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RESUMO

A parede celular € uma estrutura dindmica e complexa, com papeéis centrais no
crescimento, desenvolvimento, fisiologia e defesa vegetal. Sua composicdo é
alterada no crescimento, desenvolvimento e em condicdes de estresse. Os
estresses abioticos sdo decorrentes de alteracdes nas condi¢des quimicas e fisicas
do ambiente da planta, diminuindo seu crescimento e podendo causar até sua
morte. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracbes dos componentes da
parede celular de folhas de café (Coffea. arabica e Coffea canephora) submetidas
aos estresses térmico, hidrico e salino. Fracbes de pectinas, hemiceluloses e
lignocelulose foram isoladas e analisadas quanto a composicédo e distribuicdo de
massa molecular. A ultraestrutura das células do mesofilo da folha também foi
avaliada. Todos os estresses causaram alteracées na composi¢cao da parede celular
e na ultraestrutura das células da folha. Em todas as condi¢cdes de estresses houve
reducdo do conteldo de amido no citoplasma e rupturas das membranas dos
cloroplastos. Os estresses térmico e salino diminuiram o rendimento das frac6es
polissacaridicas, aumento do tamanho médio dos polissacarideos e aumento do
conteudo de lignina no residuo final, alteracdes relacionadas ao enrijecimento da
parede celular. Por outro lado, o estresse hidrico promoveu o afrouxamento da
parede celular pelo aumento da solubilidade das fracGes polissacaridicas, reducao
do tamanho médios dos polissacarideos e leve reducdo do conteddo de lignina da
fracdo lignocelulésica. A espécie de C. canephora tolerante (clone 14) e sensivel
(clone 109A) ao estresse hidrico foi investigada. O cultivar tolerante apresentou ao
enrijecimento da parede celular em resposta ao estresse hidrico, enquanto o clone
sensivel respondeu afrouxando a parede celular. Estes resultados indicam que a
maior resisténcia da parede celular seja uma importante caracteristica que garante a
maior toleréncia ao estresse hidrico no clone tolerante.

Palavras chave: Parede celular. Polissacarideos. Estresses Abio6ticos. Estresse
Salino. Estresse Térmico. Estresse hidrico. Coffea arabica. Coffea canephora.



ABSTRACT

The cell wall is a dynamic and complex structure to play a central role in growth,
development, physiology and plant defense. It is composition is altered on growth,
development and stress conditions. The abiotic stresses are deriving of alterations in
chemical and physical conditions in environmental of plant, decreasing its growth and
may induce until its death. The objective of this work was evaluated the change in
cell wall components of leaves of coffee (Coffea arabica and Coffea canephora)
exposed to heat, drought and saline stress. Pectics, hemicellulosics and
lignocellulosics fractions were isolated and analyzed its composition and molecular
mass distribution. The leaves cells ultrastructure of mesophyll was also evaluated. All
of stresses caused alteration in cell wall compositions and in cell wall ultrastructure of
leaves. In all stresses conditions there were decreasing in cytoplasm starch content
and membrane disruption of chloroplasts. The heat and saline stresses decreasing of
yields of polysaccharides fractions, increasing of medium size of polysaccharides,
and increasing in lignin content in final residue, alterations consistent with cell wall
stiffening. On the other hand, the drought stress caused cell wall loosening by the
increasing of solubility of polysaccharide fractions, decreasing of polysaccharide
medium size, and slight decreasing of lignin content in lignocellulosic fraction. The C.
canephora tolerance (clone 14) and sensible (clone 109A) specie to drought stress
was also investigated. The tolerance cultivar showed features of stiffening in
response to drought stress, while the sensible clone responded loosening the cell
wall. These results may suggest that stiffening to play an important role that ensures
the better tolerance to drought stress in tolerant clone.

Key-words: Cell Wall. Polysaccharides. Abiotic Stress. Saline Stress. Heat Stress.
Drought Stress. Coffea arabica. Coffea canephora.
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1 INTRODUCAO

Os estresses abiodticos causam inumeras perdas na producdo de
plantas agriculturaveis diminuindo consideravelmente a producdo mundial de
alimentos. Entre os principais tipos de estresses abioticos, destacam-se 0s
estresses térmico, salino e hidrico. Muitas pesquisas avaliam aspectos da
fisiologia e bioquimica vegetal, porém pouca atencédo tem sido dada a principal
estrutura protetora e sustentadora da célula vegetal, a parede celular. A parede
celular é a estrutura externa a membrana plasmética vegetal que é alterada
durante o crescimento e desenvolvimento e também pode sofrer modificac6es
durante os estresses abidticos. Assim, este trabalho avaliou as alteracfes dos
componentes da parede celular durante os estresses térmico, salino e hidrico.
A identificacdo e compreensao dos efeitos de cada um desses estresses nas
plantas sdo importantes para permitir o desenvolvimento de mecanismos que
possam impedir perdas na produtividade.

O cultivar de avaliacdo foi o café, sobretudo pelo seu grande valor
comercial. O café é uma das bebidas n&o alcodlicas mais consumidas
mundialmente e é a commodity agriculturavel mais importante no mundo,
destacando-se o Brasil como maior produtor e exportador.

Existem duas principais espécies usadas na producdo mundial de café,
a Coffea arabica e a Coffea canephora, correspondendo cerca de 70% e 30%
da producdo mundial, respectivamente. A C. arabica apresenta paladar mais
apreciado enquanto que a C. canephora é mais resistente aos estresses. As
folhas foram escolhidas neste estudo porque sdo os 6rgaos fundamentais na

nutricdo energética vegetal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PAREDE CELULAR VEGETAL

A parede celular vegetal est4d presente externamente & membrana
plasmatica das células vegetais e tem por funcdo primaria a protecdo e
estruturacdo das células e dos tecidos vegetais (DOBLIN; PETTOLINO;
BACIC, 2010). A sua estrutura é altamente organizada, forte, rigida e quase
impenetravel, porém dindmica e metabolicamente ativa, permitindo a troca de
materiais e sinais entre as células (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). A sua
forma, composicéo e propriedades séo alteradas ao longo da vida celular em
resposta ao crescimento (PEAUCELLE; BRAYBROOK; HOFTE, 2012),
diferenciacdo (ODA; FUKUDA, 2011), estresses bitticos (BISHOP et al., 2002;
HAMANN, 2012; UNDERWOOD, 2012) e abidticos (KONNO; NAKATO;
TSUMUKI, 2003; ALBERSHEIM et al., 2010).

As células vegetais destinam grande parte da energia proveniente da
fotossintese para a sintese, montagem e remodelamento da parede celular
(REITER, 2002; SCHEIBLE; PAULY, 2004). A parede celular afeta a taxa e a
direcédo do crescimento celular, exercendo profunda influéncia na forma celular,
na textura do tecido e na forma final do 6rgéo vegetal (CARPITA; MACCANN,
2002). Os seus principais componentes sdo 0s polissacarideos, seguidos de
proteinas e compostos aromaticos como a lignina (SHOWALTER, 1993). A
concentracdo de cada um destes polimeros depende da espécie, do tipo, da
idade, do 6rgao e até mesmo da regido na parede celular em uma Unica célula
(CARPITA; GIBEAUT, 1993).

Comumente a parede celular é categorizada em dois tipos: a parede
celular primaria e a parede celular secundéria. As suas composi¢des quimicas
e o periodo em que surgem no decorrer do desenvolvimento celular sdo as
principais caracteristicas para distingui-las (ALBERSHEIM et al., 2010). A
parede primaria é produzida durante a divisdo celular e aumenta sua area de
superficie durante a expansao da célula. A parede secundéaria é formada na

diferenciacdo celular, internamente a primaria, resultando em uma estrutura
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complexa adaptada a funcdo da célula (FRESHOUR et al.,, 1996; JARVIS;
MACCANN, 2000; CARPITA; MACCANN, 2002; EVERT, 2006).

2.1.1 Parece celular primaria

A parede priméaria é forte, flexivel, com capacidade plastica e elastica,
ao mesmo tempo em que é delgada e tem competéncia de acompanhar
mudancas bruscas no tamanho celular, caracteristicas estas requeridas para o
crescimento e a divisdo da célula (PILLING; HOFTE, 2003; FRY, 2004). E
composta principalmente por polissacarideos (celulose, hemicelulose e
pectinas), proteinas e compostos fendlicos. Entre as paredes primarias de
células vizinhas encontra-se uma estrutura denominada lamela média (EVERT,
2006).

Os polissacarideos sdo 0s componentes majoritarios da parede celular.
Eles interagem entre si e também com o0s outros componentes da parede
celular (FRY, 1986). A celulose é um homopolissacarideo linear composto por
moléculas de glucose (Glc) ligadas B-(1—4) as quais se associam por ligacdes
de hidrogénio e forcas de Van der Walls formando as microfibrilas (CARPITA,
2011). As hemiceluloses sdo os polissacarideos que interagem com as
microfibrilas de celulose e se caracterizam por apresentar ligagbes B-(1—4)
entre seus monossacarideos (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). As pectinas sao
polissacarideos ricos em acido galacturénico (MOHNEN, 2008). A parede
celular é estruturada por inimeras microfibrilas de celulose que interagem com
as hemiceluloses, embebidas em uma matriz de polissacarideos pécticos
(FIGURA 1). Entre os polissacarideos da matriz, as pectinas sdo solubilizadas
por tampdes aquosos, solucbes acidas diluidas ou quelantes de calcio
(CARPITA; MACCANN, 2002), enquanto as hemiceluloses requerem solucdes
alcalinas fortes para solubilizacado (PAULY et al., 1999).

Os polissacarideos pécticos (grego ‘pektikos’, que significa congelar,
solidificar ou coalhar (YAPO, 2011)) compreendem uma familia de polimeros
acidos que incluem as homogalacturonanas, xilogalacturonanas e
ramnogalacturonanas (RGI e RGII) (VORAGEN et al., 2009).
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Estruturalmente, as pectinas provavelmente sejam os polimeros mais
complexos encontrados em organismos vivos, formando gel hidratado que
regula a porosidade, integridade, forca e ambiente idnico na parede celular
(RIDLEY; O'NEILL; MOHNEN, 2001; VORAGEN et al, 2009; WOLF;
GREINER, 2012).

As homogalacturonanas consistem de cadeias lineares de unidades de
acido D-galacturdnico ligados a-(1—4), as quais podem estar metil-esterificadas
em C-6. A ramnogalacturonana | (RGI) apresenta uma cadeia principal de
unidades repetitivas [—0-D-GalpA-1,2-a-L-Rhap-1,4—],, sendo que,
aproximadamente metade das unidades de ramnose (Rha) sédo substituidas no
carbono 4 principalmente por arabinanas, galactanas ou arabinogalactanas
(MCNEIL; DARVILL; ALBERSHEIM, 1982; FINCHER; STONE, 1983;
MOHNEN, 2008). Nas xilogalacturonanas e RG-Il a cadeia principal €
composta de homogalacturonana contendo diferentes substituintes. As
xilogalacturonanas sao substituidas na posi¢cao 3 da cadeia principal por B-D-
xilose, enquanto RGII é o menor componente péctico, apresentando grande
complexidade estrutural, com um total de 28-36 unidades e onze diferentes
tipos de monossacarideos (YAPO, 2011).

As hemiceluloses sdo um grupo heterogéneo de polissacarideos. Este
grupo inclui as xiloglucanas, glucuronoarabinoxilanas, = mananas,
galactomananas, glucomananas, glucuronoxilanas, galactoglucomananas e
arabinoxilanas (CARPITA; MACCANN, 2002; LEROUXEL et al.,, 2006;
SCHELLER; ULVSKOV, 2010; KIM; DANIEL, 2012b).

As xiloglucanas séo as principais hemiceluloses na parede primaria de
plantas superiores (BAUER et al., 1973) e consistem de uma cadeia principal
celulésica B-(1—4), substituida por D-xilose na posi¢édo 6 a cada trés unidades
consecutivas de Glc. As unidades de xilose (Xyl) podem estar substituidas por
B-D-galactose (Gal) e estas por sua vez podem ser substituidas por a-L-fucose.

A segunda hemicelulose mais importante é a glucuronoarabinoxilana,
uma xilana com cerca de 25% de substituicAo por arabinose (Ara), acido
glucurdnico, ou acido 4-metil-glucurénico (DARVILL et al., 1980; AWANO et al.,
2000). Tal polissacarideo esta presente, principalmente, na parede celular das
monocotiledéneas (SCHELLER; ULVSKOV, 2010).
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Mananas e galactomananas s&do hemiceluloses com estruturas
formadas somente por manose (Man) na cadeia principal. Por outro lado,
glucomananas ou galactoglucomananas s&o formadas por Man e Glc
intercaladas em um padrao nao repetitivo (SCHELLER; ULVSKOV, 2010).

Alguns modelos foram propostos para parede primaria das plantas
superiores (Angiospermas) (KEEGSTRA et al., 1973; TALMADGE et al., 1973),
entre estes, o mais aceito foi proposto por Carpita e Gibeaut (1993)
(FIGURA 1). Eles propuseram dois tipos de parede primaria com base nas
diferencas na quantidade de polissacarideos pécticos e tipo de hemicelulose
principal. De acordo com este modelo, a parede celular € dividida em dois
tipos: | e Il. A parede primaria do tipo | inclui as espécies de eudicotiledbneas
em geral e algumas monocotiledéneas (ndo comelindides). Por outro lado, a
parede celular do tipo Il, abarca as espécies das Poaceae e engloba a maior
parte das monocotiledéneas (comelindides). Recentemente, foi proposto um
novo modelo de parede primaria chamada tipo Ill o qual possui grande
quantidade de mananas e é tipica de pteriddfitas e licopodiofitas (SILVA et al.,
2011).

A parede priméria do tipo | € composta por duas redes independentes,
mas que se interagem. A rede celulose-xiloglucana, compreendendo 50% da
parede celular, € embebida em uma matriz péctica de polissacarideos (20-
35%) (MCNEIL et al., 1975; CARPITA; GIBEAUT, 1993). Além disso, a parede
celular do tipo | contém outros polissacarideos hemicelulésicos em menor
proporcdo e grande quantidade de proteinas estruturais, as quais podem
interagir com os polissacarideos (CARPITA; GIBEAUT, 1993).

Na parede primaria do tipo Il as microfibrilas de celulose estédo
interligadas a hemicelulose principal, a glucuronoarabinoxilana. Em geral,
possui menor propor¢cdo de pectina (10%), porém apresenta aumento da
densidade de carga proveniente das unidades de acido glucurbnico das
glucuronoarabinoxilanas (REIS; VIAN; ROLAND, 1994; CEUSTERS et al.,
2008). A quantidade de proteinas estruturais € menor, no entanto 0s
compostos fendlicos participam na formacédo de ligacbes cruzadas entre 0s
polissacarideos (CARPITA; MACCANN, 2002; POPPER, 2005).
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B: Parede celulardo tipo I
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Simhbolos:
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FIGURA 1- MODELOS DE ESTRUTURAS DA PAREDE PRIMARIA (ADAPTADO DE
BUCHANAN et al., 2000).

2.1.2 Parede celular secundaria

A parede secundéaria € mais espessa (1 a 5 um), rigida, contém
maiores proporcgoes de celulose e hemicelulose e quantidades despreziveis de
proteinas e pectinas comparadas a parede primaria (BIDLACK; MALONE;
BENSON, 1992; ZHONG; YE, 2009). As principais hemiceluloses em
eudicotiledbneas séo glucuronoxilanas e glucomananas (ALBERSHEIM et al.,
2010).
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Uma caracteristica tipica da parede secundaria é a presenca de lignina,
0 que interrompe o crescimento celular, resultando na diferenciacao terminal da
célula conferindo maior resisténcia a compresséo e rigidez (TAlZ; ZEIGER,
2006; LI; WENG; CHAPPLE, 2008).

Alguns modelos de organizacdo da parede celular secundaria foram
discutidos (REIS, 2004). Em geral, a parede secundaria pode ser dividida em
trés camadas distintas, chamadas S1, S2 e S3 (BUCHANAN; GRUISSEM,;
JONES, 2000) apresentando diferencas de espessura e de orientacdo das
microfibrilas de celulose (FIGURA 2) (BIDLACK; MALONE; BENSON, 1992).

. Lumen _

Camada
S3 .

————
Camada

}}/i; s

—
i /}
A
\\: Car:lada
/ Sec¢ado transversa de
§ / ima traqueide

——- Parede Primaria

Microfibrilas
de celulose

Lamela média

FIGURA 2- ESTRUTURA DAS PAREDES PRIMARIAS E SECUNDARIAS (ADAPTADA DE
PLOMION, LEPROVOST E STOKES (2001))

A lignina é o polimero tipico da parede secundaria (BOERJAN; RALPH;
BAUCHER, 2003). Seus principais mondmeros sdo os fenilpropenoides (ou
monolignois): coniferil, cumaril e sinapil FIGURA 3 (LI; WENG; CHAPPLE,
2008; LIMA, 2009). O conteudo de lignina, assim como de seus mondmeros,

difere entre taxa, tecidos, tipos celulares e camadas da parede celular,
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dependendo do estaddio de desenvolvimento da planta e das condicbes
ambientais (MELLEROWICZ et al.,, 2001; BOERJAN; RALPH; BAUCHER,
2003).

CH,0H CH,0H CH,0H
~ Z
N
l AN
OH OH CHO OH
p-Hidroxifenila Guaiacila Siringila
(H) (G) (S)

FIGURA 3- PRINCIPAIS MONOMEROS QUE COMPOEM A LIGNINA
FONTE: (LIMA, 2009)

2.2 ESTRESSES ABIOTICOS

Os estresses abidticos sao caracterizados por modificacdes nas
condi¢cdes fisicas ou quimicas no ambiente provocando alteracbes nos
organismos vivos (MITTLER, 2006; ROY; TUCKER; TESTER, 2011). Os
estresses abibticos vegetais sdo caracterizados por alteracbes nas condi¢cdes
ambientais necessarias para o crescimento e desenvolvimento vegetal, como
quantidade de agua, luz, temperatura e/ou alteracbes da composi¢cdo quimica
do solo (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2006).
Desse modo, 0 estresse abidtico conduz a uma série de mudancas
moleculares, bioquimicas, fisiolégicas e morfoldégicas que causam impactos
negativos no crescimento e na produtividade das plantas (WANG; VINOCUR,;
ALTMAN, 2003; VINOCUR; ALTMAN, 2005).

