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RESUMO

SILVA, Paulo Eduardo de Menezes, D.Sc., Universidade Federdicosa, agosto de
2014.Aclimatacéo fisiologica e bioquimica a ciclos de deficiéncia hidrica em clonds
Coffea canephora. Orientador: Fabio Murilo DaMatta. Coorientador: Wagner lAraujo.

A aclimatacdo diferencial ou, como vem sendo chamadagemoéria ao estresse,é um
processo que sO recentemente foi mais bem caracterimagidaptas. Contudo, a grande
maioria dos trabalhos aborda esse processo de forgmaemada, centrando apenas na
expressdo de alguns genes ou em poucas respostas morfolbggcdae desses fatos, um
dos principais objetivos do presente trabalho foi aprasemia visdo integrada do
processo de aclimatacao diferencial a seca, em dwsiecHeC. canephora com tolerancia
diferencial a seca (109 sensivel a seca e 120, toleraata)td?, mudas com quatro pares
de folhas, provenientes do enraizamento de estacas de oawiwopicos, foram cultivadas
em casa de vegetacdo, em vasos de 24@uando atingiram, aproximadamente, um,ano
as plantas foram submetidas a regimes hidricos difeisnam grupo de plantas foi
continuamente irrigado (plantas-controle), um segundo gdepplantas foi submetido a
apenas um ciclo de déficit hidrico (C1), enquanto um tercgirpo foi submetido a trés
ciclos de estresse (C3). Cada ciclo de déficit hidriaesistu de duas fases, uma de
desidratacdo e outra, de reidratacdo. A desidratacadeifai mediante suspensao da
irrigacdo, até que a umidade atingisse 25% da agua disponiv@lmoem relacdo a
capacidade de campo. As plantas foram expostas ao t@dédigto por um periodo de 14
dias quando, entdo, foram avaliados parametros fiscwége coletadas amostras para
analises bioquimicas. Apos as avaliacfes, as plantas feidnatadas via elevacdo da
umidade do solo a capacidade de campo (recuperacédo). Naedwmdgada, foi possivel
observar grande similaridade fisiolégica e metabdliteears dois clones, em praticamente
todas as variaveis avaliadas. De modo geral, a seca prongraedes reducdes na
condutividade hidraulica folialkE) que, por sua vez, levou a decréscimos da condutancia
estomatica ds) e, consequentemente, da taxa de assimilacdo liquida denca@),
principalmente no clone 109. A analise de perfil metabdlieeelou uma profunda

reprogramacado metabdlica em ambos os clones, corntumes niveis de praticamente



todos os aminoacidos detectados, além de &cidos orga&nipokdis. O aumento na
biossintese desses compostos esteve diretamente mathzicom o consumo de
carboidratos (glicose, frutose, sacarose e amido) e @w@umento na atividade de
enzimas da glicélise e do ciclo dos acidos tricarboxilicdiss alternativas de
dissipacdo do excesso de energia de excitacdo (fotoagspie biossintese de
compostos secundarios), além de mecanismos de remocabcdésrivres (enzimas do
estresse oxidativo), também foram fortemente induzigésseca, em ambos os clones.
A acdo conjunta desses varios mecanismos de defesapfaz de mitigar os efeitos
deletérios da reducédo da disponibilidade hidrica, evidenciadoapsEncia de danos
celulares (avaliados pela concentracdo de aldeido majémide fotoinibicdo (avaliada
pela eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema 1), al@nmanutencdo do estado
redox celular (razbes NAINADH e NADP/NADPH) em todos os tratamentos,
ressaltando, assim, a importancia da integracdo metalndls processos de tolerancia a
seca. A analise de componentes principais revelou querdagptio tratamento C3, de
ambos os clones, tiveram comportamento distintos, elac&o as plantas dos
tratamentos C1. Com efeito, a maior parte dos ajustkgidos pela seca foi mais
aparente nas plantas do tratamento C3, de ambos os,cfoneelacdo as plantas do
tratamento C1, particularmente no clone 120. Uma vez quplaatas C3 o aumento de
A nado esteve relacionado comdr, € provavel que o conjunto de respostas
diferencialmente moduladas foi o responsavel por gamambielhor desempenho dessas

plantas na seca, em relacdo as plantas que foram stésreeSeca apenas uma vez.
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ABSTRACT

SILVA, Paulo Eduardo de Menezes, D.Sc., Universidade Heder&icosa, august,
2014Physiological and biochemical acclimation to drought cycles in clones of
Coffea canephora. Adviser: Fabio Murilo DaMatta. Co-adviser: Wagner Luiz Aradjo

The differential acclimation, or how it has beenellthe stress memory, is a process
that only recently has been best characterized inl&tgwever, the vast majority of
the studiesaddresses this process in a fragmented wayinpoudy on the expression
of some genes or few morphological responses. Givese tfacts, one of the main
objectives of this study is to present an integrated viewh® process of differential
acclimation to drought in two clones Gf canephora with differential drought tolerance
(clone 109 sensitive to drought and clone 120, tolerant). Temtiisseedlings with four
pairs of leaves were grown in a greenhouse in pots of 24 dwan reached
approximately one year, the plants were subjected to ditiafevater regimes: a group
of plants was continuously irrigated (control plants)segond group of plants was
subjected to one cycle of drought (C1), while a third group wascialj#o three cycles
of stress (C3). Each cycle consisted of two stagesdehgdration and rehydration.
Dehydration was done by withholding water until the humiditgched 25% of the
available water in the soil in relation to field capacitiie plants were exposed to water
stress for a period of 14 days, at this point, physiolbgiaeameters were assessed and
samples were collected for biochemical analysis. Afterefvaluations, the plants were
rehydrated via elevation of soil moisture at field capagmgcovery). In irrigated
condition, it was observed great physiological and mditabmnilarity between the two
clones in nearly all variables. In general, the droggbmoted large reductions in leaf
hydraulic conductivity Kg), which in turn led to decreases in stomatal conductapge (
and, consequently, the rate of liquid carbon assimiigidy, especially in the clone 109
The metabolic profile analysis revealed a profound meitabeprogrammingin both
clones with increased levels of practically detected amino acids, organic acids and
polyols. The increase in the biosynthesis of these cangmwas directly related to the
consumption of carbohydrates (glucose, fructose, suaodestarch) and with the
increase in the activity of enzymes of glycolysis and tticarboxylic acid cycle.
Alternative dissipative routes of excess excitatiomergy (photorespiration and
biosynthesis of secondary metabolites), as well as ammins for removing free
radicals (oxidative stress enzymes) were also stroimglyced by drought in both

clones. The joint action of these various mechanidrdefense was able to mitigate the

vii



deleterious effects of reduced water availability, as evidkhgethe absence of cell
damage (assessed by malondialdehyde concentration) andnpitotmin (measured by
the maximum photochemical efficiency of photosystem dhd the maintenance of
cellular redox state (NADratios / NADH and NAP'/ NADPH) in all treatments.
These results highlight the importance of the metalaotegration in the process of
drought acclimation. The principal component analysis ledethat the plants of the
treatment C3jn both clones, had different behavior when compared to glainthe
treatment C1. In fact, most of the changes induced daygiht was most apparent in the
C3 treatment plants, in both clones, compared to Cimesd plants, particularly in
clone 120. Since the increasd\im the C3 plants was not relateKo it is likely that
the set of differentially modulated responses was redentr ensuring the best
performance of these plants in the dry conditions,nt@mpared to plants that were

subjected to drought only once.
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1- INTRODUCAO

Dentre todos os fatores bibticos e abibticos, o déiicitico € o principal fator
ambiente a limitar o crescimento e a produtividade diisras agricolas em todo o mundo
(Lichtenthaler, 1998; Chavez et al., 2f08om efeito, os danos desencadeados pelo déficit
hidrico podem ser superiores aos danos oriundos de todogtros fatores bidticos e
abioticos em conjunto (Lambers et al., 2008). Na cultura & par exemplo, em anos
muito secos, a produtividade pode ser reduzida em até 80%n&@aseeja adotada a
irrigagdo (DaMatta e Ramalho, 2006). Em adig&o, diversagles prevéem uma maior
ocorréncia de eventos de déficit hidrico ao longo das pe&xidécadas (IPCC, 2007).
Dessa forma, a capacidade de adaptacdo e aclimatacao alibpowmibilidade de agua,
bem como a capacidade de recuperacéo apos periodos de degidmtastesede grande
importancia para o crescimento e a produtividade das cuftbedle e Feller, 2007)

A adaptacdo das plantas ao déficit hidrico € um mecamsumito complexo, uma
vez que envolve alteracbes morfologicas, fisiologichmquimicas e moleculares
(Passioura, 1997). Uma resposta marcante de plantas sildsreetdeficiéncia hidrica é a
reducdo nas taxas transpiratOrias. Esse processo envdechamento estomatico, com
consequente reducdo da condutancia estomagga que contribui sobremodo para o
aumento ou para a manutencdo do potencial hidrico dentrionies|que permitam a
manutencao do crescimento vegetal (Tardieu, 2005). Natentreducao dgs leva a um
menor influxo de C@para o interior dos cloroplastos (Epron e Dreyer, 1993niCe@
Fresneau, 2002; Chaves e Oliveira, 2004; Flexaset al., 2004), causdngdes nas taxas
fotossintéticas e, em dltima analise, contribuindo paranenor acimulo de biomassa pela
planta. Além @ gs, a condutancia mesofilicg() pode ser, também, grandemente limitada
pela deficiéncia hidrica. De fato, reducfes gne gm (difusivas) tém sido consideradas
como o0s principais fates limitantes do processo fotossintético nos estadiosaiside
deficiéncia hidrica (Cornic, 2000; Flexas et al., 2009; Gallal.et201).Sob condicbes
mais severas de déficit hidrico, reducdes nas taxas ifadgsms podem ocorrer devido a
inibicdo de processos metabdlicos especificos como,epemplo, a fotofosforilacdo
(Youniset al.,, 1979; Tezara et al.,1999), a capacidade de regamatacribulose-1,5-
bisfosfato (RuBP) (Giménez et al., 1992; Gunasekera e Berkol@€3) e reducdo de



atividade da Rubisco e de outras enzimas envolvidas no cickalga (Medrano et al.,
1997; Maroco et al., 2002; Parry et al., 2002).

A exposicdo ao déficit hidrico geralmente leva a um dasba entre a absorgéo e a
utilizacdo da energia luminosa nos cloroplastos. Tslbbalanco pode causar um expressivo
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)jsasgqféia associadas a
diversos danos celulares, tais como a oxidacdo dedmigeoteinas e 4cidos nucléicos, o
gué, em ultima instancia, pode causar a morte do tecido elefaantas apresentam, no
entanto, diversos mecanismos para remover esseaisaldices, 0s quais envolvem a acao
de antioxidantes enziméticégcomo as enzimas dismutase do superdxido (SOD), catalase
(CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e redutase da glotaiGR)) e ndo enzimaticos
(e.g., alfa-tocoferol, ascorbato, glutationa) (Niyogi, 200@fNoet al., 2012; Suzuki et al.,
2012.

Em adicdo aos compostos comumente apontados como tasléocumetabolismo
antioxidante, estudos diversos tém demonstrado que os fietalsécundarios também
séo importantes moléculas na remocéo das ROS (Castsdtuati 1995; Grace e Logan,
200Q Yildiz-Aktas et al., 2009; Maeda e Dudareva, 2012; Sanchez-Rodmjadz 2012).
Tais compostos podem agir de forma direta, atuando cotimxidantes, ou de maneira
indireta, drenando o0 excesso de poder redutor durante a suaintess e,
consequentemente, reduzindo a producédo das ROS. Com efadin;Akitas et al. (2009)
observaram, em plantas de algoddo submetidas ao défigiohium incremento marcante
nas concentracdes de diversos compostos do metabsksmodario, dentre eles os asido
caféico e clorogénico. Registre-se que o acido clorogénmmedcialmente mais redutor
gue o acido ascorbico, um dos principais antioxidantes ved&ease e Logan, 2000).
Embora ha muito se saiba que plantas do gédeffea acumulem grandes quantidades de
compostos do metabolismo secundario (Barroset al.,, 1994;hakabi al., 2008),
principalmente compostos fendlicos (Salgado et al., 2008icopse sabe a respeito da
participacdo desses compostos nos mecanismos de defesadassa estresses.

