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RESUMO

A cana-de-agucar tem grande impacto na economia brasileira e faz com que o Brasil
tenha a posicdo numero um na producdo mundial de cana-de-acucar e derivados.
Essa cultura agricola € uma das apostas na procura por combustiveis renovaveis
que minimizem impactos ambientais e a utilizagdo do petroleo como fonte
energética. Nesse contexto a cana energia, um hibrido de cana-de-agucar, é uma
promessa que possui eficiente produgcdo de biomassa e enfoque na produgao de
energia, eletricidade e etanol de segunda geragdo. Adicionado a isso, ha evidencias
sobre a cana energia possuir capacidade de ser plantada em locais com solos de
baixa fertilidade. Para que ocorra bom desenvolvimento da cultura e
consequentemente adequada produtividade, o manejo agricola utiliza o nitrogénio
como parte da adubagdo. O nitrogénio desempenha papel metabdlico, fisiolégico e
estrutural nas plantas, sendo componente essencial ao desenvolvimento vegetal. A
forma mais comum desse nutriente € a forma mineral de nitrato. A absorcdo desse
nitrato ocorre por meio de proteinas transportadoras transmembranas derivadas de
diversas familias génicas. Deste modo o objetivo geral do trabalho foi avaliar a
resposta ao nitrato de aménio em parametros agrondémicos e na expressao génica
de transportadores de nitrato em gendtipos de cana-de-agucar e cana energia. No
primeiro capitulo foi feita a avaliagdo da resposta de 16 gendtipos de cana energia e
dois de cana-de-agucar, na presenga de duas concentragdes de nitrogénio, baixa
(0,5 mM) e alta (5 mM), para entédo ser feito uma selegcdo de gendtipos de cana
energia com resultados contrastantes. Por meio de parédmetros agronémicos de
altura, massa seca de raizes, massa seca da parte aérea e diametro de colmo,
foram selecionados os gendtipos: PRBIO-137, gendtipo de melhor resposta ao
nitrogénio em concentracao baixa, PRBIO-172 como contrastante e RB867515 por
ser um gendtipo de cana-de-agucar convencional, ter grande importancia comercial
no Brasil e ter apresentado resultados similares a PRBIO-172. No segundo capitulo
foi avaliada a expressdo génica dos transportadores de nitrato NRT1.1 e NRT2.1
nas duas concentragdes de nitrogénio previamente avaliadas. Para esse
experimento, foi observado que houve maior expressdao génica, e
consequentemente, maior absor¢cdo de nitrogénio, para os dois genes e nos trés
gendtipos avaliados na concentragao mais alta de nitrato de aménio.

Palavras-chave: RT-PCR; Saccharum spp; nitrogénio, crescimento vegetal.



ABSTRACT

Sugarcane has a great impact on the Brazilian economy and makes Brazil be the
number one in the world production of sugarcane and its derivatives. This crop is one
of the main sources of sustainable fuels to minimize environmental impacts and the
use of oil as an energy source. In this context, energy cane, a hybrid of sugarcane, is
a new promise that has an efficient production of biomass and focus on the
production of energy, electricity and second-generation ethanol. There is an evidence
that energy cane has the capacity to be cultivated in low fertility soils. For the
adequate crop development and consequently high productivity, the management
uses nitrogen as part of fertilization. Nitrogen plays a metabolic, physiological and
structural role in plants, being an essential component for plant development. The
most usual form of this nutrient is the mineral form of nitrate. The uptake of this
nitrate occurs by transport proteins that are composed of several gene families.
Thus, the general aim of the work was to evaluate the response to ammonium nitrate
by agronomic parameters and gene expression of nitrate transporters in sugarcane
and energy cane genotypes. The first chapter, evaluated the response of 16
genotypes of energy cane and two of sugarcane in the presence of two
concentrations of nitrogen, low (0.5 mM) and high (5 mM), to be done a selection of
contrasting energy cane genotypes. By agronomic parameters of height, leaves dry
matter, root dry matter and culm diameter, the genotypes select were: PRBIO-137,
genotype with the best response to low-dose nitrogen, PRBIO-172 as the contrasting
and RB867515 to be a conventional sugarcane genotype, has great commercial
matter in Brazil and have shown similar results to PRBIO-172. The second chapter,
the gene expression of NRT1.1 and NRT2.1 was evaluated in the two nitrogen doses
previously evaluated. For this experiment, it was achieved a higher gene expression,
and consequently, better nitrogen uptake, for the two genes and in the three
genotypes evaluated at the highest concentration of ammonium nitrate.

Keywords: RT-PCR; Saccharum spp; plant growth; nitrogen.
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1 INTRODUGAO GERAL

A produgao canavieira constitui uma das atividades econbémicas mais antigas
do Brasil e esta presente em grande parte do territério nacional, devido ao pais
apresentar condi¢des climaticas favoraveis ao cultivo (CONAB, 2019).

Para melhorar a producdo, a cultura de cana-de-agucar depende da pratica
de manejo de adubagdo, a qual visa garantir boas condigdes nutricionais para o
crescimento vegetal. Nesse contexto, o nitrogénio, um dos principais meios de
adubacdo, ¢é visto como essencial para as plantas por compor diferentes
biomoléculas, tais como adenosina trifostato (ATP), nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH), fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADPH),
clorofila, proteinas e enzimas (HARPER, 1994; FRANCO et al., 2008).

Sao encontradas no solo duas formas de nitrogénio, a orgénica e inorganica.
Ambas sao afetadas por fatores como mobilidade no solo e eficiéncia do uso do
nutriente pelas plantas. Em cana-de-agucar, a falta de nitrogénio influencia em
fatores de produtividade. No entanto, ha falta de evidéncias sobre a quantidade ideal
na adubacado e de estudos sobre o uso eficiente do nitrogénio para as diversas
variedades plantadas no Brasil (FRANCO et al.,, 2008; TAGEDER; RENTSCH,
2010).

A absorgcao desse nutriente é feita por meio de transportadores de nitrato e
amoénio, forma mineral do nitrogénio. Desta forma, esses transportadores estéo
envolvidos na eficiéncia de absor¢ao do nitrogénio por plantas (MAATHIUS, 2009).

Outro ponto importante é o aproveitamento do nitrogénio presente nos
fertilizantes. Esse, se apresenta baixo dentro do cultivo de cana-de-agucar quando
comparado a outras culturas. Os numeros obtidos para a cana-de-acucar
dificilmente séo superiores a 40% (CANTARELLA; TRIVELIN; VITTI, 2007).

Por demonstrar altos niveis de conversdo de energia luminosa em energia
quimica, a cana-de-agucar se torna importante fonte de energia renovavel (TEW;
COBILL, 2008). Atua como principal substituta ao uso de combustiveis fésseis. Além
disso, a sacarose obtida da cana-de-agucar tem sido durante anos a principal forma
de fermentagdo alcodlica na producao de etanol no Brasil. Isso, faz com que
programas brasileiros de melhoramento genético de cana-de-agucar, deem énfase

na obtencgao de variedades com altos teores de sacarose.
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Atualmente, ha o interesse em produgédo de etanol e cogeragao de energia,
fatores esses que estimulam buscas a novas variedades de cana-de-agucar que
possuam maiores teores de fibra aliado a produtividade e produgéo (SILVEIRA,
2014).

Essas variedades sdo denominadas de cana energia (energy cane) e podem
ser compostas com mais de 30% de fibra. Por consequéncia, essas plantas
possuem alta producdo de biomassa total, importante composto da producao de
etanol de segunda geragao e produgao de eletricidade (TEW; COBILL, 2008).

Em um cenario biotecnolégico, a cana energia apresenta desejaveis
caracteristicas na producdo de etanol de segunda geragdo e na produgdo de
energia. (ROSSETTO, 2012; DAROS et al., 2016),

Portanto, o objetivo geral do trabalho foi de avaliar a resposta de duas doses
de nitrato de aménio, dose baixa (0,5 mM) e alta (5 mM) em parametros
agrondmicos atrelado a resposta de expressdo génica de transportadores de nitrato

em gendtipos de cana-de-agucar e cana energia.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) tem origem descrita no sudoeste asiatico,
na ilha de Nova Guiné, localizada no oceano pacifico (DANIELS; ROACH, 1987,
MOREIRA et al., 2008). Inicialmente, foi utilizada como planta ornamental até
expandir territério por meio das migragées populacionais, e posteriormente ter
aparecido como planta produtora de acutcar na india (MIRANDA, 2008).

A cultura possui distribuicdo em regides tropicais e subtropicais do globo e
tem importancia maximizada pelo amplo uso na produgcdo de biocombustiveis,
energia e acucar alimenticio (GOLDENBERG, 2007; MOREIRA et al., 2008;
ARRUDA, 2011; TRENTIN et al., 2011).

Sobre a importancia da espécie no cenario brasileiro, a cana-de-agucar € uma
das primeiras culturas agricolas introduzidas no pais, sendo inserida pelos
portugueses no sec. XVI, em territério nordestino, devido a esse local apresentar
boas condi¢des climaticas. Como consequéncia dessa agéo portuguesa, a cultura

esta presente em todas as fases histéricas da economia brasileira. Sendo entao,
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considerada o commodity de maior contribuicdo para a balanga comercial. E
também, ser considerada como fonte de empregos diretos e indiretos para
brasileiros (KORB, 2006; LIMA; COSTA, 2007; UNICA, 2012).

A respeito da biologia da cana-de-agucar, existem diferentes estadios
fenolégicos conhecidos, sendo esses: brotagdo e emergéncia, perfilhamento,
crescimento de colmos e maturagao dos colmos. Todos amplamente estudados e de
importancia para o aumento de produtividade e rendimento econémico na cana-de-
agucar (GASCHO; SHIH, 1983; MATSUOKA et al., 2009; UNICA, 2012).

A exploragdo agroecondmica da cana-de-agucar foi inicialmente aplicada a
espécie S. officinarum ou “cana nobre”, devido ao alto acumulo de sacarose.
Entretanto, a espécie se mostrou suscetivel ao aparecimento de doencas, o que
ampliou o uso comercial para as outras espécies de Saccharum spp. Deste modo,
deu inicio a cruzamentos e retrocruzamentos, iniciando assim o melhoramento
genético da cultura (DANIELS; ROACH, 1987).