A tolerancia ao estresse refere-se a aptidao da planta para enfrentar o

ambiente desfavoravel e pode aumentar a medida que a planta € exposta a tal
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meio, tais plantas sdo ditas aclimatadas (TAlZ; ZEIGER, 2006; TARDIEU;
TUBEROSA, 2010). Por outro lado, a adaptacéo esta relacionada a resisténcia
adquirida por um processo evolutivo de selecdo através de inUmeras geracoes.
Contudo, algumas vezes o termo adaptacdo € erroneamente usado como
aclimatacao (TAIZ; ZEIGER, 2006; JANZ et al., 2010).

A resposta das plantas ao estresse depende da duragéo, severidade e
da taxa com que o estresse € imposto. Além disto, efeitos de estresses
simultdneos causam respostas diferentes daquela promovida por um
determinado estresse isolado. No campo, mais de um tipo de estresse abidtico
pode estar influenciando as plantas e isto pode causar maior impacto sobre as
elas (MITTLER, 2006).

Algumas respostas claramente permitem a planta se aclimatar ao
estresse, enquanto o papel funcional de outras ndo é tdo aparente.
Compreender as respostas moleculares das plantas aos estresses abioticos e
identificar os mecanismos que promovem a manutencao do crescimento e do
desenvolvimento durante esse processo é de extrema importancia (MORGAN,
1984; BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2006). Dentre
0s principais estresses abidticos vegetais destacam-se o hidrico, o salino e o

térmico.

2.2.1 Estresses Hidrico, Salino e Térmico

O estresse hidrico é caracterizado pelo excesso ou auséncia de agua
necessaria para o crescimento e desenvolvimento vegetal (KALLIS, 2008). A
principal causa do estresse hidrico é a auséncia de chuvas por um longo
periodo. Esse estresse, principalmente nos tropicos, € agravado pela alta
irradiacd@o solar e por altas ou baixas temperaturas (CARAMORI; CARAMORI,
MANETTI-FILHO, 2002; DAMATTA et al., 2003). O excesso de sal no solo
provoca o estresse salino (YADAV et al.,, 2011). A salinizacdo em terras
agriculturaveis causa grandes perdas econdémicas. A principal causa € a
irrigacao artificial com aguas salinas. Dados recentes indicam que, anualmente,

perdas devido a salinizacdo poderiam alcancar U$11,4 bilhdes em terras
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irrigadas e U$1,2 bilhdes em areas nao irrigadas (YADAV et al., 2011). O
estresse térmico é caracterizado por temperaturas mais baixas ou elevadas do
gue a planta necessita (KOTAK et al., 2007).

Os mecanismos de resposta ao estresse hidrico podem ser agrupados
em duas categorias gerais: mecanismos para evitar o0 estresse, por exemplo,
crescimento profundo das raizes em plantas para absorver 4guas em ambiente
com pouca chuva; e mecanismos de tolerédncia ao estresse, por exemplo,
plantas xerofitas que possuem adaptacdes morfologicas que evitam os efeitos
do ambiente quente e seco (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000).

Os estresses hidrico e salino provocam estresse osmatico,
promovendo frequentemente o aumento de metabdlitos osmorreguladores
citoplasmaticos tais como prolina, B-alanina e glicina betaina, além dos
carboidratos de baixa massa (JANG; SHEEN, 1994; CHAVES; MAROCO;
PEREIRA, 2003; IBRAHEEM et al., 2011; SANTOS et al., 2011). Tais variacfes
de osmorreguladores podem ser uma forma da planta se aclimatar as
condicbes hidricas desfavoraveis do solo (KEREPESI; GALIBA, 2000;
LAWLOR; CORNIC, 2002; SANTOS, 2008b; SANTOS, 2009).
Monossacarideos como a Glc e a frutose podem ser liberadas dos seus
respectivos polimeros (amido e frutanas) em resposta ao estresse. Cessado o
estresse, estes podem ser repolimerizados facilitando o rapido ajustamento do
potencial hidrico (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001).

Os oligossacarideos também podem atuar nestas respostas como
osmorreguladores, tais como os oligossacarideos da familia da rafinose (RFO —
Raffinose Family Oligosaccharides) (BACHMANN; MATILE; KELLER, 1994;
TAJI, 2004). Muitos autores (SARAVITZ; PHARR; CARTER-JR., 1987; KUO;
VANMIDDLESWORTH; WOLF, 1988; LOWELL; KUO, 1989) sugerem que 0s
RFO, principalmente rafinose e estaquiose, estao relacionados com o processo
de tolerancia, promovendo a formacédo de um estado vitreo que protege as
macromoléculas (LEOPOLD; SUN; BERNAL-LUGO, 1994; SPRENGER;
KELLER, 2000; PENNYCOOKE; JONES; STUSHNOFF, 2003; MOORE, 2006;
MOORE et al.,, 2007; SANTOS, 2008b). Castillo et al. (1990), sugeriram que
RFO podem, também, fornecer um microambiente de agua e de grupos
hidroxilicos ligados protegendo proteinas de membrana e outras moléculas

biologicamente ativas da desnaturacdo durante o processo de dessecacao das



30

sementes. Contudo, o papel priméario destes oligossacarideos nos vegetais é o
de servir como carboidratos de reserva e para transporte no floema (AYRE,
2003).

Indmeros estudos conduzidos por diferentes autores demonstraram
que a salinidade diminui a capacidade fotossintética (ASHRAF; KHANUM,
1997; FISARAKIS; CHARTZOULAKIS; STAVRAKAS, 2001; ROMERO-
ARANDA; SORIA; CUARTERO, 2001), a difusdo de CO, (FLEXAS et al., 2004)
e a producdo de pigmentos fotossintéticos as plantas (YADAV et al., 2011).
Como em plantas expostas a estresses osmoticos ha uma demanda extra de
ATP necessério necesséria para acumulacdo de osmolitos organicos ou ions
(MUNNS, 2002), plantas tolerantes ou aclimatadas possuem mudancas
fisiolégicas que garantem a producdo aumentada de energia e metabdlitos
reguladores.

As plantas adaptadas ao ambiente salino s&o caracterizadas como
plantas haldfitas. Um dos mecanismos das plantas haléfitas para evitar o
estresse e manter o crescimento vegetal € armazenar o excesso de sal em
vacuolos (YADAV et al.,, 2011). Os efeitos do estresse salino podem ser
divididos em trés amplas categorias: (i) reducdo do potencial osmético do solo,
reduzindo a disponibilidade de agua, (ii) deterioracdo da estrutura fisica do solo
tais como a permeabilidade de a&gua e diminuicdo da aeragdo e (YE et al)
aumento da concentracdo de ions que tem efeitos inibitérios no metabolismo
da planta (toxicidade e deficiéncia em absorcéo da alguns nutrientes minerais).
Se uma quantidade de sal entra no fluxo de transpiracdo da planta havera
injuria nas células de transpiracdo da folha e podendo causar grandes
reducdes no crescimento vegetal. Este efeito é denominado especifico do sal
ou efeito do excesso de ions por salinidade (GREENWAY; MUNNS, 1980). O
efeito inicial da salinidade, especialmente em baixas a moderadas
concentracdes, € devido aos seus efeitos osméticos (MUNNS; TESTER, 2008).
Em altas concentracbes devido ao excesso de ions Na* ou CI” os danos tipicos
sdo gueimas e necrose dos apices das folhas (WAHOME; JESCH; GRITTNER,
2001).

Certos grupos de plantas demonstram capacidade de sobreviver a
extrema perda de agua (menos que 5%) dos seus tecidos vegetativos, por

prolongados periodos, sem sofrer danos permanentes. Desse modo, estas
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plantas, ao contrario daquelas que sao tolerantes ao estresse hidrico, sao
resistentes a dessecacao. Devido a maneira pela qual elas podem reidratar
seus 0Orgaos vegetativos (raizes, folhas e algumas vezes flores) e retornar ao
seu estado natural foi lhe dado o nome de plantas ressurreicdo (resurrection
plants). Elas sdo provindas das regides secas da Asia Central, América do Sul
e, sobretudo da Africa do Sul (GAFF, 1971; MOORE, 2006).

Em se tratando do estresse térmico, globalmente, a frequéncia e a
severidade das ondas de calor aumentaram nas ultimas décadas e as
temperaturas estdo previstas aumentar ainda mais no futuro proximo (MATE;
OOSTHYIZEN, 2012). Em geral, elevacédo da temperatura em 10-15°C acima
da temperatura 6tima é considerada estresse térmico. No entanto, estresse
térmico € uma complexa funcdo da intensidade (temperatura em graus),
duragao e taxa de aumento de temperatura (WAHID et al., 2007).

Alta temperatura pode causar perda da organizacdo da grana dos
tilacoides e desnaturacdo do fotossistema Il e do complexo de coleta de luz Ii
(DJANAGUIRAMAN et al.,, 2011). A desorganizagdo da estrutura celular das
folhas (DINAR; RUDICH; ZAMSKI, 1983) que sao especialmente sensiveis ao
estresse térmico (KRAUSE; SANTARIUS, 1975) causa consideraveis impactos
na agricultura (ZHANG et al., 2009a).

A tolerancia das plantas ao estresse envolve a manutencdo da
homeostase celular, detoxificacdo de compostos nocivos e alteracbes no
crescimento. Tais mecanismos sao recrutados em fungcdo do tempo e da
intensidade do estresse e podem se processar em variados niveis de
complexidade: morfologicamente, através da reducdo da éarea foliar e do
aumento do sistema radicular (volume e/ou profundidade); fisiologicamente, por
meio de estratégias como: o fechamento estomatico; ajuste osmaotico, maior
eficiéncia no uso da agua; ativacdo do sistema antioxidante; absorcéo e fixacdo
noturna de CO, (plantas CAM, Crassulacean Acid Metabolism); e,
molecularmente: pela expressdo diferencial de genes, tais como aqueles
codificadores de proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) e enzimas
antioxidantes (funcéo protetora); proteinas para formacédo de canais de agua
(aquaporinas); biossintese de osmodlitos compativeis; e enzimas de

remodelamento dos componentes da parede celular (extensibilidade e
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crescimento celular), entre outros (PALMER; SOLTIS; CHASE, 2004;
MITTLER, 2006; KOSOVA et al., 2011).

2.2.2 Respostas aos estresses abioticos relacionadas a parede celular

A parede celular estad envolvida em respostas imediatas das plantas
aos estresses ambientais, mediando a interacdo entre as células e seu
ambiente (PENNELL, 1998; VORWERK; SOMERVILLE; SOMERVILLE, 2004),
incluindo estresses tais como lesbes (CARDEMIL; RIQUELME, 1991),
osmotico (WAKABAYASHI; HOSON; KAMISAKA, 1997), hidrico (ZWIAZEK,
1991), térmico (WEISER; WALLNER; WADDELL, 1990; YANG et al., 2006;
JAIN et al, 2010; HOLLAND et al, 2012) e salino (NEUMANN;
VOLKENBURGH; CLELAND, 1988; MUSTARD; RENAULT, 2004; PEREZ-
LOPEZ et al., 2010). Na tolerancia vegetal, o ajustamento da parede celular em
condicGes de estresse abidtico € um fendbmeno importante (HAMANN, 2012).
Os mecanismos, no entanto, parecem ser complexos e variar entre espécies e
orgaos (SASIDHARAN; VOESENEK; PIERIK, 2011). Muitas das pesquisas tém
focado na relacdo biofisica entre a extensibilidade e o potencial hidrico,
enguanto pouca atencéo tem sido dada para as mudancas na composicédo da
parede celular de plantas que sofreram estresse (MOORE et al., 2008).

Mudancgas na composi¢cdo da parede celular decorrentes do estresse
hidrico foram descritas por alguns autores (SAKURAI; TANAKA; KURAISHI,
1987a; WU et al., 1996; PIRO et al., 2003; YANG et al., 2010). H4 um modelo
proposto por Moore (2008) em que a reducao de agua reduz as interacfes por
ligagbes de hidrogénio com o meio aquoso e amplia as interagbes entre 0s
polissacarideos, alterando as propriedades biofisicas da parede celular e
diminuindo o crescimento vegetal (FIGURA 4).

Outras propostas foram apresentadas em parede celular de milho (Z.
mays). As paredes celulares dos tecidos nao essenciais ao crescimento
imediato sdo enrijecidas, enquanto as paredes celulares daqueles tecidos com
func@o priméria no crescimento sdo afrouxadas (HOSON, 1998; FAN, 2006).

Estas respostas diferenciadas permitem que tecidos importantes, como o do
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apice, continuem a crescer mesmo em baixa pressao de turgor (WU et al.,
1994; WU et al., 1996; WU; COSGROVE, 2000), enquanto os tecidos que
cessaram O crescimento aumentam o enrijecimento da parede celular como
uma resposta protetora ao estresse (FAN, 2004). Desse modo, a manutencao
do crescimento das raizes é favorecida, enquanto regibes que cessaram 0
crescimento sao protegidas. Foi verificado que houve afrouxamento da parede
celular de folhas de milho (Z. mays) (ACEVEDO; HSIAO; HENDERSON, 1971)
e de uva (SWEET et al., 1990) em condi¢cdes de estresse hidrico. Assim, as
respostas ao estresse relacionadas a parede celular podem variar entre

diferentes espécies e 6rgaos vegetais.
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Celulose - Xiloglucana - Ramnogalacturonana Cadeia EED
(Rha: vermelho; GalA: lateral

amarelo) (arabinana)

FIGURA 4- MODELO REPRESENTANDO OS EFEITOS DA PERDA DE AGUA NA
ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR (ADAPTADO DE MOORE et al. (2008)).

Os efeitos fisicos na parede celular provocam alteragcbes na
solubilidade dos polissacarideos com os diferentes solventes. O enrijecimento
aumenta as associacdes entre os polimeros dificultando sua solubilizacéo,
enguanto o afrouxamento apresenta efeito oposto (FRY, 1980; VINCKEN et al.,
1995; KONNO et al., 2008; LEUCCI et al., 2008). Em condi¢cOes de estresse
hidrico o conteudo total de polissacarideos extraidos do hipocétilo de abdébora
(Cucurbita maxim) foi reduzido (SAKURAI; TANAKA; KURAISHI, 1987a; b).

A parede celular de células de tabaco (Nicotiana tabacum L.)

adaptadas ao estresse osmatico continha alta propor¢cdo de proteinas e de
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hemiceluloses e diminuicdo do conteudo de celulose, além de apresentarem
grandes mudancas na organizagdo das pectinas, comparado a parede celular
de células ndo adaptadas ao estresse hidrico e salino (IRAKI et al., 1989a).
Iraki et al. (1989b) verificaram reducdo da forca tensil da parede celular
associada com substancial reducao da rede de celulose. Portanto, a diminuicédo
da expansdao celular por estresse osmotico deve estar mais ligada a mudancas
na composi¢ao quimica da parede celular do que a aspectos mecéanicos.

Em cultura de células de tabaco (N. tabacum) (MCCANN et al., 1994),
raizes de plantas de algoddo (Gossypium hirsutu) (ZHONG; LAUCHLI, 1993) e
milho (Z. mays) (WU et al., 1994) submetidas a estresse salino e hidrico foi
verificado maior solubilidade das pectinas (WU et al., 1996). O mesmo foi
verificado no tratamento com aluminio em raizes de milho (Z. mays)
(SCHMOHL; HORST, 2000) e de arroz (O. sativa) (YANG et al., 2007).

Cultura de células tabaco (N. tabacum) (IRAKI et al., 1989b) e raizes
de trigo (Triticum durum) (LEUCCI et al., 2008), ambas tolerantes ao estresse
hidrico, apresentaram aumento do conteddo de acidos urdnicos nas fracdes
pécticas da extraidas da parede celular comparado com o contetdo extraido
daquelas nao tolerantes. Adicionalmente, células de cultura de tabaco (N.
tabacum) néo tolerantes ao estresse hidrico demonstraram secrec¢do de maior
guantidade de polissacarideos acidos comparado as culturas tolerantes (IRAKI;
BRESSAN; CARPITA, 1989). Desse modo, 0s grupos acidos das pectinas tém
importante papel na manutencéo da tolerancia ao estresse hidrico.

O aumento da incorporacdo de polissacarideos pécticos na parede
celular confere aumento na hidratacdo no estresse hidrico (BOFFEY;
NORTHCOTE, 1975; PIRO et al.,, 2003). Cadeias laterais de arabinanas,
galactanas e arabinogalactanas, entre outras funcdes, estdo envolvidas na
determinacdo do nivel de hidratacdo da matriz da parede celular e habilidade
de formar géis (WILLATS et al., 2001). Em plantas resistentes a dessecacéo foi
observado maior conteddo de Ara quando comparado a outras
eudicotiledéneas (MOORE et al., 2008). Arabinanas mantém a flexibilidade de
células guarda (JONES, 2003) diminuindo a forte interacdo entre as cadeias
pécticas de homogalacturonanas. O aumento de pectinas no estresse salino foi
relacionado ao aumento de galacturonanas, destacando-se principalmente

ramnogalacturonanas (IRAKI et al., 1989b).
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O aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS) pode favorecer
ligacdes entre os componentes da parede celular, enrijecendo-a (RALPH et al.,
1994; O’'BRIEN et al., 2012). Por outro lado, as ROS podem, também, causar
degradacédo na parede celular (SHOPFER, 2001).