Nos ultimos anos, € cada vez maior o niumero de estyue®sdemonstram a
importancia do metabolismo mitocondrial na manutencdo desoptocessos fisioldgicos,
principalmente em condicdes de estresses (Nunes-Nesi, @0al). De fato, além da

sintese de ATP, a respiracdo também tem papel edsemaiaitros diversos processos que



estdo relacionados com a manutencdo da fotossinteseptad: i) fornecimento de boa
parte do ATP necessério para a sintese de sacarassiiilacdo de nitrato; iii) producdo
de acido ascorbico, antioxidante essencial em diversaes0s relacionados a prevencao
e combate de radicais livres; iv) consumo do excesso der pedutor (NADPH)
prevenindo, assim, a sobrerreducdo da cadeia de transpoeiétiams (Atkins, 2009;
Nunes-Nesi et al., 2012). Assim, 0 processo respiratorio pade @mo uma valvula que
regula o balanco redox celular que, em Ultima instanp@amite a otimizacdo da
fotossintese. Nesse contexto, fica clara a importaaeiantegracdo metabdlica para a
manutencao da homeostase celular, principalmente encdesdle estresse.

Embora algumas teorias predigam que a exposi¢cdo contirnadaterminado tipo
de estresse resulte em uma reducdo do rendimento e pedpatadade de resposta
guando comparada com apenas um evento estressanted®ttadff 2011), outros estudos
demonstram que as plantas s&o capazes de se aclimaéamesmo, exibir respostas mais
rapidas e em maior magnitude quando submetidas a everdoenées de estresses (Bruce
et al., 2007; Lambers et al., 2008). Nesse sentido, plantesupente submetidas a um
determinado tipo de estresse podem desenvavposteriori, algum tipo de “mem ria ,
que, na literatura, chamada de “mem ria do estresse ; essa mem ria facilitaria e
potencializaria as respostas de defesa quando a plantsagerde submetida aquele
mesmo agente estressor (Bruce et al., 2007; lwasaki e Rekzkp014). Evidéncias dessa
teoria podem ser observadas em estudos com gramineas, roplgots submetidas a
ciclos de déficit hidrico apresentaram respostas de protegg&amarcantes frente a eventos
recorrentes de deficiéncia hidrica (Waltera et al., 201His Mecentemente, Dinget al.
(2012) observaram que, a cada ciclo de déficit hidrico, lashaArabidops sthaliana
tiveram uma maior expressdo de genes que conferem tder@rseca em relacdo as
plantas ndo estressadas. Essas respostas permitirgofagias que ja haviam vivenciado
periodos de exposicdo a seca potencializassem as respestesuperacdo aquele fator
estressante.

Apesar de varias evidéncias apontarem para um mecanismenié@rim associada
ao estresse, ainda ndo se sabe ao certo como essaianggna formada e onde ela seria
armazenada. Aparentemente, tais informacdes seridilageno préprio DNA do

organismo. No entanto, em vez de promover alteracéeédigocde bases do genoma, o



gue poderia levar a mutacdes potencialmente letais, oeonratieragcdes conformacionais
do material genético que, por sua vez, mudariam a forma apmmaterial genético é
empacotado e expresso. Essas alteragbes conformaastiis diretamente relacionadas
com a insercdo e remoc¢do de grupos quimicos (metilagbéeslacdes, ubiquitinacdes e
fosforilagdes) na estrutura da cromatina que, em canjuetebem o nome de alteracdes
epigenéticas (Bird, 2007). Desta forma, as alteragOeRistasas atuariam como “marcas

que deixariam certas regi es do genoma em “estado de alerta . Esse estado de alerta levaria

a uma expressao mais rapida e em maior magnitude deqenesnferem tolerancia a um
determinado tipo de estresse, como o déficit hidrico (Setkall, 2007; Kim et al., 2010).
Isso posto, sugere-se que plantas previamente expostas@sealeseca podem apresentar
respostas de tolerdncia e de recuperacdo mais rapidas doqugelsaque estdo
experimentando o primeiro evento estressante (Kim e2Gil2). No entanto, é importante
salientar que, até o momento, poucos sédo os trabalhosnyoévem ciclos de déficit
hidrico e alteracbes epigenéticas. Além disso, a graade desses trabalhos tem focado
apenas em alteracbes na expressdo de poucos genes, deleamaito as respostas
fisiologicas e bioquimicas. Tais informacdes sdo de grandertancia para uma melhor
compreensao das estratégias envolvidas na recuperacaot@s plabmetidas a ciclos de
déficit hidrico, bem como 0s possivmecanismos envolvidos com a gera o da “mem ria

ao estresse . Nesse sentido, o conhecimento da capacidade e dos psocels&ionados
com a recuperacao das plantas submetidas a essesdeidesiciéncia hidrica podem ter
grande importancia em programas de melhoramento e tambétmizacio de sistemas
de irrigacao (Galléet al., 2007).

O café éuma das mercadorias mais importante do comércio mundipra@utos
agropecuarios, sendo uma importante fonte de rentddiversos paises, especialmente n
Brasil, que é,ha longa data, o maior produtor. Estima-seogoeercado cafeeiro gere
anualmente 90 bilhdes de ddlares e que, direta ou indire@nmantolva mais de 500
milhdes de pessoas (DaMatta et al., 200éntre cerca de 100 espécies do géfarftea,
apenas duas sdo exploradas economicamegoffiea arabica (café arabica) €. canephora
(café robusta) (Davis et al., 2006). No Brasil, a producécad® robusta € proveniente,
principalmente, da variedadteuillou (grupo Guineano), mais comumente conhecida como

conilon.



Alguns estudos tém demonstrado que, dentr@.dmnephora, existe uma grande
variabilidade genética no que respeita a diferentes esasitdgitolerancia a seca.Ronchi e
DaMatta(2007) compilaram varias informacdes disponiveisugerem trés estratégias
possivelmente envolvidas na tolerancia diferencial de cldeesafé conilon a seca:(i)
clones sensiveis a seca com controle deficiente dspiracdo, com seus estdmatos
respondendo de forma limitada a reducdo da disponibilidade de agola do & demanda
evaporativa da atmosfera; (i) clones tolerantes costema radicular relativamente
profundo, alta sensibilidade estomatica a disponibilidade de égaias taxas de uso da
agua, postergam a desidratacdo de seus tecidos, mantenatango thidrico favoravel e,
assim, o vigor; (iii) clones tolerantes com sistemactddr relativamente profundo e
sensibilidade estomatica satisfatoria a disponibilidade de amsmcom alta condutancia
hidraulica, tém comportamento intermediario no que coec@& desidratacdo dos seus
tecidos sob déficit hidrico.Mais recentemente, em undesenvolvendo 10 clones @&
canephora,Silva et al.(2013) observaram diferencas marcantes astestratégias morfo-
fisiologicas utilizadas por esses clonesdurante a exjpogigaficiéncia hidrica.

Apesar da quantidade de informacdes acumuladas sobre o rtamgao de
plantas deC. canephora submetidas a deficiéncia hidrica (Pinheiro et al., 2004, ;2005
Praxedes et al., 2006; Silva et al., 2013), € importantentaliguetodos os trabalhos
realizados até o0 momento envolveram apenas um cicleaie Biante do exposto,neste
experimento, dois clones d& canephora, com graus diferenciais de tolerancia ao déficit
hidrico, foram confrontados em um experimento fatorialjovendo ciclos de déficit
hidrico. Caracteristicas fisiolégicas e bioquimicasrfoevaliadas para testar as seguintes
hipoteses: i) plantas submetidas a mdltiplos ciclos et& s80 capazes de apresentar
respostas aclimatativas em maior magnitude do que plantdsrqune submetidas a esse
estresse apenas uma vez,; i) plantas tolerantes aja@sema maior capacidade de
acumular respostas diferenciais, ao longo dos cicleecke do que plantas sensiveis, e iii)
a integracdo entre os metabolismos primario e secondésempenha papel primordial na

manutencado da homeostase celular em condi¢des de Hiefi@o.



2 - MATERIAL E METODOS

2.1. Generalidades

Esse estudo foi conduzido em %sa (20°45°S, 42°51°W, 650 m altitude), Minas
Gerais. As plantas foram cultivadas em casa de vegetsgamndicdes semicontroladas
(radiacéio fotossintéticamente ativa de, aproximadamente, 166l0de fétons rif s*, com
temperatura média do ar de 30 * 2°C). Foram utilizados dmie<ldeCoffeacanephora
Pierre ‘conilon’ com toler ncia diferencial seca: clone 120 (tolerante) ¢ clone 109A
(sensivel) (Pinheiro et al., 2004, 2005; Silva et al., 2013

Mudas com quatro pares de folhas, provenientes do enraizamierestacas de
ramos ortotropicos, obtidas no Instituto Capixaba de #sgi@m Técnica e Extensao Rural
(Incaper), foram plantadas e cultivadas em vasos derppiieno de 24 dfcontendo
substrato constituido de uma mistura de solo, esterco beviaia (4:1:1, v/viv). A
adubacdo e a correcado do pH do substrato foram feitasatdo com analise de solo e
recomendacfes técnicas usuais para a cultura. Apdés o pegardas mudas,
aproximadamente aos 60 dias apds o transplante, e aalotede 30 dias, foram feitas
adubacdes nitrogenadas em cobertura, aplicando-se 50 g delélsubstrato, na forma de
sulfato de ambnio. As plantas foram irrigadas periodécdaey procurando-se manter a
umidade do solo préxima a capacidade de campo. Para evjparda de agua por
evaporacao, coberturas plasticas foram colocada®@ws bs vasos. Quinzenalmente, as
plantas foram casualizadas sobre a bancada.

Em novembro de 2013, os clones foram submetidos a regidr@okidiferenciais:
um grupo de plantas, sete plantas de cada clone,if@ida continuamente, de forma que a
umidade do solo permanecesse proxima a capacidade de cam@as{giontrole). Um
segundo grupo de plantas (sete plantas de cada clonepifoétsdo a apenas um ciclo de
déficit hidrico, enquanto um terceiro grupo (sete plantasda clone) foi submetido a trés
ciclos de estresse (Figura 1). Cada ciclo de déficit hidoosistiu de duas fases, uma de
desidratacéo e outra, de reidratacdo (Figura 2). A desidoataicfeita mediante suspensao
da irrigacdo, até que a umidade atingisse 25% da agua dispoaigelo, em relacdo a
capacidade de campo. As plantas permaneceram nessadooddicseca por 14 dias,

guando, entdo, foram avaliados parametros fisiologicade¢adas amostras para analises



bioquimicas (andlises descritas nas secfes abaixo). aspasaliacdes, as plantas foram
reidratadas via elevacdo da umidade do solo a capacidadenge ¢eecuperacao). O
tempo de recuperagdo, de aproximadamente dez dias, foi admadpapor meio de
parametros fisiologicos (potencial hidrico na antemditg e taxa de assimilacao liquida
de carbonoA) e go). Para garantir que as plantas submetidas a seca sstivesalmente
recuperadas, um novo ciclo de déficit hidrico somenteinfipiosto (terceiro grupo de
plantas) quando as plantas que foram submetidas a degdrateibiram caracteristicas
fisiologicas @.mA € g9 cujos valores fossem essencialmente similares aosude
respectivas plantas-controle.

Em nivel foliar, todas as avaliacbes e amostragens foealmadas nas
folhas mais novas, totalmente expandidas, do teroeirquarto par, a partir do apice de
ramos plagiotropicos. As metodologias utilizadas agdotio experimento estdo descritas
abaixo.