Ao aplicar estudos genéticos na exploracdo da espécie, atribuiu-se a
utilizacdo do termo “complexo Saccharum”, o qual possui a descricdo de cinco
espécies: Saccharum officinarum, Saccharum spontaneum, Saccharum sinensis,
Saccharum barberi e Saccharum robustum. Esse termo teve o primeiro relato em
1957, pelo pesquisador Mukherjee, que, por meio de descricbes de subgéneros,
contribuiu para o melhor entendimento das espécies incluidas no complexo
Saccharum (MUKHERJEE, 1957).

A respeito da fisiologia da planta, a cana-de-agucar possui alta produgéo de
biomassa devido ao mecanismo fotossintético C4, o qual confere eficiente conversao
de energia luminosa em energia quimica (MING et al., 2006).

Em 1975, foi criado o Programa Brasileiro de Alcool (PROALCOOL), o qual
incentivou a produgado de alcool no Brasil. Esse avango tecnoldgico fez com que
ocorresse aumento de producao interna de alcool anidro e alcool hidratado. A partir
de 2001, ocorreu aumento no preco do petrdleo, estimulando o crescimento do
numero de carros flex, movidos a alcool e gasolina, e dessa forma, a produgao de
alcool no pais cresceu de forma rapida (WALTER et al., 2006; ABREU et al., 2011).

Detentor de maior parte das exportacbes de acucar mundiais e com baixos
custos de producédo quando comparado com outros paises, a cana-de-agucar coloca
o Brasil como maior produtor e exportador de agucar (SOUZA et al., 2016; MACEDO
2005).
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Atrelado a esses dados, programas de melhoramento genéticos surgem na
pesquisa brasileira, e visam a producdo de variedades que proporcionem maior
produtividade e ganhos de potencial de rendimento (DAROS et al.,, 2016).
Investimentos na producdo e rendimento de lavouras de cana, desenvolvem
pesquisas que produzem variedades de cana-de-agucar que respondam a
demandas como resisténcia a doengas e adaptagéo a ambientes restritivos (DUTRA
FILHO et al., 2011; CONAB, 2019).

2.2 CANA ENERGIA

Com a futura premissa de escassez nas reservas de petroleo mundiais e os
impactos ambientais causados pela extracdo e uso de petrdleo, diferentes fontes de
energia surgem como alternativas renovaveis para produgdo e cogeragdo de
energia. Deste modo, a biomassa se apresenta como uma das promessas de matriz
energética (TEW; COBILL, 2008; RIDESA, 2015).

Essa biomassa é um recurso renovavel de origens organica, animal ou
vegetal e que pode ser utilizada na produgédo energética. Em cana-de-agucar, essa
biomassa é resultado do bagago e da palha, e esses, se tornam matéria prima de
caldeiras, gerando termo energia e geracgao de eletricidade (TEW; COBILL, 2008).

A energia fornecida pela biomassa esta relacionada a celulose, polissacarideo
que compde a parede celular de vegetais e constitui de 35% a 45% da biomassa.
Além disso, a hemicelulose também é um polissacarideo que representa de 15% a
35% da biomassa vegetal (ROCHA et al., 2012).

Atualmente, o principal etanol utilizado é o provindo do caldo de cana-de-
agucar (etanol de primeira geragéo), esse combustivel possui como caracteristicas
os custos e indices de poluigédo baixos. Além disso, a cana-de-agucar possui a palha
e bagaco, os quais se apresentam como fonte energética na produgéo de etanol de
segunda geracao (SANTOS et al., 2012a).

Com o uso do bagago da cana-de-agucar para producdo de etanol,
programas de melhoramento da cultura em diversos locais do mundo, Brasil
incluido, focam em gendtipos de cana-de-agucar que possuam maiores indices de
biomassa (SANTOS et al., 2012, SILVEIRA et al., 2016).

Nesse contexto, a cana energia € um hibrido de variedades comerciais com a

cana-de-agucar selvagem. Esses hibridos possuem a capacidade de apresentar em
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torno de 30% de fibras, 13% de acgucares e 65% de agua. Além de caracteristicas de
interesse ao mercado produtor, como resisténcia a pragas e adaptagdes
fisiomorfolégicas (TEW; COBILL, 2008; KIM; DAY, 2011; SHIELDS; BOOPATHY,
2011).

As espécies do complexo Saccharum: S. spontaneum e S. robustum
apresentam maior acumulo de fibras, sendo entdo usadas na obtencdo de
variedades de cana energia. Essas espécies sao escolhidas por apresentarem
robustez, resisténcia a pragas, vigor elevado e boa capacidade de perfilhamento.
Além disso, existe um contrabalanco entre teores de fibras e indices de sacarose
(BULL; GLASZIOU, 1963; D’HONT et al.,1995; MATSUOKA et al.,2014).

Autores como Alexander (1985) e Tew e Cobill (2008) caracterizam a cana
energia como uma variedade voltada para regides de clima temperado, onde ha
temperaturas mais baixas e menor acesso a agua. Outra diferenca que as
variedades de cana energia apresentam € o desenvolvimento de rizoma. Essa
estrutura, caracterizada como um colmo de contato direto com o solo, é capaz de
originar uma nova planta. Essa caracteristica morfolégica é vista na cana-de-agucar
selvagem, mas devido a evolugéo e selecao realizada pelo ser humano, foi perdida.

Esse rizoma promove maior vigor e crescimento, acarretando em maior
profundidade e absorgdo de nutrientes e agua pela planta. Como resultado dessa
morfologia, as plantas de cana energia sdo também plantas de maior produtividade
(MARIANO, 2015).

Aliados ao fator de producgéo de fibras e por demonstram maiores niveis de
tolerancia ao frio, requerimento de menores quantidades de fertilizantes e acesso a
agua, a cana energia demonstra ter potencial para ser plantada em solos de
qualidade mais baixa do que a cana-de-agucar convencional (ZHENG et al., 2009;
SOUZA et al., 2013).

A exemplo disso, nos Estados Unidos (EUA) utiliza-se a cana energia ao
norte do pais, sendo esse territorio de temperaturas mais baixas. Os EUA
consideraram a cana energia como “amiga do ambiente” por necessitar de menores
quantidades de fertilizagdo, herbicidas, pesticidas e irrigagdo (QIU et al.,, 2012;
SALASSI, 2014).

Adicionado aos ganhos de fibras e maior robustez, a cana energia apresenta
replante em 10 anos, 7 anos a mais que as variedades convencionais de cana-de-
acucar (CARVALHO-NETO et al., 2014).
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Portanto, sdo descritos trés ideotipos de cana-de-acucar e seus respectivos
teores de fibras e acucares, sendo esses: cana-de-agucar convencional, com 12%
de fibra e 13% de agucares; a cana energia tipo |, com teores de fibra em 17% e
teores de agucares iguais ou proximos a cana-de-agucar convencional. Por ultimo, a
cana energia tipo Il com 30% de fibras com 5 % de sacarose (TEW; COBILL, 2008;
PEREIRA, 2017).

2.3 NITROGENIO NA CANA-DE-ACUCAR

O nitrogénio é constituinte de moléculas como proteinas, enzimas,
coenzimas, acidos nucléicos e clorofila. Deste modo, relacionado a processos
fisiologicos de grande importancia para a sobrevivéncia e homeostase de plantas.
(MIFLIN; LEA, 1976; TRIVELIN et al., 2002b; KRAPP, 2015).

No solo s&o encontradas duas formas inorganicas de nitrogénio, o amdnio
(NH**) e nitrato (NO3), sendo esses provindos da matéria organica ou do uso de
fertilizantes que na composi¢ao tenham nitrogénio adicionado (ARAKI; HASEGAWA,
2006).

No interior da planta, o nitrogénio absorvido é combinado com elementos
como carbono, hidrogénio e oxigénio, para entdo ser metabolizado e constituir
moléculas mais complexas (JIN et al., 2015).

Sabe-se que a planta de cana-de-agucar € capaz de absorver algumas
quantidades de aminoacidos (forma organica do nitrogénio), mas geralmente possui
melhor aceitacdo pelas formas mineralizadas, havendo destaque para o nitrato
(OTTO et al., 2011).

Em geral, plantas se adequam a diferentes quantidades de nitrogénio
disposto no solo, responsavel por um balango nutricional de nitrogénio (GOJON et
al., 2009).

Com relagdo a mineralizagdo do nitrogénio, essa, dependente de variaveis
ambientais, tais como: temperatura, umidade e aeragcdo do solo e também
composicado quimica do solo (VITTI et al., 2008).

O nitrogénio, quando integrado ao solo, sofre diferentes transformacgodes
quimicas e microbiolégicas, as quais podem resultar em perdas de nutriente, o que
culmina na diminuigdo de produtividade vegetal. Nesse contexto, para melhorar o

aproveitamento, 40% aproximado na cana-de-agucar e considerando o custo dos
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adubos nitrogenados, é fundamental o desenvolvimento de técnicas de manejo
adequados de adubagao (FRANCO et al., 2011; VALE et al., 2013).

As perdas do nitrogénio em um sistema de plantagao, ocorrem principalmente
por lixiviagdo dos fertilizantes, seguido de escorrimento superficial, eroséo,
volatilizagdo da amobnia e desnitrificacdo. Essas perdas do nitrogénio causam a
reducdo da longevidade e potencial produtivo de uma cultura vegetal (VITTI et al.,
2007; BODDEY et al., 2008; FORDE; WALCH-LIU, 2009).

Uma das descobertas de maior importancia para os estudos com a molécula
de nitrogénio e que rendeu um prémio Nobel, foi a descricdo da sintese de amdnia
(ERISMAN et al., 2008). Esse é o processo industrial mais importante para a sintese
de nitrogénio, e assim, producao adicional de compostos nitrogenados (ureia, acido
nitrico e fertilizante). O processo de redugado do nitrogénio atmosférico em aménia
por meio do processo industrial de Haber-Bosch (HB) fez com que a produgao de
fertilizantes nitrogenados promovesse a expansao agricola que suporta a densidade
populacional mundial de mais de 7 bilhdes de pessoas (ERISMAN et al., 2008).

A dinamica do nitrogénio no ambiente € o principal desafio para a otimizagao
de seu uso na cana-de-acucar. Quando se procura melhorar a resposta do nutriente
nas variedades, a busca por gendétipos mais eficientes no uso do nutriente € uma
alternativa ao aumento da eficiéncia nutricional. Esse desafio nasce da demanda de
se diminuir os altos custos dos fertilizantes nitrogenados para a cadeia produtiva da
cana-de-agucar no Brasil (DAROS et al., 2016).

