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RESUMO 

SILVA, Paulo Eduardo de Menezes, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto de 
2014. Aclimatação fisiológica e bioquímica a ciclos de deficiência hídrica em clones de 
Coffea canephora. Orientador: Fábio Murilo DaMatta. Coorientador: Wagner Luiz Araújo. 

A aclimatação diferencial ou, como vem sendo chamada, a memória ao estresse,é um 

processo que só recentemente foi mais bem caracterizado em plantas. Contudo, a grande 

maioria dos trabalhos aborda esse processo de forma fragmentada, centrando apenas na 

expressão de alguns genes ou em poucas respostas morfológicas. Diante desses fatos, um 

dos principais objetivos do presente trabalho foi apresentar uma visão integrada do 

processo de aclimatação diferencial à seca, em dois clones de C. canephora com tolerância 

diferencial à seca (109 sensível à seca e 120, tolerante). Para tal, mudas com quatro pares 

de folhas, provenientes do enraizamento de estacas de ramos ortotrópicos, foram cultivadas 

em casa de vegetação, em vasos de 24 dm3. Quando atingiram, aproximadamente, um ano, 

as plantas foram submetidas a regimes hídricos diferenciais: um grupo de plantas foi 

continuamente irrigado (plantas-controle), um segundo grupo de plantas foi submetido a 

apenas um ciclo de déficit hídrico (C1), enquanto um terceiro grupo foi submetido a três 

ciclos de estresse (C3). Cada ciclo de déficit hídrico consistiu de duas fases, uma de 

desidratação e outra, de reidratação. A desidratação foi feita mediante suspensão da 

irrigação, até que a umidade atingisse 25% da água disponível no solo, em relação à 

capacidade de campo. As plantas foram expostas ao déficit hídrico por um período de 14 

dias quando, então, foram avaliados parâmetros fisiológicos e coletadas amostras para 

análises bioquímicas. Após as avaliações, as plantas foram reidratadas via elevação da 

umidade do solo à capacidade de campo (recuperação). Na condição irrigada, foi possível 

observar grande similaridade fisiológica e metabólica entre os dois clones, em praticamente 

todas as variáveis avaliadas. De modo geral, a seca promoveu grandes reduções na 

condutividade hidráulica foliar (KF) que, por sua vez, levou a decréscimos da condutância 

estomática (gs) e, consequentemente, da taxa de assimilação líquida de carbono (A), 

principalmente no clone 109. A análise de perfil metabólico revelou uma profunda 

reprogramação metabólica em ambos os clones, com aumento nos níveis de praticamente 
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todos os aminoácidos detectados, além de ácidos orgânicos e polióis. O aumento na 

biossíntese desses compostos esteve diretamente relacionado com o consumo de 

carboidratos (glicose, frutose, sacarose e amido) e com o aumento na atividade de 

enzimas da glicólise e do ciclo dos ácidos tricarboxílicos. Vias alternativas de 

dissipação do excesso de energia de excitação (fotorrespiração e biossíntese de 

compostos secundários), além de mecanismos de remoção de radicais livres (enzimas do 

estresse oxidativo), também foram fortemente induzidas pela seca, em ambos os clones. 

A ação conjunta desses vários mecanismos de defesa foi capaz de mitigar os efeitos 

deletérios da redução da disponibilidade hídrica, evidenciado pela ausência de danos 

celulares (avaliados pela concentração de aldeído malônico) e de fotoinibição (avaliada 

pela eficiência fotoquímica máxima do fotossistema II), além da manutenção do estado 

redox celular (razões NAD+/NADH e NADP+/NADPH) em todos os tratamentos, 

ressaltando, assim, a importância da integração metabólica nos processos de tolerância à 

seca. A análise de componentes principais revelou que as plantas do tratamento C3, de 

ambos os clones, tiveram comportamento distintos, em relação às plantas dos 

tratamentos C1. Com efeito, a maior parte dos ajustes induzidos pela seca foi mais 

aparente nas plantas do tratamento C3, de ambos os clones, em relação às plantas do 

tratamento C1, particularmente no clone 120. Uma vez que nas plantas C3 o aumento de 

A não esteve relacionado com KF, é provável que o conjunto de respostas 

diferencialmente moduladas foi o responsável por garantir o melhor desempenho dessas 

plantas na seca, em relação às plantas que foram submetidas à seca apenas uma vez. 
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ABSTRACT 

SILVA, Paulo Eduardo de Menezes, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, august, 
2014.Physiological and biochemical acclimation to drought cycles in clones of 
Coffea canephora. Adviser: Fábio Murilo DaMatta. Co-adviser: Wagner Luiz Araújo. 

The differential acclimation, or how it has been called, the stress memory, is a process 

that only recently has been best characterized in plants. However, the vast majority of 

the studiesaddresses this process in a fragmented way, focusing only on the expression 

of some genes or few morphological responses. Given these facts, one of the main 

objectives of this study is to present an integrated view of the process of differential 

acclimation to drought in two clones of C. canephora with differential drought tolerance 

(clone 109 sensitive to drought and clone 120, tolerant). To this end, seedlings with four 

pairs of leaves were grown in a greenhouse in pots of 24 dm3. When reached 

approximately one year, the plants were subjected to differential water regimes: a group 

of plants was continuously irrigated (control plants), a second group of plants was 

subjected to one cycle of drought (C1), while a third group was subjected to three cycles 

of stress (C3). Each cycle consisted of two stages, the dehydration and rehydration. 

Dehydration was done by withholding water until the humidity reached 25% of the 

available water in the soil in relation to field capacity. The plants were exposed to water 

stress for a period of 14 days, at this point, physiological parameters were assessed and 

samples were collected for biochemical analysis. After the evaluations, the plants were 

rehydrated via elevation of soil moisture at field capacity (recovery). In irrigated 

condition, it was observed great physiological and metabolic similarity between the two 

clones in nearly all variables. In general, the drought promoted large reductions in leaf 

hydraulic conductivity (KF), which in turn led to decreases in stomatal conductance (gs) 

and, consequently, the rate of liquid carbon assimilation (A), especially in the clone 109. 

The metabolic profile analysis revealed a profound metabolic reprogramming in both 

clones with increased levels of practically all  detected amino acids, organic acids and 

polyols. The increase in the biosynthesis of these compounds was directly related to the 

consumption of carbohydrates (glucose, fructose, sucrose and starch) and with the 

increase in the activity of enzymes of glycolysis and the tricarboxylic acid cycle. 

Alternative dissipative routes of excess excitation energy (photorespiration and 

biosynthesis of secondary metabolites), as well as mechanisms for removing free 

radicals (oxidative stress enzymes) were also strongly induced by drought in both 

clones. The joint action of these various mechanisms of defense was able to mitigate the 
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deleterious effects of reduced water availability, as evidenced by the absence of cell 

damage (assessed by malondialdehyde concentration) and photoinhibition (measured by 

the maximum photochemical efficiency of photosystem II), and the maintenance of 

cellular redox state (NAD+ ratios / NADH and NADP+/ NADPH) in all treatments. 

These results highlight the importance of the metabolic integration in the process of 

drought acclimation. The principal component analysis revealed that the plants of the 

treatment C3, in both clones, had different behavior when compared to plants of the 

treatment C1. In fact, most of the changes induced by drought was most apparent in the 

C3 treatment plants, in both clones, compared to C1 treatment plants, particularly in 

clone 120. Since the increase inA in the C3 plants was not related toKF, it is likely that 

the set of differentially modulated responses was responsible for ensuring the best 

performance of these plants in the dry conditions, when compared to plants that were 

subjected to drought only once. 
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1- INTRODUÇÃO  

 Dentre todos os fatores bióticos e abióticos, o déficit hídrico é o principal fator 

ambiente a limitar o crescimento e a produtividade das culturas agrícolas em todo o mundo 

(Lichtenthaler, 1998; Chavez et al., 2008). Com efeito, os danos desencadeados pelo déficit 

hídrico podem ser superiores aos danos oriundos de todos os outros fatores bióticos e 

abióticos em conjunto (Lambers et al., 2008). Na cultura do café, por exemplo, em anos 

muito secos, a produtividade pode ser reduzida em até 80%, caso não seja adotada a 

irrigação (DaMatta e Ramalho, 2006). Em adição, diversos estudos prevêem uma maior 

ocorrência de eventos de déficit hídrico ao longo das próximas décadas (IPCC, 2007). 

Dessa forma, a capacidade de adaptação e aclimatação à baixa disponibilidade de água, 

bem como a capacidade de recuperação após períodos de desidratação, reveste-se de grande 

importância para o crescimento e a produtividade das culturas (Gallé e Feller, 2007).  

A adaptação das plantas ao déficit hídrico é um mecanismo muito complexo, uma 

vez que envolve alterações morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e moleculares 

(Passioura, 1997). Uma resposta marcante de plantas submetidas à deficiência hídrica é a 

redução nas taxas transpiratórias. Esse processo envolve o fechamento estomático, com 

consequente redução da condutância estomática (gs), que contribui sobremodo para o 

aumento ou para a manutenção do potencial hídrico dentro de limites que permitam a 

manutenção do crescimento vegetal (Tardieu, 2005). No entanto, a redução de gs leva a um 

menor influxo de CO2 para o interior dos cloroplastos (Epron e Dreyer, 1993; Cornic e 

Fresneau, 2002; Chaves e Oliveira, 2004; Flexaset al., 2004), causando reduções nas taxas 

fotossintéticas e, em última análise, contribuindo para um menor acúmulo de biomassa pela 

planta. Além de gs, a condutância mesofílica (gm) pode ser, também, grandemente limitada 

pela deficiência hídrica. De fato, reduções em gs e gm (difusivas) têm sido consideradas 

como os principais fatores limitantes do processo fotossintético nos estádios iniciais de 

deficiência hídrica (Cornic, 2000; Flexas et al., 2009; Gallé et al., 2011).Sob condições 

mais severas de déficit hídrico, reduções nas taxas fotossintéticas podem ocorrer devido à 

inibição de processos metabólicos específicos como, por exemplo, a fotofosforilação 

(Youniset al., 1979; Tezara et al.,1999), a capacidade de regeneração da ribulose-1,5-

bisfosfato (RuBP) (Giménez et al., 1992; Gunasekera e Berkowitz, 1993) e redução de 
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atividade da Rubisco e de outras enzimas envolvidas no ciclo de Calvin (Medrano et al., 

1997; Maroco et al., 2002; Parry et al., 2002). 