GRUPO 1
IRRIGADA IRRIGADA IRRIGADA IRRIGADA
GRUPO 2 ﬁ
IRRIGADA IRRIGADA IRRIGADA
GRUPO 3
IRRIGADA

Figura 1. Representacdo esquematica dos tratamentos: grupanias mantidas na
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capacidade de campo durante todo o periodo experimental (Qipo ¢, plantas
submetidas a apenas um ciclo de déficit hidrico (C1);upog8, plantas submetidas a trés
ciclos de desidratacao (C3). Os retangulos em vermefitesentam os momentos em que

os tratamentos foram avaliados e comparados.

CP

25%

AGUA DISPONIVEL

RE-HIDRATACAO RE-HIDRATACAO RE-HIDRATAGAO

DIAS

Figura 2. Modelo esquematico dos ciclos de desidratacao drateigdo em clones de

Coffea canephora (grupo 3).

2.2. Relacgdes hidricas

Potencial hidrico: O potencial hidrico foliar foi determinado em folhas individugom
uma bomba de presséo tipo Scholander, na antemanha (043 30h) #,,) e ao meio-
dia (Pma)-

Condutividade hidraulica foliar: A condutividade hidraulica foliakg) foi medida usando
a técnica da cinética de reidratacao originalmente depanitBrodribb e Holbrook (2003).
A técnica é baseada na pressuposicdo de que a reidratadathate dessecadas €
equivalente a carga de um capacitor através de umoregissim, a seguinte formula foi

usada para o calculo:
Kieat= Cr In(lPO Tfl) t

em queCr (3TRA/8%,,, MPa') a capacit ncia foliar, ¥y é 0 potencial hidrico foliar pré-
reidratacdo¥:¢ o potencial hidrico pos-reidratacdbéo tempo de reidratacdo. O calculo

de Kiear (Mmol m? s* MPa?) requer queCe,determinado por meio de curvas presséo-



volume, pela inclinagéo da relacé@o entre o teor relalesdgua (TRAE ¥, seja expresso
em termos absolutos e normalizado pela érea foliar.reoyta

Cr= STRA/S i (MS/AF) (WW/MS)/M

em que MS é a massa seca da folha (g), AF é a araa(fd), WW é a massa de agua na
folha saturada (100% TRA, g) e M é a massa molar da agud ) mo

Para a reidratacdo das folhas ramos plagiotropicospetonmenos quatro pares de
folhas foram coletados na manha e transportados patzatério, onde foram cortados
novamente sob agua para que se reidratassem por um peridda deh. ApGs esse
periodo, esses ramos foram retirados da dgua easufpeocesso de secagem em bancada,
até que atingissem um potencial hidrico de aproximadaménte®lPa, quandoforam
colocados em um saco plastico no escuro, por 1 h,nparmizar a variacdo de potencial
hidrico entre folhas. Duas folhas foram entdo destacadesnuo para a determinacdo de
¥, caso este diferisse por mais de 0,1 MPa entre aasfothramo foi descartado. As
folhas foram reidratadas pela submersdo dos ramos em &joaizia, de modo que o
peciolo da folha-alvo pudesse ser cortado sob agua. O tdmpeidratacdo foi de
aproximadamente 20 s e, logo em seguida, o peciolo foi setqgapel toalha e
imediatamente foi medido #:.Posteriormente, a folha usada no processo de reidoatac
teve sua area medida via scanner de mesa e a massaefoidgda apdés secagem em

estufa de ventilagdo forcada, por um periodo de 72 h, a 70°C.

Curvas pressdo-volumerolhas de cada tratamento foram coletadas na anten@anha
levadas ao laboratério e analisadas segundo a metodplapasta por DaMatta et al.
(1993) e Pinheiro et al. (2005). Durante o processo de desibvadas folhas (transpiracéao
livre), o peso fresco &, correspondente foram tomados a curtos intervalos de teatéo
gue oY%, atingisse aproximadamente -3,0 MPa. A partir das cunessgo-volume, foram
estimados: o potencial osmético global médio em turgescétena Pri00), 0 potencial
osmotico global médio em turgescéncia nula incipigite;)) e o modulo global de

elasticidaded).

2.3. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofda



A taxa de assimilacdo liquida do carbom), (a condutancia estomaticgs)( a
concentragdo interna de (L)) e a taxa transpiratori&)foram determinadas em sistema
aberto, sob luz saturante (1000 umol de fétorissth e presséo parcial de G@e 40 Pa,
com um analisador de gases a infravermelho (LI-6400, LiHBor, Nebraska, EUA),
equipado com uma fonte de luz azul/vermelho (modelo LI-®RE)1L|-COR).

Na antemanhd, foi obtida a fluorescéncia minifag {ia excitacdo dos tecidos
foliares por luz vermelha modulada de baixa intensidade (@8 fétons n¥ s). A
fluorescéncia maximar(,) foi obtida pela aplicacdo de um pulso de 0,8 s de luz eatini
saurante (8000 pumol fétons tns?). A fluorescéncia variavelR() foi determinada pela
diferenca entrd~, e F, e, a partir desses valores, foi calculado o rendimguoémtico

potencial do fotossistema Il (van Kooten e Snel, 1990) pcora a equagao:

As folhas foram aclimatadas a luz actinica (1000 pmol $mns™) durante 60 s, a
fim de se obter a fluorescéncia transiemtg, (seguido por um pulso de luz saturante para
estimar-se a fluorescéncia maxima a |&z’{ e, por Itimo, aplicou-se um pulso de luz
vermelho-distante, para obter-se a fluorescéncia miapds aclimatacdo a luz actinica
(Fo’). Com esses par metros, foram calculados os coeficientes de extin o fotoqu mica (Qp),

a eficiéncia fotoquimica do transporte de elétrons amdo@o fotossistema llpfs;) € a
eficiéncia de captura de energia de excitacdo pelososede reacdo abertoB,(F.-),
conforme Maxwell e Johnson (2000). A taxa aparente depoarsde elétrons §J foi
calculada seguindo procedimentos descritos por Genty €19%89), como sendg =
bpsy X B X a X RFA, em que RFA é a radiacdo fotossinteticamente ativé a
absortancia da folha (0,84)pereflete o particionamento dos pacotes de energia estre
fotossistemas Il e | (0,5).

A respiracdo mitocondrial durante o dia JRoi estimada de acordo com Bai et al.
(2008), usando a respiracdo noturna ou a taxa de assimilgg@ta de CQ antes do
amanhecer (). R. foi estimada a diferentes temperaturas usandqoedL@rcher 1983),
como a seguir:

RL — Rano(Td—Tn)/lO (QlO - 2’2);
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em que T, € a temperatura foliar no qual afei medida, e T é a temperatura foliar
na qual a R foi calculada.

O fluxo de elétrons usado para carboxilacdp €Joxigenacao () da RuBP, bem
como a taxa de fotorrespiracdo da Rubiscq) Bram obtidas usandse as seguintes
formulas (Epron et al., 1995; Valentini et al., 1995):

k=1/3[F +8 A+ R)I;

Jo=2/3[3+4A+R)];

Pr=1/12[3-4 A+ R)];

2.4. Ensaios bioguimicos e enzimaticos
2.4.1 Determinacgédo da concentragéo de carboidratos e aminoacidos

Amostras foliares liofilizadas foram submetidas a extragéandlica, a quente,
determinando-se, na fracdo solivel em etanol, os temeglicose, frutose e sacarose
(Fernie et al., 2001) e aminoéacidos totais (Gibon et28l04). Na fracdo insolavel,

determinaram-se os teores de amido e proteina total (le¢mdie 2001; Gibon «il., 2004).

2.4.2. Determinacéo dos niveis de nucleotideos

Amostras liofilizadas de folhas foram extraidas a frio @O, 0,1 M, para
determinacdo de NADNADP® e, em KOH 0,1M, para determinagcido de NADH/NADPH,
segundo Queval e Noctor (2007). Em seguida, os extratos aciddsalaos foram
incubados em meios de reacdo apropriados para a quantificag@dequente dos
nucleotideos (Gibon e Larher, 1997; Schippers et al., 2008).

2.4.3. Perfil metabdlico

As amostras vegetais foram liofilizadas a -48°C e macemdawoinho de bolas.
Metabolitos do metabolismo primario e, alguns dos secimd@ram quantificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de (@&89dS) com base em perfis

metabolicos, exatamente como descrito por Lisecl,ef2806). O cromatograma e o
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espectro de massa foram avaliados usando o programa TAGFINDRERemann et al.,

2008). Os metabdlitos foram identificados em comparacaobzomo de dados criados a
partir de padrdes auténticos (Kopka et al., 2005; Schauer 20@b). A identificagéo e a
anotacao dos picos detectados seguiram as recomendagigasies Fernie et al, (2011).

2.4.4. Enzimas do metabolismo do carbono

Para as andlises das seguintes enzimas, 0s extratosivegeam preparados
exatamente conforme descrito por Nunes-Nesi et al, (260vam quantificadas a malato
desidrogenase dependente de NAEacarose sintase, Rubisco (Sulpice et al., 20073gtrio
fosfato isomerase, gliceraldeido3-fosfato desidrogedapendente de NADPH (Fernie et

al., 2001); aldolase, fosfofrutocinase e piruvato cinase (Ggbah, 2004).

2.4.5. Enzimas do metabolismo antioxidativo

Amostras foliares foram homogeneizadas em um meio dscéxrt contendo tampao
fosfato de potassio (0,1 M), EDTA (0,1 mM), DTT (2 mM), acakxdérbico (20 mM) e
PVPP (4%). O extrato resultante foi utilizado para determanatividade das enzimas
dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidasgcddoato (APX) e redutase
da glutationa (GR), conforme descrito por Lima et al. (2@0R)nheiro et al. (2004).

2.4.6 Danos celulares

A estimativa de danos celulares foi feita mediante antficmcdo de aldeido
maldnico (MDA), segundo Hodges et al. (1999). Para tal, slitd@res foram macerados
em uma solucdo de 0,1% de &cido tricloroacético (TCA). x@ate resultante foi
adicionado a uma solucdo contendo TCA a 20% e acidarhivbrico (0,5%). Para
minimizar a interferéncia de aclUcares e compostos f@shla absorvancia foi lida em

diferentes comprimentos de onda (440, 532 e 600 nm).

2.7. Andlise estatistica

O experimento foi instalado e analisado segundo o delineamgrddneental em
blocos casualizados, em esquema fatorial 2 x 2 x 2 (doishonois regimes hidricos x

dois ciclos distintos de desidratagéo e reidratacdo), seta repeticdbes. Os dados obtidos
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foram submetidos a analise de variancia, e as médiagpacadas entre si pelo
testeouDuncan, a 5% de probabilidade.

Com o objetivo de reduzir a dimensionalidade do conjunto desdadtentificar as
variaveis que explicam a maior propor¢cdo da variancia ttgainodo a descreverem-se as
estratégias que estariam conferindo uma tolerancia difaténseca dos clones estudados,
foi empregada a técnica de analise multivariada em compasnaimeipais.

Foram também feitas analises de correlacdes simpld3edeson entre todas as
variaveis analisadas.Todas as analises estatistieas fealizadas utilizando-se do Sistema
de Analises Estatisticas e Genéticas da UFV (SAEG-UFV, 1993).

3 - RESULTADOS
3.1. Relagdes hidricas

Independentemente do clone avaliado, em condi¢cdes da angdcao, o potencial
hidrico na antemanh@?{,) sempre foi maior do que -0.1 MPa, demonstrando que as
plantas mantiveram-se hidratadas durante todo o periodoiregptal (Figura 3). A
reducdo na disponibilidade hidrica causou reducdes marcantégate fim do primeiro
(C1) e terceiro (C3) ciclos de seca nos dois clonegnt@anto, tais reducdes foram mais
expressivas para o clone 109 (Figura 3). E importante resgaéiaas plantas do clone 120
expostas a multiplos ciclos de seca tiveram valords nagativos deé’,{(-0,41 MPa) do
gue as plantas expostas a apenas um ciclo (-0,32 MPa)siartendéncia de resposta
também foi observada para o clone 109, no entanto, serardjas estatisticas (Figura 3).

