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RESUMO

O café desponta como segunda commodity mais comercializada no
mundo tendo importante papel na economia de muitos paises, incluindo o Brasil
principal produtor mundial da bebida. Entretanto, tem-se enfrentado cenarios de
mudangas climaticas e seus efeitos restritivos sobre a continuidade da alta
producdo do café. Essa realidade mostra a importancia de estudos que permitam
o entendimento dos mecanismos de tolerancia da planta ao estresse, bem como a
analise de gendtipos dos gendtipos mais tolerantes ao estresse da seca. Dessa
forma o objetivo com este estudo foi analisar as respostas fisiologicas e
moleculares de dois gendtipos de Coffea arabica, a progénie Siriema apontada
como tolerante e a cultivar Catuai (Amarelo IAC 74), sensivel a deficiéncia
hidrica. O experimento foi conduzido no Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, MG. Os
tratamentos estabelecidos foram: um grupo de mudas recebeu irrigagdo continua
(Controle), outro grupo foi submetido a restrigdo total da irrigacdo e outro foi
reirrigado apds um periodo determinado de estresse, neste grupo foi avaliado a
capacidade de recuperacdo de cada gendtipo. Dentro dos tratamentos as
observagdes e coletas de folhas foram realizadas a cada trés dias e o experimento
montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticdes por periodo de avaliagdo. O tratamento controle mostrou valores
constantes para as variaveis analisadas em ambos os genotipos, os dois materiais
para o tratamento ndo irrigado mostraram significativa redu¢do do potencial
hidrico foliar, das taxas fotossintéticas e transpiratdrias e da condutincia
estomatica, apds a reirrigacao pode se observar recuperacdao parcial do estado
hidrico das plantas, sendo a cultivar Catuai mais afetada pela restricdo hidrica.
As analises moleculares foram direcionadas a dois periodos de restri¢do, sendo
que estes apresentavam potenciais hidricos tipicos de estresse moderado e
severo, respectivamente. As andlises de expressdo para os genes CcRD29 e
CcRd26 mostraram que esses genes sao diferencialmente expressos e superiores
no tratamento nao irrigado, sendo suas atividades diminuidas drasticamente apos
o momento da reidratacdo. Os dois genotipos apresentaram expressdo diferencial
para os genes em questdo, sendo que a menor expressdo na progénie Siriema
pode estar relacionada a sua maior capacidade de manuteng¢do do seu estado
hidrico quando comparado a cultivar Catuai.

Palavras- chave: Coffea arabica L.. Estresse abidtico. Seca. Fator de transcrigdo.
gRT-PCR.



ABSTRACT

Coffee stands out as the second most traded commodity in the world,
having an important role in the economy of many countries, including Brazil, the
world's leading producer of the drink. However, climate change scenarios and
their restrictive effects on the continuity of high coffee production have been
faced. This reality shows the importance of studies which allow us to understand
the mechanisms of plant tolerance to stress, as well as the analysis of the most
tolerant genotypes to drought stress. Thus, this study aimed at analyzing the
molecular and physiological responses of two genotypes of Coffea arabica, the
Siriema progeny, identified as tolerant, and Catuai (IAC Yellow 74), sensitive to
water deficit. The experiment was conducted in the Department of Plant
Physiology, Department of Biology of the Universidade Federal de Lavras, MG,
Brazil. The established treatments were: a group of seedlings received
continuous irrigation (Control), another was submitted to total irrigation
restriction, and another was reirrigated after a certain period of stress, we
evaluated the recovery capacity of each genotype in this group. Within the
treatments, the observations and collections of leaves were performed every
three days, with an experimental setup in a completely randomized design
(CRD) with four replicates per trial period. The control treatment showed
constant values for the variables analyzed in both genotypes. Both materials
used for the non-irrigated treatment showed a significant reduction in leaf water
potential, net photosynthesis, transpiration and stomatal conductance rates. After
the reirrigation we may observe a partial recovery of water status of the plants,
with the Catuai being the most affected by water restriction. The molecular
analyzes were directed to two restriction periods, presenting water potential
typical of moderate and severe stress, respectively. The expression analysis for
the genes CcRD29 and CcRd26 showed that these genes are differentially
expressed and superior in the non-irrigated treatment, with their activities
dramatically decreasing after the moment of rehydration. Both genotypes
presented differential expression for the genes in question, whereas lower
expression in the Siriema progeny may be related to its greater capacity in
maintaining its water status when compared to the Catuai cultivar.

Keywords: Coffea arabica L., Abiotic stress, Drought, transcription factor, qRT-
PCR.
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1 INTRODUCAO

A cultura do café tem grande importincia no cenario mundial, isso
acontece também no Brasil onde sua comercializagdo tem grande relevéncia para
a balanca comercial, gerando divisas que participam desde o inicio da cultura
para o desenvolvimento do Pais (COELHO et al., 2009). O café se destaca
dentre os produtos agricolas no mundo, estando atras apenas do petroleo, como a
segunda commodity mais comercializada. O Brasil desponta como maior
produtor, com cerca de 30% da produgdo mundial, e segundo maior consumidor
de café (DAVIS et al., 2006).

Entretanto a producdo do grao varia ano a ano devido a alteragdes nas
condigdes climaticas, como a ocorréncia de periodos cada vez mais prolongados
de seca. Além disso, estudos atuais apontam para um cenario de climas mais
extremos com secas prolongadas, inundagdes e ondas de calor mais frequentes
isso devido ao fenomeno do aquecimento global (SALATI; SANTOS; NOBRE,
2012). Dessa forma novas areas serdo necessarias ao plantio, estando estas
suscetiveis a diversas restrigdes ambientais, tais como a falta de dgua disponivel
para a agricultura, altas temperaturas, entre outras (DAMATTA; RENA, 2001).

O déficit hidrico pode ser considerado com um dos principais fatores
limitantes a producdo agricola, gerando uma grande perda no crescimento da
planta (ARRUDA; GRANDE, 2003). Quando em situacdo de restri¢do hidrica,
diversos mecanismos em conjunto atuaram para garantir sua sobrevivéncia do
vegetal, ajustamentos osmoticos, por exemplo, permitem que as atividades
celulares sejam mantidas por um espaco de tempo maior (KRAMER; BOYER,
1995; TURNER, 1997). Além disso, com a continuidade da seca a planta utiliza
do fechamento estomético para diminuir a perda de 4gua em relagdo ao carbono
assimilado, dessa forma aumentando a eficiéncia do uso da agua (KRAMER;

BOYER, 1995).
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As respostas da planta ao ambiente restritivo levam a diminuicdo na
produtividade, atuando como um importante fator limitante a fotossintese. Deve
se entdo buscar conhecimentos de cultivares com caracteristicas agrondmicas
desejaveis aliadas a uma alta eficiéncia no uso da agua sendo de grande
importancia para regides suscetiveis a seca.

Atualmente muito tem se elucidado sobre as modificagdes morfoldgicas
e anatdOmicas em plantas de café, apesar disso diversos mecanismos envolvidos
na tolerancia diferencial entre as diversas espécies de Coffea ainda necessitam
de mais estudos.

A grande dificuldade em se caracterizar a tolerancia diferencial para
condi¢des de restricdo hidrica ¢ a necessidade de avaliar ndo s6 uma variavel
fisiologica, mas sim um conjunto de respostas que permitam uma visao holistica
do processo (NASCIMENTO et al., 2011), assim, de acordo com Nogueira et al.
(2001) ¢é imprescindivel que se analisem varidveis simultaneas, tais como
potencial hidrico, condutincia estomdtica, temperatura e a transpiragdo foliar
que conjuntamente expressdo melhor o status hidrico da planta.

Associadas as mudangas fisiologicas os vegetais exibem respostas as
pressdes ambientais em niveis celulares e estas acontecem pela percep¢do nas
membranas celulares por receptores especificos, estes produzem mensageiros
secundarios, como o calcio, que ai se ligar em proteinas especificas irdo gerar
um gama de respostas intracelular levando a altera¢ao nos niveis de expressao de
determinados genes ligados as respostas aos estresses ambientais (MAHAJAN;
TUTEIJA, 2005).

Dentre os genes os muitos genes que respondem as adversidades do
ambiente um classe se diferencia por sua fungdo de modular os niveis de
expressdo de outros genes, estes sdo conhecidos como fatores de transcrigdo.
Estes se ligam em regides especificas de genes de resposta e dessa forma

aumentam ou reprimem a expressdo destes genes quando na presenga um
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estresse  abidtico (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997,
WINICOV; BASTOLA, 1997).

Assumindo o déficit hidrico como a condi¢gdo que mais limita a
producdo do cafeeiro, este trabalho foi dividido em dois momentos, o primeiro
visou avaliar alteragdes nas variaveis fisiologicas em mudas de cafeeiro progénie
Siriema (tolerante) em comparagdo com a cultivar Catuai IAC 74 (sensivel),
condicionadas a periodos distintos de suspensdo de irrigacao e sua capacidade de
recuperacdo, apos 48 horas da volta da irrigacdo. No segundo momento se
procurou analisar a expressdo de genes relacionados a resposta ao estresse de

seca em ambos os materiais genéticos citados acima.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos da cultura

Pertence a familia Rubiacea que compreende mais de 13.000 espécies,
distribuidas em, aproximadamente, 650 géneros (DELPRETE, 2004). No Brasil,
se tem registro de 130 géneros e 1500 espécies, despontando com uma das
principais componentes da floristica brasileira (SOUZA; LORENZI, 2005).
Oriundo do continente africano, o cafeeiro apresenta cerca de 100 espécies
identificadas (DAVIS et al., 2006). Porém somente as espécies C. arabica ¢ C.
canephora mostram importancia economica correspondendo a 62% e 38% da
producao mundial, respectivamente (DAMATTA; RAMALHO, 2006).