A exposição ao déficit hídrico geralmente leva a um desbalanço entre a absorção e a 

utilização da energia luminosa nos cloroplastos. Tal desbalanço pode causar um expressivo 

aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), as quais estão associadas a 

diversos danos celulares, tais como a oxidação de lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos, o 

quê, em última instância, pode causar a morte do tecido vegetal. As plantas apresentam, no 

entanto, diversos mecanismos para remover esses radicais livres, os quais envolvem a ação 

de antioxidantes enzimáticos ((como as enzimas dismutase do superóxido (SOD), catalase 

(CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e redutase da glutationa (GR)) e não enzimáticos 

(e.g., alfa-tocoferol, ascorbato, glutationa) (Niyogi, 2000;Noctor et al., 2012; Suzuki et al., 

2012). 

Em adição aos compostos comumente apontados como moléculas do metabolismo 

antioxidante, estudos diversos têm demonstrado que os metabólitos secundários também 

são importantes moléculas na remoção das ROS (Castelluccioet al., 1995; Grace e Logan, 

2000; Yildiz-Aktas et al., 2009; Maeda e Dudareva, 2012; Sánchez-Rodríguez et al., 2012). 

Tais compostos podem agir de forma direta, atuando como antioxidantes, ou de maneira 

indireta, drenando o excesso de poder redutor durante a sua biossíntese e, 

consequentemente, reduzindo a produção das ROS. Com efeito, Yildiz-Aktas et al. (2009) 

observaram, em plantas de algodão submetidas ao déficit hídrico, um incremento marcante 

nas concentrações de diversos compostos do metabolismo secundário, dentre eles os ácidos 

caféico e clorogênico. Registre-se que o ácido clorogênico é potencialmente mais redutor 

que o ácido ascórbico, um dos principais antioxidantes vegetais (Grace e Logan, 2000). 

Embora há muito se saiba que plantas do gênero Coffea acumulem grandes quantidades de 

compostos do metabolismo secundário (Barroset al., 1994; Ashiharaet al., 2008), 

principalmente compostos fenólicos (Salgado et al., 2008), pouco se sabe a respeito da 

participação desses compostos nos mecanismos de defesa associados a estresses. 

Nos últimos anos, é cada vez maior o número de estudos que demonstram a 

importância do metabolismo mitocondrial na manutenção de outros processos fisiológicos, 

principalmente em condições de estresses (Nunes-Nesi et al., 2011). De fato, além da 

síntese de ATP, a respiração também tem papel essencial em outros diversos processos que 
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estão relacionados com a manutenção da fotossíntese, tais como: i) fornecimento de boa 

parte do ATP necessário para a síntese de sacarose; ii) assimilação de nitrato; iii) produção 

de ácido ascórbico, antioxidante essencial em diversos processos relacionados à prevenção 

e combate de radicais livres; iv) consumo do excesso de poder redutor (NADPH) 

prevenindo, assim, a sobrerredução da cadeia de transporte de elétrons (Atkins, 2009; 

Nunes-Nesi et al., 2012). Assim, o processo respiratório pode atuar como uma válvula que 

regula o balanço redox celular que, em última instância, permite a otimização da 

fotossíntese. Nesse contexto, fica clara a importância da integração metabólica para a 

manutenção da homeostase celular, principalmente em condições de estresse. 

Embora algumas teorias predigam que a exposição contínua a um determinado tipo 

de estresse resulte em uma redução do rendimento e perda da capacidade de resposta 

quando comparada com apenas um evento estressante (Scheffe et al., 2011), outros estudos 

demonstram que as plantas são capazes de se aclimatar e, até mesmo, exibir respostas mais 

rápidas e em maior magnitude quando submetidas a eventos recorrentes de estresses (Bruce 

et al., 2007; Lambers et al., 2008). Nesse sentido, plantas previamente submetidas a um 

determinado tipo de estresse podem desenvolver, a posteriori, algum tipo de “memória”, 

que, na literatura, é chamada de “memória do estresse”; essa memória facilitaria e 

potencializaria as respostas de defesa quando a planta é novamente submetida àquele 

mesmo agente estressor (Bruce et al., 2007; Iwasaki e Paszkowski, 2014). Evidências dessa 

teoria podem ser observadas em estudos com gramíneas, nos quais plantas submetidas a 

ciclos de déficit hídrico apresentaram respostas de proteção mais marcantes frente a eventos 

recorrentes de deficiência hídrica (Waltera et al., 2011). Mais recentemente, Dinget al. 

(2012) observaram que, a cada ciclo de déficit hídrico, plantas de Arabidopsisthaliana 

tiveram uma maior expressão de genes que conferem tolerância à seca em relação às 

plantas não estressadas. Essas respostas permitiram que plantas que já haviam vivenciado 

períodos de exposição à seca potencializassem as respostas de recuperação àquele fator 

estressante. 

Apesar de várias evidências apontarem para um mecanismo de memória associada 

ao estresse, ainda não se sabe ao certo como essa memória seria formada e onde ela seria 

armazenada. Aparentemente, tais informações seriam retidas no próprio DNA do 

organismo. No entanto, em vez de promover alterações no código de bases do genoma, o 
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que poderia levar a mutações potencialmente letais, ocorreriam alterações conformacionais 

do material genético que, por sua vez, mudariam a forma como o material genético é 

empacotado e expresso. Essas alterações conformacionais estão diretamente relacionadas 

com a inserção e remoção de grupos químicos (metilações, acetilações, ubiquitinações e 

fosforilações) na estrutura da cromatina que, em conjunto, recebem o nome de alterações 

epigenéticas (Bird, 2007). Desta forma, as alterações nas histonas atuariam como “marcas” 

que deixariam certas regiões do genoma em “estado de alerta”. Esse estado de alerta levaria 

a uma expressão mais rápida e em maior magnitude de genes que conferem tolerância a um 

determinado tipo de estresse, como o déficit hídrico (Sokol et al., 2007; Kim et al., 2010). 

Isso posto, sugere-se que plantas previamente expostas a eventos de seca podem apresentar 

respostas de tolerância e de recuperação mais rápidas do que aquelas que estão 

experimentando o primeiro evento estressante (Kim et al., 2012). No entanto, é importante 

salientar que, até o momento, poucos são os trabalhos que envolvem ciclos de déficit 

hídrico e alterações epigenéticas. Além disso, a grande parte desses trabalhos tem focado 

apenas em alterações na expressão de poucos genes, deixando de lado as respostas 

fisiológicas e bioquímicas. Tais informações são de grande importância para uma melhor 

compreensão das estratégias envolvidas na recuperação de plantas submetidas a ciclos de 

déficit hídrico, bem como os possíveis mecanismos envolvidos com a geração da “memória 

ao estresse”. Nesse sentido, o conhecimento da capacidade e dos processos relacionados 

com a recuperação das plantas submetidas a esses ciclos de deficiência hídrica podem ter 

grande importância em programas de melhoramento e também na otimização de sistemas 

de irrigação (Galléet al., 2007). 

 O café é uma das mercadorias mais importante do comércio mundial de produtos 

agropecuários, sendo uma importante fonte de renda em diversos países, especialmente no 

Brasil, que é,há longa data, o maior produtor. Estima-se que o mercado cafeeiro gere 

anualmente 90 bilhões de dólares e que, direta ou indiretamente, envolva mais de 500 

milhões de pessoas (DaMatta et al., 2007). Dentre cerca de 100 espécies do gênero Coffea, 

apenas duas são exploradas economicamente, Coffea arabica (café arábica) e C. canephora 

(café robusta) (Davis et al., 2006). No Brasil, a produção do café robusta é proveniente, 

principalmente, da variedade kouillou (grupo Guineano), mais comumente conhecida como 

conilon. 
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Alguns estudos têm demonstrado que, dentro de C. canephora, existe uma grande 

variabilidade genética no que respeita a diferentes estratégias de tolerância à seca.Ronchi e 

DaMatta(2007) compilaram várias informações disponíveis e sugerem três estratégias 

possivelmente envolvidas na tolerância diferencial de clones de café conilon à seca:(i) 

clones sensíveis à seca com controle deficiente da transpiração, com seus estômatos 

respondendo de forma limitada à redução da disponibilidade de água do solo ou à demanda 

evaporativa da atmosfera; (ii) clones tolerantes com sistema radicular relativamente 

profundo, alta sensibilidade estomática à disponibilidade de água e baixas taxas de uso da 

água, postergam a desidratação de seus tecidos, mantendo um balanço hídrico favorável e, 

assim, o vigor; (iii) clones tolerantes com sistema radicular relativamente profundo e 

sensibilidade estomática satisfatória à disponibilidade de água, mas com alta condutância 

hidráulica, têm comportamento intermediário no que concerne à desidratação dos seus 

tecidos sob déficit hídrico.Mais recentemente, em um estudo envolvendo 10 clones de C. 

canephora,Silva et al.(2013) observaram diferenças marcantes entre as estratégias morfo-

fisiológicas utilizadas por esses clonesdurante a exposição à deficiência hídrica.  