Estresses abioticos também alteraram a composicdo de hemiceluloses
extraidas da parede celular. O estresse hidrico aumentou o contetudo de
hemiceluloses extraidas da parede celular de células de tabaco (N. tabacum)
(IRAKI; BRESSAN; CARPITA, 1989) e diminuiu a sua secrecdo no meio de
cultura (TERRY; JONES; IRAKI; BRESSAN; CARPITA, 1989). Leucci et al.
(2008) observaram reducdo da solubilidade de hemiceluloses em raizes de
trigo (Triticum aestivum) tolerante ao estresse hidrico quando submetidas a
este tipo de estresse. Konno et al. (2008) verificaram maior aumento no
conteudo de Ara nas fracbes hemiceluldsicas ao longo do desenvolvimento no
cultivar de trigo (T. aestivum) tolerante ao estresse hidrico comparado ao
cultivar sensivel ao estresse hidrico. No estresse salino também foi verificado
aumento do conteudo de hemiceluloses em corniso (Cornus stolonifera)
(MUSTARD; RENAULT, 2004). O aumento nas concentragdes de hemicelulose
poderia contribuir para tornar a rede celulose-hemicelulose mais rigida,
diminuindo a capacidade de expandir da parede celular, desse modo
contribuindo para a decréscimo do crescimento.

Xiloglucanas endotransglicosilases estao envolvidas na reestruturacéo
e na deposicdo da parede secundaria em raizes, caule e folhas de alamo
(Populus tremula) (BOURQUIN et al.,, 2002), indicando seu papel no
enrijecimento da parede celular em adicdo a expansdo celular, criando
conexdes entre a parede primaria e a secundaria (YANG et al.,, 2006). O
controle da clivagem enzimatica dos polimeros de xiloglucanas constitui um
controle direto da taxa de expansédo celular. A expressdo aumentada da
xiloglucana endotransglicosilase causou maior resisténcia ao estresse hidrico e
salino em Arabidopsis thaliana (CHO et al., 2006), talvez por aumentar as
ligacOes entre as xiloglucanas aumentando o enrijecimento da parede celular.
Por outro lado, plantas de A. thaliana com deficiéncia de xiloglucanas
apresentaram paredes celulares mais fracas (CAVALIER et al., 2008).

A adaptacao a condicdes de estresse hidrico em células de tabaco (N.
tabacum) em cultura (IRAKI et al., 1989a) e condicbes de estresse salino em
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raizes de algoddo (Gossypium hirsutum) (ZHONG; LAUCHLI, 1998) resultou
em reducdo no conteudo de celulose. No entanto, a redugdo substancial do
contetdo de celulose da parede celular inferiu aumento direto no contetdo de
hemiceluloses em cultura de células de tabaco (N. tabacum) (IRAKI;
BRESSAN; CARPITA, 1989). Adicionalmente, cultura de células de tomate
(Lycopersicon esculentum), tabaco (N. tabacum), cevada (Hordeum bulbosum)
(SHEDLETZKY et al., 1992) e feijao (Phaseolus vulgaris) (ENCINA et al., 2001)
com biossintese de celulose inibida aumentaram as interacées envolvendo
pectinas na parede celular garantindo resisténcia similar a observada na
presenca da celulose.

A parede celular pode sofrer mudancas drasticas nas plantas
resistentes a dessecacdo como as plantas ressurreicdo, destacando-se a
dobradura na parede celular, que foi proposto ser uma estratégia desenvolvida
pela célula para evitar a ruptura do plasmalema, desse modo, permitindo que a
integridade da parede celular seja mantida (FARRANT, 2000; MOORE, 2006).
Quando as plantas sao reidratadas, as células retornam ao seu volume inicial
sem aparente injaria. Tais dobras na parede celular também foram observadas
em sementes secas e a maneira de cada parede celular se colapsar é
caracteristica de cada espécie (WEBB; ARNOTT, 1982). Este fenbmeno foi,
também, verificado na parede celular de briéfitas quando dessecadas
(PROCTOR, 2001; PROCTOR; LIGRONE; DUCKETT, 2007).

Para o café, uma planta cultivada que apresenta excepcional
importancia para economia agricola do Brasil, a literatura a respeito das
alteracdes dos polissacarideos das folhas associadas a condi¢cbes de estresse

€ praticamente inexistente.

2.3 GENERO Coffea (CAFE)

O café é uma planta perene, eudicotiledénea, pertencente ao género
Coffea da familia Rubiaceae (EIRA et al., 2006) sendo descritas
aproximadamente 100 espécies neste género (CARVALHO et al., 1991). As

duas principais espécies de maior comercializagcdo mundial sdo: Coffea arabica
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gue compreende 70% do mercado, enquanto Coffea canephora que ocupa
30% (VIEIRA et al., 2006). C. arabica e C. canephora sdo plantas de porte
arbustivo ou arboreo podendo atingir 4 m, com caule lenhoso, folhas
persistentes e flores hermafroditas, apresentam altos niveis de autofecundacao
(LASCHERMES et al., 1999).

A filotaxia da folha persistente é oposta decussada, onde duas folhas
crescem em sentidos opostos, e apresentam 90° de rotacdo em relacdo ao
ramo de crescimento. A lamina foliar € oblonga-ovada com margem inteira, a
base e o0 topo sdo acuminadas, com as nervuras medianas em direcdo a
margem (CARVALHO et al., 1991). Possui flores brancas aglomeradas e
aromaticas ao longo dos ramos. A espécie é autocompativel, multiplicando-se
predominantemente por autofecundacdo e de acordo com Laschermes et al.
(1999) C. arabica € a Unica espécie tetraploide do género Coffea (2n=44). E
uma planta exigente em termos de cuidados na nutrigdo, clima e apresenta
uma intolerancia a altas temperaturas e ao frio (THOMAZIELLO et al., 1995).

A cafeicultura tem sido por décadas uma das mais importantes
atividades agricolas no Brasil, colocando-o como maior produtor mundial e
sendo responsavel pela incorporacdo de novas fronteiras agricolas. O café é a
segunda commodity mais valorizada nos mercados internacionais, ficando
atras somente do petréleo (LEROY et al., 2001).

A producéo nacional para a safra do ano 2011 foi de 43,15 milhdes de
sacas de 60 Kg de café beneficiado, uma producao 10,5% menor que a do ano
anterior (48,09 milhdes de sacas). Um dos fatores que causou essa queda foi 0
ano de baixa bienalidade do café. Outros fatores foram impactantes como o
estresse hidrico ou periodos de temperaturas extremas em alguns estados
brasileiros. Estes fatores afetaram o potencial produtivo das lavouras nas
principais regides produtoras pelo desfolhamento e floradas irregulares e com
intensidade variavel (CONAB, 2011).

Uma parcela substancial da safra mundial é produzida por pequenos
proprietarios em regides frequentemente sujeitas a periodos de estiagem, onde
0 emprego da irrigagdo € uma condicdo rara favorecendo condigbes de
estresse hidrico (DAMATTA; RAMALHO, 2006). Em anos recentes, a
cafeicultura brasileira sofreu um processo de expanséao para regides marginais,

como o cerrado mineiro e o0 oeste baiano, antes consideradas pouco aptas ao
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desenvolvimento da cultura (SANTOS, 2009). Paralelamente, surgiram novos
desafios relativos a menor disponibilidade hidrica, em grande parte devido a
ma-distribuicdo das chuvas ao longo do ano, além de temperaturas mais
elevadas, impondo grandes limitacdes climaticas a producdo do café
(SANTOS, 2009).

Coffea arabica € uma espécie nativa das florestas da Etiopia tropical a
altitudes de 1600-2800 m. Nesta regido, a temperatura possui pouca flutuacao
sazonal, com uma média anual de cerca de 20°C e as chuvas sdo bem
distribuidas, variando de 1600 até mais de 2000 mm, com uma estacao seca
durando de trés a quatro meses coincidindo com o periodo frio (DAMATTA;
RAMALHO, 2006). Todos os cultivares de espécies de C. arabica crescidas no
sul do Brasil tem baixa variabilidade para tolerancia ao frio (DAMATTA;
RAMALHO, 2006). Coffea canephora, por outro lado, é uma espécie nativa das
terras baixas das florestas do rio Congo, que se estende pelo Lago Victoria em
Uganda. A altitude desta regido varia do nivel do mar até 1200 m em Uganda.
Nesta regido, a temperatura média € entre 24-26°C, sem grandes oscilacoes,
com abundante periodo de chuva de 9 a 10 meses, com precipitacdo superior a
2000 mm e a umidade atmosférica aproxima-se da saturacdo (DAMATTA,
RAMALHO, 2006).

O preco internacional do café é fortemente afetado por eventos de
secas e geadas (DAMATTA; RAMALHO, 2006). As folhas de café sdo perenes
e sua producédo é dependente da temperatura e da disponibilidade de agua. No
entanto, as folhas caem quando as plantas passam por periodos de seca
(DRINNAN; MENZEL, 1995). Tanto altas como baixas temperaturas provocam
alteracdes na taxa fotossintética além de influenciar na queda das folhas
(CARR, 2001). Adicionalmente, estresse hidrico provoca efeitos negativos no
café como reducdo do comprimento do caule, do nimero de nés e da area
individual das folhas (MAZZAFERA; CARVALHO, 1987).

Lima et al. (2002) sugeriram que o acumulo de prolina verificado em
plantas de C. arabica submetidas a estresse hidrico poderia estar mais
relacionado com as injarias impostas pela limitacdo hidrica do que com um
possivel mecanismo de defesa contra o estresse por seca.

O Projeto Genoma do Café (http://www.lge.unicamp.br/cafe/) identificou

um conjunto de 200.000 sequéncias expressas em diversos tecidos, em
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diferentes etapas do desenvolvimento e condicbes ambientais diversas. Um
dos resultados deste projeto foi descrito por SANTOS (2008a), identificando
respostas ao estresse em folhas de café submetidas a estresses abidticos
avaliando a expresséo do gene galactinol sintase.

Aparentemente, o maior componente de adaptacdo diferencial a seca
entre os cafés arabicos e robustos (Canephora) parece ser comportamental,
relacionado as taxas de uso da agua ou eficiéncia na extracéo de 4gua do solo.
No entanto, estudos recentes tém investigado a participacdo do sistema
antioxidante em cafeeiros e sua possivel correlacdo com tolerancia a seca. O
aumento da atividade de enzimas antioxidantes (superéxido dismutase,
ascorbato peroxidase e catalase) foi correlacionado com a tolerancia a seca em
café robusta (C. canephora) (DAMATTA et al.,, 2003; DIAS et al., 2007).
Adicionalmente, C. canephora submetida a estresse hidrico apresentou
acumulacdo da subunidade menor da rubisco, acreditado ser um fator
contribuinte para aumentar a funcdo antioxidante da fotorrespiracdo nestas
plantas estressadas (MARRACCINI et al., 2011).

Apos extensa revisdo bibliogréfica, ndo foi encontrado na literatura
informacdes sobre os efeitos dos estresses abidticos na parede celular das
folnas de C. arabica e C. canephora. Portanto, o intuito deste trabalho foi
investigar estes efeitos dos estresses abidticos nas paredes celulares de C.
arabica e C. canephora e pontuar caracteristicas na parede celular do clone
tolerante de C. canephora (clone 14) ao estresse hidrico que o diferencie do

clone sensivel (109A).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral: avaliar os efeitos de
estresses abidticos nos componentes da parede celular e na estrutura celular

das folhas de café.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a extratibilidade dos polissacarideos da parede celular de folhas
de C. arabica submetidas a condicdes de estresse térmico, hidrico e
salino e de C. canephora (Clone 14 e 109A) submetidas ao estresse
hidrico;

v' Analisar a composi¢cdo monossacaridica das fragfes solubilizadas da
parede celular de folhas de C. arabica e C. canephora (Clone 14 e 109A)
submetidas a condi¢ces de estresse térmico, hidrico e salino;

v Avaliar a distribuicdo de massa molecular das frac6es sollveis isoladas
da parede celular de folhas de C. arabica e C. canephora (Clone 14 e
109A) submetidas a condi¢Bes de estresse térmico, hidrico e salino;

v' Analisar as frac6es polissacaridicas de interesse por espectroscopia de
infravermelho e ressonancia magnética nuclear;

v Caracterizar as alteragbes nas estruturas celulares das células do
mesofilo de folhas de C. arabica e C. canephora (Clone 14 e 109A)
submetidas a condi¢des de estresse térmico, hidrico e salino;

v' Quantificar os monolignois na fragdo lignoceluldésica proveniente de
folhas de C. arabica submetidas ao estresse térmico, hidrico e salino;

v' Quantificar os carboidratos de baixa massa isolados das folhas de C.

canephora (Clone 14 e 109A) submetidas ao estresse hidrico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS PLANTAS SUBMETIDAS AOS ESTRESSES
ABIOTICOS

4.1.1 Estresse hidrico

O estresse hidrico foi conduzido em casa de vegetacdo no Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR). Foram utilizadas cinco plantas de C. arabica
cv. IAPAR-59 com a mesma idade e tamanho similar (um ano e oito meses e
cerca de 70 centimetros de altura) e C. canephora clones 109A e 14, sendo
submetidas a um periodo sem adicdo de agua em vasos com
aproximadamente 25 Kg de substrato (3 terra: 1 areia: 1 composto orgéanico).
Todos os vasos foram expostos em posicbes semelhantes em relacdo a
incidéncia da luz solar. As coletas dos materiais para analise foram realizadas
conforme as leituras do potencial hidrico, sendo subdividas em: controle
(-1,34 MPa), estresse moderado (-2,39 MPa), estresse severo (-4,5MPa) e
recuperado (material coletado 72 h apds re-irrigacao das plantas depois destas
atingirem o potencial hidrico estabelecido como estresse severo). Para cada
nivel de tratamento foram feitas coletas das folhas (pools de folhas de cinco
vasos de plantas submetidas as mesmas condi¢ces). As folhas coletadas
foram trituradas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C até o
momento de analise.

O potencial de agua na folha foi monitorado através de psicrometros de
termopar (modelo C-30, Wescor, Inc., Logan, Ut) acoplados a um datalogger
(Campbell Scientific, Inc., Logan, Ut, modelo CR-7). A cada dia de leitura, entre
9h30min e 10h, uma amostra de aproximadamente 2 cm? da folha coletada da
parte mediana de ramo plagiotrépico posicionado no meio da planta (folha

totalmente madura e sem sinais danos ou deficiéncias), de cada planta foi



42

coletada e colocada nos psicrometros. O datalogger foi programado para que
as leituras fossem efetuadas a cada 10 min até o equilibrio da pressao de
vapor na camara. A microvoltagem fornecida pelo sistema foi convertida em
potencial da agua (MPa) em funcdo de prévia calibracdo dos sensores com
solucdes de cloreto de sodio. Apos a obtengdo do potencial total da dgua (¥t),
0s sensores foram imersos durante 4 min em nitrogénio liquido e as leituras
retomadas para obtencdo do potencial osmaético (Ws). O calculo do potencial de
pressao foi realizado através de W¥t- Ws. A coleta das plantas para a realizagéo
dos pools foi baseada no potencial hidrico em funcdo dos niveis de estresse
estabelecidos, realizado através do monitoramento do potencial hidrico de cada
planta por psicrometria.

4.1.2 Estresse térmico

O estresse térmico foi realizado em camara de crescimento
(FITOTRON) no Instituto Agronémico do Parana (IAPAR). Foram utilizadas
cinco plantas de C. arabica cv. IAPAR-59 com a mesma idade e tamanho
similar (um ano e dez meses e cerca de 70 cm de altura), sendo mantidas em
vasos com aproximadamente 25 Kg de substrato (3 terra: 1 areia: 1 composto
organico).

Primeiramente, as plantas foram aclimatadas na camara durante sete
dias em uma temperatura de 24°C e fotoperiodo controlado. Apds esse
periodo, foi iniciado o tratamento com a elevacdo da temperatura para 37°C
durante cinco dias com manutencao de irrigacdo diaria. Foram estipulados trés
periodos de coleta para o0 experimento de estresse térmico: Dia 0 - folhas
coletadas um dia antes do inicio do tratamento em plantas mantidas a 24°C,
Dia 3 e Dia 5 — folhas coletadas trés e cinco dias apés o inicio do tratamento
térmico, respectivamente. As folhas foram coletadas no mesmo estadio de
desenvolvimento (segundo par de folhas de cada ramo plagiotropico) e
imediatamente trituradas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer -80°C. A

cada coleta foi feito um pool de folhas (mistura de folhas dos cinco vasos do
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experimento, de plantas submetidas as mesmas condicbes de estresse).
Foram realizadas medi¢cbes das trocas gasosas nas plantas através do
(Li6200-Licor) para obter os valores da taxa fotossintética apds o inicio do

estresse térmico.

4.1.3 Estresse salino

O estresse salino foi conduzido em casa de vegetacdo no Instituto
Agronbmico do Parana (IAPAR). Foram selecionadas vinte plantas de C.
arabica cv. IAPAR-59, com idade aproximada de seis meses, todas cultivadas
em vasos contendo 1,5 Kg de substrato. Para evitar o estresse bruto, as
plantas foram irrigadas no primeiro dia com 50 mmol.L™* de NaCl e no segundo
dia 100 mmol.L™. A partir do terceiro dia até o final do experimento as plantas
foram irrigadas diariamente com 150 mmol.L™ de NaCl. Folhas do mesmo par
foram coletadas de cada planta antes de iniciar o tratamento (controle - dia 0) e
3, 6, 12 e 25 dias apods o inicio do tratamento com 150 mmol.L™ de NaCl. Apés
a coleta as folhas foram trituradas em nitrogénio liquido e armazenadas em

freezer -80°C.