No Brasil as mudas chegaram de forma clandestina, trazidas pelo
Sargento-Mor Francisco de Mello Palheta, sob as ordens do governador do
Maranhdo e Grao Pard da Guiana Francesa em 1727, periodo ja se destacava no
comércio (MATIELLI; RUGGIERO, 2005). Aqui encontraram condi¢des
climaticas favoraveis e se espalhou rapidamente, com produ¢do voltada para o
mercado interno. Em pouco tempo a cultura saltava de uma posi¢do secundaria
para a de produto-base da economia brasileira. Por quase um século, o café se
destacou como a maior fonte de riquezas, e as divisas geradas aceleram o
desenvolvimento do Pais (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE
CAFE - ABIC, 2012).

A busca pela regido ideal para a cultura do café se estendeu por todo o
pais, se firmando hoje em regides do Estado de Sdao Paulo, Minas Gerais,
Parana, Espirito Santo, Bahia e Rondo6nia, levando riquezas para diversas

regides do Pais (ABIC, 2012).
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2.1.1 Efeitos da seca na cafeicultura

O agronegécio do café rende divisas da ordem de 91 bilhdes de
doélares/ano e envolve meio bilhdo de pessoas em sua cadeia produtiva. O Brasil
participa com cerca 30% da produgdo mundial, gerando um lucro de 10 bilhdes
de reais (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA -
EMBRAPA, 2004). O cafeeiro é cultivado em mais de 80 paises em quatro
continentes, incluindo Uganda, Burundi, Ruanda e Etiopia (Africa) que possui o
café como principal produto exportagao (WILLSON, 1999).

Entretanto a continuidade desta alta producdo se encontra em risco
devido as mudangas nas condigdes ambientais, principalmente pelas mudangas
nos ciclo hidrologico. A seca pode ser considerada como principal fator
limitante a produgdo do café, prejudicando a disponibilidade de agua e a
absor¢ao de nutrientes. Sua influéncia na sobrevivéncia/produtividade da planta
¢ proporcional ao periodo de restricdo hidrica, implicando numa menor
produgdo liquida (DAMATTA; RAMALHO, 2006). Em regides anteriormente
produtivas onde ndo havia a irrigagdo, a produg¢do do café apresentou uma
diminuicdo de até 80% na safra em anos de seca prolongada. Além da seca,
outras variaveis também podem atuar modificando as respostas da planta, como
nivel de CO,, radiacdo solar, temperatura e umidade relativa do ar (GRANT,
1992).

Devido as mudangas no clima atual e ao aumento na demanda da bebida
a cafeicultura tem sofrido uma expansdo para areas marginais, como o cerrado
mineiro e o oeste baiano, antes consideradas regides inaptas ao plantio.
Juntamente a esse crescimento temos a distribui¢@o irregular das chuvas ao
longo do ano, aliado ao aumento da temperatura o que podera levar a limitagdes

na producao do café (SILVA; MAZZAFERA, 2008).
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Naturalmente a condi¢do hidrica da planta varia longo do dia, isso
devido a processos como absor¢do de agua e transpiragdo. Se a absorcdo pelas
raizes ¢ maior que a transpiracdo as plantas possuem balango positivo, nos
periodos em que as temperaturas se elevam essa relagdo se inverte tornando o
balanco negativo. Para se adaptar a essas alteracdes e diminuir a perda excessiva
de 4gua, ocorrem mudangas como o fechamento e abertura dos estdmatos. Isso é
importante, pois permite a planta assimilar mais quando em condigdes hidricas e
nutricionais ideais, e sobreviver quando se enfrenta um déficit de agua. Durante
seu ciclo de vida devido as limitagdes ambientais o vegetal desenvolve
mecanismos que lhe conferem maior adaptabilidade, quando em condi¢des de
normalidade a parte area em desenvolvimento, por exemplo, atua como principal
dreno de fotoassimilados, porém, quando submetida ao déficit hidrico moderado,
as raizes passam a receber maior propor¢do de assimilados, buscando maior
crescimento radicular consequentemente uma absor¢ao de agua superior (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Além desta alocagdo mudanga na distribuicdo dos assimilados o
metabolismo da planta passa a perder ou acumular determinados metabolitos,
como carboidratos, acidos organicos e aminoacidos, além de alterar o balango
enzimatico e de sintese proteica. Esses processos caracterizam o ajustamento
osmdtico ¢ podem ser considerado como principal mecanismo de adaptagdo
fisiolégica da planta a fim de minimizar os efeitos do estresse hidrico
(CHAVES, 1991). Os mecanismos de defesa citados acima reduzem as trocas de
CO,, bem como seu transporte para a folha, levando a queda na produgdo de
carboidratos pela planta. Entretanto por apresentar certa plasticidade frente ao
estresse se observou que essas variaveis tendem a voltar ao seu estado normal,
quando ocorre a volta da irrigacdo, contudo dependendo da severidade do

estresse ndo se alcanga novamente a condicao inicial (LOPES et al., 1988).
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O cafeeiro apresenta alguns mecanismos fisiologicos de resposta quando
submetidos ao estresse, estes parecem estar fortemente relacionados a grande
sensibilidade estomatica induzida pelo déficit hidrico no solo (CARR, 2001;
PINHEIRO et al., 2005) ou na atmosfera (BARROS et al., 1997; PINHEIRO et
al., 2005). Ocorre reducdo no fluxo de vapor e transpiragdo, além da queda na
absorcdo de agua e de nutrientes pelo sistema radicular apds o periodo de
estresse, levando a queda da produgdo (MATIELLO; DANTAS, 1987).
Acarretando uma diminui¢do fotossintética e respiratoria, assim como o
crescimento do vegetal (COSTA et al., 1997).

O ajuste osmdtico também ¢é uma estratégia amplamente utilizada pelo
cafeeiro para promover a manuten¢do do turgor celular e tem sido intensamente
investigada como possivel mecanismo de tolerancia a seca. O acumulo de
solutos compativeis pode contribuir na conservagdo do volume protoplasmatico,
contudo em condicdo de estresse a manutencdo de um alto contetudo relativo de
agua ¢ mais importante para a tolerancia a seca (DAMATTA et al., 1993).

As espécies de Coffea apresentam certas caracteristicas para a
manutencdo do turgor celular, entretanto estas variam de acordo com a cultivar e
o periodo de deficiéncia hidrica (MARTIM, 2003). A grande dificuldade ¢ ligar
essa tolerdncia a cultivares que possuem alta produtividade, dentre as espécies
de café arabica ocorrem niveis diferenciais de ajuste a condi¢do de seca, € isso
pode estar ligado a eficiéncia no uso da agua (DAMATTA; RAMALHO, 2006).

Além da seca, outros fatores ambientais também contribuem para as
flutuagdes na produtividade, como altas temperaturas diurnas e irradiancias e
baixas temperaturas noturnas (DAMATTA, 2004), logo a influéncia da falta de
agua deve ser considerada em conjunto o que podendo potencializar a
diminuicdo nas taxas fotossintéticas, mesmo que as demandas nutricionais da
planta estejam disponiveis (DAMATTA; RENA, 2002). Em plantas de café

estressadas pela seca sob alta irradidncia, por exemplo, pode ocorrer foto



18

inibicdo da fotossintese (MOHOTTI; LAWLOR, 2002), isto ocorre para se
evitar a formagdo de espécies reativas que podem gerar danos foto oxidativos

(PINHEIRO et al., 2004).

2.2 Materiais Genéticos

O material Siriema foi obtido pelo cruzamento entre ‘Blue Mountain’ e
C. racemosa, retrocruzada com ‘Mundo Novo’, realizado no Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), apos se realizou selecdo em Caratinga, MG e
entdo as linhagens foram cruzadas com Catimor. Os descendentes foram entdo
selecionados, F2 em Varginha, MG; F3 em Coromandel, MG e F4 foram
selecionadas em Varjao de Minas (MATIELLO et al., 2004).

As plantas selecionadas se mostraram com boa produtividade,
semelhante a cultivar Catuai, apresentavam folhas verdes mais escuras e limbo
foliar mais espesso. Em campo também foi demonstrado que a cultivar
apresentou maior resisténcia a seca (CHAGAS, 2008).

A comprovagao da superioridade foi testada em plantas Siriema de dois
anos e cinco meses de idade. Apds um periodo de restri¢do hidrica e nutricional
Matiello et al. (2003, 2004) conferiram notas numa escala de 1 a 5 de acordo
como vigor mostrado por cada cultivar ap6s submetida ao estresse. A cultivar
Siriema apresentou um bom vigor recebendo notas 4 ¢ 5 em 2003 e 2004,
respectivamente. Outros materiais Coffea arabica, como Acaud, Palma I e Il e
HK 29/74 apresentaram notas de 1 a 3.

Estudos realizados por Carvalho et al. (2007) com progénies de Siriema
mostraram que fenotipos mais precoces mostravam diferenciacdo floral
prematura e apresentaram maior resisténcia a seca em relagdo a genotipos
tardios, evidenciando essa caracteristica como passivel de sele¢do para gendtipos

mais adaptados a restrigdo hidrica.
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A Cultivares de Catuai foram originadas a partir do cruzamento artificial
do cafeeiro

Caturra Amarelo-C476-11 com o Mundo Novo CP 374-19, tendo a
selegdo genética ocorrido no Instituto Agronémico de Campinas (IAC) em 1949,
se buscava nessa associac¢do a rusticidade e vigor do Mundo Novo e o porte
abaixo e a boa capacidade produtiva da Caturra.