A resposta do nitrogénio na planta de cana-de-agucar mostra que rebrotas
(cana soca), apresentam melhor assimilagdo e uso do nitrogénio do que em cana
planta. Contudo, as causas pelas quais existe essa diferenca ndao sao totalmente
esclarecidas (CARNAUBA, 1990; CANTARELLA; TRIVELIN; VITTI, 2007; VITTI et
al., 2007).

Uma das respostas cientificas para a melhor assimilagdo de nitrogénio pela
cana soca € devido a palha produzida pela cana-de-agucar logo apdés o corte,
promover lenta liberagdo de nitrogénio no solo e entdo promover o desenvolvimento
vegetal inicial (SILVEIRA; CROCOMO, 1990; FRANCO et al., 2011).

A respeito da dindmica da pratica de adubacao nitrogenada utilizada pelos
produtores de cana-de-acucar no Brasil, sabe-se que as aplicacdes de doses de
fertilizantes nitrogenados s&o muito inferiores as de outros paises também
produtores de cana-de-agucar (CANTARELLA; TRIVELIN; VITTI, 2007).
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As respostas observadas em cana-de-agucar devido a aplicagéo de nitrogénio
sdo de aumento no perfilhamento dos colmos, aumento do periodo de ciclagem das
plantas, aumento na produtividade de colmos, além de desempenhar papel de
sinergia na absor¢ao de outros nutrientes requeridos pela plana (FELLER;
FISCHER, 1994; VITTI et al., 2005; MALAVOLTA, 2006; MARIANO et al., 2012).

Ressalta-se que o excesso de nitrogénio no ambiente é responsavel por altas
emissdes de gases efeito estufa e demonstra potencial contaminante para aguas de
superficie e subterraneas (QUEIROZ et al., 2010).

Deste modo, existe a necessidade de manejo sustentavel de fertilizantes
agricolas, especialmente na redugdo e/ou na distribuicdo individualizada dos
nutrientes: nitrogénio, fosforo e potassio (CARNEIRO et al., 2017).

Com intuito de melhorar o uso de fertilizantes nitrogenados na produgéo de
cana-de-agucar, e consequentemente aumento na eficiéncia no uso desse nutriente
pela cultura, € fundamental conhecer os momentos de maior absor¢do melhor forma
de absorcao pelas plantas. Em cana soca, ha estudos que afirmam haver maior
extragcado de nitrogénio proveniente do fertilizante no inicio do desenvolvimento da
cultura, 90 dias apéds a rebrota (FRANCO et al., 2011).

2.4 TRANSPORTADORES DE NITRATO

O nitrogénio esta presente no solo na forma mineral como nitrato e amdnio
(NO3s e NH4) e na forma organica como aminoacidos. Dentre as duas formas
minerais, o nitrato é a forma mais abundante e mével no solo (JIN et al., 2015).

Dentre as formas orgéanicas e inorganicas do nitrogénio, as grandes culturas
absorvem majoritariamente a forma de nitrato para desenvolvimento vegetal. Mas
junto disso, apresentam baixo uso do nutriente e também capacidade baixa de
estocar o nitrato (WANG et al., 2019).

O nitrato é absorvido tanto pela parte aérea, quanto via raizes. Em raizes,
local de maior absor¢do, ocorre por meio de diversas familias de genes que
codificam proteinas transportadoras de nitrogénio (TSAY et al., 2007; WANG et al.,
2019).

Apos a absorcao via raizes, ha um processo celular de assimilacido do
nitrogénio. Esse processo, ocorre com a reducgdo do nitrato para aménio, pela

atuagao das enzimas nitrato redutase (NR) e nitrito redutase (NiR) até ser absorvido
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como aminodacidos pela atuagdo de enzimas sintase glutamato (GOGAT) e sintase
glutamina (GS) (TSAY et al., 2007; VITAL; GUTIERREZ, 2008).

A absorcdo do nitrato é efetuada por proteinas transportadoras, localizadas
na membrana plasmatica. Portanto, ha genes envolvidos na sintese proteica. Esses
genes de transportadores séo reconhecidos e estudados a mais de 20 anos, para
elucidar qual o caminho da absor¢do do nitrogénio em plantas, e assim,
compreender o metabolismo vegetal (MAATHIUS, 2009).

A absorcao de nitrato é feita pela familia de transportadores NRT (Nitrate
Transporters) e o amoénio ela familia génica AMT (Ammonium transporters). Essas
familias génicas operam em alta e baixa concentragcdo de nitrogénio no solo e
possuem diversas isoformas em diferentes espécies vegetais (FERNANDES;
SOUZA, 2006; ARAKI; HASEGAWA, 2006)

Atualmente, ha descrigao de quatro familias de genes que codificam proteinas
transportadores de nitrogénio: NRT1, NRT2 (Nitrate Transporters) CLC (Chloride
channels) e SLAC/SLAH (Slow anion channel). Essas familias de genes séo estudas
e identificadas em diferentes espécies vegetais, com o objetivo de elucidar o
mecanismo de acao desses genes no metabolismo (FAN et al., 2017).

A familia NRT1, também é nomeada como familia NPF, e é dividida em 8 a 10
subfamilias, as quais sdo encontrados 53 genes em Arabdopsis e 93 genes em
arroz (LERAN et al.,, 2014; VON WITTGENSTEIN et al., 2014). Além disso, foi
observada e avaliada em diversas culturas, como: de arroz, pepino e café
(CRAWFOR; GLASS, 1998; MEDA et al., 2009).

As isoformas da familia NRT sdo encontradas nas raizes. O sistema de
captacao do nitrato pela planta é dividido em transportadores de baixa afinidade
“low-affinity transport system” (LATS) < 1 mM e o de alta afinidade “high-affinity
transport system” (HATS) >1 mM. As familias génicas de NRT sdo as mais
caraterizadas como de dupla afinidade pelo nitrato, sendo que isso proporciona
maiores concentragdes de nitrato disponiveis no ambiente (MILLER et al., 2007;
FERNANDES; SOUZA, 2006; BAI et al., 2013).

O primeiro transportador de nitrato identificado foi o NRT 1.1 na planta modelo
de Arabdopsis. Esse gene € também conhecido como CHL 1 ou NPF 6.3. Como
caracteristicas desse gene, pode-se ver a dupla afinidade por nitrato, serve como
sensor de concentragdo de nitrato no solo, entdo atua na expressdo génica de
outros genes de transporte, como o NRT2.1 (TSAY, 2013).
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E capaz também de sinalizar quebra de dorméncia, regulagdo do
enraizamento adventicio e crescimento de folhas (KROUK et al., 2010; HSU; TSAY,
2013).

A familia genica NRT1 ou peptide transporter (PTR) foi renomeada em 2014
por Leran e colaboradores. Os pesquisadores incluiram nessa familia o gene NRT
1.1 e fizeram uma subdivisdo de 10 familias as quais englobam outros nutrientes
absorvidos por esses genes além do nitrato.

Ha membros da familia NRT1 que atuam apenas baixa afinidade por
nitrogénio (AtNRT1.2) (HUANG et al., 1999) e outros regulam a passagem do nitrato
das raizes para parte aérea (NRT1.5; NRT1.8 e NRT1.9) (WANG et al., 2012).

Através do uso da biologia molecular e do sequenciamento de genomas, foi
possivel identificar em Arabdopsis sete provaveis genes que codificam
transportadores de nitrato com afinidade alta. Além disso, a expressao génica se
mostra dependente do suprimento externo de nitrato (OKAMOTO et al., 2003; GIRIN
et al., 2007).

Outra subfamilia de transportadores de nitrato importante € a NRT2. Essa
familia apresenta quase todos os genes expressos em raizes, com exceg¢ao de
AINRT 2.7 que é mais expresso em folhas

A subfamilia NRT2 apresenta dependéncia de outra subfamilia NRT3 (NAR 2)
para que ocorra assimilacao de nitrato. De mesmo modo que NRT1, a familia NRT2
foi descrita em plantas de Arabdopsis e arroz (FENG et al., 2007).

Ademais, genes como NRT2.1 e NRT2.2 se mostram responsaveis por em
torno de 80% do transporte de nitrato, quando o nutriente esta em doses
micromolares (LIU et al., 2007).

Portanto com o estudo dos genes que codificam proteinas transportadoras de
nitrato é possivel elucidar qual o percurso, forma e potencial de absor¢do do
nitrogénio até a metabolizacdo final pela planta (BREDEMEIER; MUNDSTOCK,
2000; RENTSCH et al., 2007).
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4 SELECAO DE GENOTIPOS DE CANA ENERGIA E CANA-DE-AGUCAR
CONTRASTANTES A DUAS CONCENTRAGOES DE NITRATO DE AMONIO
COM BASE EM PARAMETROS AGRONOMICOS

RESUMO

A procura por combustiveis renovaveis que minimizem impactos ambientais,
emissdo de gases do efeito estufa e a utilizacdo do petréleo, traz grande destaque
na utilizagdo da biomassa vegetal no cenario comercial e de pesquisa para
combustiveis considerados limpos. Nesse contexto a cana energia, um hibrido de
cana-de-agucar € uma aposta que possui eficiente produgcdo de biomassa.
Adicionado a isso, ha evidencias sobre a cana energia possuir capacidade de ser
plantada em locais com solos de baixa fertilidade. Deste modo o trabalho teve por
objetivo selecionar gendtipos de cana energia e cana-de-agucar contrastantes ao
tratamento de nitrato de amdnio (NH4, NO3) em doses baixa (0,5 mM) e alta (5 mM).
O experimento foi conduzido no Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Parana, localizada em Curitiba-PR. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado (DIC), com 18 gendtipos, sendo 16 de cana energia e 2 de cana-de-
agucar em esquema fatorial 18 x 2 (18 gendtipos x 2 doses de nitrogénio) com
quatro repeticdes por tratamento. Foram avaliados os parametros altura, didametro do
colmo, massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR) por 90 dias. O resultado
obtido por meio dos parametros agrondmicos de massa seca de raizes selecionou o
genotipo PRBIO-137, o gendtipo com a melhor resposta ao nitrogénio em dose
baixa, o gendtipo PRBIO-172 como contrastante e o gendtipo RB867515 por ser um
gendtipo de cana-de-agucar convencional, ter tido resultados similares a PRBIO-172
e ter grande importancia comercial no Brasil.