4.2 MICROSCOPIA OPTICA E ELETRONICA

Para a microscopia eletronica as folhas coletadas foram fixadas em
Karnovsky (sem cloreto de céalcio e com 2,5% de glutaraldeido) (KARNOVSKY,
1965), lavados em 0,1 mol.L™* de tamp&o de &cido cacodilico (pH 7,2) e fixado
em 2% OsO4 em 0,1 mol.L™* de tamp&o de &acido cacodilico (pH 7,3) por 1 h.
Sequencialmente, as folhas foram desidratadas com etanol e acetona,
embebidas em Epon 812 (LUFT, 1961), contrastada usando acetato de uranil
com citrato de chumbo e examinadas em microscopio eletrbnico de
transmissdo JEOL-JEM 200 EX Il em voltagem de aceleragdo 80 ou 100 kV
(Peabody, MA).
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Para a microscopia Optica, foi utilizado o mesmo fixador. As folhas
foram emblocadas em glicol metacrilato (JB-4) e seccionadas em um
micrétomo rotatério. Sessdes transversas foram coradas com azul de toluidina
0,05% (m/v) (FEDER; O'BRIEN, 1968), montadas em resina sintética

(Entellan®) e observadas em microscépio 6ptico OLYMPUS BH-2.

4.3 EXTRACOES DOS CARBOIDRATOS

4.3.1 Carboidratos de baixa massa

As folhas de café (C. arabica e C. canephora) previamente trituradas
foram liofilizadas. As folhas secas foram desclorofiladas com cloroférmio e os
carboidratos de baixa massa foram extraidos com uma mistura metanol:agua
(7:3) durante 16h e em seguida filtrados em tecido sintético e secos em
evaporador rotativo (ALBINI et al., 1994). Os carboidratos de baixa massa
foram ressolubilizados em &gua e lavados com acetato de etila por trés vezes.
A fracdo aquosa foi congelada e liofilizada. O material seco foi ressolubilizado
em agua, filtrado em filtro descartavel de 0,22 um e analisado por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). As folhas desclorofiladas e
livres de carboidratos de baixa massa foram utilizadas para a extracdo dos
polissacarideos da parede celular conforme o fluxograma de trabalho que esta
indicado na FIGURA 5.
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desclorofiladas

Filtragao

Carboidratos de Folhas desclorofiladas

baixa massa e livres dos carboidra- > Exitragoes'dos
l tos de baixa massa polissacarideos
HPLC

FIGURA 5- FLUXOGRAMA DE TRABALHO

4.3.2 Polissacarideos da parede celular

Apo6s a remocdo da clorofila e dos carboidratos de baixa massa as
folhas foram submetidas a extracbes sequenciais: com agua a 80°C (3X,
obtendo a fragcdo W); EDTA 2% (m/v) a 30°C (2X, obtendo a fracdo E);
NaOH 4 mol.L™ a 30°C (3X, obtendo a fracdo H30); NaOH 4 mol.L™ a 70°C
(1X, obtendo a fracdo H70). Os polissacarideos das frac6es foram precipitados
com etanol 99% (3:1, v/v). Apés a precipitacdo o0s polissacarideos foram
lavados com etanol absoluto (3X). As extracOes alcalinas foram realizadas na

presenca de boroidreto de sédio (~3 mg). As fracdes obtidas com NaOH
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4 mol.L e EDTA 2% (m/v) foram dissolvidas em agua e dialisadas contra agua

corrente por 48 h e 120 h, respectivamente. Todos os polissacarideos foram

secos em estufa a vacuo a 25°C. O residuo final insoltvel, proveniente das

extracOes, foi lavado com agua destilada até a neutralidade, seguido de

desidratacdo com etanol e acetona e seco a vacuo. O fluxograma de extracéo

dos polissacarideos est4 indicado na FIGURA 6.

Folhas de café desclorofiladas e livres de
carboidratos de baixa massa

H,0, 80°C,
5h (3X)
Sobrenadante Residuo
EtOH (3V) EDTA 2% , 30°C,

5h (2X)

W Sobrenadante Residuo

EtOH (3V) NaOH 4 mol.L?, 30°C,
Sh (3X)

E Sobrenadante Residuo

EtOH (3V) NaOH 4 mol.L?, 70°C,
3h (1X)
H30 Sobrenadante || Residuo Final
Neutralizacdo
EtOH (3V)
v v
H70 R

FIGURA 6- FLUXOGRAMA DAS EXTRAQO'ES SEQUENCIAIS DOS POLISSACARIDEOS DA
PAREDE CELULAR DAS FOLHAS DE CAFE (C. arabica E C. canephora).
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4.4 TRATAMENTO ENZIMATICO PARA REMOCAO DO AMIDO

Previamente as extracdes dos polissacarideos, as folhas de C.
canephora (clones 14 e 109A), bem como as fragbes polissacarideos de C.
arabica, foram tratadas com amilase e amiloglucosidase. Todas as fracdes de
polissacarideos solubilizadas da parede celular das folhas de C. arabica
também foram submetidas a tratamento enzimatico para a remocéo de amido.

As fracbes ou a folha macerada livre de pigmentos e compostos de
baixa massa foram solubilizadas em tampao tris-maleato pH 6,9 e adicionado 2
unidades de enzimas (Amilase (SIGMA®) e amiloglucosidade (MEGAZYME®))
por um periodo de 8 h a 45°C (BACIC; MOODY; CLARKE, 1986). As enzimas
foram inativadas por fervura durante 5 min e o material centrifugado e lavado

3X com agua e 1X com etanol P.A. e na sequéncia seco em estufa.

4.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO DESEMPENHO (HPLC)

Galactinol, rafinose e estaquiose foram quantificados usando
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Foi utilizado equipamento
Shimadzu (Japéo) equipado com o mddulo CBM-10A, forno CTO-10, bomba
LC-10AD, detector de indice de refragdo RID-10A com coluna Supelcogel Pb
(Supelco, USA), 30 cm X 78 mm e pré-coluna Supelcogel Pb, 5 cm X 4,6 mm.

A fase mével usada foi 4gua ultrapura a 80°C a fluxo de 0,5 mL.min™.

4.6 QUANTIFICACAO DOS MONOLIGNOIS

A oxidacdo com nitrobenzeno foi usada para determinar a composi¢ao
monomeérica da lignina (DEAN, 1997). O residuo final insoliuvel (20 mg) foi
selado em ampola Pyrex® contendo 1,0 ml de NaOH 2,0 mol.L™ e 100 pL de

nitrobenzeno e aquecido a 170°C por 2 h, com agitagcao ocasional da amostra
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durante a reacdo. Apos oxidacao, a amostra foi resfriada em banho de gelo,
lavadas 2X com cloroférmio, acidificada para pH 3-4 com HCI 5,0 mol.L™" e
extraida duas vezes com cloroférmio. Os extratos organicos foram combinados,
secos e ressuspendidos em metanol. Todas as amostras foram filtradas em
filtro descartavel de 0,45 um (Hamilton® Co.) e analisada por HPLC. A fase
movel usada foi acido acético 4% (v/v) em metanol/agua (20/80, v/v) com fluxo
de 1,2ml.min? para corrida isocratica de 20 min. A quantificacdo de p-
hidroxibenzaldeido, vanilina e siringaldeido foi realizada a 290 nm, utilizando os
padrdes correspondentes. Os resultados foram expressos como ug monémero

mg™ de monolignois.

4.7 DOSAGENS COLORIMETRICAS

Carboidratos totais foram determinados pelo método fenol-acido
sulfarico (DUBOIS et al., 1956), com leitura a 490 nm e solucdo padrao de Glc
nas concentracdes de 20-100 pg.mL™.

A dosagem de acidos urbnicos foi realizada através do método de
Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973), tendo como solu¢do padrdo &cido
galacturénico nas concentraces de 5-100 pg.mL™ e leitura a 525 nm.

Todas as andlises foram efetuadas em triplicata e a absorbancia foi

medida em espectrofotdmetro SP-22 Biospectro®.

4.8 DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

As hidrélises acidas foram realizadas por dois métodos:

a) para as fracdes isoladas — Acido trifluoroacético 2 mol.L™, durante
5h a 100°C. Ao término da hidrélise o acido foi removido por evaporacéo
(WOLFROM; THOMPSON, 1963a).
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b) para o residuo final insolivel (fracdo lignoceluldsica) — Acido
sulfarico 72% (m/m), durante 2 h, em banho de gelo, seguido de diluicdo para
7% a 100°C, durante 8 h. Ao final da hidrolise o &cido foi neutralizado com
carbonato de bario e o sal resultante removido por filtracdo (SAEMAN et al.,
1954).

Os produtos da hidrélise foram reduzidos com 3 mg de boroidreto de
sédio (NaBH,4), em meio aquoso, a 25°C por 16 h (WOLFROM; THOMPSON,
1963b). Em seguida, as solu¢des reduzidas foram tratadas com acido acético
PA para decompor o excesso de agente redutor. A seguir, o material foi
evaporado até secura em SpeedVac (Thermo Savant) e lavado
sucessivamente com metanol para a remocdo do acido borico remanescente,
na forma de borato de trimetila. Os alditois formados foram acetilados com
anidrido acético PA (30 min, 100°C). O material foi novamente seco e o
material acetilado extraido com cloroférmio e lavado 5X com agua destilada
(VINOGRADOV; WASSER, 2005). A fase cloroférmica foi transferida para tubo
de hemolise, evaporada a temperatura ambiente e analisada por cromatografia
liquido-gasosa (GLC).

Para as andlises por GLC foi utilizado cromatografo HEWLETT
PACKARD 5890 A I, equipado com detector de ionizacdo em chama,
utilizando nitrogénio como gas de arraste, com fluxo de 2 mL.min™. Foi utilizada
coluna capilar (30 m x 0,25 mm de diametro) DB-225, com espessura de filme
0,25 um, sendo a temperatura do detector 300°C e do injetor 250°C. Todas as
determinacdes de composicdo monossacaridica foram feitas em triplicata.

4.9 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA DE ALTO DESEMPENHO
(HPSEC)

As amostras foram solubilizadas em solucdo de nitrito de soédio
(NaNO,) 0,1 mol.L* contendo azida de so6dio (NaN3) 200 ppm, em
concentracdo de 1 mg.mL™ e filtradas em membrana de acetato de celulose

(Millipore) na porosidade de 0,2 um.
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As amostras foram injetadas em cromatografo de exclusdo estérica de
alto desempenho (HPSEC) Waters, equipado com detector de indice de
refracdo diferencial (RI) Waters modelo 2410. Foram utilizadas 4 colunas de gel
permeacdo Waters em série, com limites de exclusdo de 7.10°, 4.10° 8.10% e
5.10° g.mol’. As andlises foram efetuadas a 25°C utilizando como eluente
solucdo de NaNO, 0,1 mol.L™ contendo NaNs 200 ppm, com fluxo de
0,6 mL.min™, monitorado através de bomba peristaltica Waters 515.

4.10 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO INCORPORANDO
TRANSFORMADOR FOURIER (FT-IR)

Previamente as andlise por FT-IR, o KBr foi desidratado a 120°C
durante 24 h e as amostras dessecadas a vacuo na presenca de P,0s. As
analises por infravermelho, foram realizadas em espectrofotdmetro BOMEM
MB-100 (Hartman & Braun). Os espectros foram coletados no modo de
absorbancia na frequéncia de 2000-400 cm™, em resolugdo de 4 cm™, 32
scans, empregando amostras soélidas pulverizadas. Foi utilizado KBr de grau
espectroscopico e as pastilhas foram preparadas usando a proporcdo de
99:1 (m/m) de KBr.amostra.

4.11 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As fracbes de interesse foram solubilizadas, dependendo da sua
solubilidade, em 6xido de deutério (D,O) puro ou em solucbes levemente
alcalinas, as andlises foram efetuadas em tubos de 5 mm de didmetro. As
determinacdes de RMN foram realizadas no aparelho BRUKER, modelo
AVANCE DRX-400 acoplado a transformador Fourier, com ressonancia de **C,
de 100 MHz, utilizando a temperatura de 70°C. Os deslocamentos foram

expressos em ppm.
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como a meédia de dois a quatro
experimentos independentes + erro padrdo da média. A analise de variancia
para testar a significancia das diferengas observadas foi realizada com o
programa estatistico Prisma® (Versdo 5.0). ANOVA foi aplicado para verificar
as significancias das variacdes observadas. Diferencas entre os parametros
foram avaliadas pelo teste Tukey e os valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os polissacarideos da parede celular podem ser extraidos
diferencialmente (ALBERSHEIM et al., 1994; SCHADEL et al., 2010). As
extracdes sequenciais usadas neste trabalho foram: com &agua (fracdo W) e
agente quelante de célcio, EDTA (fracdo E) para pectinas (fracdes W e E) e
com solucdes alcalinas (NaOH 4 mol.L™) para hemiceluloses (fracées H30 e
H70). O rendimento e a composi¢cao dos polissacarideos extraidos, bem com
do residuo final insollvel representando a fragdo lignoceluldsica da parede
celular (fragdo R) foram avaliados. Os resultados obtidos para as plantas de
café submetidas aos diferentes tipos de estresse abibtico serdo apresentados
na sequéncia. Devido a presenca de amido no material de estudo, foram
realizados tratamentos com amilase e amiloglucosidase. Assim, os resultados
apresentados referem-se as fracdes apds o tratamento enzimético para a

remogé&o do amido.

5.1 ESTRESSE TERMICO

5.1.1 Rendimento das fracdes de polissacarideos

As plantas de C. arabica submetidas ao estresse térmico
apresentavam 22 meses de idade e cerca de 70 cm de altura. O rendimento
obtido para as fracdes extraidas das folhas das plantas de C. arabica foi:
hemiceluloses > celulose > pectinas (TABELA 1). Resultados semelhantes
foram encontrados em folhas de A. thaliana (ZABLACKIS et al., 1995).

Durante o estresse térmico houve alteracdo dos rendimentos de todas
as fracbes dos polissacarideos comparados ao controle. O rendimento das
pectinas foi diminuido, enquanto o das hemiceluloses foi aumentado

(TABELA 1). Nao foram encontrados na literatura dados relacionados a
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alteracdes nos polissacarideos em resposta ao estresse térmico. No entanto,
ha relatos de alteracdes em resposta ao estresse hidrico (LEUCCI et al., 2008)
e salino (IRAKI et al., 1989b).

TABELA 1- RENDIMENTO (EM %?) DAS FRAGOES POLISSACARIDICAS OBTIDAS DAS
FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO ESTRESSE TERMICO

PECTINAS HEMICELULOSES CELULOSE
Dias/Fracao W (%) E (%) H30 (%) H70 (%) R (%)
Controle 10,3 4.8 16,7 2,9 18,4
Dia 3 5,3 4,5 25,3 3,2 17,0
Dia 5 4,8 3,2 22,7 2,8 16,6

®Em relacao as folhas desclorofiladas e livres de carboidratos de baixa massa;
NOTA: Controle - Plantas cultivadas por 7 dias a 24°C; DIA 3 - Plantas cultivadas por 3 dias a
37°C; DIA 5 — Plantas cultivadas por 5 dias a 37°C.

A reducéo das pectinas extraidas foi mais pronunciada na fracédo obtida
com agua a 80°C (TABELA 1) do que na fracdo extraida com quelante de Ca?".
Enquanto a fragdo extraida com &gua quente é mais fracamente ligada, a
fracdo péctica extraida com EDTA é proporcionalmente mais fortemente ligada
a parede celular. As alteracbes observadas na extratibilidade dos
polissacarideos pécticos sugerem que o estresse térmico induz a mudancas na
organizacdo das pectinas. As raizes de trigo (T. durum) tolerantes ao estresse
hidrico (LEUCCI et al., 2008) e células de tabaco (N. tabacum) tolerantes ao
estresse salino e osmoético (IRAKI et al., 1989a) apresentaram resultados
semelhantes. Esta reducéo da solubilidade de pectinas pode estar relacionada
a maiores interacfes entre estes polissacarideos na matriz da parede celular.
Assim, as pectinas poderiam estar se associando fortemente as hemiceluloses
impedindo sua solubilizacdo na fragdo péctica. O aumento da solubilidade das
hemiceluloses foi mais pronunciado nas fragfes extraidas a 30°C (fracbes
H30). O aumento das liga¢cGes entre polimeros na parede celular podem estar
relacionados a presenca ROS (ZHOU et al., 2010), associadas ao estresse
térmico (GOMEZ et al., 2008; HAMEED; GOHER; IQBAL, 2011).



54

O rendimento da fracdo celulésica sofreu leve decréscimo com o
estresse térmico (TABELA 1). Resultados semelhantes foram obtidos em
cultivares de raizes de trigo (T. durum) (LEUCCI et al., 2008) e em células de

tabaco (N. tabacum) em condicdo de estresse hidrico (IRAKI et al., 1989a).

5.1.2 Polissacarideos da fragcdo W

Ara e Gal foram os componentes mais abundantes da fracdo W
(FIGURA 7A), provavelmente relacionados a arabinanas, galactanas e/ou
arabinogalactanas que sdo ubiquos constituintes das cadeias laterais de
ramnogalacturonanas na parede primaria de eudicotiledéneas, destacando-se
a presenca de arabinogalactanas. Existem dois grupos de arabinogalactanas.
Arabinogalactanas do tipo | s&o tipicamente associadas com pectinas,
enquanto as do tipo Il sdo associadas com proteinas sendo chamadas de
arabinogalactanas-proteinas. Arabinogalactanas do tipo | foram extraidas com
agua quente de folhas de eudicotileddneas (DUAN et al., 2004) e, com o
mesmo solvente, foi isolado arabinogalactanas do tipo Il de grdos de café (C.
arabica) (CAPEK et al., 2010). O espectro de FT-IR da fragdo W confirmou a
presenca de arabinogalactanas do tipo Il (FIGURA 7B), indicadas pelas bandas
de 1139, 1078 e 1043 cm™ (KACURAKOVA et al., 2000). Além disto, a banda
entre 1600 e 1500 cm™ corresponde a proteinas (KACURAKOVA et al., 1999),
corroborando com a presenca de arabinogalactanas tipo II.