O resultado da hibridagao foi registrado como H 2077 resultando em trés
plantas, e apds a selecao destas se utilizou a planta de ntimero 2 (H 2077-2), para
o melhoramento dessa hibridagdo. Na geragdo F2, foram selecionados, com base
na produgdo e vigor vegetativo, as plantas de nimeros 5 e 12 que receberam os
prefixos (H 2077-2-5 ¢ H 2077-2-12), respectivamente. A planta H 2077-2-5 era
homozigota para o fator caturra e heterozigota para o fator xanthocarpa. O fator
caturra ¢ determinado pelo gene dominante CtCt, que determina a redu¢ao do
comprimento dos internodios. O elemento Xanthocarpa é determinado pelo gene
codominante Xc, sendo determinante na coloracdo do exocarpo do fruto, sendo
esse vermelho (XcXc), Alaranjado (XcXc) ou amarelo (xcxc). As geragdes dos
cafeeiros de frutos com exocarpo vermelho, a partir das geragdes F4, deu-se a
denominagdo de Catuai Vermelho e as de frutos com exocarpo amarelo
denominou-se Catuai Amarelo (CARVALHO; MONACO, 1972; FAZUOLI,
1986). O processo de selecao das cultivares de Catuai ¢ continuo e ocorre em
diversos Estados produtores. Em Minas Gerais, cafeeiros selecionados nas
diversas linhagens de Catuai t€m sido estudados pelo método genealdgico. As
selegOes tém levado a aumento na produtividade, precocidade e uniformidade de
maturagdo de frutos. As linhagens lancadas pelo IAC, na geragdo F4, hoje ja se

estdo nas geragdes F7 e F8 (MELO; BARTHOLO; MENDES, 1988).
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2.3 Variaveis Fisiol6gicas

De acordo com que apresentado acima, varias caracteristicas
morfologicas, fisiologicas e bioquimicas possuem correlagdes, em maior ou
menor grau, com os possiveis mecanismos determinantes da tolerdncia a seca em
café. Notadamente, o principal componente de adaptagdo diferencial a seca entre
os cafés do tipo arabica e robusta parece ser comportamental, relacionado as
taxas de uso da agua ou eficiéncia na extragdo de agua do solo (DAMATTA et
al., 2003; DIAS et al., 2007; MEINZER et al., 1990). Assim torna-se importante
o estudo de mais de uma variavel fisiologica para se entender acima de tudo a
interagdo entre elas e suas consequéncias para as plantas. Neste trabalho se
analisou o potencial hidrico (V) a fotossintese (4), a condutancia estomatica (gs)
e a taxa de transpiragao foliar (£).

Modificagdes fisiologicas e morfologicas acontecem naturalmente,
variam até mesmo de acordo com a posicdo da folha na planta, visto que
diferentes posi¢des recebem quantidades de luz diferenciadas (HOLLINGER,
1989; ISHIDA et al., 1999). Portanto, para se caracterizar uma espécie quanto a
sua capacidade de tolerancia ao estresse deve se conhecer sua eficiéncia de
manter nos niveis fotossintéticos seja por adaptacdes morfologicas ou
fisiologicas que permitiram melhor captacdo de luz, ou mesmo se adequar as
disponibilidades do ambiente (PORTER, 2001). Como a maioria das plantas
lenhosas cultivadas o café ¢ comum de ambientes sombreados apresentando
dessa forma pequenos valores de (4) (DAMATTA, 2003), ainda que sob
condig¢des ideais de cultivo (SILVA et al., 2004). Para 4 foram encontrados para
C. arabica valores entre 7 a 12 pmol CO, m? s™', porém, com predominancia, de
valores proximos de 4 pmol CO, m™ s’ (RENA et al., 1994). Esses valores
baixos quando comparados com outras lenhosas podem se devido a interacao

entre as respostas fisiologicas com fatores abioticos como déficit hidrico,
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elevada temperatura atmosférica e excesso de irradidncia pode limitar a
assimilacdo de carbono e seu crescimento quando em condi¢cdes de campo
(AMARAL et al., 2001). As taxas fotossintéticas oscilam consideravelmente nas
diferentes folhas de uma mesma planta, onde podem ser diminuidas por
limitagdes difusivas e bioquimicas (KOZLOWSKI; PALLARDY, 1997). A
primeira atua na diminui¢do na concentracdo interna de CO, (Ci) podendo ter
seu efeito diminuido pelo aumento nas concentragdes de CO, externo. J& as
limitagdes quimicas se relacionam com a parte fotoquimica e com a atividade
enzimatica ligada a fase bioquimica da fotossintese, bem como no metabolismo
dos carboidratos e do nitrogénio (BOYER, 1995; FOYER et al, 1998;
KANECHI et al., 1996; PAUL; DRISCOLL, 1997). As fontes de variagdo
fotossintética citadas acima entdo intimamente ligadas a espécie e aos genotipos
especificos de uma mesma espécie que estdo mais ou menos adaptados a
restricdes do ambiente (GUO et al., 2002).

Considerando o interesse agrondomico no café a queda na taxa
fotossintética ¢ indesejada, pois limita a producdo de biomassa levando a
diminuicdo na produgdo dos grios. Portanto, nesse contexto ¢ importante
considerar o quanto a planta consegue manter sua taxa fotossintética a0 mesmo
tempo em que diminui as perdas evaporativas de agua. Essa relacdo ¢ afetada
diretamente transpirag@o foliar (£), que por sua vez diminui significativamente
numa condicdo de estresse hidrico. A planta o faz primariamente por meio do
fechamento parcial dos estdmatos quando em condicao de déficit de pressao de
vapor atmosférico (VPDair), acima de 1,6 kPa. Isto acontece pela caracteristica
herdada nos genétipos comerciais de café e que garante certa adaptacdo a
condi¢do primitiva de sombra (CARR, 2001). Entretanto essa estratégia de passa
a limitar a entrada de CO, e por consequéncia as taxas fotossintéticas.

Os movimentos estomaticos permitem o controle das trocas gasosas e na

saida do vapor de dgua e tem grande importdncia na resposta as modificagdes
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ambientais incluindo as macromudangas globais (HETHERINGTON;
WOODWARD, 2003). A forma como os estdbmatos vao atuar no controle das
trocas gasosas deve ser bem estudada nas diversas espécies a fim de
compreender os fendmenos fisico-quimicos dentro e ao redor das células
guardas. Diversos trabalhos revelam que variagdes na intensidade de luz e na
concentragdo de CO, levam a mudancas nessa dinamica das células guardas
(ASSMANN; SHIMAZAKI, 1999; SCHROEDER et al., 2001; VAVASSEUR;
RAGHAVENDRA, 2005; ZEIGEIR et al., 2002). Por meio dos estdmatos
ocorrem as trocas gasosas responsaveis pelo aporte O, na atmosfera, bem com a
entrada ¢ saida do CO,, durante os processos de fotossintese e respiragdo,
respectivamente. Esse processo ¢ importante para o ciclo do carbono na
atmosfera, atuando como principal fluxo de carbono entre atmosfera e planta,
sendo a respiragdo foliar responsavel pelo langamento de 10 a 40% do CO, para
a atmosfera nos ecossistemas terrestres (MEIR et al., 2008; WRIGHT et al.,
2006).

Para se medir o sucesso com que a planta tolera o estresse ¢ importante
considerar a sua eficiéncia no uso da agua (WUE), esta mostra a razdo entre
ganho de carbono e perda de dgua na transpiragdo, e tem grande influéncia na
produtividade e na habilidade de tolerar um estresse (JONES, 1993; LAUTERI
et al.,, 1997). Assim as plantas podem investir na manutenc¢do positiva dessa
razdo, seja pelo aumento na assimilagdo de carbono A ou pela diminui¢do na
perda pela E.

Mais uma vez € necessario o entendimento conjunto das respostas da
planta as influéncias ambientais por isso a analise da gs tem concentrado muitas
das pesquisas fisiologicas em plantas a um longo tempo, devido a correlagdo
entre gs e aquisicao de carbono pelos vegetais e, assim ao crescimento da planta

(ADDINGTON et al., 2004). Dessa forma o CO, que serd assimilado e
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disponibilizado a planta ocorre na mesma via onde havera a perda de agua no
momento da transpiragio estomatica (MACHADO; LAGOA, 1994).

Os fenomenos de fotossintese e transpiracdo estdo amplamente
relacionados aos estomatos, pois estes desempenham papel tanto no bloqueio da
perda de agua da folha para atmosfera, quanto para a assimilagdo de CO,, Dessa
forma a redu¢@o na condutancia estomatica leva a diminui¢do da quantidade de
agua perdida pela planta, reduzindo por consequéncia as taxas fotossintéticas
(PEARCY; PFTISCH, 1991).

A condutancia estomatica vai atuar também sobre a temperatura da folha
¢ dessa forma sobre a absor¢do de CO, na planta (LARCHER, 2006). Essa
varidvel atua notadamente sobre os processos bioquimicos e fotoquimicos de
fixagdo de CO, (PASTENES; HORTON, 1996). Em resumo, a temperatura
altera a assimilacdo de carbono na folha modificando assim a velocidade das
reagdes do ciclo de Calvin (SALVUCCI; CRAFTS-BRANDNER, 2004), bem
como o transporte de elétrons na cadeia respiratoria (SALVUCCI; CRAFTS-
BRANDNER, 2004; WISE et al., 2004).

