignina nessas amostras. A despeito dos valores reportados neste estudo, foi
possivel estimar as diferencas nos teores de lignina em entrends em diferentes estdgios de
maturagdo, bem como as diferentes propor¢cdes do polimero nas distintas regides morfo-
anatdmicas do entrené (cortex e medula).

A lignificacdo € regulada espacial e temporalmente e pode variar entre a parede celular
primdria e secunddria, entre tecidos e os diferentes 6rgios da planta (Grabber et al., 2004).

Adicionalmente, a biossintese e a deposicdo de lignina nas paredes celulares podem ser
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afetadas por diferentes condi¢des ambientais tais como seca, baixas temperaturas, radiacdo
UV-B e ataque de patégenos (Moura et al., 2010). Estudo utilizando a técnica de microscopia
ultra-violeta (UV) sugeriu que o baixo teor de lignina encontrado nos traqueides do lenho
tardio em Picea abies poderia estar associado a temperaturas extremamente baixas (Gindl &
Grabner, 2000). Adicionalmente, Gindl et al. (2000) concluiram que a lignificacdo da parede
celular em P. abies foi positivamente correlacionada com as variagdes anuais de temperatura.
Em milho, a inducdo de enzimas peroxidades localizadas na parede celular e o aumento do
conteddo de lignina no mesocétilo de plantas expostas a baixas temperaturas poderiam
constituir um componente de tolerancia ao congelamento (Anderson et al., 1995).

Resultados obtidos pelo presente trabalho mostraram que o teor de lignina foi
diferencialmente afetado pela temperatura nos gendtipos IACSP04-627 e IACSP04-065. No
ambiente frio, as plantas IACSP04-627 acumularam significativamente maior conteido de
lignina no cértex dos entrends jovens (YR) em relacdo as plantas do ambiente quente (fig. 8A).
Contrariamente, uma redu¢do significativa de lignina foi verificada no cértex dos entrends
maduros (MR) das plantas IACSP04-065 em resposta a baixa temperatura (fig. 8B). De acordo
com Domon et al. (2013), ecétipos de Miscanthus com diferentes graus de tolerancia ao frio
exibiram modifica¢cdes na composicdo da parede celular em resposta ao frio e, enquanto no
ecotipo sensivel o teor de lignina manteve-se inalterado, nos ecétipos tolerantes o contetido de
lignina foi reduzido durante a aclimatacio ao frio. Os autores também verificaram
significativo aumento da atividade das enzimas PAL e CAD principalmente nos ecotipos
tolerantes durante a aclimatacdo ao frio. Assim, as diversas respostas exibidas pelos gendétipos
de cana-de-actcar estdo relacionadas a aclimatacdo das plantas as variagdes de temperatura, o
que levou a alteragdes no metabolismo secundério e no aciumulo diferencial de lignina entre

esses gendtipos.
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Embora composta por apenas trés unidades basicas (H/G/S) a composi¢ado e a estrutura
da lignina variam significativamente inter- e intra-espécie. Em adi¢cdo, compostos
fenilpropandides tais como aldeidos hidroxicinamil, acetatos hidroxicinamil e dacidos
hidroxicinamicos entre outros podem ser oxidados e incorporados ao polimero (Ralph et al.,
2001; Boerjan et al., 2003). Deste modo, a abundancia relativa dos diferentes mondmeros
precursores da lignina determina a frequéncia das diferentes ligacdes inter-unidades no
polimero, que por sua vez podem levar a alteracdes do polimero e das propriedades da parede
celular. Utilizando a técnica de UPLC—MS/MS fomos capazes em identificar um conjunto
representativo de ligninas soliveis (mondmeros e oligdmeros) presentes nos entrends de cana
em diferentes estdgios de desenvolvimento. Os resultados indicaram que a unidade G (dlcool
coniferil, m/z 179) foi mais frequente nas amostras de cana em relacdo a unidade S (dlcool
sinapil, m/z 209), independentemente do grau de maturacdo do entrend e do tecido analisado
(cortex ou medula). Embora a frequéncia da unidade H seja relativamente maior em gramineas
(Grabber et al., 2004), assim como previamente reportado por Kiyota et al. (2012), ndo
detectamos a presenca de mondmeros H (dlcool p-cumaril) em cana e, entre os oligdmeros
identificados, apenas uma estrutura (G(8—5)H) foi composta pela unidade H (fig. 7B). Em
concordancia com Bottcher ef al. (2013), encontramos que os oligdbmeros de lignina foram
mais abundantes nos entrenés maduros, o que foi correlacionado ao aumento da lignificacao
concomitante a maturacdo dos entrends.