Em condic@es irrigadas, o potencial hidrico ao meio-#ig) ndo variou entre os
clones (-0.60 MPa), observando-se 0 mesmo padréo naasp$abmetidas a seca, porém,
com valores mais negativos (~-2,24 MPa) (Figura 3). De madmelhante,
independentemente do tratamento, ndo foram observadag@dte no potencial osmotico

global médio em turgescéncia pler¥ar{yg) e nula incipiente ¥np) e, também, no modulo

global de elasticidade), E importante ressaltar que, ao contrario do obsempaco ¥,

os ciclos de seca nao acarretaram efeitos signifosatios valores d®mg, Yz100, ¥ro € €.
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Os valores de condutividade hidraulica foli&)(ndo variaram entre os clones
(~13,2 mmol rif s* MPa) nas plantas irrigadas (Figura 3). Por outro lageca acarretou
respostas muito diferentes entre as plantas dos ldossc Embora em ambos tenha havido
reducdes significativas der, tais redugcdes foram mais expressivas no clone 109 (79.2%)
do que no clone 120 (29.2%) (Figura 3). Saliente-se que 0s clelseca nao afetaram

significativamente os valores #e.
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Figura 3. Potencial hidrico na antemani#g.j, potencial hidrico ao meio-did?g), potencial
osmotico global médio em turgescéncia plet#aifo), potencial osmotico global médio em
turgescéncia nula incipienté’£o), m dulo global de elasticidade (¢) e condutividade hidraulica

foliar (Kp) em dois clones d€. canephora continuamente irrigados (CT; barras negras)
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expostos a um ciclo (C1; barras cinza-claro) e a todsscde seca (C3; barras cinza-escuro).

Valores sdo médias * erro-padrdo de sete repeticoesasLldiferentes indicam diferencas

significativas entre os regimes hidricos dentro de unmmedone P < 0,05; teste de Duncan), e

asteriscos indicam diferencas entre os clones, denttondmesmo regime hidricd?(< 0,05;

testet).
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3.2. Trocas gasosas

Nas plantas-controle dos clones avaliados, os vallarésxa de assimilagédo liquida
de carbonoA) (~10,7 umol C@ m? s%), condutancia estomaticgs( (~0,181 mmol 1f s
1), taxa transpiratériag) (~2,9 mmol H20 i s%), concentracdo interna de g0;)(~282
umol CGQ m? s) e taxa de respiracdo noturng,)( (~1,83 pmol C@ m? s?) foram
essencialmente similares (Figura 4). A seca, por sua &egpg alteracbes marcantes nos
padrdes de trocas gasosas em ambos 0s clones, partentlarno clone 109, que teve
reducdo média entre os tratamentos de 87%£80% emE e 18% enT;, enquanto no
clone 120 estas reducbes foram de 69%gemM1% emE e 30% emC;, em relacdo as
respectivas plantas-controle (Figura 4). O déficit hidriambem promoveu reducdes
significas nos valores d&, nos tratamentos C1 e C3 do clone 109 (~34%) e no tratamento
C1 do clone 120 (31%) (Figura 4).

Ressalte-se que as plantas do tratamento C3 do clonapi@€entaram maiores
taxas fotossintéticas do que as do tratamento C1, tendfrei@mbéem foi observada nas
plantas do clone 109, porém, sem diferencas estatistigasd 4). O melhor desempenho
fotossintético das plantas expostas a multiplos cdéoseca pode ser mais bem observado
guando os valores d& entre os tratamentos sdo0 expressos em relacdo aqdadtes-
controle. No clone 120, as reducdesAferam de 54% no tratamento C1 e de 3386 n
tratamento C3, enquanto no clone 109 as reducdes foram detrdddménto C1) e 71%

(tratamento C3), em relacdo as respectivas plantamto(figura 4).
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Figura 4. Taxa de assimilacdo liquida de carbowrg, (condutancia estomaticays), taxa
transpiratoriaE), concentracao interna de (), respiracdo noturndf) e porcentagem de
A relacdo as plantas controle em dois clone€.deanephora continuamente irrigados (CT,;
barras negras) e expostos a um ciclo (C1; barras ciaza-ou a trés ciclos de seca (C3;
barras cinza-escuro). Valores sdo médias + erro-padrdetdeepeticdes. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os regimes higlritentro de um mesmo clone €
0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferem¢es @ clones, dentro de um mesmo
regime hidrico R < 0,05; teste).
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3.3. Fluorescéncia da clorofilaa e fotorrespiracao

Em condi¢gbes irrigadas, as plantas avaliadas naoirdiferem nenhum dos
parametros de fluorescéncia da cloroéiléTabela 1). Por outro lado, na seca, foi possivel
observar comportamento distinto entre os clones.Aadpgaente de transporte de elétrons
total (J) reduziu-se significativamente em ambos os tratamedoslone 109 (~28%),
enquanto no clone 120 tais reducdes foram observadas apetrasanento C1 (19%).
Este mesmo padrdo de resposta também foi encontrado gdidéacia de captura de
erergia de excitagdo pelos centros de reacédo abé&itdis.£). Por outro lado, reducdes no
coeficiente de dissipacdo fotoquimicop)(dforam observadas apenas nas plantas do
tratamento C1 do clone 109 (30%) (Tabela 1).

Nas plantas-controle, independentemente dos clones dosliando foram
observadas diferencas significativas quanto a particdoeldgons entre as vias
carboxilativas J;) e oxigenativas %) (Tabela 1). Por outro lado, a exposicdo a seca
promoveu alteracbes marcantes elj) enquanto os valores dé&, permaneceram
praticamente inalterados, culminando, assim, em aumewosazaoJy/J.. Embora o
aumento nessa razado nao tenha variado entre os delseca, tais alteracoes foram mais
expressivas nas plantas do clone 109 do que nas do clone 120a(IabDe forma
semelhante, as altas reducdes Anmnduzidas pela seca, acompanhadas de pequenas
alteragdes erR,, também levaram a um aumento expressivo na faZag principalmente
no clone 109, no entanto, sem diferencas significativae estciclos de seca. Ressalta-se
gue a exposicao ao déficit hidrico ndo promoveu reducdesndarento quantico maximo

do fotossistema IIR,/Fy,) em nenhum dos tratamentos avaliados (Tabela 1).
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Tabela 1. Fluorescéncia e fotorrespiracdoRendimento quantico efetivo deSl (F./Fn), eficiéncia de captura de
energia de excitacdo pelos centros de reacdo abdftdB,(, coeficiente de dissipacdo fotoquimicop)(gtaxa
detransporte de elétronsgi)( razdo de elétrons direcionados a oxigenacdo/carbaxil@lf):), razdo entre a taxa
fotorrespiratoria R,) e a fotossintética bruta (fotossintese mais respir&cfotorrespiracéo)A) em dois clones d€.
canephora continuamente irrigado€{) e expostos a um cicl&C() ou a trés ciclos de sec&3). Valores sdo médias +

erro-padréo de sete repetices. Letras diferentes indidarencas significativas entre os regimes hidricos defgrum

mesmo cloneR < 0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferen¢es @n clones, dentro de um mesmo regime

hidrico (P < 0,05; testd).

Clone 120 Clone 109

Parametro CT C1 C3 CT C1l C3

FuFm 0.79 (0,01) A 0.79(0,01) A 0.8(0,01) A 0.79 (0,01) A 0.81(0,01)A 0.79(0,01) A
FolFy 0.57 (0,01) A 0.52(0,01)B 0.56(0,01) AB 0.56(0,01)A 0.51(0,02)B 0.50(0,03)B
o3 0.37(0,02) A 0.32(0,03) A 0.34 (0,02) A 0.36 (0,02) A 0.26 (0,04)B 0.32(0,02) AB
J; 105.9 (5,25) A 85.2(7,88) B* 97.1(5,82) AB* 101.2(5,29)A 65.8(8,83)B 80.2 (6,29)
NAR 0.32(0,02)B  0.46 (0,02) A 0.42 (0,02) A 0.31(0,02) B 0.59 (0,04) A* 0.58 (0,04) A*
Ro/Ap 0,30 (0,02)B  0.46 (0,03) A 0.41 (0,02) A 0.28 (0,02)B 0,64 (0,06) A* 0,63 (0,07) A*
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3.4. Carboidratos e aminoacidos

Em condi¢cdes de ampla disponibilidade hidrica, o clone pP&santou maiores
niveis de frutose (4.5 mmol KgVIS) enquanto o clone 109 teve maiores concentracées de
amido (28 g kg MS); para os demais carboidratos (glicose, sacarosécaras soliveis
totais) e, também, aminoacidos totais, ndo foram obsendiftsencas significativas entre
os clones (Figura 5). Contudo, quando expostos a seca,n&s ¢leeram uma marcante
alteracdo na concentracdo de carboidratos e aminoatldopadrao comum de resposta
dos dois clones, em ambos os tratamentos, foi odigde nas concentracdes foliares de
amido e sacarose, acompanhada pelo aumento nas cogiesiia aminoacidos. Por outro
lado, decréscimos nas concentracdes de frutose (tratmm@i e C3) e de glicose

(tratamento C3) s6 foram observadas nas plantas do clonEig@a(5).
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Figura 5 Concentracdes foliares de glicose, frutose, sacasuggares sollveis totais
(AST), amido e aminoacidos soluveis totais em dois slale€. canephora continuamente
irrigados (CT; barras negras) e expostos a um ciclo @fascinza-clarodu a trés ciclos
de seca (C3; barras cinza-escuro). Valores sdo médiaso#padréo de sete repeticdes.
Letras diferentes indicam diferencas significativasesas regimes hidricos dentro de um
mesmo cloneR < 0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferen¢es @ clones,

dentro de um mesmo regime hidri¢d<(0,05; teste).
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3.5. Enzimas do metabolismo do carbono

Independentemente dos clones estudados, houve grandeidaudanas atividades
de praticamente todas as enzimas do metabolismo do caehwafiadas. As Unicas
excecOes foram as enzimas glicose-6P-desidrogenase feufogimase, que tiveram maior
atividade no clone 120 (Tabela 2). Quando submetidos ao défidiicd)i um
comportamento comum aos dois clones foi o aumento tivadagle das enzimas
fosfofrutocinase e aldolase (Tabela 2). Contudo, para @sisleenzimas, o padrédo de
resposta variou com o clone avaliado. No clone 120, houwer@to na atividade da
piruvato cinase, triose-fosfato isomerase e isatoitdesidrogenase, enquantoclone 109
foi observado aumento de atividade da glicBBadesidrogenase, em relacdo as plantas-
controle (Tabela 2). E importante ressaltar que algumiessas respostas foram
diferencialmente expressas nas plantas dos tratam@Btae ambos os clones, caso da
fosfofrutocinase e da aldolase. De modo semelhanteyamdes inicial e final da Rubisco
tiveram aumentos significativos, em relacdo as ptacbatrole, apenas nas plantas C3, de
ambos os clones; contudo, em nenhum tratamento houagad@mo estado de ativacao
dessa enzima (Figura 6). Registre-se que, algumas resgifstascias foram intrinsecas a
cada clone, caso do aumento na atividade das enzimasgatpir cinase, isocitrato
desidrogenase e enolase no clone 120, e o aumento na atiddadgicose-3P-

desidrogenase no clone 109 (Tabela 2).
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Tabela 2Atividade de enzimas do metabolismo do cadgpmol mirn' g* MS)em dois clones deC. canephora

continuamente irrigado<{) e expostos a um cicl&c() ou a trés ciclos de sec&3). Valores sdo médias * erro-padréo

de sete repeticdes. Letras diferentes indicam difesesigaificativas entre os regimes hidricos dentro de utmmetone

(P < 0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferences @ntclones, dentro de um mesmo regime hidics (

0,05; testa).