A diferenga de pressdo de vapor entre a folha e o ar leva ao movimento
estomatico e depende diretamente da taxa de transpirag@o total da folha e do
gradiente de potencial hidrico entre as células guardas e outras células
epidérmicas (YONG; WONG; FARQUHAR, 1997). Diversos trabalhos relatam
as variaveis que influenciam no fechamento dos estdmatos, Pitman (1996)
demonstrou que o potencial hidrico do solo, e a temperatura sdo importantes
condi¢des ambientais que afetam significativamente essa abertura estomatica.
Para Tribuzy (2005), o aumento na Tfoliar acarreta uma diminui¢do na
condutancia estomatica estando esta limitagdo fortemente associada a redugéo da

fotossintese.
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2.4 Genes responsivos regulados pelas vias ABA/dependente e ABA

independente

Apesar da grande importancia que se tem dado aos estudos envolvendo a
gendmica para o melhor entendimento da tolerancia a seca em café ainda pouco
se sabe, novas areas estdo sendo abertas pela biologia molecular e deve
acrescentar muito para a melhor compreensdo dos mecanismos de tolerdncia em
Coffea, o que devera ser potencializado pelo projeto EST-Genoma Café
(VIEIRA et al., 2006), que produziu cerca de 130.000 etiquetas de sequéncias
expressas. Este conhecimento estd possibilitando a descoberta de diversos genes
ligados aos varios estresses ambientais, esses novos conhecimentos gerados por
meio das ferramentas moleculares poderfio contribuir significativamente para
com os programas de melhoramento do café, principalmente devido a este
cenario de expansdo da cafeicultura brasileira para areas de menor
disponibilidade hidrica. Dessa forma ¢ importante caracterizar dois conjuntos de
genes que atuam no sentido de promover a resposta da planta ao estresse da
seca, 0s que sdo ou nao responsivos ao fitormoénio acido abscisico (ABA) que
aparece em diversas espécies de vegetais e tem papel fundamental na regulagio
de diversos processos metabdlicos inclusive nas respostas a estresses bidticos e
abioticos (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Suas fungdes como fitormonio do estresse estdo ligadas as respostas as
condigdes adversas (déficit hidrico, alta salinidade, vernalizagdo e choque
térmico), e pode atuar como modulador da expressao génica durante o processo
de tolerancia. Diversos genes respondem a condi¢des externas desfavoraveis, e
estes se dividem em dois grupos, os genes expressos apenas na presenca de ABA
e outro que possui expressao independente mesmo quando se faz aplicacdo de

ABA exogena.
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O esclarecimento das rotas metabolicas e vias de sinalizacdo do ABA foi
possivel com a utilizacdo de plantas-modelo mutantes, com isso pode se obsevar
variagdes nas respostas ao estresse, por meio de analises genomicas e dos seus
produtos em diferentes constituigdes genéticas, quando submetidos aos
diferentes niveis de estresse. Foi possivel a identificagdo de regides/estruturas
que possuem papel na regulacdo responsiva as condigcdes desfavoraveis.
Diversos genes relacionados ao estresse abidtico sdo controlados pelo acido
abscisico, entretanto outros apresentam diferentes mecanismos de controle
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

Esse modelo de estudo permitiu que diversos genes responsivos ao
estresse como estresse hidrico e por frio, tivessem suas regides promotoras
conhecidas, bem como a informagdo sobre alguns elementos reguladores
(intitulados cis-elementos ou cis-atuantes). Estes estdo presentes na regido
promotora do gene e podem sofrer a acdo de certas proteinas, conhecidas como
fatores de transcrigao.

Os fatores de transcricdo atuam sobre elementos especificos na regido
promotora e sdo fundamentais para que ocorra a transcri¢do do gene. Atualmente
se sabe que podem ocorrer sistemas ABA-dependentes e ABA-independentes,
sendo estes induzidos por diversos fatores externos e ainda pode se verificar a
existéncia de interligagdo (cross-talk) entre estes sistemas de resposta
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

Os vegetais como organismos sésseis estdo a mercé das diversas
limitagdes ambientais, por isso desenvolveram mecanismos para minimizar seus
efeitos e garantir assim sua sobrevivéncia o déficit hidrico, por exemplo, pode
limitar drasticamente seu crescimento, dessa forma diversas estruturas atuam
para manter o turgor do meio intracelular e a manuten¢do da maquinaria celular

(MAESTRI et al., 1995). Nessa condicdo de seca se destaca o aumento na
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sintese do acido abscisico (ABA) nas raizes, que é entdo translocado para por¢ao
aérea da planta, por meio do xilema (HARTUNG et al., 2002).

Diversos estudos foram feitos para esclarecer os meios de atuacdo dos
genes ABA-dependentes, nestes genes foram encontradas regides conservadas
em suas regides promotoras. Os primeiros a serem identificados foram o gene
Em, identificado em trigo é expresso no processo final de maturagdo das
sementes € o gene RAB6, identificado em arroz ¢ expresso durante os processos
finais de maturagdo das sementes e nos tecidos vegetativos secos.
Posteriormente, foram encontrados em Arabdopsis e entdo denominados ABRE
(ABA-Responsive  Element) (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI,
1997). Esta regido comum nestes genes atua como cis-elemento e esta presente
na regido promotora de varios genes ABA responsivos, apresentando nesta
regido um nucleo central ACGT, denominado G-box (YAMAGUCHI-
SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005). Para alguns genes o elemento ABRE nao ¢
capaz de ligar a transcri¢do individualmente, por este motivo aparece um
segundo elemento cis-atuante denominado CE (Coupling Element) estes
juntamente com elemento ABRE ativam a transcrigdo em resposta ao ABA
(SHEN; HO, 1995).

A estes elementos presentes nas regides promotoras vao se ligar
proteinas especificas, que vao coordenar a expressdo génica. Um grupo destas
proteinas foi denominado ziper de leucina (bZIP-Leucine zipper motif) e estas se
ligam aos elementos do tipo ABRE. Novamente as plantas modelos sdo
utilizadas com o propésito de caracterizar tais proteinas, em estudos com
Arabidopsis foram encontradas trés proteinas que se ligam aos elementos
responsivos ao ABA, sendo denominadas AREB1, AREB2 ¢ AREB3 (4B4-
Responsive Element Binding Protein) apresentando estas homologia ao dominio
bZIP (UNO et al., 2000). Estes fatores possuem grande participacdo como

ativadores génicos ABA-responsivos, no entanto, outros fatores de transcrigdo
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podem também atuar nessa via de resposta como MYB e MYC, contudo se
ligam a diferentes cis-elementos no promotor. Alguns estudos evidenciaram que
a aplicacdo exdgena da ABA pode aumentar agdo de outros elementos.

O gene RD22 (dehydration-responsive), isolado em Arabidopsis, €
ativado quando em restri¢ao hidrica e também pela aplicagdo exdgena de ABA,
sua regido promotora apresenta uma regido -67pb onde se ligam dos fatores de
transcricdlo MYC e MYB (ABE et al, 2003). MYC (Myelocytomatosis
Oncogene) e MYB (Myeloblastosis Oncogene) sdo proteinas que se apresenta
estrutura tridimensional na forma de hélice-volta-hélice (helix-turn-helix) foram
descritas em animais desempenhando papel no processo de proliferagado celular.
Nos vegetais, tais proteinas atuam no metabolismo secundario, nas respostas a
horménios e regulagdo de morfogénese celular (BUCK; ATCHLEY, 2003).

As vias de respostas ABA-independentes também sao muito estudadas,
pois possuem diversos genes chaves nas respostas aos estresses abidticos. Entre
entres podemos destacar os genes que na sua regido promotora apresentam cis-
elementos conservados do tipo DRE, CTR, LTRE (YAMAGUCHI-
SHINOZAKTI; SHINOZAKI, 2005).

Muitos trabalhos tém apontado os genes RD294, COR78 e LTI78, como
induzidos pelo déficit de agua, pelo frio e por ABA, respectivamente. Estes
apresentam uma regido conservada de 9pb, denominada DRE (Drought
Responsive), para o gene RD29A este elemento atua de maneira ABA-
independente quando submetidos aos estresses de desidratacdo e frio
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 1994).

Em trabalhos posteriores com Arabidopsis sob estresse, foram
encontradas trés sequéncias que codificam fatores de transcricdo classificados
como CBF1 (C-Repeat Binding Factor), DREB1A ¢ DREB2A (Dehydratation
Responsive Element Binding Factor), os quais se ligam aos cis-elementos

DRE/CRT (LEE; HENDERSON; ZHU, 2005). Outro grupo de genes que
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respondem ao estresse independentemente da presenga do ABA sdo conhecidos
como ERD1 (Early Responsive Dehydration 1), com homologia a proteina CLP
(Caseinolytic Protease) (SIMPSON et al., 2003). Este gene ¢ induzido pela
desidratacdo, mas também pela senescéncia quando em baixa luminosidade
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

Apesar da diferenciacdo entre as rotas ABA-dependente e ABA-
independente durante o processo de resposta da planta a um ambiente
desfavoravel, estas atuam em conjunto para garantir sua sobrevivéncia, além
disso, diversos fatores bidticos e abidticos podem atuar ao mesmo tempo. Dessa
forma se observa na planta a chamada comunicagdo—cruzada (cross-talk) isso,
pois alguns genes sdo regulados por diferentes rotas de transdugdo de sinais,
sinalizados em resposta a mais de um tipo de estresse. Essa nomenclatura ¢ dada
quando a sinalizagdo para modulagdo de diferentes genes e rotas metabdlicas
associa um ou mais componentes mediadores, ou quando ha produc¢dao em

comum (CHINNUSAMY et al., 2003).

2.4.1 NACRD26 e RD29 e seu papel na defesa ao estresse hidrico

Os fatores de transcri¢do sdo proteinas que atuam em sitios especificos e
estimulam a transcri¢do, age no auxilio a RNA polimerase Il no inicio da
transcri¢do. Sua atuacao pode ser por meio da ligacdo em regides melhorando a
eficiéncia do processo ou se ligando a elementos cis-acting no promotor ¢ em
conjunto com a RNA polimerase formar um complexo, anteriormente ao inicio
da transcri¢do (KLUG et al., 2010).

Os fatores de transcricdo podem atuar de modo tecido-especifico,
regulando seus genes alvos, bem como podem se expressar nas células em
resposta influéncias externas. Estes elementos podem atuar diretamente, quando

se ligam na sequencia alvo gerando o efeito correspondente ou indiretamente
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quando se ligam a sequencias externas e posteriormente atuaram no processo de
transcrigdo, porém requer um tipo de mudanga conformacional para se tornar
ativo (por exemplo, a fosforizagdo) (KLUG et al., 2010).