Apesar da quantidade de informações acumuladas sobre o comportamento de 

plantas de C. canephora submetidas à deficiência hídrica (Pinheiro et al., 2004, 2005; 

Praxedes et al., 2006; Silva et al., 2013), é importante salientar quetodos os trabalhos 

realizados até o momento envolveram apenas um ciclo de seca. Diante do exposto,neste 

experimento, dois clones de C. canephora, com graus diferenciais de tolerância ao déficit 

hídrico, foram confrontados em um experimento fatorial, envolvendo ciclos de déficit 

hídrico. Características fisiológicas e bioquímicas foram avaliadas para testar as seguintes 

hipóteses: i) plantas submetidas a múltiplos ciclos de seca são capazes de apresentar 

respostas aclimatativas em maior magnitude do que plantas que foram submetidas a esse 

estresse apenas uma vez; ii) plantas tolerantes apresentam uma maior capacidade de 

acumular respostas diferenciais, ao longo dos ciclos de seca, do que plantas sensíveis, e iii) 

a integração entre os metabolismos primário e secundário desempenha papel primordial na 

manutenção da homeostase celular em condições de déficit hídrico.  
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2 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Generalidades 

Esse estudo foi conduzido em Viçosa (20º45‟S, 42°51‟W, 650 m altitude), Minas 

Gerais. As plantas foram cultivadas em casa de vegetação em condições semicontroladas 

(radiação fotossintéticamente ativa de, aproximadamente, 1500 µmol de fótons m-2 s-1, com 

temperatura média do ar de 30 ± 2ºC). Foram utilizados dois clones de Coffeacanephora 

Pierre „conilon‟ com tolerância diferencial à seca: clone 120 (tolerante) e clone 109A 

(sensível) (Pinheiro et al., 2004, 2005; Silva et al., 2013). 

Mudas com quatro pares de folhas, provenientes do enraizamento de estacas de 

ramos ortotrópicos, obtidas no Instituto Capixaba de Assistência Técnica e Extensão Rural 

(Incaper), foram plantadas e cultivadas em vasos de polipropileno de 24 dm3,contendo 

substrato constituído de uma mistura de solo, esterco bovino e areia (4:1:1, v/v/v). A 

adubação e a correção do pH do substrato foram feitas de acordo com análise de solo e 

recomendações técnicas usuais para a cultura. Após o pegamento das mudas, 

aproximadamente aos 60 dias após o transplante, e a intervalos de 30 dias, foram feitas 

adubações nitrogenadas em cobertura, aplicando-se 50 g de N m-3 de substrato, na forma de 

sulfato de amônio. As plantas foram irrigadas periodicamente, procurando-se manter a 

umidade do solo próxima à capacidade de campo. Para evitar a perda de água por 

evaporação, coberturas plásticas foram colocadas em todos os vasos.  Quinzenalmente, as 

plantas foram casualizadas sobre a bancada. 

Em novembro de 2013, os clones foram submetidos a regimes hídricos diferenciais: 

um grupo de plantas, sete plantas de cada clone, foi irrigado continuamente, de forma que a 

umidade do solo permanecesse próxima à capacidade de campo (plantas-controle). Um 

segundo grupo de plantas (sete plantas de cada clone) foi submetido a apenas um ciclo de 

déficit hídrico, enquanto um terceiro grupo (sete plantas de cada clone) foi submetido a três 

ciclos de estresse (Figura 1). Cada ciclo de déficit hídrico consistiu de duas fases, uma de 

desidratação e outra, de reidratação (Figura 2). A desidratação foi feita mediante suspensão 

da irrigação, até que a umidade atingisse 25% da água disponível no solo, em relação à 

capacidade de campo. As plantas permaneceram nessa condição de seca por 14 dias, 

quando, então, foram avaliados parâmetros fisiológicos e coletadas amostras para análises 
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bioquímicas (análises descritas nas seções abaixo). Após as avaliações, as plantas foram 

reidratadas via elevação da umidade do solo à capacidade de campo (recuperação). O 

tempo de recuperação, de aproximadamente dez dias, foi acompanhado por meio de 

parâmetros fisiológicos (potencial hídrico na antemanhã (Ψam) e taxa de assimilação líquida 

de carbono (A) e gs). Para garantir que as plantas submetidas à seca estivessem realmente 

recuperadas, um novo ciclo de déficit hídrico somente foi imposto (terceiro grupo de 

plantas) quando as plantas que foram submetidas à desidratação exibiram características 

fisiológicas (Ψam,A e gs) cujos valores fossem essencialmente similares aos de suas 

respectivas plantas-controle.  

 Em nível foliar, todas as avaliações e amostragens foram realizadas nas 

folhas mais novas, totalmente expandidas, do terceiro ou quarto par, a partir do ápice de 

ramos plagiotrópicos. As metodologias utilizadas ao longo do experimento estão descritas 

abaixo. 

 

Figura 1. Representação esquemática dos tratamentos: grupo 1, plantas mantidas na 
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capacidade de campo durante todo o período experimental (CT); grupo 2, plantas 

submetidas a apenas um ciclo de déficit hídrico (C1); e, grupo 3, plantas submetidas a três 

ciclos de desidratação (C3). Os retângulos em vermelho representam os momentos em que 

os tratamentos foram avaliados e comparados. 

 

Figura 2. Modelo esquemático dos ciclos de desidratação e rehidratação em clones de 

Coffea canephora (grupo 3). 

 

2.2. Relações hídricas 

Potencial hídrico: O potencial hídrico foliar foi determinado em folhas individuais com 

uma bomba de pressão tipo Scholander, na antemanhã (04:30 h – 05:30h) (Ѱam) e ao meio-

dia (Ѱmd). 

 

Condutividade hidráulica foliar: A condutividade hidráulica foliar (KF) foi medida usando 

a técnica da cinética de reidratação originalmente descrita por Brodribb e Holbrook (2003). 

A técnica é baseada na pressuposição de que a reidratação de folhas dessecadas é 

equivalente à carga de um capacitor através de um resistor. Assim, a seguinte formula foi 

usada para o cálculo: 

Kleaf = CF ln(Ψ0 Ψf
-1)  t-1 

em que CF ( TRA/ Ψw, MPa-1) é a capacitância foliar, Ψ0 é o potencial hídrico foliar pré-

reidratação, Ψfé o potencial hídrico pós-reidratação e t é o tempo de reidratação. O cálculo 

de Kleaf (mmol m-2 s-1 MPa-1) requer que CF,determinado por meio de curvas pressão-
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volume, pela inclinação da relação entre o teor relativo de água (TRA) e Ψw, seja expresso 

em termos absolutos e normalizado pela área foliar. Portanto, 

CF= TRA/ Ψw (MS/AF) (WW/MS)/M 

em que MS é a massa seca da folha (g), AF é a área foliar (m2), WW é a massa de água na 

folha saturada (100% TRA, g) e M é a massa molar da água (g mol -1). 

Para a reidratação das folhas ramos plagiotrópicos com pelo menos quatro pares de 

folhas foram coletados na manhã e transportados para o laboratório, onde foram cortados 

novamente sob água para que se reidratassem por um período de 1 a 4 h. Após esse 

período, esses ramos foram retirados da água e sofreram processo de secagem em bancada, 

até que atingissem um potencial hídrico de aproximadamente -1 MPa, quandoforam 

colocados em um saco plástico no escuro, por 1 h, para minimizar a variação de potencial 

hídrico entre folhas. Duas folhas foram então destacadas do ramo para a determinação de 

Ψ0; caso este diferisse por mais de 0,1 MPa entre as folhas, o ramo foi descartado. As 

folhas foram reidratadas pela submersão dos ramos em água desionizada, de modo que o 

pecíolo da folha-alvo pudesse ser cortado sob água. O tempo de reidratação foi de 

aproximadamente 20 s e, logo em seguida, o pecíolo foi seco em papel toalha e 

imediatamente foi medido o Ψf.Posteriormente, a folha usada no processo de reidratação 

teve sua área medida via scanner de mesa e a massa foi determinada após secagem em 

estufa de ventilação forçada, por um período de 72 h, a 70°C. 

Curvas pressão-volume:Folhas de cada tratamento foram coletadas na antemanhã e 

levadas ao laboratório e analisadas segundo a metodologia proposta por DaMatta et al. 

(1993) e Pinheiro et al. (2005). Durante o processo de desidratação das folhas (transpiração 

livre), o peso fresco e Ψw correspondente foram tomados a curtos intervalos de tempo, até 

que o Ψw atingisse aproximadamente -3,0 MPa. A partir das curvas pressão-volume, foram 

estimados: o potencial osmótico global médio em turgescência plena (Ψπ100), o potencial 

osmótico global médio em turgescência nula incipiente (Ψπ0) e o módulo global de 

elasticidade (). 

 

2.3. Trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 
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A taxa de assimilação líquida do carbono (A), a condutância estomática (gs), a 

concentração interna de CO2 (Ci) e a taxa transpiratória (E)foram determinadas em sistema 

aberto, sob luz saturante (1000 µmol de fótons m-2 s-1) e pressão parcial de CO2 de 40 Pa, 

com um analisador de gases a infravermelho (LI-6400, Li-Cor Inc., Nebraska, EUA), 

equipado com uma fonte de luz azul/vermelho (modelo LI-6400-02B, LI -COR).  