No ambiente frio, observou-se maior frequéncia da unidade G nos entrenés maduros
em [ACSP04-627 comparativamente as plantas crescidas no ambiente quente. Nos entrends
maduros das plantas TACSP04-627, G(8—0—4)S(8—5)G (m/z 583) foi a unica estrutura
encontrada; sob baixas temperaturas, verificou-se um maior nimero de estruturas triméricas,

principalmente no coértex (MR) (fig. 7A). As estruturas G(8—5)G (m/z 357) e S(8—0—4)G (m/z
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435) foram os oligdmeros mais abundantes no entrené jovem; entretanto, no ambiente frio,
suas frequéncias foram alteradas nas plantas [ACSP04-065 crescidas no ambiente quente (fig.
7B). Esses resultados nio se correlacionam diretamente com o teor de lignina, contudo o
conjunto de estruturas encontradas fornece informagdes acerca da quantidade relativa dos
monomeros da lignina e as frequéncias das ligagdes observadas nos oligdmeros podem ser
uteis na caracteriza¢ido da biomassa lignoceluldsica.

A lignificacdo estd relacionada com o espessamento da parede celular secundaria que
ocorre em tipos celulares especificos como xilema e fibras. A deposi¢cdo de lignina requer que
a expressdo dos genes da biossintese de lignina seja coordenadamente regulada entre si € em
relacdo a outros genes que controlam processos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento da planta (Rogers & Campbell, 2004). O padrao de expressdo dos genes da
biossintese de lignina em IACSP04-627 mostrou que o cértex acumulou mais transcritos
(excecao para ShCADS) que a medula, confirmando que a deposi¢do de lignina no caule é
diferencialmente regulada entre as duas regides dos entrends. Paralelamente, observou-se que
a maioria dos genes analisados neste gendtipo de cana exibiu elevados niveis de expressao nos
entrends jovens em comparacdo aos entrendés maduros (fig. 9). Ao contrdrio, nas plantas
IACSP04-065, a maioria dos genes apresentou niveis de expressdo similar entre as distintas
regides de um mesmo entrend (figs. 9B, 9C, 9D, 9F, 9G, 9H e 9L). Dos genes
diferencialmente expressos em IACSP04-065, ShPALI, ShF5H e ShCCRI foram mais
fortemente expressos no entrené maduro (figs. 9A, 91 e 9J), enquanto ShC3HI e ShCAD?2
acumularam quantidades de transcritos similares nos entrends jovem e maduro (figs. 9E e 9K).

Esses resultados corroboram os dados obtidos por estudos anteriores que mostraram
que o conteiido de lignina Klason medido em diferentes variedades de cana-de-agucar,

aumenta continuamente até o 5° ou 6° entrend, a partir do qual se observou uma menor
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varia¢do nos incrementos de lignina nos entrends mais maduros do caule (Lingle & Thomson,
2012; Bottcher et al., 2013). Em milho, foi observado que a maioria dos genes da via de
fenilpropandides apresentava uma maxima expressao nos entrends jovens, seguido por uma
significativa reduc@o nos ultimos estdgios de desenvolvimento, ao passo que o contetido de
lignina aumentava progressivamente com a maturidade (Riboulet ef al., 2009). Tais dados
parecem estar relacionados a formacao da parede secunddria nos elementos do protoxilema e
metaxilema e na bainha de esclerénquima dos feixes, que se inicia nos entrends jovens ainda
em processo de elongacdo, de modo que no caule completamente desenvolvido, os
incrementos de lignina nos entrends mais tardios sdo pouco alterados.

Plantas de cana-de-aguicar crescidas no ambiente frio tiveram o perfil de expressao
alterado para diversos genes da biossintese de lignina. Dos 12 genes analisados em cana,
IACSP04-627 (alto teor) apresentou oito genes induzidos pelas baixas temperaturas, quase
todos no coértex e/ou na medula do entren6 maduro (exceto ShFSH e ShHCT-like,
superexpressos na medula do entrend jovem), e quatro genes reprimidos, todos no entrend
jovem (cortex). Esses resultados ndo explicam o acréscimo de cerca de 28 % de lignina no
cortex do entrend jovem das plantas IACSP04-627 expostas ao ambiente frio em comparacao
ao ambiente quente (fig. 8A). Considerando que as enzimas que atuam nas reacdes sequenciais
da biossintese dos monoligndis sd@o, em sua maioria, codificadas por familias multigénicas
(Bonawitz & Chapple, 2010), é possivel que outros genes da via tenham sido ativados,
aumentando a lignificacdo do cértex no entrend jovem durante a aclimatagdo as baixas
temperaturas. Com efeito, Bottcher et al. (2013) identificaram no banco SUCEST 28 unigenes
relacionados a biossintese de monoligndis em cana-de-agucar e, com exce¢ao de HCT, COMT