Clone 120 Clone 109
Enzima CT C1l C3 CT C1 C3
Sacarose sintase 1,30 (0,09) A 1,29 (0,11) A* 1,21 (0,15) A 1,13 (0,09) A 1,05(0,09)A 1,17 (0,10) A
Fosfofrutocinase 0,48 (0,02) B* 0,47 (0,04) B 0,58 (0,03) A 0,41 (0,02) B 0,45 (0,04) AB 0,56 (0,05) A
Triose fosfato isomerase 275(2,2) B 355(2,1) A 33,4 (2,0) AB 31,3(3,0) A 37,1 (2,7 A 34,7 (2,6) A
Gliceraldeido-3-P desidrogenase 3,44 (0,31) A 4,89 (0,26) A 4,62 (0,32) A 4,05 (0,52) B 5,11 (0,43) AB 5,48 (0,57) A*
Enolase 2,09 (0,2) A 1,78 (0,2) B* 2,17 (0,1) A* 2,08 (0,1) A 1,66 (0,1) B 1,79(0,1) B
Piruvato cinase 4,12 (0,4)B 4,00(0,4) B 5,07 (0,3) A* 3,92 (0,5 A 3,77 (0,4) A 3,91 (0,4) A
Isocitrato desidrogenase 0,82 (0,05) AB 0,76 (0,05) B* 0,88 (0,05) A* 0,70 (0,04) A 0,69 (0,08) A 0,76 (0,05) A
Malato desidrogenase (NAD 54,8 (3,0) B 56,9 (4,9) B 68,9 (4,2) A 49,7 (4,4) B 60,0 (2,5) AB 66,6 (6,1) A
Aldolase 5,37 (0,28) B 6,48 (0,37) B 6,82 (0,37) A 5,11 (0,40) B 5,85(0,33) B 7,46 (0,43) A
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Figura 6. Atividade inicial, total e porcentagem de ativacdo da enzimasBoem dois
clones deC. canephora continuamente irrigados (CT; barras negras) e exposiosaclo
(C1; barras cinza-claraju a trés ciclos de seca (C3; barras cinza-escuro). \sakite
médias * erro-padrao de sete repeticdes. Letras disramicam diferencas significativas
entre os regimes hidricos dentro de um mesmo cléng (,05; teste de Duncan), e
asteriscos indicam diferencas entre os clones, déetram mesmo regime hidric® €
0,05; testd).
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3.6. Sistema antioxidativo, danos celulares e estado redox

Nas plantas-controle, a atividade das enzimas dismd@ssuperoxido (SOD),
peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT) foi maiorclone 109, enquanto a
redutase da glutationa ndo variou entre os clones (Figu@ d@gficit hidrico promoveu
aumento na atividade de todas as enzimas avaliadastambogriferencas entre os clones
so foram observadas para as enzimas SOD e APX, que forianesnao clone 109 (Figura
7). Além disso, a exposicdo a mdultiplos eventos de se@n@alizou a atividade das
enzimas CAT e GR, uma vez que, ao longo dos ciclos, haunento significativo na
atividade dessas enzimas, em relacdo as das plantas dais timtamentos (Figura 7).
Ressalta-se que, independentemente do clone ou regimeohid&io se observaram
diferencas significativas nas concentracdes de malddal@&DA) (Figura 5).

Em condicbes de ampla disponibilidade hidrica, tantovessnde NAD e NADF,
quanto as razdes NAINADH e NADP+/NADPH foram maiores no clone 120, em
relacdo ao observado no clone 109 (Figura 8). A exposig@ra promoveu alteracdes
minimas nos niveis de NADe NADH e, consequentemente, ndo foram observadas
variagdes na razido NAINADH em nenhum dos tratamentos de ambos os clones, padrdo
de resposta que também foi observado para a razio MABPPH para o clone 120
(Figura 8). Por outro lado, no clone 109, em ambos ossci#oseca, foram observados
aumentos significativos nos niveis de NADRem quaisquer alteracdes nos niveis de
NADPH, resultando, assim, em aumentos expressivos da raz&P MADPH, em
relacdo aos das respectivas plantas-controle (FighraR@&ssaltese que ndo foram

observadas variacfes nas concentracdes foliaresidientideos entre os ciclos de seca.
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Figura 7. Atividade das enzimas dismutase do superdxido (SOD), pesexittaascorbato
(APX), Redutase da glutationa (GR), catalase (CAT) enatitia de danos celulares pelos
niveis de aldeido malbénico (MDA) em dois clones @e canephora continuamente
irrigados (CT; barras negras) e expostos a um ciclo @fascinza-clarodu a trés ciclos
de seca (C3; barras cinza-escuro). Valores sdo médiaso#padrdo de sete repeticdes.
Letras diferentes indicam diferencas significativasesas regimes hidricos dentro de um
mesmo cloneR < 0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferen¢es @ clones,

dentro de um mesmo regime hidri¢d<0,05; teste).
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canephora continuamente irrigados (CT; barras negras) e expostos @clo (C1; barras

cinza-claro)ou a trés ciclos de seca (C3; barras cinza-escuro). Vaéwesnédias * erro-

padrdo de sete repeticbes. Letras diferentes indicamnedifas significativas entre os

regimes hidricos dentro de um mesmo cloRe<(0.05; teste de Duncan), ¢ asteriscos

indicam diferencas entre os clones, dentro de um mesgimoe hidrico P < 0.05; teste t).
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3.7. Perfil metabdlico

Para ter uma melhor perspectiva sobre as particulasdad¢abdlicas dos dois
clones e, principalmente, os ajustes adotados por cada ungdatelo submetidos a seca,
foi realizada uma andlise de perfil metabdlico foliar. Esgdise evidenciou uma profunda
reprogramacdo metabolica nos clone€deanephora expostos ao déficit hidrico, uma vez
que, dos 42 metabdlitos detectados, 34 tiveram seus niveentados em pelo menos um
dos tratamentos avaliados (Figura 9). De todas essas respgabt@z as mais marcantes
sejam as relacionadas ao metabolismo de aminoécidos. €Xcecdo da alanina e do
triptofano, todos os demais aminoacidos tiveram seus rduaigntados sob condi¢es de
seca, em pelo menos algum tratamento, em relacaardgagpicontrole (Figura 9). Ressalte-
se que, nos dois clones, os aumentos de glicina forarm sugeriores aos de serina e, com
isso, a razdo glicina/serina aumentou marcantemente aod, s$esultado que foi
particularmente mais expressivo no clone 120 (Figura @dBasemelhante de resposta
também foi observado para a razédo glutamina/glutamatoijtante, o aumento dessa razao
foi maior no clone 109 (Figura 9).

Com relacdo aos acidos organicos envolvidos no TCA, ps@éo a seca
promoveu, de forma geral, aumentos nos niveis de fumanatato e isocitrato, em ambos
os clones; enquanto aumentos nos niveis de succinato foemmvados apenas nas plantas
C3 do clone 120 (Figura 9). Além disso, no clone 120 também fobaarvados aumentos
nos niveis de gliceraldeido 3-P e acido fosférico, enquantdone 109 houve aumento do
acido aspartico.

Os polidis glicerol, mio-inositol e manitol também ti&er seus niveis aumentados
na seca, enquanto os niveis de galactinol foram redueidoambos os clones. Em relacéo
aos acucares, ndo foram observadas alteracfes nosdeweiinose, mas, por outro lado,
houve aumento expressivo nos niveis de galactose nosams ¢Figura 9).

Da mesma forma que o observado para os compostos do lsetaborimario, a
exposicao a seca também induziu aumentos nos niveis e atgaiabolitos secundarios,
entre eles naringerina, acido nicotinico, acido cinamiégieéo trans-cafeico; no entanto,
essas alteracdes foram significativas apenas naspldmtclone 120 (Figura 9).

Saliente-se que muitas das respostas descritas acima fiifarencialmente

expressas nas plantas expostas a multiplos cicloscde Em ambos os clones, as plantas
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do tratamento C3 apresentaram maiores niveis de isocitfamdalanina, glicina,
isoleucina, glicerol, mio-inositol, &cido glutérico elagdose do que as plantas C1. Por
outro lado, para alguns metabolitos, essas respostas &specificas para cada clone. Nas
plantas do tratamento C3 do clone 109, foram observadognésndiferenciais de
asparagina, glutamina, valina, fumarato e aspartato. E tamperessaltar que, no clone
120, o numero de metabdlitos diferencialmente moduladoplaatas C3 foi muito maior
gue no clone 109, com aumentos nos niveis de lisina, ornitinéina, serina, tirosina,
gliceraldeido 3-P, glutarato, naringerina, mio-inositolm@&nitol, naringerina, acido
nicotinico, acido fosforico, gliceraldeido-3-P, acidoaanico e acido trans-cafeico (Figura
9).
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Figura 9. Perfil metabdlico e razdo entre os aminoécidos gle@gima e
glutamina/glutamato em dois clones @e canephora continuamente irrigados (CT) e
expostos a um ciclo (C1) ou a trés ciclos de seca (CB)regasdo médias + erro-padrédo de
sete repeticdes. Letras diferentes indicam diferesigagficativas entre os regimes hidricos
dentro de um mesmo clon® € 0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferencas
entre os clones, dentro de um mesmo regime hidFico((05; testet).Para cada clone, os

dados foram normalizados em relacdo a média das pleonéa®le.
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3.7. Relagbes entre as variaveis

Independentemente do regime hidrico, foi possivel obsettas eorrelacdes
positivas entre os componentes difusivdscom gs e R,). Além disso,A e gs também
correlacionaram-se positivamente com os componentesiltd® Kg, Yane¥md) € com 0
nivel de alguns carboidratos (sacarose, agucares sdiotzése amido). Por outro ladé,
0s Kr e carboidratos estiveram negativamente correlacienadom os niveis de
aminoacidos totais e, também, com praticamente todoanisoacidos detectados na
andlise de perfil metabdlico; um mesmo padréo de resfmstambém observado para
alguns acidos organicos (isocitrato, malato e fumarato)titulo de exemplo, as
concentragbes dos AAs isoleucina e valina correlacionrgaemmmegativamente com
parametros que sinalizam disponibilidade de carbsm® ¢arboidratos). Por outro lado, os
niveis de glicina estiveram negativamente associadosacatividade da enzima catalase
(Figura 10).

Com o intuito de ter uma viséo integrada das particuldeslanetabdlicas de cada
clone, entre os diferentes tratamentos, foi feita an@dise de componentes principais com
os dados de perfil metabolico. Os dois primeiros composi€@ies) explicaram 77.5% da
variancia total observada. Os resultados dessa analiseitian observar a alta
similaridade metabdlica entre os dois clones, na caadicigada (Figura 9). Além disso,
também foi possivel visualizar as profundas alteracé¢sbdiecas que a seca promoveu
em ambos os clones, em relacéo as plantas-corfiglerd 9. Registrese que, apesar do
padrdo comum de resposta entre os dois clones (visivePay, algumas particularidades
entre eles foram observadas (CP2): as plantas do tRMesstiveram mais fortemente
relacionadas com alguns metabdlitos secundarios (&&@de-quinico, acidos cis e trans-
cafeico, acido cinamico e naringerina), enquanto oeclbd9 esteve mais fortemente
relacionado com o acido latico, tiramina, ornitina histig tiramina e hidréxi-prolina. A
analise de PCA também permitiu evidenciar o comportamefei@iicial entre os ciclos de
seca. Em ambos os clones, foi possivel observar gondegparte das respostas metabolicas
foi mais acentuada nas plantas expostas a multipllos de seca do que nas plantas que

experimentaram esse estresse pela primeira vez, princigalme clone 120 (Figura 11).
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4 - DISCUSSAO

A aclimatacéo diferencial ou, como vem sendo chamadaemaoria ao estresse,é
um processo que sé recentemente foi mais bem caracdieem plantas (Kim et al., 2010)
Contudo, a grande maioria dos trabalhos aborda essesgpoode forma fragmentada, ou
seja, centrando apenas na expressao de alguns genes ou emegspacstas morfoldgicas.
Diante desses fatos, um dos principais objetivos do peeseiialho foi apresentar uma
visdo integrada do processo de aclimatacéo diferencedea €omo sera demonstrado ao
longo das proximas secdes, as respostas das plantasalephora expostas a multiplos
ciclos de déficit hidrico, quando comparadas com aquelaslalaas que experimentaram
a seca pela primeira vez, foram potencializadas, confevmenciado pelas alteracbes em
diversos parametros fisioldgicos e bioquimicos. Alénsali® presente trabalho também
apresenta uma visdo geral das alteracbes metabdlicascaldsadas pela deficiéncia
hidrica e 0 quanto a integracdo entre os metabolismasgoi e secundario pode ser

importante nessa situagao.