Na antemanhã, foi obtida a fluorescência mínima (F0) via excitação dos tecidos 

foliares por luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03 µmol fótons m-2 s-1). A 

fluorescência máxima (Fm) foi obtida pela aplicação de um pulso de 0,8 s de luz actínica 

saturante (8000 µmol fótons m-2 s-1). A fluorescência variável (Fv) foi determinada pela 

diferença entre F0 e Fm e, a partir desses valores, foi calculado o rendimento quântico 

potencial do fotossistema II (van Kooten e Snel, 1990), conforme a equação: 

 

Fv/Fm = (Fm – F0)/Fm 

 As folhas foram aclimatadas à luz actínica (1000 µmol fótons m-2 s-1) durante 60 s, a 

fim de se obter a fluorescência transiente (Fs), seguido por um pulso de luz saturante para 

estimar-se a fluorescência máxima à luz (Fm‟) e, por último, aplicou-se um pulso de luz 

vermelho-distante, para obter-se a fluorescência mínima após aclimatação à luz actínica 

(F0‟). Com esses parâmetros, foram calculados os coeficientes de extinção fotoquímica (qP), 

a eficiência fotoquímica do transporte de elétrons associado ao fotossistema II (ϕFSII) e a 

eficiência de captura de energia de excitação pelos centros de reação abertos (Fv‟/Fm‟), 

conforme Maxwell e Johnson (2000). A taxa aparente de transporte de elétrons (Jt)  foi 

calculada seguindo procedimentos descritos por Genty et al. (1989), como sendo � =

 ϕFSII  ×   ×   × ���, em que RFA é a radiação fotossinteticamente ativa, α é a 

absortância da folha (0,84) e β reflete o particionamento dos pacotes de energia entre os 

fotossistemas II e I (0,5). 

A respiração mitocondrial durante o dia (RL) foi estimada de acordo com Bai et al. 

(2008), usando a respiração noturna ou a taxa de assimilação líquida de CO2 antes do 

amanhecer (Rn). RL foi estimada a diferentes temperaturas usando o Q10 (Larcher 1983), 

como a seguir: 

RL = RnQ10
(Td – Tn)/10             (Q10 = 2,2); 
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em que Tn é a temperatura foliar no qual a Rn foi medida, e Td é a temperatura foliar 

na qual a RL foi calculada. 

O fluxo de elétrons usado para carboxilação (Jc) e oxigenação (Jo) da RuBP, bem 

como a taxa de fotorrespiração da Rubisco (PR) foram obtidas usando-se as seguintes 

fórmulas (Epron et al., 1995; Valentini et al., 1995): 

Jc = 1/3 [JT + 8 (A + RL)]; 

Jo = 2/3[JT + 4 (A + RL)]; 

PR= 1/12 [JT - 4 (A + RL)]; 

 

2.4. Ensaios bioquímicos e enzimáticos 

2.4.1 Determinação da concentração de carboidratos e aminoácidos 

Amostras foliares liofilizadas foram submetidas à extração etanólica, a quente, 

determinando-se, na fração solúvel em etanol, os teores de glicose, frutose e sacarose 

(Fernie et al., 2001) e aminoácidos totais (Gibon et al., 2004). Na fração insolúvel, 

determinaram-se os teores de amido e proteína total (Fernie et al., 2001; Gibon et al., 2004).  

 

 

2.4.2. Determinação dos níveis de nucleotídeos 

Amostras liofilizadas de folhas foram extraídas a frio em HClO4 0,1 M, para 

determinação de NAD+/NADP+ e, em KOH 0,1M, para determinação de NADH/NADPH, 

segundo Queval e Noctor (2007). Em seguida, os extratos ácidos e alcalinos foram 

incubados em meios de reação apropriados para a quantificação subsequente dos 

nucleotídeos (Gibon e Larher, 1997; Schippers et al., 2008). 

 

2.4.3. Perfil metabólico 

As amostras vegetais foram liofilizadas a -48ºC e maceradas em moinho de bolas. 

Metabólitos do metabolismo primário e, alguns dos secundário, foram quantificados por 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) com base em perfis 

metabólicos, exatamente como descrito por Lisec et al, (2006). O cromatograma e o 
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espectro de massa foram avaliados usando o programa TAGFINDER (Luedemann et al., 

2008). Os metabólitos foram identificados em comparação com banco de dados criados a 

partir de padrões autênticos (Kopka et al., 2005; Schauer et al., 2005). A identificação e a 

anotação dos picos detectados seguiram as recomendações descritas em Fernie et al, (2011). 

 

2.4.4. Enzimas do metabolismo do carbono 

Para as análises das seguintes enzimas, os extratos vegetais foram preparados 

exatamente conforme descrito por Nunes-Nesi et al, (2007). Foram quantificadas a malato 

desidrogenase dependente de NAD+, sacarose sintase, Rubisco (Sulpice et al., 2007); triose 

fosfato isomerase, gliceraldeído3-fosfato desidrogenase dependente de NADPH (Fernie et 

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

 

2.4.5. Enzimas do metabolismo antioxidativo 

Amostras foliares foram homogeneizadas em um meio de extração contendo tampão 

fosfato de potássio (0,1 M), EDTA (0,1 mM), DTT (2 mM), ácido ascórbico (20 mM) e 

PVPP (4%). O extrato resultante foi utilizado para determinar a atividade das enzimas 

dismutase do superóxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e redutase 

da glutationa (GR), conforme descrito por Lima et al. (2002) e Pinheiro et al. (2004). 

2.4.6. Danos celulares 

 A estimativa de danos celulares foi feita mediante a quantificação de aldeído 

malônico (MDA), segundo Hodges et al. (1999). Para tal, discos foliares foram macerados 

em uma solução de 0,1% de ácido tricloroacético (TCA). O extrato resultante foi 

adicionado a uma solução contendo TCA a 20% e ácido tiobarbitúrico (0,5%). Para 

minimizar a interferência de açúcares e compostos fenólicos, a absorvância foi lida em 

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

2.7. Análise estatística 

O experimento foi instalado e analisado segundo o delineamento experimental em 

blocos casualizados, em esquema fatorial 2 x 2 x 2 (dois clones x dois regimes hídricos x 

dois ciclos distintos de desidratação e reidratação), com  sete repetições. Os dados obtidos 
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foram submetidos a analise de variância, e as médias comparadas entre si pelo 

testetouDuncan, a 5% de probabilidade.  

Com o objetivo de reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados e identificar as 

variáveis que explicam a maior proporção da variância total, de modo a descreverem-se as 

estratégias que estariam conferindo uma tolerância diferencial à seca dos clones estudados, 

foi empregada a técnica de análise multivariada em componentes principais. 

Foram também feitas análises de correlações simples de Pearson entre todas as 

variáveis analisadas.Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando-se do Sistema 

de Análises Estatísticas e Genéticas da UFV (SAEG-UFV, 1993). 

 

 

3 - RESULTADOS 

3.1. Relações hídricas 

 Independentemente do clone avaliado, em condições de ampla irrigação, o potencial 

hídrico na antemanhã (Ѱam) sempre foi maior do que -0.1 MPa, demonstrando que as 

plantas mantiveram-se hidratadas durante todo o período experimental (Figura 3). A 

redução na disponibilidade hídrica causou reduções marcantes de Ѱamao fim do primeiro 

(C1) e terceiro (C3) ciclos de seca nos dois clones; no entanto, tais reduções foram mais 

expressivas para o clone 109 (Figura 3). É importante ressaltar que as plantas do clone 120 

expostas a múltiplos ciclos de seca tiveram valores mais negativos de Ѱam(-0,41 MPa) do 

que as plantas expostas a apenas um ciclo (-0,32 MPa). A mesma tendência de resposta 

também foi observada para o clone 109, no entanto, sem diferenças estatísticas (Figura 3). 

Em condições irrigadas, o potencial hídrico ao meio-dia (Ѱmd) não variou entre os 

clones (-0.60 MPa), observando-se o mesmo padrão nas plantas submetidas à seca, porém, 

com valores mais negativos (~-2,24 MPa) (Figura 3). De modo semelhante, 

independentemente do tratamento, não foram observadas alterações no potencial osmótico 

global médio em turgescência plena (Ѱπ100) e nula incipiente (Ѱπ0) e, também, no módulo 

global de elasticidade (). É importante ressaltar que, ao contrário do observado para o Ѱam, 

os ciclos de seca não acarretaram efeitos significativos nos valores de Ѱmd, Ѱπ100, Ѱπ0 e . 
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 Os valores de condutividade hidráulica foliar (KF) não variaram entre os clones 

(~13,2 mmol m-2 s-1 MPa) nas plantas irrigadas (Figura 3). Por outro lado, a seca acarretou 

respostas muito diferentes entre as plantas dos dois clones. Embora em ambos tenha havido 

reduções significativas de KF, tais reduções foram mais expressivas no clone 109 (79.2%) 

do que no clone 120 (29.2%) (Figura 3). Saliente-se que os ciclos de seca não afetaram 

significativamente os valores de KF. 
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Figura 3. Potencial hídrico na antemanhã (Ѱam), potencial hídrico ao meio-dia (Ѱmd), potencial 

osmótico global médio em turgescência plena (Ψπ100), potencial osmótico global médio em 

turgescência nula incipiente (Ψπ0), módulo global de elasticidade ( ) e condutividade hidráulica 

foliar (KF) em dois clones de C. canephora continuamente irrigados (CT; barras negras) e 

expostos a um ciclo (C1; barras cinza-claro) e a três ciclos de seca (C3; barras cinza-escuro). 