Como esperado, acidos urénicos e Rha, componentes das cadeias de
homogalacturonanas e ramnogalacturonanas também foram encontrados na
fracdo W. Glc, Man, Xyl e menores concentracdes de fucose (Fuc) também
foram detectadas. A ocorréncia de Man e Glc poderia estar relacionada a
presenca de hemiceluloses, como glucomananas, solubilizadas das folhas de
Ginkgo biloba com agua quente (YANG; ZHOU; LIANG, 2009) e salva (Salvia
officinalis) (CAPEK, 2009). Xyl pode ser derivada de xilogalacturonanas,
identificada nas folhas de caqui (D. kaki) (DUAN et al., 2003) e relatada em
varios tecidos de A. thaliana (ZANDLEVEN et al., 2007) e em cotilédones de
soja (Glycine max) (NAKAMURA et al., 2002).
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FIGURA 7- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (A), ESPECTRO DE FT-IR (B) E PERFIL DE
ELUICAO POR HPSEC (C) DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM AGUA A 80°C
(FRACAO W) DAS FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO ESTRESSE TERMICO.

NOTA: Controle - plantas cultivadas por 7 dias a 24°C; Dia 3 - plantas cultivadas por 3 dias a
37°C; Dia 5 — plantas cultivadas por 5 dias a 37°C. Carboidratos neutros determinados por GLC
na forma de acetatos de alditol; acidos urdnicos determinados por método colorimétrico
(BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001.
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Apbs o estresse térmico, as concentracdes de Ara e Gal aumentaram,
enquanto a percentagem de Man, Glc, acidos urénicos, Rha e Fuc diminuiu. O
aumento no conteudo de Ara e Gal sugere alteracdes relacionadas as
arabinogalactanas. Foi proposto que arabinogalactanas do tipo Il podem estar
envolvidas na rigidificagdo da parede celular por estresse oxidativo (SEIFERT;
ROBERTS, 2007) e 0 aumento na sua concentragao relacionado com aumento
da capacidade de retencédo de agua (FINCHER; STONE, 1983).

A reducdo no contetudo de Rha e de acidos urbnicos na fracdo W esta
em concordancia com a hipétese proposta por lIraki et al. (1989b) que
submeteu células de tabaco (N. tabacum) ao estresse osmoético e salino
causando desorganizacdo na parede celular. E possivel que em condicbes de
excesso de calor, as associacfes entre pectinas e polissacarideos tornem-se
mais fortes, reduzindo sua extratibilidade.

A porosidade da parede celular é regulada por pectinas (BARON-
EPEL; GHARYAL; SCHINDLER, 1988). Reducdo no conteudo de pectinas
poderia resultar em poros alargados, que contribuiriam com o aumento da
condutividade do calor por evaporacdo. Um efeito oposto foi relatado para
plantas submetidas a estresse por congelamento (ASHWORTH; ABELES,
1984).

O perfil de eluicdo por HPSEC da fracdo W esta apresentado na
FIGURA 7C. Na fracao controle foram identificados quatro picos principais com
tempos de eluicdo de 48, 54, 59 e 64 min. No entanto, para a fragdo obtida das
plantas submetidas ao estresse térmico, somente dois picos foram
identificados: um pico principal em 55 min e um pico secundario em 61 min.
Como o estresse térmico resulta em aumento dos niveis de H,O, (WAHID et
al., 2007) este poderia contribuir com aumento das ligacdes cruzadas entre os
polimeros da parede celular, portanto alterando a massa molecular média dos
polissacarideos.

Foi proposto também que arabinogalactanas do tipo Il participam na
modulacdo da mecéanica da parede celular sobre condicdes de estresse via
rigidificacdo da parede celular por aumento das ligacbes cruzadas (SEIFERT;
ROBERTS, 2007). Estas mudancas poderiam causar redugdo na

extensibilidade e prevenir o relaxamento da parede celular.
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As modificacbes observadas na parede celular para plantas de café
submetidas ao estresse térmico apresentam similaridades com aquelas
observadas para plantas submetidas aos estresses osmotico e hidrico (IRAKI
et al., 1989a; IRAKI et al., 1989b; ZWIAZEK, 1991; RENAULT; ZWIAZEK,
1997), sugerindo papel similar para a parede celular em resposta aos estresses
abioticos.

Infelizmente, apds o tratamento enzimatico para remocao do amido da

fracdo E, ndo sobrou material suficiente para analises quimicas.

5.1.3 Polissacarideos das fragdes hemiceluldsicas

A composicdo monossacaridica das fragcdes hemicelulosicas extraidas
a 30°C e a 70°C apresentaram como principais monossacarideos Xyl e Ara,
sugerindo a presenca de arabinoxilanas (FIGURA 8A e 9A). Resultados
semelhantes foram descritos para a fracdo hemicelulésica de folhas de C.
arabica L. var Mundo Novo (CECY; CORREA, 1984). Wenzel e Corréa (1977)
identificaram 4-metil-glucuronoxilana na fragdo hemicelulésica da mesma
espécie (AWANO et al., 2000; SCHELLER; ULVSKOV, 2010).

O espectro de FT-IR das fracbes H30 e H70 (FIGURA 8C e 9C)
apresentaram bandas relacionadas a arabinoxilanas (1078 cmY) e
glucuronoxilanas (1147 e 1043 cm™) (KACURAKOVA et al., 2000). As 4-metil-
glucuronoxilanas séo as hemiceluloses mais importantes da parede secundaria
de fibras e elementos de vasos de plantas eudicotileddneas (YORK; ONEILL,
2008).

Glc, Gal e Man estavam presentes em altas concentracdes na fracao
H30, enquanto que altas percentagens de Rha e acidos urdénicos foram
observados na fragcdo H70. Pequenas quantidades de Fuc, provavelmente
proveniente de xiloglucanas, foram também detectadas. Estes dados estdo em
concordancia com os ja publicados para fragdo hemicelulosica de folhas de
jatoba (BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001), de chicdria (Cichorium
intybus) (SUN et al.,, 2006) e de A. thaliana (ZABLACKIS et al., 1995). De

acordo com o modelo mais aceito para parede celular primaria de
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eudicotiledéneas, a principal hemicelulose € a xiloglucana com pequenas
quantidades de glucuronoarabinoxilanas, glucomananas, galactoglucomananas
e galactomananas. Hipotetizar!!!

Durante o estresse térmico, a concentracdo de Xyl diminuiu na fracéo
H30, enquanto a de Gal e a de &cidos urénicos aumentaram. Os resultados
indicam que o estresse térmico diminuiu a quantidade de xilanas extraidas a
30°C, corroborando a hip6tese de maior interacdo entre os polissacarideos da
parede celular submetida ao estresse térmico reforcando o seu papel no
enrijecimento da parede celular (PARK; COSGROVE, 2011).

Os resultados obtidos com café séo diferentes daqueles descritos por
Zhang et al. (2010a). Estes autores observaram que altas temperaturas
aumentam a concentracao de arabinoxilanas (especialmente as arabinoxilanas
mais sollveis) em trigo (T. aestivum). As diferencas nas respostas para café e
trigo (T. aestivum) podem ser atribuidas aos diferentes padrdoes da parede
celular. Café tem parede primaria do tipo | enquanto trigo (T. aestivum) tem
parede primaria do tipo Il. De acordo com estes autores, as arabinoxilanas
foram correlacionadas positivamente com o uso eficiente da agua, sugerindo
que arabinoxilanas podem aumentar a eficiéncia do uso da agua.

Xiloglucanas interagem com microfibrilas de celulose (ACEBES et al.,
1993) enrijecendo a parede celular (CHANLIAUD et al., 2004). Assim, a
reducdo da extracdo de xiloglucanas nas plantas submetidas a estresse
térmico, evidenciada pela reducdo na quantidade de Fuc, poderia também
estar relacionada ao enrijecimento da parede celular por aumento nas
interacBes entre as xiloglucanas e as microfibrilas de celulose.

Durante o estresse térmico, a reducdo da fracdo péctica extraida
(TABELA 1) e o aumento no conteudo de &acidos urbnicos nas fracdes
hemicelulosicas H30 (FIGURA 8A e B) estdo em concordancia com a hipotese
de aumento das interacfes entre os polissacarideos. Evidéncias de ligacdes
covalentes entre pectinas e xiloglucanas ja foram relatadas (THOMPSON;
FRY, 2000; POPPER, 2005).
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FIGURA 8- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (A), ESPECTRO DE FT-IR (B) E ANALISE
POR HPSEC COM DETECTOR DE R (C) DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM
NaOH 4MOL.L™ A 30°C (FRACAO H30) DAS FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO
ESTRESSE TERMICO.

NOTA: Controle - plantas cultivadas por 7 dias a 24°C; Dia 3 - plantas cultivadas por 3 dias a
37°C; Dia 5 — plantas cultivadas por 5 dias a 37°C. Carboidratos neutros determinados por GLC
na forma de acetatos de alditol; acidos urdnicos determinados por método colorimétrico
(BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001.
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Os perfis de eluichio por HPSEC das fracbes H30 controle e
submetidas a estresse térmico apresentaram trés principais picos, em 44, 55 e
61 min (FIGURA 8C). Durante o estresse térmico, foram detectadas alteragcfes
na intensidade destes picos em comparacdo ao controle. Nas fracdes
provenientes de plantas que foram submetidas a estresse térmico 0s picos
correspondentes aos polissacarideos maiores diminuiram. Entretanto, houve
aumento na intensidade dos picos correspondentes aos polissacarideos
menores (FIGURA 8C). Esse resultado pode estar relacionado a interacdes
mais fortes entre os polissacarideos maiores na parede celular, enquanto que
0S menores interagem menos e sao extraidos mais facilmente.

Similarmente a fracdo H30, a fragdo H70 apresentou Ara e Xyl como
principais monossacarideos (FIGURA 9A). Estes resultados também sao
semelhantes aos encontrados para hemiceluloses de folhas de jatoba
(Hymenaea courbaril) extraidas com alcali forte (BUSATO; VARGAS-RECHIA;
REICHER, 2001). A fragao H70 apresentou maiores concentragdes de Rha e
acidos urénicos comparados a fracdo H30, indicando maior extracdo de
pectinas. No entanto, o aumento de acidos urdnicos pode também estar
relacionado a extracdo de glucuronoxilanas, hemiceluloses tipicas de parede
secundaria em eudicotiledoneas (KARDOSOVA; MATULOVA; MALOVIKOVA,
1998; CEUSTERS et al., 2008) e encontradas em folhas de café (C. arabica)
(WENZEL; CORREA, 1977; CECY; CORREA, 1984).

Em comparacdo ao controle, as fragbes H70 obtidas de plantas
submetidas a estresse térmico apresentaram maior contetdo de Xyl, enquanto
Ara e Glc diminuiram (FIGURA 9A). Porém, ndo foram observadas diferencas
entre 0S outros monossacarideos. O aumento de Xyl associado com o
decréscimo no conteudo de Ara poderia estar relacionado a maior associacao
das arabinoxilanas com fibras de celulose. Acredita-se que substituicdes de Ara
bloqueiam as associacdes por ligacdes de hidrogénio entre arabinoxilanas e
microfibrilas de celulose aumentando sua solubilidade em agua (URAHARA et
al., 2004).
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FIGURA 9- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (A), ESPECTRO DE FT-IR (B) E ANALISE
POR HPSEC COM DETECTOR DE RI (C) DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM
NaOH 4MOL.L™ A 70°C (FRAGAO H70) DAS FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO

ESTRESSE TERMICO.

NOTA: Controle - plantas cultivadas por 7 dias a 24°C; Dia 3 - plantas cultivadas por 3 dias a
37°C; Dia 5 — plantas cultivadas por 5 dias a 37°C. Carboidratos neutros determinados por GLC
na forma de acetatos de alditol; acidos urdnicos determinados por método colorimétrico

(BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973).
***p<0,001.

Barra de erros indicam S.E. *p<0,05,

**p<0,01 e
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Em relacéo ao espectro de FT-IR, a fracdo H70 (FIGURA 9B) também
apresentou as mesmas bandas da fracdo H30, sugerindo a presenca das
mesmas hemiceluloses nas duas fragcdes. Porém, ndo apresentou aumento da
intensidade destas bandas como visto na fracdo H30 em condi¢cdes de
estresse.

O perfil de eluicdo por HPSEC das fragbes H70 possui quatro picos
principais. Ha alteracdo nos perfis de eluicdo durante trés e cinco dias de
estresse térmico. Os trés picos no final do cromatograma foram deslocados
para tempos de eluicdo menores, indicando aumento da massa molecular
(FIGURA 9C). O pico que elui antes de 50 min também foi deslocado para
menor tempo de eluicdo na fragcéo obtida de plantas submetidas a cinco dias de
estresse térmico. Estes resultados indicam aumento no tamanho dos
polissacarideos nesta fracdo, corroborando com a ideia de associacdes entre

0s polissacarideos.

5.1.4 Polissacarideos e monolignois da fracao lignocelulésica

Como esperado, no residuo final insoluvel foi observado Glc como
principal monossacarideo (FIGURA 10A). No entanto, o residuo final
apresentou elevado conteldo de monossacarideos nao celulésicos. O mais
abundante destes foi Xyl, seguido por Ara, acidos urbnicos, Gal, Man, Rha e
tracos de Fuc. De acordo com Eldmann e Fry (1992), a solucdo de alcali 4
mol.L™, comumente utilizada, ndo é completamente efetiva para a extracéo de
hemiceluloses, requerendo o emprego de NaOH 6 mol.L™.

A presenca de parede secundéria no material de estudo foi confirmada
pelas analises de monémeros da lignina na fracdo R (FIGURA 10B). A
composicdo dos monémeros apresentou a forma G e S como principais tipos
presentes nos residuos das folhas de café, os quais ocorrem principalmente
em angiospermas (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003).
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FIGURA 10- COMPOSIQAO MONO§SACARiDICA (A) E DOS MONOLIGNOIS (B) DO
RESIDUO FINAL INSOLUVEL (FRACAO R) DAS FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO

ESTRESSE TERMICO.

NOTA: Controle - plantas cultivadas por 7 dias a 24°C; Dia 3 - plantas cultivadas por 3 dias a
37°C; Dia 5 — plantas cultivadas por 5 dias a 37°C. Carboidratos neutros determinados por GLC
na forma de acetatos de alditol; acidos urdnicos determinados por método colorimétrico
(BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Monolignois na forma aldeidica determinados por HPLC.
Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Durante as condi¢cGes de estresse houve aumento na concentracéo das
formas G e S e leve decréscimo da forma H. Este aumento no conteudo de
monolignol corrobora os resultados obtidos de folhas de morango (Fragaria
ananassa) submetidas ao estresse térmico (GULEN; ERIS, 2004). A
polimerizacao de lignina requer peroxidases ou lacases mais H,O, (MOURA et
al., 2010). O estresse térmico foi relacionado como causador maior producéo
de ROS e H,O; em plantas (SUZUKI; MITLLER, 2006). Esta condi¢do poderia
gerar H,O, na folha de café estimulando a polimerizacdo dos monolignois
(WAKABAYASHI; SOGA; HOSON, 2011).

5.1.5 Microscopia éptica e eletronica

O mesofilo foliar de C. arabica € organizado como uma camada de
células alongadas do parénquima palicadico e células de menores proporcées
do parénquima esponjoso que possuem formas irregulares, portanto permitem
a passagem de gases através dos espacos intercelulares (FIGURA 11A e C).
No entanto, durante cinco dias de estresse térmico, as células do parénquima
palicadico apresentaram-se mais separadas e finas comparadas as células-
controle. Consequentemente, as espessuras totais das folhas também
diminuiram (FIGURA 11B e D).

A microscopia eletrdnica mostrou que as células do mesofilo controle
tinha grandes quantidades de amido no citoplasma, entretanto, durante cinco
dias de estresse térmico, observou-se fragmentacédo destes granulos (FIGURA
12A-D). Adicionalmente, nas células controle, os cloroplastos estavam
organizados e continham plastoglébulo como reserva de lipideos. Durante
cinco dias de estresse térmico, as membranas dos tilacoides foram danificadas
com perda da organizagdo do empacotamento da grana. Estes tipos de efeitos
foram observados em folhas de outras plantas em condicbes de estresse
térmico (ZHANG et al., 2009a; ZHANG et al., 2010b; DJANAGUIRAMAN et al.,
2011), salino (ZHEN et al., 2011) e hidrico (WANG et al., 2011).
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FIGURA 11- ESTRUTURAS MICROSCOPICAS DAS FOLHAS DE C. arabica: CONTROLE
(100x) (A); APOS CINCO DIAS DE ESTRESSE TERMICO (100x) (B); CONTROLE (200x) (C);
E APOS CINCO DIAS DE ESTRESSE TERMICO (200x) (D).

NOTA: Epiderme (e); Vasos (xilema e floema) (v); Parénquima Esponjoso (sp); Parénquima
Palicadico (pp); Estdbmato (s). Coloragéo com azul de toluidina 0,05% (m/v).



FIGURA 12- MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DAS CELULAS DO
MESOFILO DAS FOLHAS DE C. arabica. CELULAS CONTROLE (A); APOS CINCO DIAS DE
ESTRESSE TERMICO (B); CLOROPLASTOS CONTROLE (C); E CLOROPLASTOS APOS
CINCO DIAS DE ESTRESSE TERMICO (D).

NOTA: Parede Celular (CW); Mitocondria (M); Plastoglobulo (PG); Cloroplastos (C); Tilacoides
(T); E Amido (S).
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5.2 ESTRESSE SALINO

5.2.1 Rendimento das fracdes de polissacarideos

As plantas de C. arabica submetidas ao estresse salino eram mais
jovens que as plantas submetidas aos estresses térmico e hidrico, tinham
apenas 6 meses de idade. Os resultados dos rendimentos obtidos com as
extracdes sequencias estdo na TABELA 2. O maior rendimento foi detectado
nas fracbes hemiceluldsicas, seguido da fracdo lignocelulésica e pectinas.
Resultados semelhantes foram obtidos em coledptilos de milho (Z. Coleopiles)
(CARPITA, 1983) e parénquima de feijao (Phaseolus coccineus) (O'NEILL;
SELVENDRAN, 1983).