Respostas hidraulicas, difusivase bioquimicas de clones @e canephora frente a
multiplos ciclos de exposicdo a seca

Em condicbes de ampla disponibilidade hidrica, ndo foracorgradas diferencas
significativas deKr entre os clones avaliados (Figura 3). De forma seme|haméém ja
foi demonstrado que, sob plena irrigacéo, os clones 120 gi€¥eatam apenas pequenas
diferencas anatdomicas de seus sistemas condutores (dldimas) (Silva et al., 2013).
Como a condutividade hidraulica €, em grande parte, um eefle®to das propriedades
anatdbmicas de uma planta (Santiago et al., 2004; Ficlaht 2010), € muito provavel que
a auséncia de diferenca He entre os clones seja o resultado da similaridade anadmic
entre eles. Além disso, as correlagcbes positivas &acas entre 0os componentes
hidraulicos e difusivos (Figura 10) sugerem qué&ropode ter sido um dos principais
determinantes das taxas fotossintéticas em ambos osscl&@ssa resposta tem sido
encontrada em varios trabalhos e evidencia o quanto peeolades hidraulicas de uma
planta podem afetar o seu potencial fotossintético (idroe Feild, 2000; Brodribb et al.,
2007). Por outro lado, quando submetidos a seca, 0s clom=gi@@aram comportamento

hidraulico e difusivo muito distinto. Embora em ambosihée havido reducdes
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significativas deKr e A, tais redugbes foram muito mais expressivas no cloneldGfue

no clone 120 (Figura 3). A reduc¢ao e na seca tem sido um padrédo comum de resposta
encontrado em diversas espécies e esta diretameat®mmalda com 0 aumento da tensao
exercida sobre os vasos do xilema que, em Ultima inatgwde acarretar no rompimento
da coluna d’ gua (cavita o)(Sperry et al., 1994; Sperry, 2000; Hacke et al., 2006). Como a
cavitacdo tem um grande potencial em limitar o suprimdet@gua para as superficies
transpirantes, esse processo também tem sido apocwasm um dos principais fatores
associados com as reducdeggde, consequentemente, Aesob seca (Sperry, 2000; Sack e
Holbrook, 2006; Sperry et al., 2008). Nesse sentido, a mgaciade de manutencéo de
Kr, sob déficit hidrico, do clone 120, em relacdo a do clone d&& estar diretamente
relacionada a uma menor ocorréncia de cavitacdo eavwhwente, foi um dos fatores
preponderantes na divergéncia dos valoregs@eA observada entre os clones na condicéo
de déficit hidrico (Figura 4). Outra caracteristica que podeotgierido ao clone 120 uma
maior eficiéncia hidraulica, em relacdo ao clone 109 péesenca de um sistema radicular
mais robusto (Pinheiro et al., 2004), permitindo, assim, omakor exploracdo da agua
disponivel no solo. Uma boa evidéncia da maior eficiéhcigaulica do clone 120 reside
no fato de que, embora ambos os clones tenham apresestattsmos valores d&ng, 0
clone 120 foi capaz de exibir maiores valore¥gg para um mesmo contetudo de agua no
solo (Figura 3), demonstrando uma maior capacidade de re&@baadongo do dia.

A aclimatacdo a seca pode acarretar alteracdes anasdque tem o potencial de
reduzir a vwvulnerabilidade a cavitacdo, resultando na magddendo Kr e,
consequentemente, das taxas fotossintéticas. Essasc@di® geralmente envolvem a
reducdo no diametro e aumento na frequéncia dos vasos dw X#echot et al., 2010;
Galmés et al., 2012). De fato, dentroGlecanephora, ja foi observado que a tolerancia a
seca esta diretamente relacionada com a capacidade emvproajustes efetivos no
sistema hidraulico (Silva et al., 2013). No entanto, a ocoaé&lesses ajustes varia com a
intensidade, bem como com o tempo de exposicdo a sebat(Et al., 2010). No presente
estudo, apesar de ter sido encontrada grande diferencpatadeale de manutencéo Ke
entre os clones, saliente-se que nao foram observadagtes desse parametro entre 0s
ciclos de seca (Figura 3). Esse parece ser um bom indickt que os periodos de seca

enfrentados pelas plantas, no decorrer dos trés ciolasn longos o bastante para causar
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alteracdes fisiologicas, bioquimicas e moleculares, poréumtos o bastante para
possibilitar ajustes anatdmicos. Dessa forma, os mawakses deA, sem quaisquer
alteracdes ergs, apresentados pelas plantas expostas a multiplos dieleeca, em relacao
as plantas expostas a apenas um ciclo (Figura 4), patecesido o resultado de ajustes
moleculares e/ou bioquimicos e ndo estariam associadasd#icacdes no sistema
hidraulico.

Um exemplo de ajuste bioquimico que pode ter contribuidogsanaaiores taxas de
A nas plantas do tratamento C3 envolve aumentos na devila Rubisco (tratamento C3
de ambos os clones) sem, contudo, haver alterag6esueestaelo de ativagédo (Figura 4).
Uma vez que a capacidade maxima de carboxilacg.q\é uma funcdo do produto entre
a concentracdo da Rubisco, o estado de ativacédo e déwidsalitica Koy, iSto €, Mmax =
[Rubisco]*ativacio*.;, e considerando-se qlig é constante para café (3,25 Martins
et al., 2013), os resultados sugerem que houve um aumentpaedade bioquimica de
fixacdo de C@associado com aumento de concentracdo da Rubisco nis @apostas a
multiplos eventos de seca. O aumento de concentracRolisco em resposta ao déficit
hidrico € incomum (Galmés et al., 2011, 2013), e aqui se regsteaprimeira vez, que
isso pode depender dos ciclos de seca impostos. Possivelosedeeréscimos eqq (visto
neste estudo), associados com possiveis decréscimosndatancia mesofilica, ja que
ambas as condutancias sao correguladas (Martins et al., B3B4am a uma reducdo na
concentracéao cloroplastidica de £@.), e 0 aumento da concentracdo de Rubisco poderia
ser uma maneira de compensar este mé€Rof). Galmés, comunicacdo pessoal. Outra
hipotese seria a de que as plantas do tratamento C8n@m dlos ciclos de seca, foram
acumulando alteracfes epigenéticas que resultaram armaiar expressado dos genes que
codificam a Rubisco e/ou aquaporinas, mecanismo que aumentapa@dade de difusédo
e fixacdo de C® No entanto, uma melhor compreensédo dessa alteracéioamich da
Rubisco s6 sera possivel com a andlise dos dados de exmyésgio(RNAseq) e/ou de
protedmica, que se encontram em desenvolvimento. Nesse sentesente trabalho
oferece uma perspectiva nova sobre a regulacdo da Rubiseovez que os dados aqui
apresentados apontam que o fator preponderante para §ssstaaliferencial parece ter

sido a exposicao a multiplos ciclos de seca.
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Papel da respiracdo na manutencao de processos fisioldgicos

Nos ultimos anos, é cada vez maior o niumero de trabajbe demonstram o
guanto os processos respiratério e fotossintético séml@pendentes (Nunes-Nesi et al.,
2011). De fato, por catalisarem reagcdes de vias opostas, sS processos precisam ser
finamente regulados a fim de que seja mantida a homeastiasgar, principalmente em
condicbes de estresse (Araujo et al.,, 2014). No presatiallio, as altas correlacdes
positivas encontradas enttee R, (Figura 10) evidenciam, ainda que circunstancialmente,
esse tipo de regulacdo. Além disso, nas plantas exgosts, também foram observados
aumentos na atividade de algumas enzimas da glicélise EA¢Tabela 2). Essa indugéo
na atividade enzimética esteve associada com reducOesives de carboidratos e
aumentos nas concentracdes de aminoacidos totais (Bjgerde acidos organicos (Figura
9). Estes dados, juntamente com as altas correlagégativas encontradas entre
carboidratos com aminoéacidos totais e acidos organicos &1@)r permitem sugerir que
0 processo respiratorio deve ter estado diretamenteoredao com o direcionamento de
esqueletos de carbono para a biossintese de composto® quiersdidiais nas respostas a
seca.

Um bom exemplo de intermediarios do metabolismo mitddal envolvidos em
respostas a estresses sdo 0s acidos organicos malatarattu Com efeito, ja foram
relatados aumentos desses metabolitos em diversasesspgpostas a seca (Guicherd et
al., 1997 Alvarez et al., 2008Charlton et al., 2008; Hummel et al., 2p1padrdo de
resposta que também foi observado no presente estudoa(Bgutma das principais
funcbes atribuidas a esses acidos organicos € a de dtereativa de energia,
principalmente em condicbes de privacdo de carbono (Aratljal., 2011). As altas
correlagBes negativas encontradas entre os niveis dedratbs com o malato e fumarato
evidenciam que o acumulo desses compostos pode ter desedgpanhpapel importante
na regulacéo do balanco de carbono nas plant&s danephora expostas a seca (Figura
10). Outra importante funcdo dos acidos organicos que, apesar sido especulada ha
bastante tempo, s6 recentemente foi melhor caraatiei é a participacdo na regulacdo dos
movimentos estomaticos (Patonnier et al., 1999; Araujo .et28l1). Em um estudo
envolvendo plantas mutantes éeabidopsis thaliana com menor atividade da enzima

succinato desidrogenase e, consequentemente, menoreslaifigisarato e malato, foram
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observados aumentos significativos giee A. Com essa descoberta os autores foram
capazes de adicionar um novo nivel de complexidade & din&pgamovimentos
estomaticos (Araujo et al., 2011). De forma semelhamiepiendentemente do tratamento,
também foram encontradas altas correlacdes negatitr@srealato e fumarato cogae A
(Figura 10). Estes resultados evidenciam que, além de esegwoladores classicos, como o
ABA, os acidos orgéanicos podem ter desempenhado um importgrek naamodulacéo
dos movimentos estomaticos nas plantasdeanephora. Assim, quando analisados em
conjunto, os presentes dados evidenciam, ainda que cincciatzgente, a importancia do
metabolismo mitocondrial na modulacdo do processo fotésism principalmente em
condicbes de seca. Além disso, é importante saligniar algumas dessas respostas,
principalmente as atividades enzimaticas, foram mais poidas nas plantas do
tratamento C3 de ambos os clones (Tabela 2), ressaltprelm processo respiratorio
também pode ter desempenhado papel decisivo nas resptstasciis encontradas entre

0s ciclos de seca.

Reprogramacéo metabodlica em condicdes de seca

A exposicdo a seca promoveu uma profunda alteracdo dhietalem ambos os
clones. Dentre todas as alteracfes, talvez a maisamar@steja relacionada com o
metabolismo de aminoacidos. Confirmando o que foi obsemasgimiveis de aminoacidos
livres totais (Figura 5), a analise de perfil metabdlicelmay que, sob deficiéncia hidrica,
houve aumento expressivo de praticamente todos os armdiogatetectados (Figura 9).
Essa inducdo na biossintese de aminoacidos ressalta atéingmordesse grupo de
moléculas no processo de tolerancia a seca. Cono,efait longo das Ultimas décadas,
diversos trabalhos tém apontado o papel dos aminoacidosspmosta a varios tipos de
estresses, sejam eles bibdticos ou abidticos (Greenwaynedy11980; Le Rudulier et al.,
1984; Patonnier et al., 1999; Kocsy et al., 2005).