Valores são médias ± erro-padrão de sete repetições. Letras diferentes indicam diferenças 

significativas entre os regimes hídricos dentro de um mesmo clone (P ≤ 0,05; teste de Duncan), e 

asteriscos indicam diferenças entre os clones, dentro de um mesmo regime hídrico (P ≤ 0,05; 

teste t). 
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3.2. Trocas gasosas  

 Nas plantas-controle dos clones avaliados, os valores da taxa de assimilação líquida 

de carbono (A) (~10,7 µmol CO2 m
-2 s-1), condutância estomática (gs) (~0,181 mmol m-2 s-

1), taxa transpiratória (E) (~2,9 mmol H2O m-2 s-1), concentração interna de CO2(Ci)(~282 

µmol CO2 m-2 s-1) e taxa de respiração noturna (Rn) (~1,83 µmol CO2 m-2 s-1) foram 

essencialmente similares (Figura 4). A seca, por sua vez, causou alterações marcantes nos 

padrões de trocas gasosas em ambos os clones, particularmente no clone 109, que teve 

redução média entre os tratamentos de 87% em gs, 80% em E e 18% em Ci, enquanto no 

clone 120 estas reduções foram de 69% em gs, 41% em E e 30% em Ci, em relação às 

respectivas plantas-controle (Figura 4). O déficit hídrico também promoveu reduções 

significas nos valores de Rn 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 clone 120 apresentaram maiores 

taxas fotossintéticas do que as do tratamento C1, tendência que também foi observada nas 

plantas do clone 109, porém, sem diferenças estatísticas (Figura 4). O melhor desempenho 

fotossintético das plantas expostas a múltiplos ciclos de seca pode ser mais bem observado 

quando os valores de A entre os tratamentos são expressos em relação aos das plantas-

controle. No clone 120, as reduções de Aforam de 54% no tratamento C1 e de 33% no 

tratamento C3, enquanto no clone 109 as reduções foram de 84% (tratamento C1) e 71% 

(tratamento C3), em relação às respectivas plantas-controle (Figura 4). 
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Figura 4. Taxa de assimilação líquida de carbono (A), condutância estomática (gs), taxa 

transpiratória (E), concentração interna de CO2 (Ci), respiração noturna (Rn) e porcentagem de 

A relação às plantas controle em dois clones de C. canephora continuamente irrigados (CT; 

barras negras) e expostos a um ciclo (C1; barras cinza-claro) ou a três ciclos de seca (C3; 

barras cinza-escuro). Valores são médias ± erro-padrão de sete repetições. Letras diferentes 

indicam diferenças significativas entre os regimes hídricos dentro de um mesmo clone (P ≤ 

0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferenças entre os clones, dentro de um mesmo 

regime hídrico (P ≤ 0,05; teste t). 
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3.3. Fluorescência da clorofila a e fotorrespiração 

Em condições irrigadas, as plantas avaliadas não diferiram em nenhum dos 

parâmetros de fluorescência da clorofila a (Tabela 1). Por outro lado, na seca, foi possível 

observar comportamento distinto entre os clones.A taxa aparente de transporte de elétrons 

total (Jt) reduziu-se significativamente em ambos os tratamentos do clone 109 (~28%), 

enquanto no clone 120 tais reduções foram observadas apenas no tratamento C1 (19%). 

Este mesmo padrão de resposta também foi encontrado para a eficiência de captura de 

energia de excitação pelos centros de reação abertos (Fv‟/Fm‟). Por outro lado, reduções no 

coeficiente de dissipação fotoquímico (qP) foram observadas apenas nas plantas do 

tratamento C1 do clone 109 (30%) (Tabela 1). 

Nas plantas-controle, independentemente dos clones avaliados, não foram 

observadas diferenças significativas quanto à partição de elétrons entre as vias 

carboxilativas (Jc) e oxigenativas (Jo) (Tabela 1). Por outro lado, a exposição à seca 

promoveu alterações marcantes em Jc, enquanto os valores de Jo permaneceram 

praticamente inalterados, culminando, assim, em aumentos na razão Jo/Jc. Embora o 

aumento nessa razão não tenha variado entre os ciclos de seca, tais alterações foram mais 

expressivas nas plantas do clone 109 do que nas do clone 120 (Tabela 1). De forma 

semelhante, as altas reduções em A induzidas pela seca, acompanhadas de pequenas 

alterações em Rp, também levaram a um aumento expressivo na razão Rp/Ab, principalmente 

no clone 109, no entanto, sem diferenças significativas entre os ciclos de seca. Ressalta-se 

que a exposição ao déficit hídrico não promoveu reduções no rendimento quântico máximo 

do fotossistema II (Fv/Fm) em nenhum dos tratamentos avaliados (Tabela 1). 
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Tabela 1. Fluorescência e fotorrespiração. Rendimento quântico efetivo do PSII (Fv/Fm), eficiência de captura de 

energia de excitação pelos centros de reação abertos (Fv‟/Fm‟), coeficiente de dissipação fotoquímico (qP), taxa 

detransporte de elétrons (Jt), razão de elétrons direcionados a oxigenação/carboxilação (Jo/Jc), razão entre a taxa 

fotorrespiratória (Rp) e a fotossintética bruta (fotossíntese mais respiração e fotorrespiração) (Ab) em dois clones de C. 

canephora continuamente irrigados (CT) e expostos a um ciclo (C1) ou a três ciclos de seca (C3). Valores são médias ± 

erro-padrão de sete repetições. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os regimes hídricos dentro de um 

mesmo clone (P ≤ 0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferenças entre os clones, dentro de um mesmo regime 

hídrico (P ≤ 0,05; teste t). 

 

  Clone 120 Clone 109 

Parâmetro CT C1 C3 CT C1 C3 

Fv/Fm 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 

Fv‟/Fm‟ 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 

qP 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 

Jt 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) 

Jo/Jc 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* 

Rp/Ab 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* 
 

 



 

20 

 

3.4. Carboidratos e aminoácidos 

 Em condições de ampla disponibilidade hídrica, o clone 120 apresentou maiores 

níveis de frutose (4.5 mmol kg-1 MS) enquanto o clone 109 teve maiores concentrações de 

amido (28 g kg-1 MS); para os demais carboidratos (glicose, sacarose e açúcares solúveis 

totais) e, também, aminoácidos totais, não foram observadas diferenças significativas entre 

os clones (Figura 5). Contudo, quando expostos à seca, os clones tiveram uma marcante 

alteração na concentração de carboidratos e aminoácidos. Um padrão comum de resposta 

dos dois clones, em ambos os tratamentos, foi o de redução nas concentrações foliares de 

amido e sacarose, acompanhada pelo aumento nas concentrações de aminoácidos. Por outro 

lado, decréscimos nas concentrações de frutose (tratamentos C1 e C3) e de glicose 

(tratamento C3) só foram observadas nas plantas do clone 120 (Figura 5).  
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Figura 5. Concentrações foliares de glicose, frutose, sacarose, açúcares solúveis totais 

(AST), amido e aminoácidos solúveis totais em dois clones de C. canephora continuamente 

irrigados (CT; barras negras) e expostos a um ciclo (C1; barras cinza-claro) ou a três ciclos 

de seca (C3; barras cinza-escuro). Valores são médias ± erro-padrão de sete repetições. 

Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os regimes hídricos dentro de um 

mesmo clone (P ≤ 0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferenças entre os clones, 

dentro de um mesmo regime hídrico (P ≤ 0,05; teste t). 
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3.5. Enzimas do metabolismo do carbono 

 Independentemente dos clones estudados, houve grande similaridade nas atividades 

de praticamente todas as enzimas do metabolismo do carbono avaliadas. As únicas 

exceções foram as enzimas glicose-6P-desidrogenase e fosfofrutocinase, que tiveram maior 

atividade no clone 120 (Tabela 2). Quando submetidos ao déficit hídrico, um 

comportamento comum aos dois clones foi o aumento na atividade das enzimas 

fosfofrutocinase e aldolase (Tabela 2). Contudo, para as demais enzimas, o padrão de 

resposta variou com o clone avaliado. No clone 120, houve aumento na atividade da 

piruvato cinase, triose-fosfato isomerase e isocitrato desidrogenase, enquanto no clone 109 

foi observado aumento de atividade da glicose-3P-desidrogenase, em relação às plantas-

controle (Tabela 2). É importante ressaltar que algumas dessas respostas foram 

diferencialmente expressas nas plantas dos tratamentos C3 de ambos os clones, caso da 

fosfofrutocinase e da aldolase. De modo semelhante, as atividades inicial e final da Rubisco 

tiveram aumentos significativos, em relação às plantas-controle, apenas nas plantas C3, de 

ambos os clones; contudo, em nenhum tratamento houve variação no estado de ativação 

dessa enzima (Figura 6). Registre-se que, algumas respostas diferencias foram intrínsecas a 

cada clone, caso do aumento na atividade das enzimas piruvato cinase, isocitrato 

desidrogenase e enolase no clone 120, e o aumento na atividade da glicose-3P-

desidrogenase no clone 109 (Tabela 2). 
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Tabela 2.Atividade de enzimas do metabolismo do carbono(µmol min-1 g-1 MS)em dois clones de C. canephora 

continuamente irrigados (CT) e expostos a um ciclo (C1) ou a três ciclos de seca (C3). Valores são médias ± erro-padrão 

de sete repetições. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os regimes hídricos dentro de um mesmo clone 

(P ≤ 0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferenças entre os clones, dentro de um mesmo regime hídrico (P ≤ 

0,05; teste t). 

  Clone 120 Clone 109 

Enzima CT C1 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 27,5 (2,2) B 35,5 (2,1) A 33,4 (2,0) AB 31,3 (3,0) A 37,1 (2,7) A 34,7 (2,6) A 

Gliceraldeído-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 ativação da enzima Rubiscoem dois 

clones de C. canephora continuamente irrigados (CT; barras negras) e expostos a um ciclo 

(C1; barras cinza-claro) ou a três ciclos de seca (C3; barras cinza-escuro). Valores são 

médias ± erro-padrão de sete repetições. Letras diferentes indicam diferenças significativas 

entre os regimes hídricos dentro de um mesmo clone (P ≤ 0,05; teste de Duncan), e 

asteriscos indicam diferenças entre os clones, dentro de um mesmo regime hídrico (P ≤ 

0,05; teste t). 
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3.6. Sistema antioxidativo, danos celulares e estado redox  

 Nas plantas-controle, a atividade das enzimas dismutase do superóxido (SOD), 

peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT) foi maior no clone 109, enquanto a 

redutase da glutationa não variou entre os clones (Figura 7). O déficit hídrico promoveu 

aumento na atividade de todas as enzimas avaliadas, no entanto, diferenças entre os clones 

só foram observadas para as enzimas SOD e APX, que foram maiores no clone 109 (Figura 

7). Além disso, a exposição a múltiplos eventos de seca potencializou a atividade das 

enzimas CAT e GR, uma vez que, ao longo dos ciclos, houve aumento significativo na 

atividade dessas enzimas, em relação às das plantas dos demais tratamentos (Figura 7). 