O estresse salino diminuiu a solubilizacdo de pectinas extraidas com
agua e das hemiceluloses extraidas a 30°C, aumentando o conteudo do
residuo final insoltvel nas folhas de C. arabica (TABELA 2). A menor extracdo
dos componentes da matriz da parede celular juntamente com o aumento do
residuo final insoluvel sugere que em condicbes de estresse salino ocorre o
aumento das associacdes entre estes polimeros. Plantas de alfafa (Medicago
sativa) com parede celular menos rigida pela inibicdo da sintese de lignina
aumentaram a solubilizacdo de pectinas e hemiceluloses (PATTATHIL et al.,
2012). Desse modo, a reducdo da solubilizacdo de pectinas e hemiceluloses
poderia ser correlacionada com enrijecimento da parede celular.

Iraki, Bressan e Carpita, (1989) relataram alteracbes na extracao de
polissacarideos de células de tabaco (N. tabacum) submetidas ao estresse
salino. Esses autores sugeriram que as hemiceluloses se associam mais
fortemente a parede celular, diminuindo o conteddo de hemiceluloses liberado
no meio de cultura no estresse salino. Adicionalmente, é sabido que para o
crescimento celular é necessario o afrouxamento dos polissacarideos na
parede celular (COSGROVE, 1999). Assim, uma das consequéncias do
estresse salino seria a reducdo do crescimento das plantas (FIGUEIREDO;
FARIA; SILVA, 2005; NAZARIO et al., 2010) devido a maior associacio entre
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os polimeros da parede celular, dificultando o afrouxamento e limitando o
crescimento (HUANG; BECKER; JONES, 2012).

TABELA 2- RENDIMENTO (EM %?) DAS FRAGCOES POLISSACARIDICAS OBTIDAS DAS
FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO ESTRESSE SALINO.

PECTINAS HEMICELULOSES CELULOSE
Dias/Frac&o W (%) | E (%) H30 (%) H70 (%) R (%)
Dia 0 (Controle) 7,3 3,3 23,6 2,0 11,7
Dia 3 3,2 2,4 17,3 4,2 17,1
Dia 6 4.4 5,9 14,6 4,2 15,2
Dia 12 57 54 11,5 3,0 17,0
Dia 25 3,9 5,5 14,5 2,6 17,3

*Em relagao as folhas desclorofiladas e livres de carboidratos de baixa massa
NOTA: Plantas irrigadas com solucdo nutritiva - Controle; Dia 3, 6, 12 e 25 correspondem a
plantas irrigadas com 150 mmol.L™ NaCl por 3, 6, 12 e 25 dias, respectivamente.

O aumento das ligacbes entre polimeros na parede celular estdo
diretamente relacionados aos ROS (ZHOU et al., 2010), que estdo associados
como resposta ao estresse salino (BOTELLA et al.,, 1994; GORETA et al.,
2008; CHAWLA; JAIN; JAIN, 2012). Portanto, estes resultados sugerem que o
estresse salino induz a mudancas na organizacdo dos polimeros da parede
celular modificando sua extratibilidade.

5.2.2 Polissacarideos da fracao W

Ara e Gal sdo os monossacarideos mais abundantes na fracdo W
(FIGURA 17A), sugerindo a presenca de arabinogalactanas como relatado para
A. thaliana (ZANDLEVEN et al., 2007). O espectro de FT-IR da fragdo W
confirmou a presenca de arabinogalactanas tipo Il (FIGURA 17B), indicadas
pelas bandas de 1076 e 1043 cm™ (KACURAKOVA et al., 2000). Algumas
bandas foram atribuidas a homogalacturonanas (1645, 1325, 1150, 1100,
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1020 cm™) e foram mais intensas na fracdo extraida de plantas submetidas ao
estresse salino (WILSON et al., 2000; RECIO, 2003).

Acidos urdnicos e Rha, que sdo componentes das pectinas, além de
Fuc também foram detectados. A ocorréncia de Man e Glc poderia estar
relacionada a presenca de glucomananas, presentes nas folhas de ginko
(Ginkgo biloba) (YANG; ZHOU; LIANG, 2009), salva (Salvia officinalis)
(CAPEK, 2009), barba de bardo (Arum maculatum) (KOLEVA; GIOREVA,
1986) e babosa (Aloe vahombe) (VILKAS; RADJABI-NASSAB, 1986). A Xyl
poderia ser derivada de xilogalacturonanas, identificada nas folhas de caqui
(D. kaki) (DUAN et al., 2003).

O estresse salino promoveu aumento do contetdo de acidos urdnicos e
Glc na fracdo W, enquanto o conteddo de Man e Xyl foi diminuido (FIGURA
17A). Células de tabaco (N. tabacum) submetidas ao estresse salino
apresentaram aumento da extratibilidade de polissacarideos &cidos,
provavelmente por reducao de suas interacbes com RGI (IRAKI et al., 1989b).
Assim, esta poderia ser uma resposta tipica da parede celular ao estresse
salino. A reducao de Xyl pode estar relacionada a maiores ligacdes de
xilogalacturonanas na parede celular em condicbes de estresse salino
(SAULNIER; THIBAULT, 1999; BARAKAT et al., 2007). E a reducao da Man
também pode estar relacionada a maior associacao envolvendo glucomananas,
que foram relatadas necessarias para manter a estrutura dos vasos
transportadores de alamo (P. tremula) (KIM; DANIEL, 2012a).

O perfil de eluicdo por HPSEC da fracdo W estd apresentado na
FIGURAL17C. Na fracdo controle foram identificados trés picos principais,
eluindo em torno de 48, 52 e 58 min, sendo o dultimo bem alargado,
representando ampla faixa de massas moleculares. Durante o estresse salino,
foi observado aumento da intensidade dos picos eluindo em torno de 48 e 52
min. Para a fracdo de menor massa molecular (maior tempo de eluicédo), houve
deslocamento para tempos maiores de eluicao e redugéo na polidispersao.

Durante o tratamento enzimatico para remoc¢do do amido da fracéo E

nao sobrou material suficiente para as analises quimicas.
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FIGURA 13- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (A), ESPECTRO DE FT-IR (B) E ANALISE
POR HPSEC COM DETECTOR DE RI (C) DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM
AGUA A 80°C (FRACAO W) DAS FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO ESTRESSE
SALINO.

NOTA: Plantas irrigadas com solugdo nutritiva - Controle; Dia 3, 6, 12 e 25 correspondem a
plantas irrigadas com 150 mmol.L™ NaCl por 3, 6, 12 e 25 dias, respectivamente. Carboidratos
neutros determinados por GLC na forma de acetatos de alditol; &cidos urdnicos determinados
por método colorimétrico (BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros indicam S.E.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.2.3 Polissacarideos das fragdes hemiceluldsicas

A composicdo monossacaridica da fracdo hemiceluldsica extraida a
30°C das plantas controle apresentou como principal monossacarideo Ara,
seguido por concentracdes equivalentes de Xyl, Glc, e Gal sugerindo a
presenca de arabinoxilanas e arabinogalactanas (FIGURA 14A). A presenca de
Fuc nesta fracdo sugere que a Glc, assim como parte da Xyl e Gal sejam
provenientes de xiloglucanas. A fracdo extraida a 70°C também apresentou Ara
em elevada concentracdo, mas nesta, os acidos urdnicos foram o segundo
componente mais abundante, provavelmente devido a presenca de
glucuronoxilanas. Glc, Gal e Xyl também foram detectados (FIGURA 16A).
Resultados similares foram publicados para fragcdes hemicelul6sicas de folhas
de café (C. arabica) (CECY; CORREA, 1984) e de A. thaliana (ZABLACKIS et
al., 1995).

Os espectros de FT-IR das fracbes H30 (FIGURA 14B) apresentaram
bandas relacionadas a xilanas (1420 cm™), xiloglucanas (1162 cm™) e
glucuronoxilanas (1162 e 1043 cm™) (KACURAKOVA et al., 2000).

Durante o estresse salino, a concentracdo de Xyl e acidos urdnicos
aumentou na fracdo H30, enquanto a de Gal, Ara e a de Glc diminuiram. O
espectro de infravermelho confirmou a presenca e o aumento das bandas
relacionadas as xilanas (1420, 1162 e 1043 cm™) de acordo com a referéncias
citadas na literatura (KACURAKOVA et al., 2000; MARGA; GALLO;
HASENSTEIN, 2003) (FIGURA 14B).
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FIGURA 14- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (A), ESPECTRO DE FT-IR (B) E ANALISE
POR HPSEC COM DETECTOR DE RI (C) DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM
NaOH 4MOL.L™ A 30°C (FRAGAO H30) DAS FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO
ESTRESSE SALINO.

NOTA: Plantas irrigadas com solucdo nutritiva - Controle; Dia 3, 6, 12 e 25 correspondem a
plantas irrigadas com 150 mmol.L™ NaCl por 3, 6, 12 e 25 dias, respectivamente. Carboidratos
neutros determinados por GLC na forma de acetatos de alditol; &cidos urdnicos determinados
por método colorimétrico (BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros indicam S.E.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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O perfil de eluicdo por HPSEC das fracbes H30 controle e submetidas
a estresse salino apresentou quatro picos principais (38, 47, 55 e 61 min)
(FIGURA 14C). Durante o estresse salino, foi observado deslocamento dos
picos para tempos de eluicdo menores sugerindo aumento da massa molecular
dos polissacarideos desta fracdo. O aumento do tamanho dos polissacarideos
esta relacionado a enrijecimento da parede celular (LABAVITCH; RAY, 1974a;
b; GILKES; HALL, 1977; MASUDA, 1990; COSGROVE, 1999), possivelmente
por aumentar as interagdes entre os polissacarideos (BAI; HU; XU, 2012).

Os espectros de RMN-C das fraces H30 controle e durante 25 dias
de estresse salino (FIGURA 15) foram similares, no entanto, mudancas na
intensidade de certos sinais foram observadas. Na regido anomérica, sinais em
6 100,0; 101,6; 104,6 e 107,6 ppm podem ser atribuidos a a-acidos urdnicos
(VRIESMANN; PETKOWICZ, 2009); B-Xyl (ROUBROEKS; ANDERSSON;
AMAN, 2000); B-Gal (CRUZ et al., 2010; MATULOVA et al., 2011), o-Ara
(MANDAL et al., 2011), respectivamente.

Similarmente a fracdo H30, a fracdo H70 apresentou Ara e Xyl como
principais monossacarideos (FIGURA 16A). No entanto, foram observadas
diferencas nas propor¢cdes dos monossacarideos. Quando comparada a fragdo
H30, a fracdo H70 apresentou maiores concentracbes de Rha e acidos

urénicos, indicando maior extracao de pectinas.
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FIGURA 15 — ESPECTRO DE RMN-*C DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM DE
NaOH 4MOL.L™ A 30°C (FRAGAO H30) DAS FOLHAS DE C. arabica CONTROLE (A) E
SUBMETIDAS A 25 DIAS DE ESTRESSE SALINO (B).

Em comparacdo ao controle, a fragdo H70 proveniente de plantas
submetidas a estresse salino apresentou maior quantidade de Xyl e acidos
urénicos, enquanto o contetudo de Ara e Gal diminuiu (FIGURA 16A).

O perfil de eluicdo por HPSEC da fracdo H70 controle apresentou trés
principais picos (em torno de 49, 56 e 61 min) (FIGURA 16B). Quando
comparado ao controle, houve deslocamento dos picos eluindo em 51 e 61 min
para tempos de eluicdo menores nas fracdes obtidas de plantas submetidas a
estresse salino, sugerindo aumento da massa molecular. No entanto, para os
polimeros maiores, que eluiram primeiro, houve deslocamento para tempos de
eluicdo menores, sugerindo diminuicdo da massa molecular. Este efeito pode
estar relacionado ao aumento de ROS causando a clivagem deste grupo de
polimeros (SCHWEIKERT, LISZAKAY; SCHOPFER, 2002). O aumento nos
tamanhos dos polissacarideos menores nas fragbes extraidas durante o
estresse corrobora a ideia de aumento das associacbes entre 0s

polissacarideos na parede celular.
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FIGURA 16- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (A) E ANALISE POR HPSEC COM
DETECTOR DE RI (B) DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM NaOH 4MOL.L™* A 70°C

(FRACAO H70) DAS

FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO ESTRESSE SALINO.

NOTA: Plantas irrigadas com solucdo nutritiva - Controle; Dia 3, 6, 12 e 25 correspondem a
plantas irrigadas com 150 mmol.L™* NaCl por 3, 6, 12 e 25 dias, respectivamente. Carboidratos
neutros determinados por GLC na forma de acetatos de alditol; acidos urénicos determinados
por método colorimétrico (BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros indicam S.E.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.2.4 Polissacarideos e monolignois da fracao lignocelulésica

O residuo final insoluvel apresentou como principal componente a Glc
comprovando a presenca de celulose nesta fracdo. Pequenas proporcdes dos
monossacarideos nao celuldsicos foram detectadas (FIGURA 17A). O estresse
salino causou pequenas variagdes na propor¢ao destes componentes.

A presenca de parede secundaria no material de estudo foi confirmada
pelas andlises de monolignois da lignina no residuo final insolavel
(FIGURA 21B). A composi¢cédo dos monolignois apresentou a forma G e S como
principais tipos presentes na fracdo R, 0s quais ocorrem principalmente em
angiospermas (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003).

Nas condicdes de estresse salino houve aumento da concentracéo das
formas G e S. Este aumento no contetdo de monolignol corrobora com 0s
resultados obtidos de folhas de morango (F. ananassa) submetidas ao estresse
térmico (GULEN; ERIS, 2004). A polimerizacédo de lignina requer peroxidases
ou lacases mais H,O, (MOURA et al., 2010). O estresse salino foi relacionado
como causa da producdo de ROS e H,0, em plantas (SUZUKI; MITLLER,
2006; GORETA et al., 2008; CHAWLA; JAIN; JAIN, 2012) e poderia gerar H,0;

na folha de café estimulando a polimerizacdo dos monolignois.
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FIGURA 17- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (A) E DOS MONOLIGNOIS (B) DO
RESIDUO FINAL INSOLUVEL (FRACAO R) DAS FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO

ESTRESSE SALINO.

NOTA: Plantas irrigadas com solucdo nutritiva - Controle; Dia 3, 6, 12 e 25 correspondem a
plantas irrigadas com 150 mmol.L™ NaCl por 3, 6, 12 e 25 dias, respectivamente. Carboidratos
neutros determinados por GLC na forma de acetatos de alditol; &cidos urdnicos determinados
por método colorimétrico (BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Monolignois na forma aldeidica
determinados por HPLC. Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.2.5 Microscopia éptica e eletronica

O mesofilo foliar de C. arabica é organizado como uma Unica camada
de células alongadas do parénquima palicadico e menor proporcdo de células
do parénquima esponjoso com formato irregular, que permitem a circulagao de
gases nos espacos intercelulares (FIGURA 18A e C). Durante vinte e cinco
dias de estresse, o parénquima palicadico apresentou-se mais espacados e
com células mais finas em relacdo ao controle. Consequentemente, a
espessura total da folha foi também diminuida (FIGURA 18B e D).

Diferencas na ultraestrutura foram detectadas entre o grupo controle e
as folhas provenientes de plantas submetidas ao estresse salino (FIGURA 19).
As células do mesofilo revelaram que os cloroplastos das células de plantas
controle possuiam forma elipsoidal com sistemas de membranas bem
desenvolvidos compostos de grana e estroma com amido; as membranas dos
cloroplastos estavam intactas e sem danos (FIGURA 19A e C). Os tilacoides do
grana e do estroma estdo ordenados e bem densos e alguns plastoglobulo
foram observados no controle. Porém, durante o estresse salino, os tilacoides
apresentam-se levemente inchados e altamente desorganizados, além de
apresentar decréscimo do amido (FIGURA 19B e D). Estes efeitos foram
observados em folhas de arroz (O. sativa) submetidas ao estresse térmico
(ZHANG et al., 2009b) e a senescéncia (ZHANG et al., 2010b) e em folhas de
soja submetidas ao estresse térmico (ZHANG et al., 2009a; ZHANG et al.,
2010b; DJANAGUIRAMAN et al., 2011).



79

- . :
FIGURA 18- ESTRUTURAS MICROSCOPICAS DAS FOLHAS DE C. arabica: CONTROLE
(100x) (A); 25 DIAS DE ESTRESSE SALINO (100x) (B); CONTROLE (200x) (C); E 25 DIAS DE
ESTRESSE (200x)

NOTA: Epiderme (e); Vasos (xilema e floema) (v); Parénquima Esponjoso (sp); Parénquima
Palicadico (pp); Estdmato (s). Coloragdo com azul de toluidina 0,05%.
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FIGURA 19- MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DAS CELULAS DO
MESOFILO DAS FOLHAS DE C. arabica. CELULAS CONTROLE (A); CELULAS
SUBMETIDAS A 25 DIAS DE ESTRESSE SALINO (B); CLOROPLASTOS CONTROLE (C); E
CLOROPLASTOS DE CELULAS SUBMETIDAS A 25 DIAS DE ESTRESSE SALINO (D-F).

NOTA: Parede Celular (CW); Mitocondria (M); Plastoglobulo (PG); Cloroplastos (C); Tilacoides
(T); E Amido (S).
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5.3 ESTRESSE HIDRICO

5.3.1 Rendimento das fracdes de polissacarideos

As plantas de C. arabica submetidas ao estresse hidrico tinham 18
meses e cerca de 70cm de altura. Os rendimentos das fracOes
hemicelulosicas (H30 e H70) e celuldsica foram similares enquanto as fracdes
pécticas apresentaram menores rendimentos (TABELA 3).

Durante o estresse hidrico o rendimento das fracbes pécticas e
hemiceluldsicas foi aumentado, sugerindo que o estresse hidrico diminuiu as
interacdes entre os polissacarideos da parede celular. Resultados semelhantes
foram obtidos em culturas de células adaptadas ao estresse salino e osmotico
(IRAKI et al., 1989b). O aumento da solubilizacdo de pectinas e hemiceluloses
sdo respostas tipicas do relaxamento da parede celular em resposta ao
crescimento celular (COSGROVE, 1999; PAULY et al.,, 2000; THOMPSON,
2005). A reducéao do enrijecimento da parede celular foi relatada em coledptilos
de trigo (T. aestivum) (WAKABAYASHI; HOSON; KAMISAKA, 1997), folhas de
milho (Z. mays) (ACEVEDO; HSIAO; HENDERSON, 1971), hipocétilo de
abobora (Cucurbita maxima) (SAKURAI; TANAKA; KURAISHI, 1987a; c), em
folhas de uva (Vitis vinifera) (SWEET et al., 1990) em condicbes de estresse

hidrico.