e F5H, os demais genes apresentaram dois ou mais alelos diferentes. No presente estudo,
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apenas os ort6logos mais fortemente expressos em cana, conforme caracterizado por Bottcher
et al. (2013), foram analisados.

Interessantemente, os genes ShPALI e ShHCT-like foram diferencialmente expressos
de acordo com a regido do entrené nas plantas IACSP04-627 (fig. 9A e 9D). No ambiente
quente, ShPALI foi preferencialmente expresso no cértex do entrend jovem; ja sob baixas
temperaturas, a expressaio do gene foi elevada no cortex do entrend maduro e,
simultaneamente, reprimida no cortex do entrend jovem. ShHCT-like exibiu maior acimulo de
transcritos na medula do entrend jovem, enquanto no cértex do mesmo entrend a expressao do
gene foi significativamente reprimida nas plantas [ACSP04-627 crescidas no ambiente frio. O
gendtipo TACSP04-065 (baixo teor) foi aparentemente menos responsivo as baixas
temperaturas, de modo que apenas o gene ShF5H (fig. 91) mostrou-se induzido na medula do
entrend maduro, enquanto os genes ShCAD2, ShCOMTI, ShCCoAOMTI e ShCCoAOMT3
foram menos expressos em relacdo as plantas crescidas no ambiente quente (figs. 9F, 9G, 9H e
9K). Nesse sentido, o0 menor conteido de lignina verificado no cértex dos entrends jovem e
maduro (YR e MR) poderia estar associado a repressao desses genes durante o estresse de frio.

Ferulato 5-hidroxilase (FSH) € uma enzima requerida para a sintese da unidade S
(siringil) da lignina (Humphreys et al., 1999) e sua superexpressao em Arabidopsis (Meyer et
al., 1998; Marita et al., 1999), tabaco e Populus (Franke et al., 2000) tem resultado em
ligninas quase inteiramente formadas por unidades S. Assim, os maiores niveis de expressdo
de ShF5H encontrados em cana-de-acticar poderiam estar relacionadas a maior producdo de
unidades S e a intensifica¢do da sintese de parede secundaria, precocemente induzida durante
a aclimatacdo as baixas temperaturas. De fato, no ambiente frio as plantas IACSP04-065
exibiram maior acimulo de lignina na medula do entrené maduro (MP), enquanto para

IACSP04-627 nao foi observada tal correspondéncia. Bottcher et al. (2013) mostraram que a
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expressao de ShF5H foi induzida com a maturidade dos entrends e seus transcritos foram
preferencialmente acumulados na medula em relacdo ao cértex, o que segundo os autores,
poderia explicar a alta razdo S/G encontrada na medula dos entrends intermedidrios e maduros
da cana-de-agucar.

A alta complexidade do genoma da cana-de-agcicar traz grandes desafios ao
melhoramento convencional e também ao uso de ferramentas da biotecnologia para o
melhoramento genético da cultura (Dal-Bianco et al., 2012). A despeito dessa dificuldade,
Jung et al. (2012) reportaram o sucesso obtido com o silenciamento de COMT em cana
utilizando a técnica de supressdo génica via RNA de interferéncia (RNAi). Os autores
demonstraram que reducdes moderadas do contetido de lignina (3,9 % a 8,4 %) diminuiram a
recalcitrancia da biomassa sem causar efeitos negativos para o desenvolvimento e crescimento
das plantas.