Palavras-chave: Produtividade; crescimento vegetal; uso eficiente de nitrogénio.
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GENOTYPES SELECTION OF ENERGY CANE AND SUGARCANE
CONTRASTING TO TWO CONCENTRATIONS OF AMMONIUM NITRATE BASED
ON AGRONOMIC PARAMETERS

ABSTRACT

The search for sustainable fuels to minimize environmental impacts, emission of
greenhouse gases and the use of oil, brings prominence in the use of biomass in the
commercial and research areas for clean fuels. In this context, energy cane, a
sugarcane hybrid is a hope in efficient biomass production. Added to this, there is
evidence that energy cane has the capacity to be cultivated in places with low fertility
soils. The work aimed to select genotypes of energy cane and sugarcane with
contrast response by the use of ammonium nitrate (NH4 NO3) in low (0.5 mM) and
high (5 mM) concentration. The experiment was carried out in the Agricultural
Sciences Sector of the Federal University of Parana, located in Curitiba-PR. The
design used was completely randomized (DIC), with 18 genotypes, 16 of energy
cane and 2 of sugarcane in factorial scheme 18 x 2 (18 genotypes x 2 doses of
nitrogen) with four replicates per treatment. Height at leaf +1, culm diameter, leaves
dry matter and root dry matter parameters were evaluated for 90 days. The result
obtained through the agronomic parameters selected the genotypes were PRBIO-
137, genotype of better response to nitrogen in low concentration, the genotype
PRBIO-172 as the contrasting and the genotype RB867515 to be a conventional
sugarcane genotype, be a great commercial importance in Brazil and have shown
results similar to PRBIO-172.

Key words: Productivity; plant growth; NUE.
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4.1 INTRODUCAO

A busca de fontes energéticas renovaveis surge como forma de a minimizar
o uso do petréleo. Com isso, a biomassa vegetal se tornou um recurso renovavel de
interesse para os mercados produtores de combustiveis (HIMMEL et al., 2007).

Neste contexto, a cana energia, um hibrido de cana-de-agucar convencional
com as espécies selvagens de S. spontaneum e S. robustum emerge no cenario de
producdo de combustiveis como plantas de alta producido de biomassa e
consequentemente, producédo de etanol de segunda geragao (O'BRIEN; SUSZKIW,
2012; FEDENKO, et al., 2013).

A cana energia é uma planta C4, que acarreta em um sistema fotossintético
eficiente na producédo de biomassa. As plantas C4 apresentam como caracteristicas
melhores taxas de aproveitamento de luz solar, agua e de absor¢éo de nutrientes do
que plantas com sistema fotossintético C3 (RICHARD, et al., 2008).

Adicionado ao fator de producdo de biomassa, a cana energia também
apresenta caracteristicas de ser plantada em locais pobres em nutrientes e em
areas com erosao de solo, locais esses impréprios para as variedades de cana-de-
acucar comerciais (SHIELDS; BOOPATHY, 2011).

A cultura de cana-de-agucar conta com o uso de adubacgéao nitrogenada como
parte do bom manejo. Entretanto, a dindmica do nitrogénio no ambiente € o principal
desafio para a otimizacdo de seu uso na cana-de-agucar. Quando se procura
melhorar a resposta do nutriente nas variedades, a busca por gendtipos mais
eficientes no uso do nutriente € uma alternativa ao aumento da eficiéncia nutricional.
Desse desafio nasce a demanda de se diminuir os altos custos dos fertilizantes
nitrogenados para a cadeia produtiva da cana-de-agucar no Brasil (DAROS et al.,
2016).

Ha diversas formas de mensurar a produtividade e potencial biotecnolédgico de
uma cultura, portanto, caracteres agrondbmicos como altura, didmetro e massa seca
proporcionam identificar diferentes fases de desenvolvimento em diferentes
ambientes de cultivo. O que permite manejar diferentes formas e quantidades de
adubagdo (MAGALHAES, 1985; STONE et al., 1999).

Essas metodologias de estudo possibilitam a avaliagdo de diversas
caracteristicas relacionadas a produtividade e capacidade produtiva. Também

possibilitam melhorar a utilizacdo do ambiente ao qual a cultura esta exposta. Os
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dados provindos de caracteres agronémicos estimam variagées em diferentes niveis
de produgdo e também levam em conta fatores como plantas geneticamente
diferentes e plantas expostas a diferentes ambientes de producdo (MAGALHAES,
1997; PEIXOTO et al., 2011).

Com isso, o objetivo deste trabalho foi selecionar genétipos de cana energia

respostas contrastantes a doses baixa (0,5 mM) e alta (5mM) de nitrato de amonio.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 AVALIACAO DE PARAMETROS AGRONOMICOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao, localizada no Setor de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (latitude -25.410382 e
longitude 49.249242 S) com altitude média de 934 m.

Foram utilizados toletes de 18 gendtipos de cana-de-agucar, provenientes do
Programa de Melhoramento de Cana-de-agucar- UFPR, localizado em Paranavai-
PR. Os toletes, com uma gema axilar viavel, sem necrose ou oxidagdo, foram
acondicionados para germinacéo a 36°C e alta umidade por 3-5 dias, em Curitiba-
Pr.

Apés a germinagédo do material, os toletes foram transferidos para vasos de 5
litros, com areia e vermiculita de granulometria fina na proporg¢ao de 1:1 (sendo esse
um substrato pobre em nutrientes) pelo periodo total de 90 dias.

Dentro dos 90 dias de experimento, os 30 primeiros dias, serviram para
esgotamento de reservas endoégenas dos toletes. Durante esse periodo, os toletes,
foram supridos de 350 ml de agua deionizada conforme necessidade das plantas.
Nos 60 dias restantes, foi feito uso dos tratamentos com solucéo nutritiva, proposta
por Sarruge (1975) com doses de 0,5 mM e 5 mM de nitrogénio na forma de nitrato
de amonio (TABELA 1).
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TABELA 1: SOLUCAO NUTRITIVA USADA COMO TRATAMENTO PARA AS
DOSES BAIXA (0,5 MM) E ALTA (5 MM) DE NITRATO DE AMONIO.

Peso Concentragao Concentragao 20L 20L
Composto Molecular estoque estoque (0.5 (5
mM) mM)
g mol! Mm gL MI Mi
NHiNO3 80,05 1000 80,05 5 50
CaCl; 110,98 1000 110,98 80 80
KH2PO4 136,08 1000 136,08 40 40
MgSO, 7(H20) 246,47 500 123,24 40 40
NaFeDTPA 558,5 53,7 30 40 40
MICRONL;TRIENTE
KCL 74,75 25 1,864 - -
HsBO; 61,83 12,5 0,773 - -
MnSO4 H;O 169,01 1 0,169 40 40
ZnS0,4 7(H20) 287,54 1 0,288 - -
CuSO0, 5(H20) 249,68 0,25 0,062 - -
Na:MoO, 205,92 0,25 0,05 - -

Fonte: Sarruge (1975), modificado pelo autor (2020).

O experimento realizado teve delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 18 x 2 com quatro repetigdes. Utilizaram-se
16 gendtipos de cana energia e 2 de cana-de-agucar convencional para as
concentragdes de 0,5 mM e 5 mM de nitrogénio inorgénico em forma de nitrato de
amonio.

Os parametros utilizados para avaliar a resposta ao tratamento foram: Altura
folha +1, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e diametro
do colmo. A medigao de altura foi feita por meio de régua milimétrica a partir do solo
até a insercdo da folha +1. O didmetro do colmo foi realizado com o uso de um
paquimetro digital, na altura de 5 cm do solo. As massas secas tanto da parte aérea
quando raizes foram realizadas com o uso de balanca de precisdo. Sendo realizada
secagem prévia a 65°C em estufa, para entdo realizar a pesagem.

Ap0ds as coletas de dados, esses foram submetidos a testes de normalidade e
homogeneidade. Respondendo a esses testes, foi realizada a analise de variancia e

as meédias agrupadas pelo teste Skott-knott a nivel de significancia de 5%. Todas as
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analises estatisticas foram realizadas com o uso do software R e uso do pacote de
dados ExpDes.pt. Os parametros de altura e MSPA foram transformados com a
funcédo BOX-COX para cumprir os pressupostos da anova (FERREIRA et al., 2018;
R CORE TEAM, 2019).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds os 90 dias de experimento em casa de vegetacéao, foi verificado que
apesar de nao ter ocorrido efeito nos fatores gendtipos e doses de nitrogénio em
separado, houve efeito de interagcdo entre os gendtipos estudados e as doses de

nitrogénio para todos os parametros testados (p-valor < 0,05) (TABELA 2).

TABELA 2: ANALISE DE VARIANCIA DOS 16 GENOTIPOS DE CANA ENERGIA E
2 DE CANA-DE-ACUCAR SUBMETIDAS AS DOSES DE 0,5 mM e 5 mM DE
NITRATO DE AMONIO.

Quadrado Médio

Fontes de Variagao GL ALTURA MSPA MSR DIAMETRO
Cm g g Cm
Genétipos 17 13,34 ns 1,02ns 11,00 ns 15,51 ns
Doses 1 122,36 ns 7,17 ns 1,17 ns 42,53 ns
Genétipos x Doses 17 551* 0,30 * 5,60 * 3,49 *
Residuo 108 1,36 0,14 2,90 1,73
Coeficiente de Variagao (%) 13,99 64,05 42,59 17,99

Legenda: ns: ndo significativo a 5%; *: significativo a 5%; **: significativo a 1%.
Fonte: O autor (2020).

Foi observado por meio do desdobramento do teste que houve ganho de
altura em dez dos dezoito gendtipos utilizados, quando feito o aumento na
concentragdo de nitrato de aménio. Entretanto, o genétipo PRBIO-137 foi o unico

que obteve diminuicéo de altura na dose de 5 mM (QUADRO 1).
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Pelo teste de Scott-Knott, foi obtido na variavel altura, trés agrupamentos para
ambas as doses, sendo possivel destacar o gendtipo PRBIO-54 como a menor
média na dose 5 mM e sendo o unico de um dos agrupamentos formados pelo teste
(QUADROM1).

A medicdo da altura foi usada por ser importante parametro de
desenvolvimento vegetativo em cana-de-agucar. Além disso a altura é considerada
marcador de crescimento da atividade metabdlica, taxa de fotossintese e acumulo
de sacarose na planta (VALSECHI, 1983; OLIVEIRA et al., 2019).