Ressalta-se que, independentemente do clone ou regime hídrico, não se observaram 

diferenças significativas nas concentrações de malonaldeído (MDA) (Figura 5). 

 Em condições de ampla disponibilidade hídrica, tanto os níveis de NAD+ e NADP+, 

quanto as razões NAD+/NADH e NADP+/NADPH foram maiores no clone 120, em 

relação ao observado no clone 109 (Figura 8). A exposição à seca promoveu alterações 

mínimas nos níveis de NAD+ e NADH e, consequentemente, não foram observadas 

variações na razão NAD+/NADH em nenhum dos tratamentos de ambos os clones, padrão 

de resposta que também foi observado para a razão NADP+/NADPH para o clone 120 

(Figura 8). Por outro lado, no clone 109, em ambos os ciclos de seca, foram observados 

aumentos significativos nos níveis de NADP+, sem quaisquer alterações nos níveis de 

NADPH, resultando, assim, em aumentos expressivos da razão NADP+/NADPH, em 

relação aos das respectivas plantas-controle (Figura 8). Ressalte-se que não foram 

observadas variações nas concentrações foliares dos nucleotídeos entre os ciclos de seca. 
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Figura 7. Atividade das enzimas dismutase do superóxido (SOD), peroxidase do ascorbato 

(APX), Redutase da glutationa (GR), catalase (CAT) e estimativa de danos celulares pelos 

níveis de aldeído malônico (MDA) em dois clones de C. canephora continuamente 

irrigados (CT; barras negras) e expostos a um ciclo (C1; barras cinza-claro) ou a três ciclos 

de seca (C3; barras cinza-escuro). Valores são médias ± erro-padrão de sete repetições. 

Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os regimes hídricos dentro de um 

mesmo clone (P ≤ 0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferenças entre os clones, 

dentro de um mesmo regime hídrico (P ≤ 0,05; teste t). 
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Figura 8. Estado redox celular. Concentrações foliares dos nucleotídeos NAD+, NADH, 

NADP+, NADPH e razões entre NAD+/NADH e NADP+/NADPH em dois clones de C. 

canephora continuamente irrigados (CT; barras negras) e expostos a um ciclo (C1; barras 

cinza-claro) ou a três ciclos de seca (C3; barras cinza-escuro). Valores são médias ± erro-

padrão de sete repetições. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os 

regimes hídricos dentro de um mesmo clone (P ≤ 0.05; teste de Duncan), e asteriscos 

indicam diferenças entre os clones, dentro de um mesmo regime hídrico (P ≤ 0.05; teste t). 
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3.7. Perfil metabólico 

 Para ter uma melhor perspectiva sobre as particularidades metabólicas dos dois 

clones e, principalmente, os ajustes adotados por cada um deles quando submetidos à seca, 

foi realizada uma análise de perfil metabólico foliar. Essa análise evidenciou uma profunda 

reprogramação metabólica nos clones de C. canephora expostos ao déficit hídrico, uma vez 

que, dos 42 metabólitos detectados, 34 tiveram seus níveis aumentados em pelo menos um 

dos tratamentos avaliados (Figura 9). De todas essas respostas, talvez as mais marcantes 

sejam as relacionadas ao metabolismo de aminoácidos. Com exceção da alanina e do 

triptofano, todos os demais aminoácidos tiveram seus níveis aumentados sob condições de 

seca, em pelo menos algum tratamento, em relação às plantas-controle (Figura 9). Ressalte-

se que, nos dois clones, os aumentos de glicina foram muito superiores aos de serina e, com 

isso, a razão glicina/serina aumentou marcantemente sob seca, resultado que foi 

particularmente mais expressivo no clone 120 (Figura 9). Padrão semelhante de resposta 

também foi observado para a razão glutamina/glutamato; no entanto, o aumento dessa razão 

foi maior no clone 109 (Figura 9). 

 Com relação aos ácidos orgânicos envolvidos no TCA, a exposição à seca 

promoveu, de forma geral, aumentos nos níveis de fumarato, malato e isocitrato, em ambos 

os clones; enquanto aumentos nos níveis de succinato foram observados apenas nas plantas 

C3 do clone 120 (Figura 9). Além disso, no clone 120 também foram observados aumentos 

nos níveis de gliceraldeído 3-P e ácido fosfórico, enquanto no clone 109 houve aumento do 

ácido aspártico. 

Os polióis glicerol, mio-inositol e manitol também tiveram seus níveis aumentados 

na seca, enquanto os níveis de galactinol foram reduzidos, em ambos os clones. Em relação 

aos açúcares, não foram observadas alterações nos níveis de rafinose, mas, por outro lado, 

houve aumento expressivo nos níveis de galactose nos dois clones (Figura 9).  

Da mesma forma que o observado para os compostos do metabolismo primário, a 

exposição à seca também induziu aumentos nos níveis de alguns metabólitos secundários, 

entre eles naringerina, ácido nicotínico, ácido cinâmico e ácido trans-cafeico; no entanto, 

essas alterações foram significativas apenas nas plantas do clone 120 (Figura 9). 

Saliente-se que muitas das respostas descritas acima foram diferencialmente 

expressas nas plantas expostas a múltiplos ciclos de seca. Em ambos os clones, as plantas 
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do tratamento C3 apresentaram maiores níveis de isocitrato, fenilalanina, glicina, 

isoleucina, glicerol, mio-inositol, ácido glutárico e galactose do que as plantas C1. Por 

outro lado, para alguns metabólitos, essas respostas foram específicas para cada clone. Nas 

plantas do tratamento C3 do clone 109, foram observados aumentos diferenciais de 

asparagina, glutamina, valina, fumarato e aspartato.  É importante ressaltar que, no clone 

120, o número de metabólitos diferencialmente modulados nas plantas C3 foi muito maior 

que no clone 109, com aumentos nos níveis de lisina, ornitina, prolina, serina, tirosina, 

gliceraldeído 3-P, glutarato, naringerina, mio-inositol e manitol, naringerina, ácido 

nicotínico, ácido fosfórico, gliceraldeído-3-P, ácido cinâmico e ácido trans-cafeico (Figura 

9). 
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Figura 9. Perfil metabólico e razão entre os aminoácidos glicina/serina e 

glutamina/glutamato em dois clones de C. canephora continuamente irrigados (CT) e 

expostos a um ciclo (C1) ou a três ciclos de seca (C3). Valores são médias ± erro-padrão de 

sete repetições. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os regimes hídricos 

dentro de um mesmo clone (P ≤ 0,05; teste de Duncan), e asteriscos indicam diferenças 

entre os clones, dentro de um mesmo regime hídrico (P ≤ 0,05; teste t).Para cada clone, os 

dados foram normalizados em relação à média das plantas-controle. 
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3.7. Relações entre as variáveis 

 Independentemente do regime hídrico, foi possível observar altas correlações 

positivas entre os componentes difusivos (A com gs e Rn). Além disso, A e gs também 

correlacionaram-se positivamente com os componentes hidráulicos (KF, ѰameѰmd) e com o 

nível de alguns carboidratos (sacarose, açúcares solúveis totais e amido). Por outro lado, A, 

gs, KF e carboidratos estiveram negativamente correlacionados com os níveis de 

aminoácidos totais e, também, com praticamente todos os aminoácidos detectados na 

análise de perfil metabólico; um mesmo padrão de resposta foi também observado para 

alguns ácidos orgânicos (isocitrato, malato e fumarato). A título de exemplo, as 

concentrações dos AAs isoleucina e valina correlacionaram-se negativamente com 

parâmetros que sinalizam disponibilidade de carbono (A e carboidratos). Por outro lado, os 

níveis de glicina estiveram negativamente associados com a atividade da enzima catalase 

(Figura 10).   

Com o intuito de ter uma visão integrada das particularidades metabólicas de cada 

clone, entre os diferentes tratamentos, foi feita uma análise de componentes principais com 

os dados de perfil metabólico. Os dois primeiros componentes (CPs) explicaram 77.5% da 

variância total observada. Os resultados dessa análise permitiram observar a alta 

similaridade metabólica entre os dois clones, na condição irrigada (Figura 9). Além disso, 

também foi possível visualizar as profundas alterações metabólicas que a seca promoveu 

em ambos os clones, em relação às plantas-controle (Figura 9). Registre-se que, apesar do 

padrão comum de resposta entre os dois clones (visível no CP1), algumas particularidades 

entre eles foram observadas (CP2): as plantas do clone 120 estiveram mais fortemente 

relacionadas com alguns metabólitos secundários (ácido trans-quínico, ácidos cis e trans-

cafeico, ácido cinâmico e naringerina), enquanto o clone 109 esteve mais fortemente 

relacionado com o ácido lático, tiramina, ornitina histidina, tiramina e hidróxi-prolina. A 

análise de PCA também permitiu evidenciar o comportamento diferencial entre os ciclos de 

seca. Em ambos os clones, foi possível observar que grande parte das respostas metabólicas 

foi mais acentuada nas plantas expostas a múltiplos ciclos de seca do que nas plantas que 

experimentaram esse estresse pela primeira vez, principalmente no clone 120 (Figura 11). 
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Figura 9. Coeficientes de correlação de Pearson entre variáveis fisiológicas e bioquímicas 

em clones de C. canephora nos diferentes tratamentos. 
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4 - DISCUSSÃO 

 A aclimatação diferencial ou, como vem sendo chamada, a memória ao estresse,é 

um processo que só recentemente foi mais bem caracterizado em plantas (Kim et al., 2010). 