Para desempenhar sua fungdo os fatores de transcricdo possuem dois
dominios funcionais, o dominio de ligacdo ao DNA, que se liga a regides do
DNA no sitio regulador cis-acting e outro que se liga em regides nos sitios trans-
acting podendo ativar ou reprimir a transcri¢gdo por meio da ligacdo proteina-
proteina. Esses dominios de ligagdo ao DNA em eucariotos possuem diversos
motivos caracteristicos em suas estruturas tridimensionais, por exemplo, hélice-
volta-hélice, zinc finger, ziper de leucina basico (KLUG et al., 2010).

O gene RD26 esta associado a produgdo destes fatores de transcri¢do do
tipo NAC. Estes fatores de transcri¢ao conhecidos como NAC (NAM- ATAF/2-
CUC2) tém sido associados a resposta da planta ao estresse abidtico em plantas.
Sua denominacao se origina dos trés primeiros dominios proteicos de ligagdo ao
DNA, NAM (meristema apical), ATAF 1-2 (fatores ativadores de Arabidopsis) e
CUC2 (proteina do cotilédone, estdo envolvidas no desenvolvimento apical)
(KUSANO et al., 2005).

Estes fatores de transcri¢do tém sua presen¢a relatada em intimeras
espécies tanto em monocotiledoneas quanto em dicotiledoneas, como arroz,
amendoim, soja entre outras (LIU et al., 2011; PURANIK et al., 2011). Diversos
trabalhos tém mostrado a ligagdo destes com as repostas hormonais da planta
quando em condicdo de estresse bidtico e abidtico, garantindo a elas certa
tolerancia. Além disso, podem estar associados com a senescéncia, formacgao das
paredes secundarias e aos estresses ambientais (CHRISTIANSON et al., 2010;
KJAERSGAARD et al., 2011; NAKASHIMA et al., 2012; YANG et al., 2011;
ZHONG et al., 2010). O gene RD29 (responsive to desiccation) foi dividido
funcionalmente em dois grupos RD29A e RD29B, estes estdo relacionados a

resposta ao estresse de por seca, frio e alta salinidade. Na planta estes genes sdo
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importantes, pois codificam para proteinas hidrofilicas, ajudando assim as
plantas a suportar as condigdes ambientais desfavoraveis (JIA et al., 2012). Estes
genes se destacam na resposta ao estresse, pois apresentam em sua regido
promotora dois elementos cis-acting um conhecido como ABRE (ABA-
reponsive element) e DRE (dehydration-responvive element). Dessa forma
permite a agdo de fatores de transcrigdo das vias de transducdo ABA-dependente
e ABA-independente (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 1994).
Essas sdo vias distintas de sinalizagdo, porém a proteina formada pela expressio
destes genes tem alta similaridade e possuem carater altamente hidrofilico,
apresentando cada uma delas um residuo de cisteina, mostrando assim
similaridade estrutural com as proteinas LEA (late embryogenesis abundant)
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 1993).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Anadlise fisioldgica: Material vegetal, condi¢des de cultivo e

delineamento experimental

O trabalho foi realizado em casa de vegetacdo no periodo de 14 de
novembro a 1 de dezembro de 2012, no Setor de Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras, onde se utilizou mudas da progénie Siriema e
da cultivar Catuai, na idade de seis meses, pois estas possuiam de 4 a 6 pares de
folhas totalmente expandidas. As mudas foram provenientes da Fundagdo
Procafé em Varginha, MG.

As mudas foram acondicionadas em sacos plasticos de 3 L, contendo
uma mistura de solo, areia e esterco (3:1: 1, V/V/V), suplementados com 5 Kg
de superfosfato simples ¢ 1 Kg de cloreto de potassio a cada metro cubico de
substrato, de acordo com Cardoso, Alvarenga ¢ Carvalho (1992).

Apds 1 més de aclimatagdo, as mudas foram irrigadas a capacidade de
campo. Essa foi determinada pela irrigacdo constante do solo até a saturagdo e
apods o periodo de drenagem da agua pelos poros dos sacos plasticos o contetido
hidrico retido no solo foi pesado e caracterizado como a quantidade maxima de
agua que o solo consegue reter.

O experimento foi constituido de 4 plantas/periodo/tratamento (para
cada genotipo). O total de mudas foi separado em trés tratamentos: o primeiro,
tratamento controle, recebeu irrigacdo constante (irrigado - I), essa foi feita de
acordo com a quantidade de agua perdida, verificada por meio da pesagem a
cada periodo de observagdo. O segundo grupo teve a rega suspensa (ndo irrigado
- NI) durante todo o experimento, ja o terceiro grupo foi colocado para se medir
o potencial de recuperagdo das plantas sob-restricdo hidrica apds a volta da

irrigagdo (reirrigado - RI), para isso a cada periodo de coleta de dados as mudas
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foram pesadas ¢ massa de agua pedida pelo solo recolocada por meio da
irrigacdo. Cada tratamento foi avaliado a cada trés dias até atingirem o potencial
hidrico de murcha permanente (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Folhas frescas (totalmente expandidas correspondentes ao terceiro par de
ramos plagiotropicos) foram usadas durante as analises fisioldgicas e,
posteriormente nos estudos moleculares. Essas foram coletadas sempre no
mesmo horario durante o dia (~ 9 h), e colocadas em nitrogénio liquido e

armazenadas em freezer -80 °C.

3.1.1 Variaveis determinadas

Para determinar ao status hidrico da planta e sua resposta ao dpeficit
hidrico se procedeu a analise do potencial hidrico em conjunto com os dados das

trocas gasosas.

3.1.1.1 Potencial Hidrico

O potencial hidrico de antemanha foi medido no terceiro ou quarto par
de folhas totalmente expandido a partir do apice do ramo plagiotropico com
auxilio da camara de pressdo tipo Scholander (Soil moisture — Mod. 3005), no

periodo entre as 5 e as 6 horas.

3.1.1.2 Trocas gasosas

Foram analisadas as varidveis de trocas gasosas instantineas, dessa
forma se mediu a condutancia estomdtica (gs), taxa de assimilacdo liquida de
carbono (4), taxa de transpiragdo (), por meio de um analisador portatil de gés

infravermelho (LI-6400, Licor, Nebraska, EUA), entre 09:00 ¢ 10:00 h. Foi
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aplicada saturacdo artificial de fluxo de fotons (1000 pmolm™s"'), a uma
concentragdo ambiente de CO,. Durante as medigdes, os valores médios de
temperatura do ar dentro da casa de vegetacdo e temperatura da folha foram
respectivamente, 34,8 °C, e 28,8 °C, ja a média de densidade de fbétons

fotossinteticamente ativos foi de 717 pmolm™s™.

3.1.1.3 Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com trés tratamentos (Irrigado- I, Nao Irrigado - RI e Reirrigado - RI), e
quatro repeti¢des, para cada gendtipo utilizado. A unidade experimental foi
composta por uma planta por saco plastico. Os dados resultantes das
observacdes foram utilizados na analise de variancia. Foram feitos os graficos
dessas analises ao longo do periodo de restri¢do hidrica e se destacou as médias

com diferengas significativas (ANOVA, P <0,05)

3.2 Analise molecular: Condigdes experimentais e coleta do material vegetal

As analises moleculares foram feitas a partir do material vegetal
coletado durante o experimento de restricdo hidrica. Para isso se escolheu dois
periodos, aos 9 dias onde se obteve um potencial hidrico de -1,6 MPa + 0,4,
caracterizando um estresse moderado e as 12 dias quando o potencial hidrico
estava em -3,5 MPa + 0,5, mostrando um valor de estresse severo para as mudas
de café. As amostras de folhas foram coletadas e imediatamente congeladas em
N, liquido e armazenadas em freezer, a — 80 °C até o momento das analises. O
experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com

trés repeti¢des por periodo de avaliagdo. Cada repeti¢ao representou uma planta.



34

3.2.1 Genes analisados

Os genes analisados foram escolhidos por seu potencial responsivo ao
déficit hidrico. Para isso foram escolhidos dois possiveis genes candidatos de
acordo com trabalho realizado anteriormente por Marraccini et al. (2012), estes
atuam durante a restrigdo hidrica, o gene CcNAC-RD26 esta ligado a linha de
transducdo de sinal ABA-independente e tem se demonstrado sua influéncia na
expressdo de outro gene estresse responsivo o CcRD29. Dessa forma a
expressdo desse gene (RD29) também foi alvo de estudo deste trabalho. O gene
RD29 tem sido relatado atuando na defesa ao estresse hidrico codificando as
proteinas hidrofilicas do tipo LEA (late embryogenesis abundant) que atuam no
sequestro de ions, protecdo das membranas e naturacdo das proteinas
(chaperonas) e na retencdo de agua (BRAY, 1993; DURE, 1993; ZHU;
HASEGAWA; BRESSAN, 1997).

3.2.2 Extragdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total do tecido foliar das mudas foi extraido utilizado-se o
método do reagente CONCERT® (Invitrogen). 1g de tecido de cada amostra foi
macerado em N, liquido até a obtengdo de um p6 fino. A cada microtubo
contendo o tecido pulverizado foi adicionados 0,5 mL de tampao de extragdo
(reagente CONCERT), homogeneizando a solugdo por agitagdo. A mistura
permaneceu em temperatura ambiente por 10 minutos. Fez se centrifugacdo a
(10.000 g), a 4 °C por dez minutos. A fase liquida foi coletada e transferida para
um novo tubo, adicionando 100 pL. de NaCl 5 M e 300 pL de cloroférmio,
homogeneizando novamente a solugdo por agitagdo. O material foi novamente

centrifugado por 10 minutos a maxima velocidade a 4 °C. A fase superior



35

coletada e transferida para um novo tubo adicionando o mesmo volume de
isopropanol. O material permaneceu por 30 minutos a temperatura ambiente
para promover a precipitacdo dos acidos nucleicos. Posteriormente nova
centrifugacdo a 4 °C, a 10.000 g por 25 minutos. O liquido do tubo foi
descartado e entdo se adicionado 600 pL de etanol 75% ao precipitado e
centrifugado por 5 minutos a 4 °C a 10.000 g. O etanol foi descartado tomando-
se cuidado com o precipitado, deixado em banho seco a 37 °C até secar. O
material foi eluido em 20 pL agua miliQ autoclavada.