O parametro massa seca da parte aérea (MSPA) apresentou por meio do
desdobramento do teste dez gendtipos com ganho de massa seca quando utilizado
a concentragdo mais alta de nitrato de aménio, sendo o gendtipo de maior ganho de
MSPA com o aumento da concentragdo de nitrogénio, o gendtipo PRBIO-60
(QUADRO 1).

O teste de Skott-knott, apresentou na dose de 0,5 mM dois agrupamentos de
gendtipos, sem haver gendtipos de destaque. Enquanto que a concentragdo de 5
mM formou trés agrupamentos, sendo o grupo de menores médias formado pelos
genotipos PRBIO-221 e PRBIO-134 (QUADRO1).

O parametro de massa seca de raiz obteve por meio do desdobramento do
teste estatistico, o gendtipo PRBIO-137 sendo mais uma vez o unico a ter o maior
acumulo de massa seca na concentracdo baixa de nitrogénio. Em sequéncia,
apenas o genotipo PRBIO-60 obteve ganho significativo de massa seca com o uso
da dose mais alta de nitrogénio. O teste de Skott-knott teve por resultado dois
agrupamentos nas duas doses de nitrato de amonio estudados (QUADRO 1).

Foram avaliados os acumulos de massa seca devido a importancia no
crescimento vegetal. Consequentemente, MSR e MSPA, dependem de fatores como
variedade vegetal e nitrogénio no solo, sendo esses pressupostos de avaliacdo do
trabalho (SUGUITANI; MATSUOKA, 2001).

E conhecido que o acimulo de massa seca no crescimento vegetal é dividido
em quatro etapas. Sendo essas as etapas de: espera, crescimento logaritmo,
crescimento linear e crescimento estacionario. Com isso, em cana-de-agucar, a
primeira fase apresenta acumulo de massa seca em torno de 6% na parte aérea,
seguido de taxas de 81% na fase logaritmica e 13% na fase linear (GAVA et al.,
2001). Demonstrando a importancia de se mensurar o acumulo de massa seca tanto

raizes, quanto da parte aérea.
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O parametro massa seca de raizes foi utilizado por estar envolvido com a
arquitetura e crescimento do sistema radicular, e esse fator ter ligagdo direta com
proteinas transportadoras de nitrogénio e consequentemente absor¢do desse
nutriente (LIU; TSAY, 2015).

Mensurar o ganho de massa seca serve como forma de analise de dados de
crescimento inicial, tanto em espécies arbéreas como agricolas, e indicam aumento
na biomassa acumulada (SANTOS et al., 2009; BORGES et al., 2011; OLIVEIRA;
GUALTIERI, 2011). Destacando o uso dos parametros no estudo do
desenvolvimento de cana energia.

Além disso, em condicbes de campo e casa de vegetacdo, pesquisas com
cana-de-agucar convencional usam medi¢cdes de massa seca para avaliar o efeito
do nitrogénio (BOLOGNA-CAMPBELL, 2007; JUNIOR, 2011). Isso explica, a fase
inicial de desenvolvimento da cana-de-acucar haver maior fitomassa revertida para o
crescimento foliar, e consequentemente para o perfilhamento (GAVA et al., 2001).

O parametro didametro apresentou por meio do desdobramento do teste sete
dos dezoito gendtipos que demonstraram ganho de didmetro de colmo com o
aumento na concentragdo de nitrogénio. A grande maioria dos gendtipos
apresentaram didametro de colmo iguais nas duas concentragées de nitrogénio
(QUADRO 1).

Por meio do teste de Skott-knott foi obtido trés agrupamentos de gendtipos na
concentragéao de 0,5 mM e dois agrupamentos na concentragéo de 5 mM (QUADRO
1).

O parametro didametro de colmo foi utilizado na avaliagdo por ser envolvido no
desenvolvimento vegetativo e acumulo de sacarose em cana-de-agucar (VALSECHI,
1983; OLIVEIRA et al., 2019).

Autores como Oliveira e colaboradores (2004), descreveram que nos
primeiros 135 dias apds o plantio em campo, variedades de cana-de-agucar nao
demonstram diferenga significativa no didmetro de colmo. Podendo isso explicar a
maioria dos genodtipos com didmetro igual nas duas concentragdes de nitrato de
amonio.

Os parametros agronémicos usados no trabalho sdo relacionados ao
crescimento vegetal. Estuda-los proporciona uma analise primaria de produgao, sem

a necessidade de equipamentos sofisticado, acarretando em conhecimento da
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ecologia e fisiologia vegetal (KVET et al., 1971; PEREIRA; MACHADO, 1987,
URCHEI et al., 2000).

QUADRO 1: MEDIAS DOS GENOTIPOS PARA OS PARAMETROS: ALTURA ATE
A FOLHA + 1, MASSA SECA DA PARTE AEREA, MASSA SECA DE RAIZ E
DIAMETRO DE COLMO.

Genétipo Altura MSPA MSR Diametro
005mM 5mM 0,5mM 5mM O05mM 5mM 05mM 5mM
PRBIO-26 9.6aA 9,7aA 0,02bB 0,8aA 34bA 56aA 57bB 8,3 bA
PRBIO-40 ©65bA 7,1cA 0,17bA 03bA 27bA 33bA 58DbA 5,1 cA
PRBIO-53 6,1bB 10,5bA 0,008bB 0.9aA 29bB 35bA 55bB 8,2 bA
PRBIO-54 43cB 71cA -0,177bB 04bA 35bA 52aA 6,1bA 7,3 cA
PRBIO-60 79aB 10,6aA 0,40aB 1.2aA 3,1bB 69aA 7,6aA 92DbA
PRBIO-64 8,3aB 10,7aA 0,57 aA 1,0aA 46aA 54aA 7,1aB 9,0 bA
PRBIO-86 8,0aB 10,9aA 0,83aB 1,4aA 32bA 39bA 83aB 10,7aA
PRBIO-87 6,8bB 9,5aA 0,76aB 1,4aA 54aA 57aA 79aB 10,6 bA
PRBIO-101 7,1bB 11,1aA 0,40 aB 1,17aA 48aA 63aA 7,3aA 9,1DbA
PRBIO-130 7,1bB 11,0aA 0,76 aA 1,2aA  30bA 46aA 81aA 9,6DbA
PRBIO-134 80aA 8,2cA 0,05bA -0,06cA 26bA 14bA 57DbA 5,9 cA
PRBIO-136 88aB 11,0aA 0,64 aA 1,0aA 58aA 48aA 6,9aA 7,4 cA
PRBIO-137 7,7bA 5,6cB 0,16bA 0,28bA 49aA 1,4bB 6,4bA 6,6 cA
PRBIO-172 72bB 92aA 059aB 0,86bA 3,1aA 42bA 59bB 6,5 cA
PRBIO-221 7,1bA 78cA 0,33aA -0,04cA 35bA 27bA 58DbA 5,0 cA
PRBIO-231 76aA 85bA 056aA 05bA 26bA 29bA 7,0aA 5,7 cA
RB867515 7,2bA 8,1bA  0,03bB 0,6 bA  1,6bA 28aA 4,7bA 6,0 cA
SP81-3250 8,5aB 11,2aA 0,44 aB 1,3aA 55aA 54aA 79aB 10,3aA

Médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical e médias seguidas da mesma letra maiuscula

na horizontal para cada parametro, nao diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-Knott a

5% de probabilidade. CV: Coeficiente de variagao.

Fonte: O autor (2020).
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4.4 CONCLUSAO

Os gendtipos de cana energia e cana-de-agucar apresentaram maior
crescimento vegetal na maior concentragao de nitrogénio.

O gendtipo PRBIO-137 nos parametros altura e MSR foi o unico gendtipo a
apresentar maior resultado na concentragao baixa de nitrato de amoénio.

O gendtipo PRBIO-172 foi selecionado como contrastante ao gendtipo
PRBIO-137 por ter apresentado crescimento vegetativo com a adi¢ao de nitrato, nos
parametros, altura, MSPA e diametro, os quais PRBIO-137 obteve medias iguais nas
duas concentragdes de nitrogénio.

O gendtipo RB867515 foi selecionado por ter apresentado resultados

similares ao genétipo PRBIO-172.
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6 PARAMETROS AGRONOMICOS E EXPRESSAO GENICA DE
TRANSPORTADORES DE NITRATO NRT1.1 E NRT2.1 NOS GENOTIPOS PRBIO-
137, PRBIO-172 E RB867515

RESUMO

A identificacdo de genes associados a absorgcdo e transporte de nitrogénio € o
primeiro passo para o desenvolvimento de plantas mais eficientes na utilizagdo de
fertilizantes e/ou para a otimizagdo da adubagao nitrogenada. Além disso, por meio
do conhecimento atrelado a esses genes, pode haver diminuigdo de custos de
producéo e impactos ambientais causados pelo nitrogénio. Sabe-se que o nitrogénio
desempenha papel metabdlico, fisioldgico e estrutural em plantas e possui destaque
na cana-de-agucar, por ser limitador no desenvolvimento fenologico e produtividade
da cultura. Deste modo, o trabalho teve por objetivo a analise de parametros
agrondmicos e expressdo génica de genes NRT1.1 e NRT2.1, relacionados a
proteinas transportadoras de nitrato em gendtipos de cana energia e cana-de-
acgucar. Foram usados gendtipos de cana energia (PRBIO-137 e PRBIO-172) e o
gendtipo de cana-de-agucar RB867515 para duas concentragbes de nitrato de
amoénio. A condugéo do experimento foi feita em casa de vegetagdo no periodo de
90 dias. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com 3
gendtipos, sendo 2 de cana energia e 1 de cana-de-agucar em esquema fatorial 3 x
2 (3 gendtipos x 2 doses de nitrato) com dez repeticbes por tratamento. Foram
avaliados: altura até folha +1, didmetro do colmo, massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca de raiz (MSR), volume e comprimento de raizes e medigédo do
teor de clorofila com medidor SPAD. Em seguida foi realizado a analise de
expressdao génica utilizando a técnica de RT-PCR. Por meio dos parametros
agrondmicos, foi obtido que PRBIO-137 foi o gendtipo com maiores resultados para
altura, massa seca de raiz e teor de clorofila, demonstrando melhor assimilacéo de
nitrogénio. Para analise de expressao génica, foi observado que houve maior
expressdo dos genes NRT1.1 e NRT2.1 para os trés gendtipos na maior
concentragdo de nitrato de amdnio. A mudanga da concentragdo de nitrogénio
acarreta em um maior nivel de expressao génica de transportadores de nitrato
NRT1.1 e NRT2.1.