Contudo, a grande maioria dos trabalhos aborda esse processo de forma fragmentada, ou 

seja, centrando apenas na expressão de alguns genes ou em poucas respostas morfológicas. 

Diante desses fatos, um dos principais objetivos do presente trabalho foi apresentar uma 

visão integrada do processo de aclimatação diferencial à seca. Como será demonstrado ao 

longo das próximas seções, as respostas das plantas de C. canephora expostas a múltiplos 

ciclos de déficit hídrico, quando comparadas com aquelas das plantas que experimentaram 

a seca pela primeira vez, foram potencializadas, conforme evidenciado pelas alterações em 

diversos parâmetros fisiológicos e bioquímicos. Além disso, o presente trabalho também 

apresenta uma visão geral das alterações metabólicas desencadeadas pela deficiência 

hídrica e o quanto a integração entre os metabolismos primário e secundário pode ser 

importante nessa situação.  

 

Respostas hidráulicas, difusivase bioquímicas de clones de C. canephora frente a 

múltiplos ciclos de exposição à seca 

Em condições de ampla disponibilidade hídrica, não foram encontradas diferenças 

significativas de KF entre os clones avaliados (Figura 3). De forma semelhante, também já 

foi demonstrado que, sob plena irrigação, os clones 120 e 109 apresentam apenas pequenas 

diferenças anatômicas de seus sistemas condutores (xilema e fibras) (Silva et al., 2013). 

Como a condutividade hidráulica é, em grande parte, um reflexo direto das propriedades 

anatômicas de uma planta (Santiago et al., 2004; Fichot et al., 2010), é muito provável que 

a ausência de diferença de KF entre os clones seja o resultado da similaridade anatômica 

entre eles. Além disso, as correlações positivas encontradas entre os componentes 

hidráulicos e difusivos (Figura 10) sugerem que o KF pode ter sido um dos principais 

determinantes das taxas fotossintéticas em ambos os clones. Essa resposta tem sido 

encontrada em vários trabalhos e evidencia o quanto as propriedades hidráulicas de uma 

planta podem afetar o seu potencial fotossintético (Brodribb e Feild, 2000; Brodribb et al., 

2007). Por outro lado, quando submetidos à seca, os clones apresentaram comportamento 

hidráulico e difusivo muito distinto. Embora em ambos tenha havido reduções 
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significativas de KF e A, tais reduções foram muito mais expressivas no clone 109 do que 

no clone 120 (Figura 3). A redução de KF na seca tem sido um padrão comum de resposta 

encontrado em diversas espécies e está diretamente relacionada com o aumento da tensão 

exercida sobre os vasos do xilema que, em última instância, pode acarretar no rompimento 

da coluna d‟água (cavitação)(Sperry et al., 1994; Sperry, 2000; Hacke et al., 2006). Como a 

cavitação tem um grande potencial em limitar o suprimento de água para as superfícies 

transpirantes, esse processo também tem sido apontado como um dos principais fatores 

associados com as reduções de gs e, consequentemente, de A sob seca (Sperry, 2000; Sack e 

Holbrook, 2006; Sperry et al., 2008). Nesse sentido, a maior capacidade de manutenção de 

KF, sob déficit hídrico, do clone 120, em relação à do clone 109, deve estar diretamente 

relacionada a uma menor ocorrência de cavitação e, provavelmente, foi um dos fatores 

preponderantes na divergência dos valores de gs e A observada entre os clones na condição 

de déficit hídrico (Figura 4). Outra característica que pode ter conferido ao clone 120 uma 

maior eficiência hidráulica, em relação ao clone 109, é a presença de um sistema radicular 

mais robusto (Pinheiro et al., 2004), permitindo, assim, uma melhor exploração da água 

disponível no solo. Uma boa evidência da maior eficiência hidráulica do clone 120 reside 

no fato de que, embora ambos os clones tenham apresentado os mesmos valores de Ѱmd, o 

clone 120 foi capaz de exibir maiores valores de Ѱam, para um mesmo conteúdo de água no 

solo (Figura 3), demonstrando uma maior capacidade de reidratação ao longo do dia. 

A aclimatação à seca pode acarretar alterações anatômicas que tem o potencial de 

reduzir a vulnerabilidade à cavitação, resultando na manutenção do KF e, 

consequentemente, das taxas fotossintéticas. Essas alterações geralmente envolvem a 

redução no diâmetro e aumento na frequência dos vasos do xilema (Fichot et al., 2010; 

Galmés et al., 2012). De fato, dentro de C. canephora, já foi observado que a tolerância à 

seca está diretamente relacionada com a capacidade em promover ajustes efetivos no 

sistema hidráulico (Silva et al., 2013). No entanto, a ocorrência desses ajustes varia com a 

intensidade, bem como com o tempo de exposição à seca (Fichot et al., 2010). No presente 

estudo, apesar de ter sido encontrada grande diferença na capacidade de manutenção de KF 

entre os clones, saliente-se que não foram observadas variações desse parâmetro entre os 

ciclos de seca (Figura 3). Esse parece ser um bom indicativo de que os períodos de seca 

enfrentados pelas plantas, no decorrer dos três ciclos, foram longos o bastante para causar 
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alterações fisiológicas, bioquímicas e moleculares, porém, curtos o bastante para 

possibilitar ajustes anatômicos. Dessa forma, os maiores valores de A, sem quaisquer 

alterações em gs, apresentados pelas plantas expostas a múltiplos ciclos de seca, em relação 

às plantas expostas a apenas um ciclo (Figura 4), parecem ter sido o resultado de ajustes 

moleculares e/ou bioquímicos e não estariam associadas a modificações no sistema 

hidráulico.  

Um exemplo de ajuste bioquímico que pode ter contribuído para as maiores taxas de 

A nas plantas do tratamento C3 envolve aumentos na atividade da Rubisco (tratamento C3 

de ambos os clones) sem, contudo, haver alterações em seu estado de ativação (Figura 4). 

Uma vez que a capacidade máxima de carboxilação (Vcmax) é uma função do produto entre 

a concentração da Rubisco, o estado de ativação e atividade catalítica (kcat), isto é, Vcmax = 

[Rubisco]*ativação* kcat, e considerando-se que kcat é constante para café (3,25 s-1; Martins 

et al., 2013), os resultados sugerem que houve um aumento de capacidade bioquímica de 

fixação de CO2 associado com aumento de concentração da Rubisco nas plantas expostas a 

múltiplos eventos de seca. O aumento de concentração de Rubisco em resposta ao déficit 

hídrico é incomum (Galmés et al., 2011, 2013), e aqui se registra, pela primeira vez, que 

isso pode depender dos ciclos de seca impostos. Possivelmente, os decréscimos em gs (visto 

neste estudo), associados com possíveis decréscimos na condutância mesofílica, já que 

ambas as condutâncias são correguladas (Martins et al., 2014), levaram a uma redução na 

concentração cloroplastídica de CO2 (Cc), e o aumento da concentração de Rubisco poderia 

ser uma maneira de compensar este menor Cc (J. Galmés, comunicação pessoal. Outra 

hipótese seria a de que as plantas do tratamento C3, ao longo dos ciclos de seca, foram 

acumulando alterações epigenéticas que resultaram em uma maior expressão dos genes que 

codificam a Rubisco e/ou aquaporinas, mecanismo que aumentaria a capacidade de difusão 

e fixação de CO2. No entanto, uma melhor compreensão dessa alteração na dinâmica da 

Rubisco só será possível com a análise dos dados de expressão gênica (RNAseq) e/ou de 

proteômica, que se encontram em desenvolvimento. Nesse sentido, o presente trabalho 

oferece uma perspectiva nova sobre a regulação da Rubisco, uma vez que os dados aqui 

apresentados apontam que o fator preponderante para essa resposta diferencial parece ter 

sido a exposição a múltiplos ciclos de seca. 
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Papel da respiração na manutenção de processos fisiológicos 

Nos últimos anos, é cada vez maior o número de trabalhos que demonstram o 

quanto os processos respiratório e fotossintético são interdependentes (Nunes-Nesi et al., 

2011). De fato, por catalisarem reações de vias opostas, esses dois processos precisam ser 

finamente regulados a fim de que seja mantida a homeostase celular, principalmente em 

condições de estresse (Araújo et al., 2014). No presente trabalho, as altas correlações 

positivas encontradas entre A e Rn (Figura 10) evidenciam, ainda que circunstancialmente, 

esse tipo de regulação. Além disso, nas plantas expostas à seca, também foram observados 

aumentos na atividade de algumas enzimas da glicólise e do TCA (Tabela 2). Essa indução 

na atividade enzimática esteve associada com reduções nos níveis de carboidratos e 

aumentos nas concentrações de aminoácidos totais (Figura 5) e de ácidos orgânicos (Figura 

9). Estes dados, juntamente com as altas correlações negativas encontradas entre 

carboidratos com aminoácidos totais e ácidos orgânicos (Figura 10), permitem sugerir que 

o processo respiratório deve ter estado diretamente relacionado com o direcionamento de 

esqueletos de carbono para a biossíntese de compostos que são primordiais nas respostas à 

seca.  