As correlacbes negativas encontradas entre os valerds com 0s niveis dos
aminodacidos de cadeia ramificada (ACRS) isoleucina e vdfigar@ 10) evidenciam que,
na seca, 0s clones dé. canephora podem ter utilizado esses metabdlitos como
mecanismos alternativos de conservacdo e uso de en&egsltados semelhantes foram

observados em planas dlcotiana tabacum e Arabidopsis thaliana expostas a seca em
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que, além do acumulo de ACRs, também foi observado unerdanma expressdo dos
genes relacionados com o catabolismo desses aminogdMdtsstrasi et al., 2006). Esse
padrao de resposta pode ser explicado pelo fato de queorelicGes de privacao de
carbono, o catabolismo de ACRs poder direcionar efgtdineta ou indiretamente para a
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, permitiasisim, a manutencdo adequada
do processo respiratorio (Aradjo et al., 2010; Ishizaki.et2@ll0). E importante ressaltar
qgue, apesar de o acumulo de ACRs ter ocorrido em ambdsnes,ctais aumentos foram
mais expressivos no clone sensivel a seca do que manteleEssa resposta diferencial
pode estar relacionada ao fato de que, no clone 109, asbesddeA foram mais
pronunciadas do que no clone 120 (Figura 4), caracterizandu, assa situacdo de maior
privacdo de carbono. Essa hipétese parece ser confirnedalala correlagcdo negativa
desses ACRs com os metabdlitos que sinalizam a dispordeilide carbono (Figura 10)
(amido, sacarose e agucares soluveis totais). Dessa,f@msndados aqui apresentados
permitem inferir que a biossintese de ACRs pode ter furdior@mo um efetivo
mecanismo de defesa que teve como principal funcdo ozenaraento de fontes
alternativas de carbono, estratégia que pode ter uma impiarginda maior nos periodos
de recuperacao a seca (Malastrasi et al., 2006).

Com excecao do tratamento C3 do clone 120, a exposicééfiath hidrico nédo
promoveu alteracdes significativas nos niveis de prolimai@ 9) Apesar de ser um dos
aminoacidos mais bem estudados, o papel da prolina no pradessclimatacdo a seca
ainda é tema controverso (Szabados e Savouré, 2009)odss® porque, apesar de o
acumulo de prolina ha muito tempo ser relacionado coreehtia a seca (e.g. Hoekstra
et al., 2001; Choudhary et al.,, 2005), em alguns trabalhossedencontraram tais
alteracdes (e.g. Silvente et al, 2012) (caso do presentdops, em outros, foram
observados até mesmo reducdes desse metabolito (Shetkdya2008). Essa divergéncia
na literatura deixa claro que essas respostas sdo dependantspécie, bem como
possivelmente do tempo e da intensidade do estresse apkcadiutro lado, a exposicao a
seca promoveu um aumento marcante nos niveis de hidroxiggrgliincipalmente no
clone 109 (Figura 10). A hidroxi-prolina é derivada da hidroxilacamalécula de prolina
em uma reacdo catalisada pela enzima prolil hidroxilase; diéso, a hidréxi-prolina

também serve como substrato de outra reacdo que culmfoem@cao de prolina-betaina
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(Nolte e Hanson, 1997). Apesar de menos estudada, ja foi deaslengjue a prolina
betaina pode ser um osmolito mais eficiente do que legrGervillo et al.,, 2011). Em
adicdo, em um estudo envolvendo diversas variedadesw®e também foi observado que
plantas com os mesmos niveis de prolina podem apresefei@ntis concentracdes de
prolina-betaina; ressaltando que a alocacao de prolina parese de prolina-betaina pode
ser muito variavel, até mesmo entre cultivares damaesspécie (Nolte e Hanson, 1997).
Os dados do presente trabalho parecem seguir esse medr@#io ga resposta, uma vez
gue, mesmo com pequenas alteracdes nos niveis de prolina, doservadas grandes
variagdes no intermediario hidroxiprolina. Dessa formi&i® sugerir que os incrementos
nos niveis de hidroxiprolina estejam relacionados com o @tomm& disponibilidade do
intermediario para a sintese de prolbeaina. E importante ressaltar que, além de
participarem no ajustamento osmoético, a prolina, benocgeus intermediarios, apresenta
um papel de grande importancia na dissipacédo do excegsmmeeredutor, uma vez que a
sua biossintese consome grandes quantidades de NAPDH (Shaaima2611). Assim,
guando analisados em conjunto, os dados apresentados sugerenmmegtebalismo de
prolina pode ter desempenhado um papel importante no processterdacia a seca
dentro deC. canephora.

Independentemente do tratamento, ndo foram observddescaés nos dados de
Y00, Yoo € € (Figura 3). Resposta semelhante foi encontrada por Pinheiro @08K) ao
trabalhar com os mesmos clones do presente trabahentanto, com um déficit hiddc
ainda mais acentuado. Estes resultados implicam na ausEnemstamento osmotico.
Registre-se que a grande maioria dos trabalhos aborjataraento osmotico apenas no
contexto bioquimico, ou seja, acumulo de osmdlitos congativenquanto poucos
efetivamente medem o resultado fisiolégico desse acurdp.outro lado, levando em
consideracao a capacidade dos osmolitos compativeitterar as propriedades osméticas
celulares (Szabados e Savouré, 2010; An et al., 2013), cposs@el que o aumento na
biossintese desses metabdlitos (Figura 9) ndo tenha altesagtalores d&;00 € Yo
(Figura 3)? A resposta para essa pergunta parece envolreecamismo de compensacao
ou interconversao entre as formas desses osmodlitostatbe quando analisadosme
conjunto, os dados do presente trabalho evidenciam que a @oodaccompostos com

propriedades osmaticas (hidréxi-prolina, galactose, magiiogrol, mio-inositol, malato e
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fumarato) (Figura 10) parece ter envolvido o consumo dirg¢o carboidratos,

principalmente a sacarose (Figura 5). Uma vez que a sacarasn dos principais

reguladores osmoéticos celulares, o consumo dessa utmlgara a producdo de outros
osmolitos pode ter tamponado as variacbe¥,@e e Vy. E importante ressaltar que, além
da manutencdo da turgescéncia celular, outras funcdes musidé atribuidas a esses
metabdlitos é a de detoxificacdo de espécies reativasginaxie, também, a estabilizacéo
de proteinas e membranas (Hoekstra e Buitink, 2001; Williamsah,e2002). Nesse

sentido, parece provavel que a producdo da vasta gama détasicminpativeis na seca
esteja relacionada, primordialmente, com mecanismaratecdo, em vez da manutencao
da turgescéncia celular. Destaque-se que, apesar de 0 ad@nasimélitos compativeis ter
sido um padrdo geral das plantas expostas ao déficitdyidais aumentos foram mais
expressivos nas plantas do tratamento C3 de amboeres ¢Figura 10). Dessa forma, é
licito sugerir que os reajustes metabolicos que culminaramaia producdo de osmolitos
compativeis também podem ter estado envolvidos com partemento diferencial das

plantas expostas a multiplos eventos de seca.

Solucdes alternativas para um mesmo problema: mecanismos de ek e de
dissipacéo de energia em condi¢des de seca

Pelo fato de a fotossintese ser um dos principais ddenektrons nos cloroplastos,
as grandes reducdes desse processo em condi¢cdes dehdtificdt (Figura 4) pode ter
gerado um quadro potencialmente danoso ao metabolismo o@gkada, 2006). Isso
porque, nessas situacdes, as plantas tendem a absonavgquantidade de energia maior do
gue sdo capazes de utilizar, gerando, assim, um desbalagrg®tEo que é um dos
principais responsaveis pelo aumento de producdo de EROs (R&éda Noctor et al.,
2014). Contudo, foi observado que as plantasCdeanephora exibiram uma série de
mecanismos que minimizaram a geracdo e/ou aumentaram @deagade remocao das
EROs. Evidéncias da efetividade desses mecanismos de defesagaodsbservadas pela
awséncia de variacdo nos niveis de MDA entre os tratasdRtigura 7), resultado que
indica que a seca nao potencializou a ocorréncia de dahdares. Além disso, também
ndo foram observadas variacfes significativas nosreslde F,/Fn(Tabela 1), outro

indicativo de que as plantas expostas ao déficit hidricosedreram fotoinibicdo. Em

43



conjunto, estes dados permitem inferir que os mecanismdsfdsa, discutidos a seguir
com mais detalhes, concorreram ativamente para a empdat da integridade dos
fotossistemas e, também, da homeostase celular.

O aumento marcante na atividade das enzimas SOD, APX, GR enas plantas
expostas a seca (Figura 7), de ambos os clones, evideratisacdo dos mecanismos
enziméticos de defesa contra as EROs. Essas enzidagj@lparticiparem diretamente na
remoc¢do de EROs, também estdo associadas a processhssquem o excesso de poder
redutor. As enzimas SOD, APX e GR, por exemplo, estdo envohédelsamada reacao de
Mehler, em que elétrons da cadeia de transporte derslétiaroplastidica sao transferidos
ao oxigénio molecular que €, entdo, convertido a agua (Netcahr 2014; Asada, 1999). A
catalase, por sua vez, esta normalmente relacionddtorificacdo de processos como a
fotorrespiragéo (descrito mais abaixo) e a beta-oxid@€Boian et al., 2013). Diversos
estudos relatam que o aumento na atividade dessas enzimaica primeira e, também,
a principal linha de defesa contra o estresse oxidatival@A$899, Faize et al., 2011; Ma
et a.,, 2011). De fato, em alguns trabalhos envolvendo plamitentes que apresentam
maior atividade dessas enzimas foi observado um aumenissixpr na tolerancia a seca
(Faize et al.,, 2011). Ressalte-se que, em ambos os ,clorasnento na atividade das
enzimas CAT e GR foi maior nas plantas do tratamentocdCué nas do tratamento C1
(Figura 7). Esse resultado comp8e mais uma evidéncia deagjydantas expostas a
multiplos ciclos de seca foram capazes de potengiagzaecanismos de defesa contra os
efeitos deletérios da seca, quando comparadas a pfaftaetidas a seca pela primeira
vez.

Apesar de ser um dos temas mais controversos dadisiotegetal, alguns estudos
recentes tém apontado a importancia da fotorrespiragdananutencdo de diversos
processos metabdlicos, principalmente em condicfesssahtes (Fernie et al., 2013;
Florian et al., 2013). Nesse contexto, o presente trabglfesenta algumas evidéncias do
aumento do processo fotorrespiratorio nas plantas espastseca. A primeira delas
ervolve o aumento na razao glicina/serina (Figura 9), amidoa que sdao um dos
principais produtos da fotorrespiracdo. Com efeito, 0 awmeassa razdo é um dos
melhores indicativos metabdlicos da variacdo na ativiftatderespiratoria (Wingler et al.,

1999; Novitskaya et al.,, 2002). Além disso, esses aminoacidt& aliretamente
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relacionados com a biossintese de certos compostos d&,d&fes como a glutationa
(poderoso antioxidante) e glicina-betaina (importante aenmgdmpativel) (Novitskaya et
al, 2002). As altas correlacbes positivas entre a coreg@a de glicina e a atividade da
enzima catalase (Figura 9) é outra evidéncia do aumerdtivitade fotorrespiratoria das
plantas expostas a seca, principalmente no clone 120. tDe darante a reacdo de
conversdo de glioxilato a glicina, catalisada pela enziimalgto oxidase, ocorre grande
producdo de bD,, produto altamente toxico que é prontamente convertidoQa pela
enzima catalase (Florian et al., 2013). Assim, parece pebw@we 0s clones d€.
canephora foram capazes de balancear os efeitos nocivos daaakiade producdo de
glicina por meio de ajustes finos da atividade da cata@sgo efeito benéfico que tem
sido atribuido a fotorrespiracdo é a dissipacdo do exdesspergia de excitacao da cadei
de transporte de elétrons cloroplastidica. Esse meaani@ambém parece ter operado nas
plantas deC. canephora expostas a seca, principalmente no clone 109, uma vepmgue f
observados aumentos na razdgl. e RpAy(Tabela 1), parametros que indicamm u
direcionamento de maior proporcgao de elétrons para ogz@déatorrespiratério (Bai et al.,
2008). Salientese que, em ambos o0s clones, algumas dessas respostas rf@sm
pronunciadas nas plantas do ciclo C3 (Tabela 1),resultqaesressaltam o papel da
fotorrespiragcdo no comportamento diferencial encontredoplantas expostas a multiplos
ciclos de seca.