Palavras-chave: RT-PCR; Saccharum spp; Gendtipos; Nitrogénio.
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GENE EXPRESSION OF NRT1.1 AND NRT2.1 NITRATE TRANSPORTERS IN
THE PRBO-137, PRBIO-172 AND RB867515 GENOTYPES

ABSTRACT

The gene expression of nitrogen uptake and transport is the first step towards
the development of better fertilizer efficiency in plants. In addition to that, it can reflect
in production costs and environmental impacts caused by nitrogen. It is well known
that nitrogen plays a metabolic, physiological and structural role in plants and is
important in sugarcane because it is taken as a limiter in phenological development
and crop productivity. In this way, the aim of this work was to analyze plant growth
and gene expression of NRT1.1 and NRT2.1 genes in energy cane and sugarcane
genotypes. The genotypes used were PRBIO-137, PRBIO-172 and RB867515 in two
concentrations of ammonium nitrate, low (0.5 mM) and high (5 mM). The experiment
was carried out in a greenhouse over a period of 90 days. The experimental design
was completely randomized with three genotypes, two of energy cane and one of
sugarcane in a factorial scheme 3 x 2 (three genotypes x two concentration of nitrate)
with ten replicates by treatment. The following parameters used evaluated: height at
leaf +1, culm diameter, leaves dry matter, root dry matter, root volume, root length
and measurement of chlorophyll content with a SPAD meter. The gene expression
analysis was performed using the RT-PCR technique. The results showed the
genotype PRBIO-137 was considered with better growth in height, root dry matter
and chlorophyll content. These can demonstrate better nitrogen assimilation. Also, it
was observed that there was higher gene expression, and consequently, better
nitrogen uptake, for the two genes and in the three genotypes at the highest
concentration of ammonium nitrate. The change in nitrogen concentration results in a
higher level of gene expression of NRT1.1 and NRT2.1 nitrate transporters.

Keywords: RT-PCR; Saccharum spp; Genotypes; Nitrogen.
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6.1 INTRODUCAO

O nitrogénio é constituinte de moléculas como proteinas, enzimas,
coenzimas, acidos nucléicos e clorofila. Esta relacionado a processos fisiolégicos de
grande importancia para a sobrevivéncia e homeostase de plantas. (MIFLIN; LEA,
1976; TRIVELIN et al., 2002b; KRAPP, 2015).

No solo sdo encontradas duas formas inorganicas de nitrogénio, o aménio
(NH+4) e nitrato (NO.3), sendo esses provindos da matéria organica ou do uso de
fertilizantes nitrogenados (ARAKI; HASEGAWA, 2006).

A cana-de-acgucar possui maior afinidade pelas formas mineralizadas do
nitrogénio, sendo que entre as duas formas, o nitrato tem maior assimilagdo pela
planta (JIN et al., 2015).

O nitrogénio, quando integrado ao solo, sofre diferentes transformacdes
quimicas e microbiolégicas, as quais podem resultar em perdas de nutriente, o que
culmina na diminui¢ao de produtividade vegetal (FRANCO et al., 2011).

O aproveitamento do nitrogénio pela cana-de-agucar € de 40% aproximado,
tornando fundamental o desenvolvimento de técnicas de manejo adequados de
adubac&o como forma de evitar prejuizos (VALE et al., 2013).

A dindmica do nitrogénio no ambiente é o principal desafio para a otimizagdo
de seu uso na cana-de-acucar. Com isso, busca-se melhorar a resposta do nutriente
nas variedades comerciais por meio de gendtipos mais eficientes no uso do
nutriente. Esse desafio nasce da demanda de se diminuir os altos custos dos
fertilizantes nitrogenados para a cadeia produtiva da cana-de-agucar no Brasil
(DAROQOS et al., 2016).

Apds a absorgcao via raizes, ha um processo celular de assimilacdo do
nitrogénio. Esse processo, ocorre com a redugdo do nitrato para aménio, pela
atuagao das enzimas nitrato redutase (NR) e nitrito redutase (NiR) até ser absorvido
como aminoacidos pela atuagcdo de enzimas glutamato sintase (GOGAT) e
glutamina sintase (GS) (TSAY et al., 2007; VITAL; GUTIERREZ, 2008).

A absorcéo do nitrato é efetuada por proteinas transportadoras, localizadas
na membrana plasmatica. Esses genes de transportadores sdo reconhecidos e
estudados a mais de 20 anos para elucidar qual o caminho da absorcdo do
nitrogénio em plantas, e assim, compreender o metabolismo vegetal (MAATHIUS,
2009).
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A absor¢cdo do nitrato é feita pela familia de genes NRT (Nitrate
Transporters). Esses genes possuem a capacidade de absorver o nitrato em baixa e
alta concentracdo no solo, além de possuirem diversas isoformas em diferentes
espécies vegetais (ARAKI; HASEGAWA, 2006; FERNANDES; SOUZA, 2006).

Desde modo, o objetivo do trabalho foi de realizar a analise de parametros
agrondmicos e expressdo génica de genes NRT1.1 e NRT2.1, relacionados a
proteinas transportadoras de nitrato em gendtipos de cana energia e cana-de-

acucar.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 PARAMETROS AGRONOMICOS DOS GENOTIIPOS PRBIO-137, PRBIO-172
E RB867515.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacgao, localizada no Setor de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (latitude -25.410382 e
longitude 49.249242 S) com altitude média de 934 m.

Foram utilizados para a realizagdo do projeto, toletes de 3 genétipos de cana-
de-agucar, provenientes do Programa de melhoramento de cana-de-agucar- UFPR,
localizado em Paranavai-PR. Os toletes, com uma gema axilar viavel, sem necrose
ou oxidagao, foram acondicionados para germinagao a 36°C e alta umidade por 3-5
dias, em Curitiba- Pr.

Apoés a germinagado do material, os toletes foram transferidos para vasos de 5
litros, com areia e vermiculita de granulometria fina na proporg¢ao de 1:1, sendo esse
um substrato pobre em nutrientes, pelo periodo total de 90 dias.

Dentro dos 90 dias de experimento, os 30 primeiros dias, serviram para
esgotamento de reservas enddgenas dos toletes, sendo adicionado 350 ml de agua
deionizada conforme necessidade das plantas para evitar estresse hidrico. Nos 60
dias restantes, foi feito uso dos tratamentos com solugcido nutritiva, proposta por
Sarruge (1975), com modificagbes, nas doses de 0,5 mM e 5 mM de nitrogénio na
forma de nitrato de aménio.

A conducéao do experimento seguiu o delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 3 x 2 com dez repetigcbes por gendtipo.

Utilizaram-se 2 gendtipos de cana energia e 1 de cana-de-agucar convencional.
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Os parametros avaliados foram: altura folha +1, massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR) e diametro do colmo. A medi¢do de altura foi
feita por meio de régua milimétrica a partir do solo até a insergdo da folha +1. O
didmetro do colmo foi realizado com o uso de um paquimetro digital, na altura de 5
cm do solo. As massas secas tanto da parte aérea quando raizes foram realizadas
com o uso de balanga de precisdo, sendo realizada secagem prévia a 65°C em
estufa, para entao realizar a pesagem.

Além disso, foram avaliados os parametros: indices de clorofila na folha +3,
utilizando equipamento SPAD-502 da Konica Minolta® na regido média das folhas,
semanalmente. Antes do material ser secado para pesagem, foi feito a identificagéo
e manutencao das raizes em potes com alcool 70%, para analise de morfologia do
sistema radicular com o uso do equipamento WinRHIZO Pro 20072 (Régent Instr.
Inc.), acoplado ao scanner profissional Epson XL 10000, equipado com unidade de
luz adicional (TPU). A utilizagdo desse equipamento se fez para melhor anélise das
raizes, objeto foco da absor¢do dos tratamentos. Desta maneira, foram adicionados
os parametros de comprimento total e volume das raizes

Apods as coletas de dados, esses foram submetidos a testes de normalidade e
homogeneidade. Respondendo a esses testes, foram testados a analise de variancia
pelo teste F a nivel de significancia de 5%. Todas as analises estatisticas foram
realizadas com o uso do software R e uso do pacote de dados ExpDes.pt. Os
parametros de MSPA e MSR foram transformados com a fungdo BOX-COX para
cumprir os pressupostos da anova (FERREIRA et al., 2018; R CORE TEAM, 2019).

6.2.2 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Decorridos os 90 dias de experimento de crescimento vegetal, o ultimo dia de
tratamento com a solug¢ao nutritiva ocorreu 24 horas antes da coleta das raizes. Para
que nao ocorresse a degradagao do RNA e contaminagao, todo o processo foi feito
com uso de luvas de plastico e as amostras condicionadas em nitrogénio liquido
(N2). O alvo da coleta foram as pontas das raizes jovens, em torno de 3 cm de
comprimento, coletadas de pelo menos trés raizes jovem e n&o adventicias. As
amostras foram devidamente identificadas, mantidas em papel aluminio e

armazenadas em freezer na temperatura de - 80°C.
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O RNA total foi extraido das amostras com o uso do regente de Trizol. Em
torno de 0,1 g (correspondendo a 3 pontas de raizes) foram maceradas usando N2
liquido e homogeneizadas em 1 ml de reagente Trizol, seguido de breve agitagcao
em vortex. O material seguiu em incubagdo a 65°C por 10 minutos. Apds esse
processo, ocorreu incubacdo por 5 minutos em temperatura ambiente. Foram
adicionados 200 pl de cloroférmio e a solugdo misturada por 15 segundos. As
amostras foram mantidas mais uma vez a temperatura ambiente por 2-3 minutos e
centrifugagéo por 5 minutos a 13000 rpm. Apos esse periodo, trés fases distintas
foram geradas na mistura: a fase aquosa menos densa, contendo RNA; fase
intermediaria ou interfase contendo DNA e fase organica mais densa contendo as
proteinas celulares. Cada fase pode ser isolada, assim como o conteudo de cada
uma destas, com a utilizagao de protocolos especificos.