TABELA 3- RENDIMENTO (EM %%) DAS FRACOES POL]SSACAR[DICAS OBTIDAS DAS
FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

PECTINAS HEMICELULOSES | CELULOSE
Tratamento/Fracéo | W (%) E (%) H30 (%) | H70 (%) R (%)
Controle 2,8 1,6 11,6 7,4 15,0
Moderado 4,2 3,3 12,2 3,2 12,0
Severo 3,3 4,8 21,1 3,7 12,2

*Em relagao as folhas desclorofiladas e livres de carboidratos de baixa massa
NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa.
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Para a fracdo celuldsica, observou-se discreta reducéo do rendimento
com o estresse hidrico (TABELA 3). Resultados semelhantes foram obtidos em
raizes de cultivares de trigo (T. aestivum) (KONNO et al., 2008) e em células
de tabaco (N. tabacum) (IRAKI et al., 1989a) submetidas ao estresse hidrico.

Durante o tratamento enzimatico para remoc¢do do amido o rendimento
das fragcbes pécticas foi muito baixo, impossibilitando as andlises das fracdes
W e E.

5.3.2 Polissacarideos das fragBes hemicelulosicas

A composicao monossacaridica das fragdes hemiceluldsicas das folhas
de plantas de café utilizadas para avaliagdo dos efeitos do estresse hidrico
(FIGURA 20A e 14A) foi semelhante a descrita anteriormente para as plantas
utilizadas para estudo do estresse térmico. Os resultados sugerem a presenca
de arabinoxilanas e glucuronoxilanas. Resultados semelhantes foram descritos
para C. arabica L. var Mundo Novo (WENZEL; CORREA, 1977; CECY;
CORREA, 1984).

Durante o estresse hidrico foram observadas poucas alteracdes na
fracdo H30. Na condicdo de estresse moderado, a concentracdo de Xyl
aumentou levemente, enquanto a de Glc e a de Man diminuiram. Estas
alteracbes podem estar relacionadas a solubilidade aumentada de
arabinoxilanas que estdo envolvidas no uso eficiente da agua pelas plantas
(ZHANG et al.,, 2010a) e a reducdo da solubilidade de glucomananas
relacionada a maior flexibilidade da parede celular nos tecidos vegetais (KIM;
DANIEL, 2012a). No estresse severo observou-se aumento do contetdo de Gal
e Fuc (FIGURA 20A).
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FIGURA 20- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (A) E ANALISE POR HPSEC COM
DETECTOR DE RI (B) DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM NaOH 4MOL.L™ A 30°C
(FRACAO H30) DAS FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa.
Carboidratos neutros determinados por GLC na forma de acetatos de alditol; acidos urénicos
determinados por método colorimétrico (BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros
indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01, E ***p<0,001.

O perfil de eluicao por HPSEC das fracdes H30 controle e das plantas
submetidas ao estresse hidrico apresentou trés picos principais (44, 55 e
61 min) (FIGURA 20B). Durante o estresse hidrico foram detectadas alteracdes
nas amplitudes destes picos em comparagcao ao controle. Para a fragao H30

proveniente de plantas submetidas a estresse severo, os resultados sugerem
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diminuicdo da concentracdo dos polissacarideos maiores e aumento da

concentracéo da fracao que elui em torno de 55 min.

45
o+ 4
B Confrole
401 o B Moderado
L =
= E = Severo
35 ==
I:I E
I.I E
30 =
=
=
=
254 L E
=S = 5
201 =I=
=
=
I.I E
15 l=
= 5 ==
= ® 2 H
101 =1= - o 5
= o = =
S =lE 15
= == =
= = ol 5 =
E I:I E & gk ':' E ': E
loI= S e Sl = B
Rha Xyl Man Gal Glc Fuc UroA
0.020
C Controle B
C I |{oderado
0015 I Sewero
o.010—
g€ [
0.005—
0.000 ==
-'I:l.'l:'I:IE-—' 1 | | | | | | 1
o 50 Tempa (min) &0

FIGURA 21- COMPOSICAO MONOSSAQARIDICA (A) E ANALISE POR HPSEC COM
DETECTOR DE RI (B) DOS POLISSACARIDEO EXTRAIDOS COM NaOH 4'MOL.L'l A 70°C
(FRACAO H70) DAS FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa.
Carboidratos neutros determinados por GLC na forma de acetatos de alditol, e acidos urénicos
determinados por método colorimétrico (BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros
indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Em comparacdo ao controle, as fragbes H70 isoladas de plantas
submetidas ao estresse hidrico apresentaram maior quantidade de Xyl,
enquanto o conteudo de Ara, Glc, Gal e Man diminuiu. Porém, ndo houve
diferencas no conteudo de &cidos urdnicos (FIGURA 21A). O aumento
observado no teor de Xyl associado ao decréscimo no conteudo de Ara poderia
estar relacionado a mudancas nas ligagbes cruzadas de cadeia principais de
glucuronoarabinoxilanas com fibras de celulose (URAHARA et al., 2004).

O perfil de eluicdo por HPSEC das fracdes H70 apresentou trés picos
principais (49, 55 e 61min). Durante o estresse hidrico, os picos eluindo em 49
e 55 min foram deslocados para tempos de eluicdo maiores, indicando reducgéo
da massa molecular dos polissacarideos extraidos (FIGURA 21B). A reducao
do tamanho de polissacarideos € descrita como principal efeito do
afrouxamento da parede celular (REIS; VIAN; ROLAND, 1994; WHITNEY et al.,
1999; PAULY et al., 2000; BOURQUIN et al., 2002).

5.3.3 Polissacarideos e monolignois da fracao lignocelulésica

Além da Glc, o residuo final insoltvel apresentou quantidades elevadas
de Xyl e os outros monossacarideos em menores concentracdes
(FIGURA 15A) indicando forte associagdo dos polissacarideos nédo celulésicos
a celulose nas folhas maduras de café.

Durante o estresse houve pequeno aumento do conteddo de &cido
urénico (FIGURA 22A). Tal resposta no residuo final pode estar relacionada a
interacdbes mais fortes no residuo lignocelulésico com glucuronoxilanas
(IMAMURA et al., 1994) em condicfes de estresse hidrico.

A composicdo dos monolignois do residuo final do estresse hidrico ndo
apresentou alteracbes em relagdo ao controle para os monolignois G e S e
para o monolignol H apenas leve reducgéo foi observada (FIGURA 22B). Desse
modo, em condi¢cfes de estresse hidrico, C. arabica ndo altera a concentracéo
de lignina da parede celular. Como a lignina esta diretamente relacionada ao

enrijecimento da parede celular, este resultado corrobora a hipbtese
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apresentada de que o estresse hidrico ndo causa enrijecimento da parede
celular.
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FIGURA 22- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (A) E DOS MONOLIGNOIS (B) DO
RESIDUO FINAL INSOLUVEL (FRACAO R) DAS FOLHAS DE C. arabica SUBMETIDAS AO
ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa.
Carboidratos neutros determinados por GLC na forma de acetatos de alditol; acidos urénicos
determinados por método colorimétrico (BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Monolignois na
forma aldeidica determinados por HPLC. Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001.
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5.3.4 Microscopia eletrénica de transmissao

A microscopia eletrbnica de transmissdo das células do mesofilo
submetidas ao estresse hidrico demonstra claramente reducdo do contetdo de
amido dos cloroplastos e leve disrupcdo dos sistemas de membranas dos
tilacoides dos cloroplastos (FIGURA 23). Efeitos semelhantes foram obtidos em
folhas de lirio em condicbes de estresse hidrico (ZHANG et al., 2011). Este
resultado pode estar relacionado as necessidades aumentadas de energia em
resposta ao estresse hidrico (CAVATTE et al., 2012).

0.5 ‘é',“", g
FIGURA 23- MICROSCOPIA ELETRONICA DE ,TRANSMISSAO DAS CELULAS DO
MESOFILO DAS FOLHAS DE C. arabica. CELULAS CONTROLE (A); CELULAS

SUBMETIDAS AO ESTRESSE SEVERO (B); CLOROPLASTOS CONTROLE (C); E
CLOROPLASTOS DE CELULAS SUBMETIDAS AO ESTRESSE SEVERO.

NOTA: Parede Celular (CW); Plastoglébulo (PG); Cloroplastos (C); Tilacoides (T); E Amido (S).
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5.4 CLONES 14 E 109A DE C. Canephora

Plantas de C. canephora, também chamada de café robusta,
normalmente apresentam mais tolerancia ao estresse hidrico. Cruzamentos
entre suas variedades geraram os clones tolerante (clone 14) e sensivel (clone
109A) ao estresse hidrico (DAMATTA et al.,, 2003). Investigacbes das
caracteristicas que garantem a tolerancia do clone 14 foram realizadas
(PINHEIRO et al., 2004; MIRNA HILAL, 2007; PRIVAT et al., 2008; MONDEGO
et al., 2011), mas nao ha informacdes acerca das alteracdes na parede celular.
Um dos objetivos desse trabalho foi comparar as alteragdes na parede celular
de ambos os clones submetidos ao estresse hidrico e indicar as caracteristicas
da parede celular do clone tolerante que podem estar relacionadas a essa

tolerancia.

5.4.1 Quantificacdo dos RFOs

Muitos autores (SARAVITZ, PHARR; CARTER-JR., 1987; KUO;
VANMIDDLESWORTH; WOLF, 1988; LOWELL; KUO, 1989) sugerem gue 0s
RFO, principalmente rafinose e estaquiose, estao relacionados com o processo
de tolerancia ao estresse osmético, promovendo a formacdo de um estado
vitreo que protege as macromoléculas (LEOPOLD; SUN; BERNAL-LUGO,
1994; SPRENGER; KELLER, 2000; PENNYCOOKE; JONES; STUSHNOFF,
2003; MOORE, 2006; MOORE et al., 2007; SANTOS, 2008b). Castillo et al.
(1990), sugeriram que RFO podem, também, fornecer microambiente de agua
e de grupos hidroxilicos, protegendo proteinas de membrana e outras
moléculas biologicamente ativas da desnaturacdo durante o processo de
dessecacao das sementes.

Santos et al. (2011), no IAPAR, verificaram que folhas de C. arabica
submetidas aos estresses hidrico, salino e térmico apresentaram alteragbes na
composicdo dos RFOs. Estes resultados estimularam o presente trabalho na

avaliacdo dos RFOs nos clones sensivel e tolerante ao estresse hidrico de C.



89

canephora. Os resultados destas analises serdo comparados as mudancgas no
padrdo de expressdo das enzimas relacionadas a sintese dos RFO em
condi¢bes de estresse em trabalho de doutorado que esta sendo desenvolvido

no IAPAR.
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FIGURA 24- QUANTIFICACAO DOS RFOs DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE
(CLONE 14) E SENSIVEL (CLONE 109A) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 Mpa; Severo:-4,5 Mpa,;
Recuperado: material coletado 72 h ap0s re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo. Oligossacarideos determinados por
HPLC. Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

As guantidades dos oligossacarideos avaliados (estaquiose, rafinose e
galactinol) sofreram alteracdes em condi¢6es de estresse hidrico nos clones de
C. canephora (FIGURA 24). No clone tolerante (14) a concentracdo de
estagquiose aumentou significantemente e a de rafinose apresentou a mesma
tendéncia, enquanto o conteldo de galactinol diminuiu. No clone sensivel
(109A) todas as concentracdes dos oligossacarideos da familia da rafinose
foram diminuidas no estresse hidrico, exceto a concentragéo de estaquiose no

estresse moderado. Assim, a alta suscetibilidade do clone sensivel ao estresse
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hidrico pode estar associada ao baixo controle osmatico, enquanto que o clone

tolerante se reajusta melhor em condic¢des de estresse hidrico (FIGURA 24).

5.4.2 Rendimento das fracdes de polissacarideos

As plantas de C. canephora, clone 14 e 109A (tolerante e sensivel ao
estresse hidrico, respectivamente) submetidas ao estresse hidrico tinham 18
meses de idade e cerca de 70 cm de altura. As folhas destas plantas foram
submetidas a extracbes sequenciais para isolamento de pectinas,
hemiceluloses e celulose de acordo com o esquema da FIGURA 6.
Previamente as extracdes, o material vegetal foi submetido a tratamento
enzimatico para remocdo de amido. Os rendimentos das fragbes
polissacaridicas obtidas estdo dispostos na TABELA 4.

TABELA 4- RENDIMENTO (EM %% DAS FRA(;O]ES POLISSACARIDICAS DAS FOLHAS DE
C. canephora TOLERANTE (CLONE 14) E SENSIVEL (CLONE 109A) SUBMETIDAS AO
ESTRESSE HIDRICO.

PECTINAS HEMICELULOSES CELULOSE
Clone/ W (%) E (%) H30 (%) H70 (%) R (%)

Tratamento 714 T109A | 14 [ 109A | 14 |109A| 14 |109A| 14 | 109A
Controle 29| 33 |06 26 |252| 154 (11,7 | 13,8 | 23,2 | 26,7
Moderado |20]| 3,2 [05| 3,1 |20,3| 158 |13,7| 14,9 | 26,6 | 29,1
Severo 25| 71 (04| 26 234|216 |165| 11,3 |24,9| 32,6
Recuperado | 2,8 | 125 |04 | 56 |256| 229 |13,8| 15,0 | 20,4 | 21,5

*Em relagao as folhas desclorofiladas e livres de carboidratos de baixa massa

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa,;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo.

A fracdo controle do clone tolerante apresentou menor solubilizacdo de

pectinas e maior solubilizacdo de hemiceluloses comparadas a fragdo controle
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do clone sensivel (TABELA 4). Por solubilizar grande quantidade de
hemicelulose o clone sensivel apresentou menor rendimento no residuo final
comparado ao clone sensivel. Resultados semelhantes foram obtidos para
raizes de trigo (T. aestivum e T. durum) tolerantes e sensiveis ao estresse
hidrico (KONNO et al., 2008; LEUCCI et al., 2008) e em células de tabaco (N.
tabacum) tolerantes ao estresse hidrico (IRAKI et al., 1989a), que
apresentaram menores propor¢des de celulose e aumento da solubilizagcéo de
hemiceluloses. Estes resultados sugerem que ha associacdes mais fortes entre
as pectinas e os polimeros da parede celular na espécie tolerante de C.
canephora comparado a sensivel ao estresse hidrico.

Durante o estresse hidrico foram verificadas importantes diferencas no
rendimento das fracdes isoladas dos dois clones. A solubilizacdo das fracdes
pécticas no clone tolerante foi levemente diminuida, mas retornou ao valor do
controle durante o periodo de recuperacdo. Por outro lado, o clone sensivel,
que j& apresentava maior solubilizacdo de pectinas, durante o estresse hidrico
aumentou ainda mais o rendimento desta fracdo, mesmo durante a
recuperacdo das plantas (TABELA 4). Resultados semelhantes foram obtidos
em raizes de trigo (T. aestivum) tolerantes ao estresse hidrico (KONNO et al.,
2008) e em folhas de abeto (Picea glauca) (ZWIAZEK, 1991) e foram
correlacionados a maiores interacfes entre os polissacarideos da matriz da
parede celular (LEUCCI et al., 2008). As interagcbes mais fortes entre 0s
polimeros poderiam contribuir para o enrijecimento da parede celular,
contribuindo para a maior resisténcia ao estresse hidrico.

Os rendimentos das fracbes hemiceluldsicas reforcam a hipotese de
maiores associacfes dos polimeros na parede celular do clone tolerante.
Durante o estresse hidrico, no clone tolerante observou-se reducéo da extracédo
de hemiceluloses a 30°C e aumento na extracdo a 70°C. Por outro lado, no
clone sensivel, houve aumento da extracdo de hemiceluloses nas duas
condi¢cbes de extracdo. Resultados semelhantes foram obtidos em culturas de
células de tabaco (N. tabacum) adaptadas aos estresses salinos e hidricos
(TERRY; JONES, 1981). Enquanto, Leucci et al. (2008) verificaram em raizes
de trigo (T. durum) tolerante ao estresse hidrico diminuicdo do rendimento de
hemiceluloses durante o estresse hidrico. Efeitos opostos foram relatados no

crescimento celular, no qual ha afrouxamento da parede celular com a
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solubilizacdo aumentada de hemiceluloses (FRY, 1980), corroborando com a

hipotese de enrijecimento nas paredes celulares do clone tolerante.

5.4.3 Polissacarideos das fracdes pécticas

Os polissacarideos acidos foram mais abundantes na fracdo W
controle do clone tolerante (FIGURA 25A) do que no clone sensivel
(FIGURA 25B). Adicionalmente, o estresse hidrico promoveu aumento da
solubilizac@o de polissacarideos acidos no clone tolerante, enquanto no clone
sensivel houve reducdo. O maior conteudo de &cidos urdnicos no clone
tolerante pode ser uma caracteristica que conferem maior tolerancia ao
estresse hidrico, visto que o comportamento é semelhante semelhante ao
relatado em células em cultura de tabaco (N. tabacum) tolerantes ao estresse
hidrico (IRAKI et al., 1989b).

A elevada concentracdo de Glc na fragdo W em ambos os clones
indica a presenca de amido mesmo com o0 tratamento enzimatico prévio,
confirmado pelo o que foi confirmado com teste do iodo. O clone sensivel
apresentou maior concentracdo de amido em comparacéo ao clone tolerante e
em ambos os clones o estresse hidrico diminuiu o contetdo de amido
(FIGURA 25 A e B).