Como dito anteriormente, os aminoacidos podem desemppapeal fundamental
nos processos de detoxificacdo celular. No entanto, cerdonma biossintese desses
metabolitos, observado nas plantas expostas a segarg$i5 e 10), provavelmente
demandou uma maior quantidade de nitrogénio pelas folhashipgsese parece ter sido
confirmada, uma vez que, em ambos os clones, foranrvaldss aumentos na razéo
glutamina/glutamato (Figura 10), resultado que evidencia umar maorporacdo de
nitrogénio nas plantas expostas a seca (Wingler et29). Por outro lado, esses dados
contrastam com algumas observacdes de que a seca tedllzia as taxas de assimilacédo
e, também, a translocacéo de nitrato para as folhaséBhnd Boyer, 1976; Ferrario-Méry
et al.,, 1998; Buljovic e Engels, 2001). Dessa forma, € pdsgive os clones de&.
canephora tenham utilizado mecanismos alternativos para mantespordbilidade de

nitrogénio para a biossintese de aminoacidos, além de aanggostos nitrogenados,
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papel que também pode ter sido realizado pela fotorrespi(goger et al., 2003).De fato,
alguns estudos j& demonstraram que a refixacdo de nitrogénihamado “ciclo do
nitrog nio fotorrespirat rio pode ser muito maior que a assimila o de nitrato pelas ra zes
(Fernie et al., 2013). Além disso, também ja foi obserwadd em plantas mutantes com
menor atividade fotorrespiratéria houve reducdo nos niveaiitrdéo e, consequentemente,
de aminoacidos, resultados que ligam diretamente a fqioere®o com o metabolismo do
nitrogénio (Ferrario-Méry et al.,, 1998). No presente {rehade todos os aminoacidos
detectados, o Unico que teve reducdes significativas napetapalmente no clone 120,
foi a alanina (Figura 8), principal doador de grupo amino pammaautencdo da
fotorrespiracdo (Betsche, 1986; Ta e Joy 1986). Estes a@ss|t juntamente com o
aumento nas razdes glicina/serink/J. e RpA (Tabela 1), reforcam ainda mais as
evidéncias do aumento da fotorrespiracdo nas plant&s danephora expostas a seca.
Quando analisados em conjunto, os dados aqui apresentadosnagp@ O Processo
fotorrespiratorio, além de ter atuado como importamponente NOs mecanismos de
dissipacdo de energia, também pode ter sido fundanmentabnutencéo da biossintese de
aminoacidos na seca.

Dentre todas as linhas de defesa contra as ROS, os nmetabétundarios séo os
mais comumente negligenciados. Por outro lado, jadoiprovado que alguns compostos
fendlicos apresentam uma capacidade antioxidante maia daeroprio acido ascorbico,
um dos principais antioxidantes celulares (Grace e Logan, .200@)0 ponto importante
relacionado a biossintese desses metabdlitos envajvande consumo de poder redutor
(Maeda e Dudareva, 2012). Nesse contexto, além de poderosx&anties, 0s compostos
secundarios também podem atuar como valvulas dissipadorescesso de energia de
excitacdo das cadeias de transporte de elétrons. Nojgréissbalho, uma tendéncia geral
de resposta das plantas expostas a seca foi o auneeriossintese dos aminoacidos
aromaticos fenilalanina e tirosina (Figura 9). Essa respastaém foi acompanhada por
incrementos nos niveis de alguns metabdlitos secundérgpsatido cinamico, acido trans-
cafeico, naringerina e cafeina), principalmente no clongHig0ra 9). Em conjunto, estes
dados indicam que a seca induziu um maior fluxo de canbarzoa via do xiquimato, uma
das principais rotas envolvidas com a producdo de compostosdaeos (Maeda e

Dudareva, 2012). Mencione-se que todas as respostas descritas faram mais
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pronunciadas nas plantas C3 do clone 120 (Figura 9). Assarglico que o metabolismo
de fendis, além de ser um componente alternativo mbate dos efeitos deletérios da seca,
também parece ter contribuido ativamente para o coampento diferencial das plantas
dos tratamentos C3.

Os resultados do presente trabalho evidenciam as diesBagigias que parecem
ter sido utilizadas pelos clones @e canephora para dissipar o excesso de energia de
excitacdo das cadeias de transporte de elétrons clofdiglasé mitocondrial, quando
submetidos  seca. A efetividade dessas verdadeiras “v lvulas metab licas pode ser
melhor observada pelas razées NADADH e NADP'/NADPH, dados que sinalizam o
estado redox celular (Figura 8). No clone 120, independentenu® tratamento, nao
foram observadas variacbes nessas razdes, resultadosligaen que 0os mecanismos de
dissipacdo foram capazes de contrabalancear as redded&se, consequentemente,
mitigar o acumulo de poder redutor (Figura 8). A mesma tera@é@paesposta também foi
observada no clone 109 para a razdo NABDH; no entanto, nesse mesmo clone, foram
observados aumentos na razdo NADRRADPH nas plantas expostas a seca (FigurESpe
padrdo de resposta do clone 109 pode ser um reflexo diretimries reducbes de ETR
associada com o aumento na biossintese de compossgsmdiises, o que, em ultima
instancia, pode ter culminado com o acumulo de NABBura 8). Dessa forma, estes
dados evidenciam que, apesar das grandes alteracdes roatalpé@lisadas pela seca,
ambos os clones foram, de forma geral, capazes de izanias variacdes no estado redox
celular.

Quando analisados em conjunto, os diversos mecanismos da dpfesentados
evidenciam a capacidade de flexibilidade metabodlica de plamtgitas a condicdes
estressantes. Nesse sentido, ficou claro que a manutéadémmeostase celular na seca
demandou a acdo de mecanismos que envolveram desde a modalaffionas enzimas,
até a biossintese de compostos que, além de reguladordsentaséio potentes
antioxidantes. Dessa forma, os mecanismos de defesat@esacima deixam clara a
importancia da integracdo metabdlica no processo de #afiaao déficit hidrico, uma
vez que os mecanismos de defesa envolveram a participagfimta dos metabolismos

primario (fotossintese, fotorrespiracdo e respirac&erandario (biossintese de fenadis).
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Plasticidade metabdlica enC. canephora

Como acima demonstrado, grande parte das alteracfeddgiisis e,
principalmente, metabdlicas encontradas neste tradalhonais expressiva no clone
sensivel (109) do que no clone tolerante (120). Apesar de pamteaditdrio,a priori,
esse padrao de resposta evidencia ainda mais a mai@ntidea seca do clone 120. De
fato, diversos trabalhos tém encontrado que a principattegiistica de plantas tolerantes a
determinados tipos de estresse é a estabilidade de respesta oondi¢cdes, ou seja, uma
menor plasticidade fenotipica (Nicotra et al., 2010; Cousbemandez, 2012). Essa
inducdo metabolica diferencial encontrada entre os €lpaeece ser um reflexo direto das
propriedades hidraulicas de cada um deles. Nesse sentidegioa capacidade de
manutencdo d&g(Figura 3), além de um sistema radicular mais robWBitthéiro et al.,
2005), permitram ao clone 120 uma melhor hidratagdo de seudostee,
consequentemente, uma menor exigéncia de ajustes matab&lor outro lado, no clone
109, a presencga de um sistema hidraulico menos efiderda a um maior desbalancgo
hidrico que, por sua vez, demandou um maior grau de ajustesveinde respostas
bioquimicas. Estes resultados evidenciam que, apesar deasismos bioquimicos e
moleculares terem um papel fundamental nos processpsotkzdo celular, em ultima
instancia, talvez os principais determinantes do desempenhmal@lanta sejam os seus

componentes estruturais (Brodribb, 2009).

E possivel aprender com a seca? Causas e consequéncias da aclimatacieddiel a
seca em plantas d€. canephora expostas a multiplos eventos estressantes.

Uma das principais questdes levantadas no presente trdbak® plantas d€.
canephora expostas a multiplos ciclos de seca seriam capazgsekeatar mecanismos de
resposta em maior magnitude em relacdo a plantas expostaa @ela primeira vez. Os
resultados obtidos sugerem, a principio, uma resposttivpoai indagacdo supracitada
(Figura 11) e, além disso, demonstram que essas respdstasaiis ocorreram em
mecanismos fisioldgicos (fotossintese), bioquimicos (adguenvolvidas na glicolise, TCA
e estresse oxidativo) e metabdlicos (diversos compadbosnetabolismo primario e
secundario). Todo esse conjunto de respostas permitidadtag do tratamento C3,

principalmente as do clone 120, apresentarem maiores taxasddeque as plantas do
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tratamento C1 (Figura 4). Como a fotossintese é um dosgs@s que mais bem integra o
estado fisiologico de uma planta, é possivel dizer quaasas do tratamento C3 tiveram
um melhor desempenho na seca do que as plantas do trat&@tefiigura 4). No entanto,
como parece improvavel que os componentes hidraulicosraestejacionados com tais
respostas diferenciais, qual seria a explicacado parampartamento observado nas plantas
do tratamento C3? A resposta para esta pergunta pode estanelnee relacionada com a
geracao de alteracBes epigenéticas. De fato, uma sérabdthdrs tem evidenciado que as
alteracdes na estrutura da cromatina podem deixar aiahgjenético em um estado de
“alerta e, consequentemente, potencializar as respostas frente a estresses recorrentes (Bird,
2007 Kim et al., 2010; Ding et al., 2012; Goh et al., 2003). No entangyande maioria
desses trabalhos tem como principal foco a expressaigdes genes. Nesse sentido, 0
presente trabalho é um dos primeiros a demonstrar de fortegrada o processo de
aclimatacéo diferencial a seca.

Outra hipétese levantada foi a de que plantas do tratamerdo €l8ne tolerante
seriam capazes de acumular um maior nimero de respbfgenciais em relacdo as
plantas do clone sensivel. Essa hipotese também paresidd confirmada, uma vez que,
de todos os parametros avaliados, 39% foram diferencisdre@pressos nas planas C3 do
clone 120, enquanto apenas 24% foram observados nas plardtase 109. Estes dados,
ainda que de forma circunstancial, permitem inferir que ac@erade alteracbes
epigenéticas pode ter ocorrido em maior extensdo no tdderante. Vale lembrar que a
geracdo de alteracBes epigenéticas envolve um sofistgisiona enzimatico capaz de
introduzir e remover alteracdes covalentes na estratararomatina (Sokolet al., 2007
Bird, 2007). Nesse sentido, parece provavel que o maiorrolteerespostas diferenciais
observadas no clone 120, em relacdo ao do clone 109, stadeetacionado a um sistema
de geracédo de alteracfes epigenéticas mais efetivo.

Apesar de o presente estudo oferecer uma perspectigaampla do processo de
aclimatacao diferencial a seca, ainda sdo necessar@ses mais aprofundadas (e.qg.
imunoprecipitacdo de cromatina) para o melhor entendomds geracdo e regulacdo dos
mecanismos de “memoriza o ao estresse. Os resultados desse tipo de estudo podem ter
uma grande implicacdo nos programas de melhoramentdogedét exemplo pratico da

aplicacdo dos resultados desse tipo de estudo seria d@e@plantas transgénicas que
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constitutivamente teriam maior expressao de genes quécaodias maquinarias que
controlam as alteracbes epigenéticas. Dessa formi pessivel obter plantas que
naturalmente apresentem alteracdes na estrutura dattramecessarias para deixar o
material gen tico em um estado de “alerta constante contra a seca, permitindo, assim,

respostas de defesa mais rapidas e efetivas.
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