O protocolo seguiu com a transferéncia de 400 ul da fase superior liquida para
um novo eppendorf. Adicionou-se 500 ul de isopropanol, seguidos de inversdes e
incubacgao a temperatura ambiente por 10 minutos. Esse novo tubo foi centrifugado a
13000 rpm por 10 minutos. Por fim, o liquido foi descartado, havendo a manutengao
do pellet. O pellet foi lavado com 1 ml de alcool 70% seguido de centrifugacdes a
13000 rpm por 5 minutos.

As amostras foram secas em bomba a vacuo por 15 minutos e
ressuspendidas em 20 ul de H.O D.E.P.C (dietil pirocarbonato). A qualidade do RNA
extraido foi verificada com o uso de NANOdrop por meio dos valores de absorbancia
nas relacoes A260/A230 e A260/A280.

6.2.3 RESSUSPENSAO DO RNA

A ressuspensao do RNA é parte do processo para conversdao do RNA em
cDNA. Para isso foi adicionado 5 uyl de Tampao DNAse ao eppedendorf contendo
RNA extraido, seguido de 1 ul de DNAse turbo. Apds essas etapas, as amostras

foram mantidas a 37°C por 30 minutos.

6.2.4 INATIVACAO DA DNASE

O processo de inativacao da DNAse consistiu na precipitacdo com acetato

de sédio. Foram adicionadas as amostras 0,1 volumes de acetato de sédio 3 M com
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pH 5,0 e 3 volumes de etanol 100%. As amostras foram incubadas por no minimo 1
hora ou overnight a -20°C. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas por
20 minutos a 14500 rpm. Foram realizadas duas lavagens com etanol 70%, seguida
de secagem a vacuo por 15 minutos e ressuspensédo em 20 ul de H20 D.E.P.C.

(diethylpyrocarbonate).

6.2.5 CONVERSAO EM cDNA

A conversdo em cDNA, as amostras foram tratadas com DNAse | (Invitrogen)
seguindo as recomendagdes do fabricante. A fita simples de cDNA foi sintetizada
utilizando a “TagMan Reverse Transcription Reagents” (Applied Biosystems) e
primer oligodT de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Depois de tratadas
com DNAse e feita a aferéncia da quantidade de cDNA em NANOdrop, foram
diluidas a concentracéo de material génico de 500 ng.ul.

O volume total para o processo consistiu em 10 pyl do mix e 10 pl da amostra a
ser sintetizadas. Para o controle negativo foi utilizando um pool com todas as
amostras as quais também foram diluidas para 500 ng ul' e compuseram uma
amostra com 10 ul do pool e 10 ul do mix, esse sem conter Multscribe RT.

Em seguida foi utilizada a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). A
condigdo do termociclador para realizagdo do procedimento foi o seguinte: 10
minutos a 25° C, 120 minutos a 37°C, 5 minutos a 85°C e da sintese de cDNA foi
feita para 40 ciclos. Ao final do processo de 40 reacdes o0 a temperatura da reacao
se manteve a 4°C. A qualidade do cDNA extraido foi verificada com o uso de
NANOdrop por meio das relagdes A260/A230 e A260/A280.

6.2.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DE TRANSPORTADORES DE
NITROGENIO

As reacgdes de RT-PCR em tempo real foram realizadas em triplicata,
utilizando o kit “SYBR® Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems) de acordo
com as recomendagbes do fabricante. Cada reagdo foi realizada da seguinte
maneira: 95°C por dez minutos 60 °C por trinta segundos e finalmente a curva de

dissociagao com aumento de temperatura de 0,3°C de 60°C até 95°C para verificar a
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especificidade da reacdo. Ao final da reagdo a temperatura manteve-se em 4°C.
Ademais, o gene Gliceraldeido- 3 fosfato desidrogenase (GAPDH) foi usado como
controle enddégeno. A qualidade do RNA extraido foi verificada com o uso de
NANOdrop por meio das relagdes A260/A230 e A260/A280.

Foram utilizados primers do gene endoégeno: GAPDH (Forward: 5'-
CACGGCCACTGGAAGCA -3’ e reverse: 5- TCCTCAGGGTTCCTGATGCC -3) e
dos genes alvos: NRT1.1 (forward: 5- GCGACCACCATCATGTTCTG -3’ e reverse:
5'- CACGGTGAGGAGGATGGAG -3’) e NRT2.1 (forward: 5'-
GGAGAACCTGGGCCTGAC -3 e reverse: 5- GCCAGGAGAAAGCCGATGA -3)
todos desenhados previamente pelo grupo de pesquisa para averiguar a presenga
de genes codificantes para proteinas transportadores de nitrogénio nos gendétipos de
cana energia e cana-de-agucar.

Os calculos para analise de expressao génica foram feitos a partir dos valores
de Ct (ciclo do threshold) obtidos para cada reagdo de RT-PCR. Obteve-se as
meédias de Ct para os genes alvos e do gene de referéncia (GAPDH) que serviu
normalizar os dados. Em seguida, foi realizado a normalizagdo dos dados dos genes
alvos pelo gene de referéncia, calculando-se o ACt de todos os valores obtidos (ACt
= Ct alvo — Ct referéncia) (TABELA 2).

Uma vez obtido os ACt’'s, os valores relativos de expressao génica foram

realizados pela formula matematica de 2-24Ct:
2-[ (Ct gene alvo-Ct gene referéncial - (média Ct 5 mM gene alvo- média Ct 5 mM gene referénfla)]

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos apresentaram diferencgas significativas de acordo com o teste
F da analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5 % de probabilidade quando
avaliado os parametros agrondmicos de altura até a folha +1, massa seca de raiz,
didmetro e indice de teor de clorofila.

Pode-se observar diferencas estatisticas entre os gendtipos estudados.
Porém, quando analisado a influéncia das doses de nitrogénio nos parametros, foi
verificado que ndo houve significancia estatistica em nenhum parametro avaliado
(TABELA 3).
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TABELA 3: ANALISE DE VARIANCIA DE GENOTIPOS PRBIO-137, PRBIO-172 E
RB867515 SUBMETIDOS AS DOSES DE 0,5 mM E 5 mM DE NITRATO DE

AMONIO.
VOL COMP
Fonte de Altura MSPA MSR Diametro Clorofila
GL RAIZ RAIZ
variagao
Cm g g cm? cm?® Mm Unidades
Genoétipos 2 16,77* 0,08ns 0,08* 0,15 ns 182,86 ns 5,01* 530,21*
Doses N 1 2,06 ns 0,02 ns 0,02ns 0,004 ns  389.55ns 0,001 ns 144,93
Genobtipos x
1,74 ns 0.03ns 0,04 ns 0,06 ns 73,64 ns 0,67 ns 60,04
Dose N
Residuo 54 4,40 0,05 0,17 0,12 50,15 0,77 56,31
Coeficiente
18,17 31,29 60,03 14,8 14,63 13,48 16,9
de Variagao
(%)

Legenda: ns: ndo significativo a 5%; *: significativo a 5%; **: significativo a 1%.

Fonte: O autor (2020).

Foi utilizado o periodo de tempo de 90 dias de crescimento vegetal para

avaliar os parametros agronémicos. Essa delimitagdo de periodo, corresponde ao

intervalo de tempo dos estadios de brotagao (20-30 dias) e de perfilhamento (40-120

dias) em cana-de-acucar (DIOLA; SANTOS, 2010). Esse periodo de crescimento

inicial € uma analise primaria de producdo, sem a necessidade de equipamentos

sofisticados que confere em conhecer a ecologia fisiologia da planta (KVET et al.,
1971; PEREIRA; MACHADO, 1987; URCHEI et al., 2000).

Na analise do fator gendtipos no parametro altura, foi observado que o

gendtipo PRBIO-137 obteve o maior resultado e apresentou diferenga estatistica em

comparagao ao genotipo PRBIO-172, mas com média estatistica igual ao gendtipo
RB867515 (TABELA 4).
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Para o indice de teor de clorofila, o gendtipo PRBIO-137 apresentou maiores
meédias (50,32 unidades) quando comparado aos gendtipos PRBIO-172 (40,96
unidades) e RB867515 (41,96 unidades) (TABELA 4).

Essa medicao do teor de clorofila, esta relacionado a fotossintese e, portanto,
conversdo luminosa em quimica. A fotossintese € uma fungcdo metabdlica
relacionada a producdo de biomassa, adaptabilidade ao meio e importante para o
crescimento vegetal (JESUS; MARENCO, 2008).

Além disso, o uso do clorofildbmetro SPAD é capaz de estimar o conteudo de
nitrogénio em plantas sem fazer a destruigdo do material. E um método alternativo e
rapido que estima concentracao de clorofila relativa emitida pela intensidade da cor
verde das folhas (JIFON et al., 2005; MARTINS et al., 2010; SILVA et al., 2014).

Em paralelo a producdo de biomassa, em cana-de-agucar, a medicao de
teores de clorofila serve também para avaliar o estresse hidrico de diferentes
variedades comerciais, servindo como modo de selegdo de gendtipos para
tolerancia de estresse hidrico (SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2014)

A respeito dos resultados de leitura do clorofilometro, Torres Netto e
colaboradores (2005) afirmam que ocorre deficiéncia de clorofila a partir do
momento que as medigdes sdo inferiores a 40 unidades, afetando assim a
fotossintese e o metabolismo vegetal. Para tanto, os trés gendtipos apresentaram
resultados acima das 40 unidades, sendo um indicativo de bom estado nutricional e
absorcédo de nitrogénio.

Na sequéncia das analises, os parametros MSPA, volume de raizes e
comprimento de raizes ndo apresentaram diferenga estatistica entre os gendtipos
estudados.

O parametro MSR o gendtipo RB867515 obteve o menor resultado entre os
trés gendtipos avaliados. Enquanto que os gendtipos de cana energia apresentaram
resultados estatisticamente iguais para o parametro (TABELA 4).

Parametros como comprimento total e volume de raizes, sdo de interesse
para pesquisas cientificas por se relacionam ao bom desenvolvimento do sistema
radicular. Esse sistema radicular quando bem desenvolvido, otimiza o uso de
recursos hidricos e minerais podendo predizer produtividade de uma cultura (FANTE
et al., 1994).

Ja os parametros de altura, MSPA, MSR e diametro de colmo, estdo

relacionados a analise de crescimento vegetal em cana-de-agucar e outras espécies
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de plantas. Sendo relacionados a ganhos de produtividade (VALSECHI, 1983;
BOLOGNA-CAMPBELL, 2007, OLIVEIRA et al., 2019).