Em relacdo ao uso da biomassa para producdo de biocombustiveis, ainda € preciso
considerar que as variedades comerciais de cana-de-agicar usualmente contém altos conteidos
de lignina (Masarin et al., 2011), um cardter que foi sendo co-selecionado com outras
caracteristicas comercialmente relevantes relacionadas a alta produtividade da cultura (teor de
sacarose, resisténcia ao tombamento etc). Nesse sentido, foi demonstrado que a relagcdo entre
producdo de biomassa e sacarose com o teor de lignina no caule variou entre os diferentes
genotipos de cana-de-actcar analisados, sendo possivel identificar gendtipos que combinavam
alta produtividade de biomassa/sacarose e baixo teor de lignina (Masarin et al., 2011). Esses
dados apontam que € necessdrio realizar um balango entre a produtividade das variedades de
cana em relacdo a producdo de sacarose e quanto ao aproveitamento real da biomassa, de

modo que tenhamos ferramentas para direcionar os diversos potenciais da cultura visando os
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melhores resultados, seja pela priorizacdo da alta produtividade primdria da cana (sacarose)

e/ou da qualidade da matéria-prima (biomassa).
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5. CONCLUSAO

Nosso estudo caracterizou alguns aspectos da lignificacdo do caule em dois genétipos
de cana-de-agicar expostos a baixas temperaturas. A andlise de crescimento das plantas
mantidas na condicdo ‘ambiente quente’ indicou que IACSP04-627 mostrou maior
produtividade média por planta (massa fresca do caule) que IACSP04-065. Temperaturas mais
baixas afetaram negativamente o crescimento das plantas e o gen6tipo IACSP04-065 mostrou-
se mais sensivel ao ‘ambiente frio’ que o outro genétipo. A deposi¢ao de lignina no caule foi
diferencialmente regulada entre o cértex e a medula e variou em resposta a temperatura.
Plantas IACSP04-627 exibiram aumento significativo no teor de lignina no cértex do entren6
jovem sob condi¢cdo de frio, o que ndo pode ser diretamente correlacionado ao perfil de
expressao dos genes da biossintese de monoligndis nessa regido. Por outro lado, o ‘ambiente
frio’ levou a redugdo do conteido de lignina no cértex dos entrends jovem e maduro em
IACSP04-065, o que poderia estar relacionado ao baixo nivel de expressio dos genes
ShCOMTI e ShCCoAOMTI, sugerindo possiveis alvos para a manipulacdo genética
objetivando reduzir a recalcitrancia da biomassa em cana. A indu¢do da expressao de ShF5SH
ocorreu preferencialmente na medula do entrend maduro em ambos os gendtipos de cana, o
que foi correlacionado a formacdo precoce da parede celular secunddria induzida no ‘ambiente
frio’. Embora o assunto demande estudos mais detalhados, os resultados obtidos neste trabalho
descreveram preliminarmente os efeitos moduladores da temperatura sobre a lignificagdo do
caule da cana-de-acicar e suas implicacdes para a fisiologia da planta, bem como para o

aproveitamento do bagaco na producdo de biocombustiveis.
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ANEXO 1

Relagdo entre a expressdo de genes da via biossintese de lignina e o acimulo de lignina em
dois genétipos de cana-de-agucar crescidos em condi¢do de déficit hidrico.

Gene TACSP94-2094 IACSP95-5000
YR YP MR MP YR YP MR MP

ShPALI T T l l l
ShC4H1 T l
Sh4CL2 T T T T
ShHCT-like T
ShC3H1 T l l T l l
ShCOMTI T T l l T l l
ShCCoAOMTI T l l l l
ShCCoAOMT3 l l T l l
ShF5H T l l
ShCCR1 T T l T l
ShCAD?2 l T l l l
ShCADS
Lignina T T T T T

Seta apontada para cima indica expressao ou lignina aumentada (T) e seta apontada para baixo

indica expressdo ou lignina reduzida ( l) em plantas sob seca severa em relagdo ao controle

irrigado. O teor de lignina usa o mesmo tipo de anotacdo. YR = cértex jovem, YP = medula

jovem, MR = c6rtex maduro, MP = medula madura.
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ANEXO 2

Relagdo entre a expressdo de genes da via biossintese de lignina e o acimulo de lignina em
dois gendtipos de cana-de-agicar crescidos em condi¢do de baixa temperatura.

Gene TACSP04-627 TACSP04-065
YR YP MR MP YR YP MR MP

ShPALI l T
ShC4H1 l
Sh4CL2 l
ShHCT-like l T
ShC3H1 T
ShCOMTI1 T l
ShCCoAOMTI T l
ShCCoAOMT3 T T l
ShF5H T T T
ShCCRI
ShCAD?2 T T l
ShCADS
Lignina T 1 l T

Seta apontada para cima indica expressao ou lignina aumentada (T) e seta apontada para baixo

indica expressdo ou lignina reduzida (l) em plantas crescidas sob baixa temperatura em

relagdo a condigdo referéncia. O teor de lignina usa o mesmo tipo de anota¢do. YR = cértex

jovem, YP = medula jovem, MR = cértex maduro, MP = medula madura.
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