A integridade do RNA extraido foi visualizada em gel de agarose 1,2%,
corado com GelRed, Nucleic Acid Gel Stain e visualizado em fotodocumentador
UVITEC FireReader XS D-77Ls-20.M. As amostras foram analisadas em
espectrofotometro (GE Healthcare NanoVue Plus) para detecgdo de
concentragdo e qualidade.

As amostras foram tratadas DNase DNAfree (Ambion), em uma reacao
contendo 0,1 volume do tampao DNase turbo 10 X, 1 pL da enzima DNase
turbo e agua livre de DNase/RNase para completar o volume de 25 pL. Essa
reagdo foi incubada a 37 °C por 30 min. Foi entdo adicionado 0,1 volume do
reagente de inativacdo da DNase e as amostras foram deixadas por 5 min a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 1,5 min
a 10.000 g, e o sobrenadante transferido para novos tubos. As amostras foram
armazenadas a -20 °C.

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit Kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems). Primeiramente, o RNA foi diluido
a uma concentracao de 1 pg em um volume final de 10 pL. Apds essa etapa, foi
feito um mix contendo 2 pL do tampao 10X da enzima, 2 uL do primer RT
Random Primers 10X, 0,8 uL do mix dANTP (100 mM), 1 uL. MultiScribeTM
Reverse Transcriptase, e agua para totalizando 10 pL/amostra. Para cada

solugdo preparada de 10 pL de RNA a 1 pg, foram acrescentados 10 pL desse
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mix. Os tubos foram levados ao termociclador Multigene Gradient Labnet,
programado com trés etapas: 10 min a 25 °C para o anelamento dos primers; 2 h
a 37 °C para acdo da enzima e 5 min a 85 °C para inativa-la. As amostras foram

armazenadas em freezer a -20 °C.

3.2.3 gRT-PCR

Para os genes CcRD26 e CcRD29 foram utilizados primers
cordialmente cedidos pelo pesquisador Alan Carvalho Andrade (CENARGEN),
estes tiveram sua sequencia obtida a partir de andlises in silico em banco de
dados publicos com utilizagdo da ferramenta BLAST, essas sequencias foram
entdo comparadas contra um banco de EST de café. Os primers foram entdo
desenhados utilizando o software Primer Express (Applied Biosystems). As
sequencias dos primers sao mostradas na Tabela 1.

Para a andlise da expressdo génica quantitativa por qRT-PCR foi
utilizado o modelo Rotor Gene Q Pure Detection (Qiagen), utilizando o sistema
de detecgdo SYBR Green ¢ o cDNA obtido a partir de RNA extraido das folhas.
Para reacdo foram utilizadas as seguintes condi¢des: 2 minutos a 50 °C, 10
minutos a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a
60 °C, e finalizando com 15 segundos a 95 °C. Os dados foram coletados e
armazenados no programa Rotor-Gene Q Series Software (Versdo 2.0.2). Para
cada reagdo, foi utilizado 1,5 puL de cDNA, 0,6 pL de cada primer e 7,5 pL de

Master Mix SYBR green UDG com ROX (Invitrogen) para um volume
final 15,0 pL/amostra. Controle negativo e curvas de melting foram incluidos em
todas as andlises. A analise quantitativa dos genes de interesse foi conduzida a
partir de cDNAs das folhas mudas de café, com trés repeticdes biologicas (cada
planta representa uma repeti¢do), com trés replicatas técnicas para cada uma,

sendo os resultados normalizados usando CTs (Ciclo Threshold) obtidos pela
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expressdo dos gene de referéncia glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase
(GAPDH) (BARSALOBRES-CAVALLARI et al., 2009).

O CT foi determinado pelo nimero de ciclos no qual a fluorescéncia
gerada na reagdo ultrapassa a linha de base (threshold). O método utilizado
usado foi o do CT comparativo. Para validacdo do experimento fez-se
eficiéncias de amplificacdo dos genes alvo e de referéncia, dessa forma foram
feitas curvas padrdes para os genes em estudo nas seguintes diluicdes: 1:5, 1:25,
1:125, 1:625 e 1:3125. Este procedimento também permitiu a definicdo da
concentragdo de cDNA utilizada em cada reacdo, a qual foi de 10 ng/pL.

A concentragdo de cada primer utilizado foi de 1,5 puM.

Para normalizagdo utilizou-se a equagdo ACT = CT (gene alvo) - CT
(controle enddgeno). A calibragdo foi determinada pela férmula AACT = ACT
(amostra) - ACT (calibrador). Para calibrador uma amostra usada foi utilizada
como base para resultados de expressdo comparativa, sendo que neste estudo foi
utilizada a amostra 12RI (12 dias reirrigado) Siriema como calibradora para os

CcRD29 e CcRD26. A quantificagio relativa foi obtida pela formula 2 4T,

Tabela 1 Primers utilizados na qRT-PCR (CcRD26 ¢ CcRD29)

Gene Sequéncia do primer

CcRD26 F 5’-TTTGGCCCTGCGCTCTAGT-3’
CcRD26 R 5’-AAGCGGGTCAGTTTCTCGAA-3’
CcRD29 F 5’-TGATGATCAAGATCCCCAACAC-3’
CcRD29 R 5’-CTTCGCTTTCGCCTTCACTT-3’
GAPDH F 5’ TTGAAGGGCGGTGCAAA 3’

GAPDHR 5’AACATGGGTGCATCCTTGCT 3’
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises fisiologicas

Para o tratamento controle, as variaveis testadas se mantiveram
constantes, ao longo das avaliagdes, ndo havendo diferenca significativa quanto
ao status hidrico. Entretanto nas avaliagdes feitas aos 6 dias pode se observar um
padrido diferente nos dados, isso devido a falha na aclimatizagdo da casa de
vegetacdo que ocorreu neste dia, e elevou a temperatura penalizando as plantas
do experimento (Tabela 2). Este desvio dos dados no sexto dia também foi

observado para os tratamentos nao irrigado e reirrigado.

Tabela 2 Valores médios para o tratamento irrigado (n=4) dos parametros de
potencial hidrico foliar (Wpd) e trocas instantaneas de géas
[assimilagdo liquida de CO, (A), condutancia estomatica (gs),
transpiragdo (E)]

Periodos Fpd A E &8
(MPa) pmolCO,m™s"  mmol H,Om?s" mmol H,Om?’s™
0C -0,48 6,99* 2,32 0,130*
0S -0,37 5,56 2,38 0,064
3C -0,36 6,38 2,05% 0,099
3S -0,30 6,35 2,29 0,099
6C -0,40 5,75% 1,85 0,015*
6S -0,31 8,23 1,92 0,032
9C -0,41 5,63* 2,07* 0,066*
9S -0,38 7,05 2,34 0,106
12C -0,26 5,55% 2,02 0,068*
128 -0,26 7,29 2,15 0,090

Nota: Para material Siriema (S) e Catuai (C). Médias assinaladas com asterisco indicam
diferenca significativa entre Siriema e Catuai dentro de um mesmo periodo de avaliagao.
(ANOVA, P <0,05).
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Pode se observar para o tratamento irrigado maiores taxas fotossintéticas
para a cultivar Catuai até o sexto dia do experimento, apos esse dia o rapido
aumento da temperatura causa reducdo gradativa nestes valores, isso pois de
acordo com Grisi (2008) em condi¢des irrigadas o Catuai apresenta maior
densidade estomatica quando comparado a Siriema, dessa forma como o
aumento da temperatura no sexto dia levou a uma maior reducdo na condutancia
levando dessa forma a diminui¢do do CO, assimilado. Esse comportamento nos
permite considerar a cultivar Catuai com uma maior eficiéncia do uso da agua
para as condigdes iniciais de temperatura, em torno dos 24 °C. No entanto essa
vantagem deixa de acontecer logo apds o aumento da temperatura evidenciando

a maior capacidade de tolerar as mudangas ambientais de a cultivar Siriema.
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Figural Potencial hidrico foliar em mudas de cafeeiro cultivar Catuai e
Siriema submetidas ao estresse hidrico

Nota: Para os tratamentos Irrigado (I) e Nao irrigado (RI). Os pontos representam as
médias de quatro repeti¢des.
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O potencial hidrico para as mudas permaneceu constante ao longo do
experimento em valores proximos a — 0,4 MPa. Porém para as mudas do
tratamento ndo irrigado verificou-se reducdo gradativa a partir do sexto dia de
restricao hidrica, a -3,3 MPa em Siriema ¢ -4,02 MPa em Catuai, aos 12 dias de
experimento (Figura 1). Entretanto somente na ultima avaliacdo foi encontrada
diferenca significativa entre os genotipos, sendo que a progénie Siriema foi
superior a cultivar Catuai. Apos este ultimo periodo apenas a progénie Siriema
apresentava folhas em condi¢cdes fisiologicas para a continuidade do
experimento, sendo assim foi pode se confirmar a superioridade de Siriema
quanto a tolerancia ao déficit hidrico, corroborando com dados obtidos por Grisi
(2008).

Este comportamento dos dados é importante, pois caracteriza o fluxo de
agua no sistema solo-planta-atmosfera e tem sido muito utilizado para estudos
relacionados com as relagdes hidricas das plantas (WESTATE, 1994),
caracterizando o estado fisioldgico segundo o nivel de estresse hidrico imposto a
planta.