TABELA 4: MEDIAS DO DESEMPENHO DE TRES GENOTIPOS SUBMETIDOS A
DUAS DOSES DE NITRATO DE AMONIO (0,5 mM E 5 mM).

Altura MSR Diametro Clorofila
Genétipos
Cm G Mm Unidades
PRBIO-172 10,72 b 0,68 ab 6,46 a 40,96 b
PRBIO-137 12,53 a 0,90 a 6,06 ab 50,32 a
RB867515 11,41 ab 0,50 b 7,06 a 41,96 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
Fonte: O autor (2020).

A respeito dos resultados de expressao génica, sabe-se que a absorgao de
nitrato por meio das proteinas de transporte de nitrogénio configura o primeiro passo
na aquisi¢ao de nitrogénio pelas plantas (DECHORGNAT et al., 2011).

Considerando a importancia dessas proteinas, foi observado no presente
trabalho que em ambos os genes estudados, NRT1.1 e NRT2.2, a resposta de
expressao génica foi maior na dose mais alta de nitrato de aménio (FIGURAS 1).

E de conhecimento que a absorcao de nitrato feita pelos transportadores NRT
¢ feita em concentragbes altas de baixas (ARAKI; HASEGAWA, 2006;
FERNANDES; SOUZA, 2006). Corroborando com o obtido no presente trabalho.
Essa caracteristica proporciona a planta maiores chance de absorcédo do nutriente.

Além disso, a familia génica NRT2, que comporta o gene NRT2.1, possui
maior afinidade pela de absorgéo de nitrato em doses altas (GUOWEI, et al., 2016).
Demostrando assim que os trés gendtipos estudados seguiram resposta similar para

0 gene.
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Ao observar a resposta de expressdao génica de NRT1.1 entre os dois
gendtipos de cana energia, foi observado que PRBIO-137 obteve os maiores
resultados de expressado na concentracao de 0,5 mM e expressao uniforme na dose
de 5 mM (FIGURA 1a).

O gendtipo RB867515 apresentou resposta de expressao do gene NRT1.1
uniforme para as duas concentragbes de nitrogénio quando comparado aos
genotipos de cana energia (FIGURA 1a).

A resposta de expressao génica de NRT2.1 entre os dois gendtipos de cana
energia foi uniforme para as duas concentragdes. Enquanto que o gendtipo
RB867515 apresentou resposta uniforme para concentragdo de 5 mM e resposta
superior aos genotipos de cana energia na concentragcédo de 0,5 mM (FIGURA 2b).

Fan e colaboradores (2017) apontam que 0s genes responsaveis pela
absorcao de nitrogénio sao descritos e caracterizados a mais de 20 anos e a
identificagcdo desses genes em diferentes plantas possibilita entender potenciais
abordagens de manejo de adubacgdo. Além de promover melhores estratégias para
produtividade vegetal e o uso eficiente do nitrogénio.

Além da absorg¢ao de nitrogénio, os transportadores apresentam fungdes no
metabolismo de plantas. A exemplo disso, estudos em Arabdopsis, planta modelo
para sequenciamento e expressao génica de transportadores de nitrogénio, apontam
que o gene NRT1.1 estéa relacionado ao enraizamento adventicio (TSAY et al., 1993;
LIU et al., 1999; LIU; TSAY, 2007).

Ressalta-se também que NRT1.1 serve como sensor a presenca de nitrato, e
desta forma funciona como regulador da expressao génica de outros genes de
transportadores de nitrogénio, com destaque ao gene NRT2.1 (HO et al., 2009).

Esses genes também s&o moléculas sinalizadoras que modulam a sintese de
citocininas, que por sua vez controla processos de desenvolvimento, sintese de
proteinas e aquisicdo de outros macros e micronutrientes, além de translocacao de
auxina (HIROSE et al., 2008; KROUK et al., 2014).

Sabe-se também que em periodo prolongado, a presenga do nitrato como
fonte nutritiva afeta do desenvolvimento e arquitetura radicular, a abertura e
fechamento de estdématos e o transporte de fitorménios (WILKINSON et al., 2007,
MEDICI; KROUK, 2014), podendo assim explicar a ndo presenca de diferenga

estatistica nos parametros comprimento de raizes e volume de raizes.
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A respeito da familia NRT2, essa familia também é encontrada em plantas de
Arabidopsis e arroz. Entretanto, ha relatos da necessidade de interagdo com outra
familia de proteinas transportadoras de nitrato, a subfamilia NAR (nitrate assimilation
related protein) para que ocorra assimilagéo do nitrato (FENG et al., 2007)

Vale ressaltar que estudos em Arabidopsis mostram que os genes NRT2.1 e
NRT2.2 sédo responsaveis por em torno de até 80% do transporte de nitrato quando
em concentragées micromolares (LIU et al., 2007). Isso demonstra a importancia do
conhecimento da expressao génica dessas proteinas de assimilagao de nitrogénio.
Com isso, o resultado mais expressivo para o gene NRT2.1 pode ser explicado
(FIGURA 1b).

Por meio dos resultados obtidos, € possivel afirmar que ha diferenca na
resposta de expressao génica nos trés genotipos estudados dentro das duas doses
de nitrato de amoénio. Porém, foi observado que houve grande desvio padrdo nos
dois genes para a dose de baixa concentragdo de nitrato, o que dificulta na
comparagao entre gendtipos para a concentragao de 0,5 mM de nitrato de amdnio
(FIGURA 1).

FIGURA 1: MEDIAS DA EXPRESSAO GENICA DO GENE NRT 1.1 E NRT2.1 (2-
AACT) SUBMETIDOS A NITRATO DE AMONIO NAS DOSES 0,5 mM E 5 mM.

A NRT1.1 B NRT 2.1
1.168
1039 L101 L3t 107 1084
0843
- -
0 0 0525
a i w
0.537 0425
< <
N . N i
RB867515 PRBIO-172 PRBI-137 RB867515 PRBIO-172 PRBIO-137
» Genotipos
Genotipos
THH 05 05

Fonte: O autor (2020).
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Os genes das familias NRT1 e NRT2 foram escolhidos por consistirem na
maior parte dos genes que fazem parte da familia NRT de proteinas transportadoras
de nitrato. Deste modo, ressalta-se a importancia de mensurar a expressao génica
desses genes em plantas de importancia econémica como cana-de-agucar (TSAY et
al., 2007).

Whang e colaboradores (2019) realizaram em cana-de-agucar a identificagéo
de familias génicas de proteinas transportadoras de nitrato por meio do uso do
genoma de Saccharum spontaneum L. Esse estudo proporcionou conhecer o padréao
de expressao génica de proteinas transportadoras de nitrogénio e em especial as
familias genicas NRT1 e NRT2, enquanto que o presente trabalho utilizou a

informacgao da identificagdo e quantificou genes.

6.4 CONCLUSAO

A mudanga da concentragdo de nitrogénio acarreta em um maior nivel de
expressao génica de transportadores de nitrato NRT1.1 e NRT2.1.

A resposta de expressao génica de NRT1.1 entre os dois gendtipos de cana
energia obteve PRBIO-137 com maior resultado de expressdo génica na
concentragédo de 0,5 mM e expressao uniforme na dose de 5 mM

A resposta de expressao génica de NRT2.1 entre os dois gendtipos de cana

energia foi uniforme para as duas concentragdes.

6 CONCLUSOES FINAIS

A concentragdo de nitrogénio influencia parametros agronémicos de altura,
MSPA, MSR, didmetro de colmo e teor de clorofila em gendtipos de cana energia e
cana-de-agucar.

PRBIO-137 foi o unico gendtipo a apresentar melhores resultados na
avaliagcado de parametros agronédmicos na menor concentragéo de nitrogénio.

A expressdo génica de NRT1.1 e NRT2.1 foi maior na concentracdo mais

alta de nitrato de amoénio.
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ANEXO 1: VALORES RELATIVOS DE CT (CICLO DO THRESHOLD) E MEDIAS
DOS CT'S DE GENES ALVOS NA DOSE 0,5 mM E 5 mM DE NITRATO DE

AMONIO.
Ct Gene Média Gene Ct Gene alvo Média Gene Ct Gene Média Gene
Genétipos Dose N referéncia alvo a 5 mM de (NRT1.1) alvo a 5 mM de alvo alvo a 5 mM de
GAPDH) nitrato ) nitrato (NRT2.1) nitrato
20.10 28.41 29.70
0,5 mM 20.99 28.75 29.64
20.03 28.49 28.98
RB867515
18.69 26.26 28.57
5 mM 20.63 26.80 28.79
19.04 27.05 27.30
MEDIAS 19,45 26,70 28,22
18.45 25.63 27.35
0,5 mM 19.62 27.81 27.41
18.80 26.23 27.76
PRBIO-
172 20.99 26.50 28.74
5 mM 21.59 27.90 28.08
20.26 26.60 27.64
MEDIAS 20,95 27,00 28,15
18.62 25.57 28.32
0,5 mM 18.21 26.49 28.48
18.80 25.35 28.48
PRBIO-
137 18.18 25.04 27.33
5mM 19.05 25.84 27.20
19.20 24.73 28.68
MEDIAS 18,81 25,20 27,73

Fonte: O autor (2020).
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ANEXO 2: RESULTADOS DE 224¢T DAS TRIPLICATAS TECNICAS DOS GENES
NRT1.1 E NRT2.1 OBTIDOS PARA OS GENOTIPOS RB867515, PRBIO-172 E
PRBIO-137 SUBMETIDOS A DOSES DE 0,5 mM E 5 mM DE NITRATO DE
AMONIO.

Gene alvo Dose N RB867515 PRBIO-172 PRBIO-137

0.5 mM 0.478 0.459 0.681

0.5 Mm 0.701 0.228 0.270

NRT1.1 0.5 Mm 0.432 0.387 0.899
5mM 0.805 1.463 0.723

5Mm 2.109 0.835 0.761

5 Mm 0.589 0.818 1.818

0.5 mM 0.561 0.310 0.587

0.5 Mm 1.088 0.668 0.395

NRT2.1 0.5 Mm 0.880 0.298 0.593
5mM 0.464 0.688 0.856

5Mm 1.516 1.638 1.715

5Mm 1.423 0.887 0.681

Fonte: O autor (2020).