Ambos os clones quando submetidos a estresse hidrico apresentaram
aumento da solubilizacdo de polissacarideos contendo Ara e Gal, podendo
estar relacionado a presenca de arabinogalactanas, as quais foram extraidas
com agua quente de folhas de eudicotiledéneas (DUAN et al.,, 2004) e em
graos de café (C. arabica) (CAPEK et al., 2010). O espectro de FT-IR da fracéo
W confirmou a presenca arabinogalactanas do tipo Il (FIGURA 26A e B),
indicadas pelas bandas correspondentes de 1078, 1045 cm™. Bandas em
1150, 1100 e 1020 cm™ referente aos &cidos urdnicos das pectinas
(KACURAKOVA et al., 2000) também foram identificadas. Adicionalmente, o
espectro de FT-IR desta fracdo apresentou bandas entre 1600 e 1500 cm™ que
correspondem a proteinas (KACURAKOVA et al., 1999).
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FIGURA 25- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS

COM AGUA A 80°C (FRAGAO W) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE (CLONE 14)
(A) E SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo. Carboidratos neutros determinados por
GLC na forma de acetatos de alditol; acidos urénicos determinados por método colorimétrico
(BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Monolignois na forma aldeidica determinados por HPLC.
Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Durante o estresse hidrico o clone tolerante apresentou menor
solubilizacdo de arabinogalactanas comparado ao clone sensivel, sugerindo
que as arabinogalactanas estdo mais associadas na parede celular do clone
tolerante. Arabinogalactanas do tipo Il foram associadas, em muitos processos
biolégicos, a proliferacdo e sobrevivéncia celular. Foi proposto que
arabinogalactanas do tipo Il podem estar envolvidas no enrijecimento da
parede celular por estresse oxidativo (SEIFERT; ROBERTS, 2007).
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FIGURA 26- ESPECTRO DE FT-IR DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM AGUA A
80°C (FRAGAO W) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE (CLONE 14) (A) E
SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa;
Recuperado: material coletado 72 h apés re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo.
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Os perfis de eluicdo por HPSEC das fracdes W extraidas das folhas de
plantas de C. canephora, tolerante e sensivel ao estresse hidrico estdo
apresentados na FIGURA 27.
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FIGURA 27- ANALISE POR HPSEC COM DETECTOR DE RI DOS POLISSACARIDEOS
EXTRAIDOS COM AGUA A 80°C (FRACAO W) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE
(CLONE 14) (A) E SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa;
Recuperado: material coletado 72 h ap0s re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo.

As fragbes controle dos clones 14 e 109A apresentaram diferentes
distribuicbes de massa molecular. Na frag&o controle obtida do clone tolerante
observou-se a presenca de um pico eluindo antes de 50 min, o qual esta
ausente na fragdo isolada do clone sensivel. Além disto, de modo geral, o
cromatograma da fracdo proveniente do clone tolerante apresenta tempos de
eluicdo inferiores aos observados para a fracdo do clone sensivel. Estes

resultados sugerem a presenca de polissacarideos de maior massa molecular
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no clone tolerante. Paredes celulares mais frouxas possuem polissacarideos de
tamanhos menores (TALBOTT,; RAY, 1992), assim tamanhos maiores nesta
fracdo sugerem que as paredes celulares dos clones tolerantes sdo mais
rigidas em comparacao ao sensivel.

Durante o estresse hidrico, o clone sensivel apresentou maiores
alteracdes no perfil de eluicdo dos polissacarideos da fracdo W que o clone
tolerante (FIGURA 27). Nas fragbes de ambos os clones, os tempos de elui¢ao
foram deslocados para tempos maiores, indicando reducdo do tamanho dos
polissacarideos. Porém, o clone sensivel apresentou diminuicbes mais
acentuadas no tamanho dos polissacarideos. Assim, em condi¢gdes de estresse
hidrico, o controle do tamanho dos polissacarideos da fracdo péctica extraida
com agua pode ter papel na tolerancia ao estresse.

A composi¢cdo monossacaridica da fragdo E controle dos clones de C.
canephora apresentou acidos urdnicos e Glc como principais constituintes
(FIGURA 28). O conteudo de Glc da fracédo E proveniente do grupo controle no
clone tolerante foi maior que no clone sensivel.

Durante o estresse hidrico, na fracdo E do clone tolerante houve
abrupto decréscimo do conteddo de Glc, enquanto no clone tolerante houve
aumento (FIGURA 28A).

Na fracdo E proveniente de plantas submetidas a estresse hidrico, para
o clone tolerante houve aumento do contetddo de Ara, Xyl e Gal, enquanto no

clone sensivel estes monossacarideos foram diminuidos.
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FIGURA 28- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS
COM EDTA 2% (FRAGAO E) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE (CLONE 14) (A) E
SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa,;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo. Carboidratos neutros determinados por
GLC na forma de acetatos de alditol; acidos urénicos determinados por método colorimétrico
(BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001.
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O perfil de eluicdo por HPSEC das fragbes E isoladas dos clones de
C. canephora estd apresentado na FIGURA 29. Os perfis de eluicdo das
fracbes controle dos clones tolerante e sensivel foram semelhantes. Porém, o
pico principal na fracdo E do clone tolerante eluiu em 48 min, enquanto no
clone sensivel o pico correspondente eluiu em 50 min, sugerindo a presenca de
polissacarideos maiores no clone tolerante. Polissacarideos maiores sugerem
maior rigidez da parede celular (TALBOTT; RAY, 1992). Assim, o clone

tolerante possuiria parede celular mais rigida do que o clone sensivel.
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FIGURA 29- ANALISE POR HPSEC COM DETECTOR DE RI DOS POLISSACARIDEOS
EXTRAIDOS COM EDTA 2% (FRACAO E) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE
(CLONE 14) (A) E SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HiDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa,;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo.
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De acordo com os cromatogramas das fragcbes E obtidas durante o
estresse hidrico (FIGURA 29), na fracdo do clone tolerante houve reducao do
tamanho dos polissacarideos. ApoOs a reidratacdo, o clone tolerante tendeu a
retornar ao perfil de eluicdo do controle enquanto no clone sensivel houve

aumento do tamanho dos polissacarideos.

5.4.4 Polissacarideos das fracdes hemicelulosicas

A fracdo hemiceluldsica extraida a 30°C apresentou como principais
monossacarideos Xyl, Glc e Ara (FIGURA 30). A fracdo obtida do clone
tolerante apresentou maior conteldo de Xyl comparado ao clone sensivel que
apresentou Glc como principal monossacarideo. Os resultados sugerem a
presenca de arabinoxilanas e xiloglucanas, como ja relatado para as fracdes
hemiceluldsicas de C. arabica (CECY; CORREA, 1984).

Durante o estresse hidrico observou-se conteiudo de acidos urénicos
superior na fracdo H30 obtida a partir do clone tolerante em comparagdo ao
clone sensivel. O aumento de polissacarideos acidos em condicbes de
estresse hidrico foi relatado em células de tabaco (N. tabacum) tolerantes ao
estresse hidrico (IRAKI et al., 1989b). Este aumento pode estar relacionado a
extragdo de pectinas nesta fracdo, devido a forte associacdo destes
componentes na parede celular (TABELA 4).
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FIGURA 30- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS
COM NaOH 4MOL.L™" A 30°C (FRACAO H30) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE
(CLONE 14) (A) E SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo. Carboidratos neutros determinados por
GLC na forma de acetatos de alditol; acidos urénicos determinados por método colorimétrico
(BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001.
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Os resultados indicam que o estresse hidrico aumentou o contetdo de
Ara extraida de ambos os clones. Porém, o conteddo de Xyl aumentou muito
mais no clone sensivel durante o estresse hidrico comparado ao clone
tolerante. Esse resultado pode estar relacionado a maior resisténcia a
solubilizacdo de hemiceluloses contendo Xyl no clone tolerante devido a
maiores associagfes destes polissacarideos na parede celular.

Os espectros de FT-IR destas fragcbes (FIGURA 31) apresentaram
bandas relacionadas a arabinoxilanas (1408, 1164 cm™) (KACURAKOVA et al.,
1994) e xiloglucanas (1078 1041 cm™) (KACURAKOVA et al., 2000).
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FIGURA 31- ESPECTRO DE FT-IR DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM NaOH
AMOL.L™ A 30°C (FRACAO H30) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE (CLONE 14)
(A) E SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa,;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo.
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Os perfis de eluicdo por HPSEC dos polissacarideos das fracdes H30
dos clones sensiveis e tolerantes ao estresse hidrico foram diferentes entre si e
mudancas mais acentuadas apds as condi¢cbes de estresse hidrico foram
observadas para o clone sensivel (FIGURA 32). De acordo com o0s
cromatogramas, nho clone tolerante o0s polissacarideos eram maiores
comparados ao clone sensivel e ap0s o estresse hidrico as concentracfes
relativas dos polissacarideos maiores aumentaram nas amostras de ambos os
clones. Porém, apos a reidratacdo, o tamanho foi drasticamente diminuido no
clone sensivel comparado ao clone tolerante (FIGURA 32B). Assim, a fracéo
H30 é muito mais sensivel a alteracbes nos polissacarideos comparada ao
clone tolerante, confirmando a menor capacidade de tolerancia ao estresse

hidrico.
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FIGURA 32- ANALISE POR HPSEC COM DETECTOR DE RI DOS POLISSACARIDEOS
EXTRAIDOS COM NaOH 4MOL.L™ A 30°C (FRAGAO H30) DAS FOLHAS DE C. canephora
TOLERANTE (CLONE 14) (A) E SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa,;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo.
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A fracdo H70 apresentou Xyl e Ara como principais monossacarideos
em ambos os clones (FIGURA 33). Acidos urdnicos também est&o presentes
em ambas as fracbes, provavelmente relacionados a presenca de
glucuronoxilanas tipicas da parede secundaria de eudicotileddoneas
(SCHELLER; ULVSKOQV, 2010).

O estresse hidrico alterou a solubilizagdo dos polissacarideos extraidos
com NaOH a 70°C principalmente no clone tolerante. No clone tolerante houve
maior solubilizacdo de polissacarideos contendo Xyl, provavelmente por
aumentar a solubilizacdo de xilanas em condicGes de estresse hidrico, como
relatado em plantas ressurreicdo em condicdes de dessecacdo (MOORE,
2006), enquanto o contetido de Ara, Glc e Gal diminuiram (FIGURA 33B).
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FIGURA 33- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS
COM NaOH 4MOL.L™* A 70°C (FRAGAO H70) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE
(CLONE 14) (A) E SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo. Carboidratos neutros determinados por
GLC na forma de acetatos de alditol; acidos urénicos determinados por método colorimétrico
(BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001.
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Em relacdo ao espectro de FT-IR, a fracdo H70 apresentou também as
mesmas bandas da fracdo H30, sugerindo a presenca das mesmas
hemiceluloses nas duas fracbes (FIGURA 34).
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FIGURA 34- ESPECTRO DE FT-IR DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS COM NaOH
4AMOL.L™ A 70°C (FRACAO H70) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE (CLONE 14)
(A) E SENSIVEL (CLONE 109A) (B), SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIiDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa,;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo.

Os perfis de eluicdo por HPSEC das fracbes H70 de ambos os clones
estdo apresentados na FIGURA 35. A fragcdo controle do clone tolerante
apresentou o principal pico no tempo de eluicdo de 54 min, enquanto o clone
tolerante no tempo de 57 min sugerindo polissacarideos maiores na fragdo H70
do clone tolerante comparada ao clone sensivel. Durante o estresse hidrico,
houve deslocamento para tempos de eluicdo menores em ambos os clones,

indicando aumento do tamanho dos polissacarideos. Porém, durante a
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reidratacdo o clone sensivel alterou drasticamente a eluicdo dos
polissacarideos, enquanto que o clone tolerante deslocou modestamente 0s
picos para tempos de eluicdo maiores. Tais resultados indicam que o clone
tolerante aumenta o tamanho dos polissacarideos durante o estresse hidrico e
apos a reidratacdo possui poucas alteracbes comparadas ao clone tolerante

que diminui drasticamente seus polissacarideos na fracao H70.

0,020 —
015 Caontrale
Moderado
—Coyern
0.010 — e uperado
E
0,005
= -
0,000 ==
_|:||:||:|5 i i | i 4 4 1| ! | A | | | | 1|
Li] 40 Tempo [minj 50 8l
0.025— -
0.020— Canhtrole
b Moderado
0.0 If-: — L oyern
I jm— R iperado
&
o010}
0,005}
0.000%=
-0 .:|.:|5.- P | L L L L i L L L | i L | L
a 40 TempeD (min] 50 &0

FIGURA 35- ANALISE POR HPSEC COM DETECTOR DE RI DOS POLISSACARIDEOS
EXTRAIDOS COM NaOH 4MOL.L* A 70°C (FRAGAO H70) DAS FOLHAS DE C. canephora
TOLERANTE (CLONE 14) (A) E SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE
HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo.
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5.4.5 Polissacarideos da fracéo lignoceluldsica

A Glc foi o principal monossacarideo encontrado no residuo final
insoltvel proveniente de ambos os clones (FIGURA 36). No entanto, o residuo
final tem elevado conteddo de monossacarideos ndo celulésicos. O mais
abundante destes foi Xyl, seguido por Ara, acidos urénicos, Gal, Man, Rha e

tracos de Fuc.
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FIGURA 36- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DOS POLISSACARIDEOS DO RESIDUO
FINAL INSOLUVEL (FRACAO R) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE (CLONE 14)
(A) E SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo. Carboidratos neutros determinados por
GLC na forma de acetatos de alditol; acidos urénicos determinados por método colorimétrico
(BLUMENKRANTZ: ASBOE, 1973). Barra de erros indicam S.E. *p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001.



109

O espectro de FT-IR da fracdo R (FIGURA 37) apresenta bandas
correspondentes & celulose em 1424, 1370, 1162, 1120, 1059, 1033 cm™
(BARON-EPEL; GHARYAL; SCHINDLER, 1988; KACURAKOVA et al., 2000;
MARGA; GALLO; HASENSTEIN, 2003; SIMONOVIC et al., 2011) e a lignina
em 1505 e 1600 cm™ (SIMONOVIC et al., 2011).
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FIGURA 37- ESPECTRO DE FT-IR DOS POLISSACARIDEOS DO RESIDUO FINAL
INSOLUVEL (FRAGCAO R) DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE (CLONE 14) (A) E
SENSIVEL (CLONE 109A) (B) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO.

NOTA: Potencial hidrico foliar: Controle: -1,34 MPa; Moderado: -2,39 MPa; Severo:-4,5 MPa,;
Recuperado: material coletado 72 h apos re-irrigacdo das plantas depois destas atingirem o
potencial hidrico estabelecido como estresse severo.

5.4.6 Microscopia eletronica

A ultraestrutura das células do mesofilo de C. canephora tolerante

(FIGURA 38) e sensivel ao estresse hidrico (FIGURA 39) demonstra
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diminuicdo do conteido de amido em ambos o0s clones em condicbes de
estresse hidrico. Destaca-se conteudo maior de amido no clone sensivel e
maior reducdo deste na condicdo de estresse severo comparado ao clone
tolerante. Diferencialmente ao C. arabica este clone n&o apresentou 0s
plastoglébulo.

Os cloroplastos de ambos os clones apresentaram-se desordenados
na condicdo de estresse severo. O clone sensivel apresentou-se mais
ordenado apoOs a recuperacdo do que o clone tolerante, o que pode estar
relacionado ao seu maior conteludo de amido nos cloroplastos. Assim, a
ultraestrutura do clone tolerante apresenta alteracées mais lentas que o clone

sensivel.
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FIGURA 38- MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DAS CELULAS DO
MESOFILO DAS FOLHAS DE C. canephora TOLERANTE (CLONE 14). CELULAS
CONTROLE (A); CLOROPLASTOS CONTROLE (B); CELULAS DO ESTRESSE SEVERO (C);
CLOROPLASTOS DO ESTRESSE SEVERO (D); CELULAS RECUPERADAS DO ESTRESSE
HIDRICO (E); E CLOROPLASTOS DE CELULAS RECUPERADAS DO ESTRESSE HIDRICO

(F).

NOTA: Parede Celular (CW); Mitocdndria (M); Plastoglébulo (PG); Cloroplastos (C); Tilacoides
(T); E Amido (S).
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FIGURA 39- MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DAS CELULAS DO
MESOFILO DAS FOLHAS DE C. canephora SENSIVEL (CLONE 109A). CELULAS
CONTROLE (A); CLOROPLASTOS CONTROLE (B); CELULAS DO ESTRESSE SEVERO (C);
CLOROPLASTOS DO ESTRESSE SEVERO (D); CELULAS RECUPERADAS DO ESTRESSE
HIDRICO (E); E CLOROPLASTOS DE CELULAS RECUPERADAS DO ESTRESSE HIDRICO

(F).

NOTA: Parede Celular (CW); Mitocdndria (M); Plastoglébulo (PG); Cloroplastos (C); Tilacoides
(T); E Amido (S).
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6. CONCLUSAO

As anadlises das folhas de café submetidas aos estresses abidticos
indicaram alteracdes nos componentes da parede celular (polissacarideos e
lignina), além de alteracbes composicdo dos oligossacarideos e na
ultraestrutura celular das células do mesofilo.

Os estresses térmico e salino causaram modificacfes relacionadas
com enrijecimento da parede celular, como aumento do tamanho dos
polissacarideos e do contetdo de lignina, enquanto o estresse hidrico causou
afrouxamento da parede celular em C. arabica. Estruturalmente, os estresses
térmico e salino diminuiram o conteudo de granulos de amido e alteraram as
organizac6es de membranas internas, diminuiram o tamanho geral das células
do mesdfilo, principalmente do parénquima palicadico. Por outro lado, o
estresse hidrico causou efeitos opostos nos clones de C. canephora tolerante
(clone 14) e sensivel (clone 109A) ao estresse hidrico. Quando comparado ao
clone sensivel, o clone tolerante apresentou resultados que indicam maior
enrijecimento da parede celular, sugerindo que esta pode ser uma

caracteristica relacionada a maior tolerancia ao estresse hidrico.
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