A taxa de assimilacdo de carbono encontrada para as cultivares no
tratamento irrigado mostrou valores dentro do padrdo esperado para o cafeeiro
(Figura 2), porém houve diferenca entre os genotipos, apdés o sexto dia
evidenciando que a fotossintese apresenta grande variabilidade, dependendo
além do status hidrico da posi¢do, temperatura e radiacao recebida (DAMATTA,
2003), sendo que a progénie Siriema para o grupo controle foi afetada
positivamente pelo aumento na temperatura. Isso pode ser justificado pelo curto
periodo de estresse por calor e pela maior capacidade de manutencdo da

condutancia estomatica em relagdo a cultivar Catuali.
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Figura2 Taxa fotossintética em mudas de cafeeiro cultivar Catuai e Siriema
submetidas ao estresse hidrico

Nota: Para os tratamentos Irrigado (I) e Néo irrigado (NI). Os pontos representam as
médias de quatro repetig¢des.

Para o tratamento ndo irrigado as plantas apresentaram acentuada queda
fotossintética a partir do nono dia de avalia¢do, com uma reducdo de 75 ¢ 73%
em relacdo ao controle (Figura 2), para Catuai e Siriema, respectivamente. Esse
resultado fortalece a ligagdo entre a assimilagdo do carbono e a quantidade de
agua disponivel para a planta, dessa forma os resultados encontrados neste
trabalho corrobora com encontrado por Kumar e Tieszen (1980) que sugeriram
para café arabica cultivado em vasos um limiar entre o potencial hidrico e
redugdo na taxa fotossintética e associa potencial acima de -1,0 MPa a
diminuicao consideravel na fotossintese.

Aos 12 dias de restri¢do a fotossintese ainda se mostrava ativa para
Siriema com valores proximos a 2 umol CO, m™s™ , enquanto Catuai mostrou
niveis fotossintéticos proximos a zero, evidenciando a maior severidade do

estresse nesta cultivar. Estes resultados estdo de acordo com a resposta da planta
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ao déficit hidrico, segundo Kramer e Boyer (1995) as respostas a essa restricdo
de passa pelo fechamento estomatico, e consequentemente ocorre menor perda
de 4gua e diminuindo também a assimilagdo de carbono a ser incorporado ao
metabolismo da planta. Quanto a diferenca entre as cultivares (Tabela 3) ¢
importante destacar que aos dias de avaliacdo a condutincia estomatica de
Siriema era o dobro da Catuai, destacando a maior capacidade da progénie de
manter o teor na agua na folha quando em condi¢des de estresse hidrico. Essa
habilidade de retengdo de agua pode estar relacionada ao seu processo de
ajustamento osmotico, como destacado por Melo (2008), quando submetida a
deficiéncia hidrica a progé€nie mostrou acumulo de aglcares soluveis totais e

redutores, bem como aumento na atividade de enzimas de resposta ao estresse.
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Figura3 Transpiracdo em mudas de cafeeiro cultivar Catuai e Siriema
submetidas ao estresse hidrico

Nota: Para os tratamentos Irrigado (I) e Néo irrigado (RI). Os pontos representam as
médias de quatro repetigdes.
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O grupo controle apresentou diferenga significativa entre os genotipos
nos aos 3 e aos 9 dias de avaliagdo (Tabela 2). Sendo importante destacar a
maior capacidade e rapidez com que a progénie Siriema se adapta as
modificagdes ambientais, no sexto dia ela apresenta uma reducdo de 16% na
transpiragdo e retorna apos o estabelecimento da temperatura normal. Em Catuai
resposta ¢ dada numa escala menor, 9,8% e o reestabelecimento apds o estresse
segue a mesma logica.

Quando imposta a suspensdo da rega pode-se observar a reducgdo
significativa nos valores de transpiracdo a partir do terceiro dia, com queda mais
acentuada a partir do sexto dia de avaliacdo, aproximando ao final do
experimento de valores proximos de zero (Figura 3). A transpiracdo pouco
diferiu entre os gendtipos (Tabela 3), entretanto ¢ importante se observar a maior
eficiéncia no uso da (WUE) em Siriema. Esta razao implica diretamente no grau
de tolerancia da planta em relagdo ao estresse e se traduz no rendimento da
cultivar em condig¢des adversas (JONES, 1993; LAUTERI et al., 1997). Siriema
quando comparado com Catuai, mostrou maior eficiéncia, mostrava aos 9 ¢ 12
dias de estresse 4,02 ¢ 7,05 mmol/mol H,O enquanto Catuai apresentava niveis
médios mais baixos, 2,8 mmol /mol aos 9 dias e 3,31 mmol/mol aos 12 dias.
Resposta semelhante foi obtida por Dias et al. (2007) que verificou o aumento de

WUE em duas progénies, novamente com superioridade de Siriema.
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Figura4 Condutincia estomatica em mudas de cafeeiro cultivar Catuai e
Siriema submetidas ao estresse hidrico

Nota: Para os tratamentos Irrigado (I) e Nao irrigado (RI). Os pontos representam as
médias de quatro repetigdes.

A condutancia estomatica para as plantas mantidas irrigadas mostraram
variagdo ao longo do periodo experimental, para ambos os genotipos,
principalmente no sexto dia de avaliacao (Figura 4). Para o grupo nao irrigado se
observou drastica reducdo a partir do sexto dia, chegando a valores proximos a
zero aos 12 dias.

Para as plantas nao irrigadas se observou redugdo a partir de sexto dia
(Figura 4), mostrando uma diferenca significativa aos 6 e 12 dias. Estes
resultados novamente comprovam a superioridade do Siriema, pois nestes dois
periodos quando as plantas estavam sob maior estresse, aos 6 dias quando a
temperatura se elevou consideravelmente e aos 12 dias quando os potenciais
hidricos ja caracterizavam o estresse severo enfrentado pelas plantas. Ao

analisar os dados pode-se obsevar que como encontrado por Dias et al. (2007),
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ocorreu neste experimento forte ligacdo entre a queda da assimilagdo de carbono
e a condutincia estomatica, ¢ novamente caracterizou-se o material Siriema
como mais tolerante ao estresse hidrico, por possuir maior sensibilidade

estomatica em relacdo a Catuai, quando imposta a condi¢do de estresse.

Tabela 3 Valores médios para o tratamento nao irrigado (n=4) dos pardmetros
de potencial hidrico foliar (Wpd) e trocas instantaneas de gas
[assimilagdo liquida de CO, (A), condutdncia estomatica (gs),
transpiragdo (E)]

Periodos pd A 21 E Gs
(MPa) pmolm™s’ mmol H,Om™s" mmol H,Om’s™
3C -0,44 5,373 1,770 0,083
3S -0,39 6,403 1,921 0,072
6C -0,71 5,326* 0,601* 0,015*
6S -0,64 6,095 1,061 0,032
9C -1,87 1,402 0,501 0,020
9S -1,62 1,874 0,466 0,017
12C -4,02% 0,451%* 0,136* 0,005*
128 -3,32 2,184 0,310 0,010

Nota: Para material Siriema (S) e Catuai (C). Médias assinaladas com asterisco indicam
diferenca significativa entre Siriema e Catuai dentro de um mesmo periodo de avaliaco.
(ANOVA, P <0,05).

Diversos trabalhos tém mensurado capacidade de recuperagdo do café
apos a reirrigacdo, Pinheiro et al. (2005) constataram em café robusta, que apds
a volta da irrigagdo ocorria rapido retorno do potencial hidrico foliar a niveis
normais e este era seguido do aumento da condutancia estomatica,
caracterizando dessa forma a o papel fundamental da dgua para o controle
estomatico. Este comportamento é importante em momentos de estresse
momentaneo, por isso Melo (2008) ¢ Wormer (1965) perceberam que com o
prolongamento do estresse essa recuperagdo se torna mais lenta e mais distante

dos valores encontrados para o grupo controle, que recebeu plena irrigacao.
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Tabela4 Valores médios para o tratamento reirrigado (n=4) dos parametros de
potencial hidrico foliar (Wpd) e trocas instantineas de gas
[assimilagdo liquida de CO, (A), condutancia estomatica (gs),
transpiragdo (E)]

Periodos ¥pd A 2 E S| £ 2

(MPa) pmolm™s’ mmol H,Om™s~ mmol H,Om-“s
3C -0,46 6,955* 1,512 0,062*
3S -0,36 7,593 2,227 0,080
6C -0,27 5,266 0,614 0,018
6S -0,27 6,132 0,606 0,017
9C -0,27 3,559* 1,005* 0,062*
9S -0,25 6,183 1,342 0,016
12C -0,39 1,492% 0,662* 0,052*
128 -0,38 6,426 1,198 0,063

Nota: Para o material Siriema (S) e Catuai (C). Médias assinaladas com asterisco
indicam diferencga significativa entre Siriema e Catuai dentro de um mesmo periodo de
avaliacdo. (ANOVA, P <0,05)

Neste experimento ndo houve diferenca entre os gendtipos quanto a
recuperacdo (Tabela 4), quando se assume que os valores encontrados ndo eram
considerados prejudiciais as plantas, uma vez que estes foram inferiores a -1,5
MPa e parece nao afetar a dindmica da planta (DAMATTA et al., 2007;
GOLBERG et al., 1988). Este comportamento pode ser devido ao curto tempo
que as plantas levaram para atingir elevados valores de potencial. Melo (2008)
trabalhando com o material Siriema mostrou que a recuperagdo era
comprometida apenas apds 27 dias de restricdo, até este periodo havia
recuperacao a valores inferiores a -2,0 MPa, valor a partir do qual segundo Lima
et al. (2002) a seca passa a comprometer o cafeeiro levando a diminuigdo na

condutancia estomatica e assim nas taxas fotossintéticas.
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Figura5 Taxa fotossintética em mudas de cafeeiro cultivar Catuai e Siriema
submetidas ao estresse hidrico

Nota: Para os tratamentos Irrigado (I) e Re-irrigado (RI). Os pontos representam as
médias de quatro repetigdes.

Para o tratamento reirrigado pode se observar a recuperagdo dos niveis
fotossintéticos para o material Siriema até o Ultimo periodo de avaliagdo,
enquanto Catuai recuperou estes valores apenas até o sexto dia de avaliagdo
(Figura 5). Foi constatado que reirrigacdo apds 6 dias de restricdo promoveu
recuperacio parcial, com valores médios proximos a 3,78 umol CO, m™?s™ ¢ aos
12 dias ndo se ocorreu mais a volta aos valores normais. Entretanto, ha
predominio de valores proximos a 4 pmol CO, m?s” (RENA et al., 1994).
Assim pode se afirmar, que nas condi¢des deste experimento apenas Catuai néo
apresentou recuperacdo da fotossintese a niveis considerados normais para a

espécie.



Interacédo para E

48

TRAT
—@— ClI
—m&— CRI

Sl
—A - SRI

2,54
2’0_ .\'/’\—'
0 N\
£ \
o
S 15 0\
= \ N
N\ /‘\\\\
é A A
1,0 \ \\ s/ [N
\ ’ ~ ~
\\\ ///// \\\
AN ~
s ~a
0,5+ T T T T
3 6 9 12

DIAS

Figura 6 Transpiracdo de mudas de cafeeiro cultivar Catuai e Siriema
submetidas ao estresse hidrico

Nota: Para os tratamentos Irrigado (I) e Re-irrigado (RI). Os pontos representam as
médias de quatro repetigdes.

No tratamento que visa medir a recuperagao das plantas apds o estresse

pode se observar que as plantas ndo voltardo a taxas transpiratorias normais para

a espécie/condigdo. A partir do terceiro dia ndo houve recuperagdo expressiva da

transpiragdo para ambos os gendtipos, embora pode se perceber uma

recuperacdo mais pronunciada em Siriema (Figura 6). Essa caracteristica

novamente pode estar associada ao fato de Siriema conseguir maior teor de agua

na folha mesmo em condi¢do de estresse (DIAS et al., 2007; MELO, 2008).
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Figura7 Condutancia estomatica em mudas de cafeeiro cultivar Catuai e
Siriema submetidas ao estresse hidrico

Nota: Para os tratamentos Irrigado (I) e Re-irrigado (RI). Os pontos representam as
médias de quatro repetigdes.

Assim como especulado por Damatta e Ramalho (2006) apds a volta da
irrigacdo se obsevou uma a volta da condutincia a valores proximos do controle
(Figura 7), mostrando a alta relagdo entre a sensibilidade estomatica e o
conteudo hidrico dentro da planta. Os resultados evidenciaram diferenca
significativa entre os genotipos aos 3, 9 e 12 dias de reirrigagdo mostrando de
forma clara a maior capacidade de Siriema em retornar suas caracteristicas
fisioloégicas a niveis proximos do normal e a faz mais rapidamente quando
comparado a Catuai (Tabela 4).

Este estudo foi capaz evidenciar as estratégias adotadas pelos diferentes
gendtipos de café para tolerar a perda de agua. Estas respostas ao ambiente se

fundamentam primariamente no controle estomatico permitindo a diminui¢do na
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perda de agua em diferentes valores com respostas sequenciais para materiais

genéticos.

4.2 Analises de Expressdo

As analises foram moleculares realizadas em ambos os genétipos de
Coffea nos periodos de 9 e 12 dias apds o estresse e apresentavam potenciais
hidricos proximos a -1,6 MPa £+ 0,4 e -3,5 MPa = 0,5, respectivamente. Assim,
as andlises dos graficos representando os niveis de expressao relativa dos genes
analisados nestes momentos permitem a observacdo de um comportamento
similar para os genes CcRd26 e CcRD29 para os tempos escolhidos, sendo sua

expressao fortemente relacionada ao status hidrico da planta (Figura 8).
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Figura 8 Perfil da expressdo por qRT-PCR de CcRD26, CcRD29 em folhas de
café dos gendtipos Catuai e Siriema em dois periodos de restrigdo
hidrica

Nota: O eixo x representa os trés tipos de irrigacdo e y representa a diferenca de
expressao relativa ao periodo 12RI Siriema para CcRD26 ¢ CcRD29. Os valores
de expressdo de cada repeticao biologica foram obtidos a partir da média de trés
replicatas técnicas e as barras de erro representam o desvio padrio de trés
repeticdes biologicas. Cada dado foi normalizado pela média dos valores de
expressdo do gene de referéncia e GAPDH.

Para a progénie Siriema pode-se observar que os niveis de expressao do
gene CcRD29 aumentaram cerca de 30 vezes ao nono dia de restricdo hidrica
(9NI) quando comparado ao tratamento controle (91), retornando a baixos niveis
apos a volta da irrigagdo (9RI), (Figura 8). Para os 12 dias de seca o gene se
manteve mais expresso no tratamento ndo irrigado, tendo sua expressdo

aumentada em 77 vezes nas plantas sob deficiéncia hidrica em comparagdo com
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as irrigadas constantemente. Assim como encontrado em trabalhos anteriores
pode se obsevar a forte correlagdo entre a expressdo deste gene com o status
hidrico da planta (MARRACCINI et al., 2012). O gene CcRD26 também se
apresentou mais expresso durante o momento de seca, sendo que sua expressao
foi aproximadamente 29 vezes maior que o controle ao nono dia de avaliagao,
aos 12 dias de restricdo apresentou uma expressdo aumentada em 128 vezes.
Analisando apenas o tratamento ndo irrigado (NI) pode se observar que entre os
periodos ocorreu diminuig¢do significativa do nivel de expressdo de ambos os
genes, sendo que eles se apresentaram menos expressos na condi¢do 12 dias,
esse resultado demonstra que o estresse mais severo pode estar comprometendo
a resposta da planta em nivel molecular.

Para a cultivar Catuai pode se observar o mesmo padrao de expressdo
que na progénie Siriema, ambos 0s genes tiveram sua expressdo fortemente
aumentada quando expostos ao estresse hidrico. O gene CcRD29 apresentou um
aumento de expressao de 133 vezes quando comparado ao controle, e novamente
pode se verificar que no momento da reirrigagdo seus niveis decresceram
significativamente. Aos 12 dias foi encontrado uma elevagdo na expressdo em
cerca de 210 vezes, retornando a niveis basais apo6s a reirrigagdo Da mesma
forma a expressdo a gene CcRD26 foi muito maior no tratamento ndo irrigado
tendo uma expressdo aumentada na ordem de 160 vezes aos 9 dias, apresentando
mesmo padrdo de aumento aos 12 dias, tanto para o tratamento ndo irrigado
como para a recuperacao apos a volta da irrigagao.

Os padrdes de expressdo dos genes podem também estar associados as
suas fungdes desempenhadas na planta o gene CcRD29 esta ligado a
osmoprotecdo da planta assim se esperava um alto funcionamento durante este
trabalho, da mesma forma CcRD26 atua como um ativador ¢ modulador da
expressdo do gene CcRD29, atuando como um fator de transcrigdo ativado pelo

estresse de seca (MARRACCINI et al., 2012).
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Quando observamos o comportamento de expressdo entre os genotipos
pode se perceber a maior atividade dos genes na cultivar Catuai, o que ndo era
esperado j& que os genes deveriam, a principio, ser mais expressos em Siriema,
genotipo caracterizado com tolerante (DIAS et al., 2007; GRISI et al., 2008;
MELO, 2008). Este resultado pode ter ocorrido pela escolha dos periodos para
as analises moleculares, onde as plantas ja estavam em um alto grau de estresse.
Além disso, alguns trabalhos atribuem a maior tolerancia de Siriema a sua
capacidade de resposta mais rapida ao estresse (DIAS et al., 2007), mostrando
grande sensibilidade na percepcao e resposta ao estresse. Portanto, a expressao
destes genes pode ser maior em Siriema quando se observar os momentos
iniciais de estresse.

Para ambos os genes o tratamento reirrigado mostrou redugdo dos niveis
de niveis de expressdo, menores até que as plantas controle. Essa caracteristica
pode ser devia aos danos irreversiveis no nivel celular. Alguns trabalhos
mostram que apds periodos de estresse severo ocorre a desintegracdo da
membrana celular, isso devido ao estresse oxidativo (ALONSO et al., 2001;

MORAN et al., 1994).
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5 CONCLUSOES

Os genotipos tiveram seu desenvolvimento afetado pelo déficit hidrico a
medida que se aumentou o tempo de exposicdo ao estresse.

No conjunto das caracteristicas avaliadas, a Progénie Siriema se
apresentou moderadamente tolerante a seca, principalmente pela maior
sensibilidade estomatica e eficiéncia no uso da agua.

As analises moleculares permitiram diferenciar os gendtipos quanto no
nivel de expressdo dos genes, sendo para os periodos estudados maior em
Catuai.

O gene CcRd26 foi para os materiais testados, menos expressos que
CcRD29 isso pode ser devido a sua fungdo de mensageiro secundario, atuando

como modulador da expressao de outros genes.
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6 CONSIDERAGCOES FINAIS

Estudos adicionais sdo necessarios para a elucidagdo mais completa dos
mecanismos de tolerdncia nos materiais analisados. Para isso ¢ importante
acrescentar analises de algumas enzimas responsivas ao estresse hidrico e
também ao estresse por calor sofrido aos 6 dias de experimento, podemos
destacar enzimas do sistema antioxidante como HSPs (Heat Shock Proteins),
deidrinas, APX (Peroxidase da Ascorbato), catalases e oxidoredutases.

Além disso, ¢ importante acrescentar nas andlises moleculares os
periodos iniciais do experimento para melhor caracterizar a resposta dos

genotipos ao déficit hidrico
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