Um bom exemplo de intermediários do metabolismo mitocondrial envolvidos em 

respostas a estresses são os ácidos orgânicos malato e fumarato. Com efeito, já foram 

relatados aumentos desses metabólitos em diversas espécies expostas à seca (Guicherd et 

al., 1997; Alvarez et al., 2008; Charlton et al., 2008; Hummel et al., 2010), padrão de 

resposta que também foi observado no presente estudo (Figura 9). Uma das principais 

funções atribuídas a esses ácidos orgânicos é a de fonte alternativa de energia, 

principalmente em condições de privação de carbono (Araújo et al., 2011). As altas 

correlações negativas encontradas entre os níveis de carboidratos com o malato e fumarato 

evidenciam que o acúmulo desses compostos pode ter desempenhado um papel importante 

na regulação do balanço de carbono nas plantas de C. canephora expostas à seca (Figura 

10). Outra importante função dos ácidos orgânicos que, apesar de ter sido especulada há 

bastante tempo, só recentemente foi melhor caracterizada, é a participação na regulação dos 

movimentos estomáticos (Patonnier et al., 1999; Araújo et al., 2011). Em um estudo 

envolvendo plantas mutantes de Arabidopsis thaliana com menor atividade da enzima 

succinato desidrogenase e, consequentemente, menores níveis de fumarato e malato, foram 
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observados aumentos significativos de gs e A. Com essa descoberta os autores foram 

capazes de adicionar um novo nível de complexidade à dinâmica dos movimentos 

estomáticos (Araújo et al., 2011). De forma semelhante, independentemente do tratamento, 

também foram encontradas altas correlações negativas entre malato e fumarato com gs e A 

(Figura 10). Estes resultados evidenciam que, além de outros reguladores clássicos, como o 

ABA, os ácidos orgânicos podem ter desempenhado um importante papel na modulação 

dos movimentos estomáticos nas plantas de C. canephora. Assim, quando analisados em 

conjunto, os presentes dados evidenciam, ainda que circunstancialmente, a importância do 

metabolismo mitocondrial na modulação do processo fotossintético, principalmente em 

condições de seca. Além disso, é importante salientar que algumas dessas respostas, 

principalmente as atividades enzimáticas, foram mais pronunciadas nas plantas do 

tratamento C3 de ambos os clones (Tabela 2), ressaltando que o processo respiratório 

também pode ter desempenhado papel decisivo nas respostas diferencias encontradas entre 

os ciclos de seca. 

 

Reprogramação metabólica em condições de seca 

 A exposição à seca promoveu uma profunda alteração metabólica em ambos os 

clones. Dentre todas as alterações, talvez a mais marcante esteja relacionada com o 

metabolismo de aminoácidos. Confirmando o que foi observado nos níveis de aminoácidos 

livres totais (Figura 5), a análise de perfil metabólico revelou que, sob deficiência hídrica, 

houve aumento expressivo de praticamente todos os aminoácidos detectados (Figura 9). 

Essa indução na biossíntese de aminoácidos ressalta a importância desse grupo de 

moléculas no processo de tolerância à seca. Com efeito, ao longo das últimas décadas, 

diversos trabalhos têm apontado o papel dos aminoácidos em resposta a vários tipos de 

estresses, sejam eles bióticos ou abióticos (Greenway e Munns, 1980; Le Rudulier et al., 

1984; Patonnier et al., 1999; Kocsy et al., 2005).  

 As correlações negativas encontradas entre os valores de A com os níveis dos 

aminoácidos de cadeia ramificada (ACRs) isoleucina e valina (Figura 10) evidenciam que, 

na seca, os clones de C. canephora podem ter utilizado esses metabólitos como 

mecanismos alternativos de conservação e uso de energia.  Resultados semelhantes foram 

observados em planas de Nicotiana tabacum e Arabidopsis thaliana expostas à seca em 



 

41 

 

que, além do acúmulo de ACRs, também foi observado um aumento na expressão dos 

genes relacionados com o catabolismo desses aminoácidos (Malastrasi et al., 2006). Esse 

padrão de resposta pode ser explicado pelo fato de que, em condições de privação de 

carbono, o catabolismo de ACRs poder direcionar elétrons direta ou indiretamente para a 

cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, permitindo, assim, a manutenção adequada 

do processo respiratório (Araújo et al., 2010; Ishizaki et al., 2010). É importante ressaltar 

que, apesar de o acúmulo de ACRs ter ocorrido em ambos os clones, tais aumentos foram 

mais expressivos no clone sensível à seca do que no tolerante. Essa resposta diferencial 

pode estar relacionada ao fato de que, no clone 109, as reduções de A foram mais 

pronunciadas do que no clone 120 (Figura 4), caracterizando, assim, uma situação de maior 

privação de carbono. Essa hipótese parece ser confirmada pela alta correlação negativa 

desses ACRs com os metabólitos que sinalizam a disponibilidade de carbono (Figura 10) 

(amido, sacarose e açúcares solúveis totais). Dessa forma, os dados aqui apresentados 

permitem inferir que a biossíntese de ACRs pode ter funcionado como um efetivo 

mecanismo de defesa que teve como principal função o armazenamento de fontes 

alternativas de carbono, estratégia que pode ter uma importância ainda maior nos períodos 

de recuperação à seca (Malastrasi et al., 2006). 

 Com exceção do tratamento C3 do clone 120, a exposição ao déficit hídrico não 

promoveu alterações significativas nos níveis de prolina (Figura 9). Apesar de ser um dos 

aminoácidos mais bem estudados, o papel da prolina no processo de aclimatação à seca 

ainda é tema controverso (Szabados e Savouré, 2009). Isso ocorre porque, apesar de o 

acúmulo de prolina há muito tempo ser relacionado com a tolerância à seca (e.g. Hoekstra 

et al., 2001; Choudhary et al., 2005), em alguns trabalhos não se encontraram tais 

alterações (e.g. Silvente et al., 2012) (caso do presente estudo) e, em outros, foram 

observados até mesmo reduções desse metabólito (Shvaleva et al., 2008). Essa divergência 

na literatura deixa claro que essas respostas são dependentes da espécie, bem como 

possivelmente do tempo e da intensidade do estresse aplicado. Por outro lado, a exposição à 

seca promoveu um aumento marcante nos níveis de hidróxi-prolina, principalmente no 

clone 109 (Figura 10). A hidróxi-prolina é derivada da hidroxilação da molécula de prolina 

em uma reação catalisada pela enzima prolil hidroxilase; além disso, a hidróxi-prolina 

também serve como substrato de outra reação que culmina na formação de prolina-betaína 
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(Nolte e Hanson, 1997). Apesar de menos estudada, já foi demonstrado que a prolina 

betaína pode ser um osmólito mais eficiente do que a prolina (Servillo et al., 2011). Em 

adição, em um estudo envolvendo diversas variedades de citrus, também foi observado que 

plantas com os mesmos níveis de prolina podem apresentar diferentes concentrações de 

prolina-betaína; ressaltando que a alocação de prolina para a síntese de prolina-betaína pode 

ser muito variável, até mesmo entre cultivares da mesma espécie (Nolte e Hanson, 1997). 

Os dados do presente trabalho parecem seguir esse mesmo padrão de resposta, uma vez 

que, mesmo com pequenas alterações nos níveis de prolina, foram observadas grandes 

variações no intermediário hidroxiprolina. Dessa forma, é lícito sugerir que os incrementos 

nos níveis de hidroxiprolina estejam relacionados com o aumento na disponibilidade do 

intermediário para a síntese de prolina-betaína. É importante ressaltar que, além de 

participarem no ajustamento osmótico, a prolina, bem como seus intermediários, apresenta 

um papel de grande importância na dissipação do excesso de poder redutor, uma vez que a 

sua biossíntese consome grandes quantidades de NAPDH (Sharma et al., 2011). Assim, 

quando analisados em conjunto, os dados apresentados sugerem que o metabolismo de 

prolina pode ter desempenhado um papel importante no processo de tolerância à seca 

dentro de C. canephora. 

 Independentemente do tratamento, não foram observadas alterações nos dados de 

Ѱπ100, Ѱπ0 e  (Figura 3). Resposta semelhante foi encontrada por Pinheiro et al. (2004) ao 

trabalhar com os mesmos clones do presente trabalho, no entanto, com um déficit hídrico 

ainda mais acentuado. Estes resultados implicam na ausência de ajustamento osmótico. 

Registre-se que a grande maioria dos trabalhos aborda o ajustamento osmótico apenas no 

contexto bioquímico, ou seja, acúmulo de osmólitos compatíveis, enquanto poucos 

efetivamente medem o resultado fisiológico desse acúmulo. Por outro lado, levando em 

consideração a capacidade dos osmólitos compatíveis em alterar as propriedades osmóticas 

celulares (Szabados e Savouré, 2010; An et al., 2013), como é possível que o aumento na 

biossíntese desses metabólitos (Figura 9) não tenha alterado os valores deѰπ100 e Ѱπ0 

(Figura 3)? A resposta para essa pergunta parece envolver um mecanismo de compensação 

ou interconversão entre as formas desses osmólitos. De fato, quando analisados em 

conjunto, os dados do presente trabalho evidenciam que a produção de compostos com 

propriedades osmóticas (hidróxi-prolina, galactose, manitol, glicerol, mio-inositol, malato e 
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fumarato) (Figura 10) parece ter envolvido o consumo direto de carboidratos, 

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

reguladores osmóticos celulares, o consumo dessa molécula para a produção de outros 

osmólitos pode ter tamponado as variações de Ѱπ100 e Ѱπ0. É importante ressaltar que, além 

da manutenção da turgescência celular, outras funções que têm sido atribuídas a esses 

metabólitos é a de detoxificação de espécies reativas de oxigênio e, também, a estabilização 

de proteínas e membranas (Hoekstra e Buitink, 2001; Williamson et al., 2002). Nesse 

sentido, parece provável que a produção da vasta gama de osmólitos compatíveis na seca 

esteja relacionada, primordialmente, com mecanismo de proteção, em vez da manutenção 

da turgescência celular. Destaque-se que, apesar de o acúmulo de osmólitos compatíveis ter 

sido um padrão geral das plantas expostas ao déficit hídrico, tais aumentos foram mais 

expressivos nas plantas do tratamento C3 de ambos os clones (Figura 10). Dessa forma, é 

lícito sugerir que os reajustes metabólicos que culminaram na maior produção de osmólitos 

compatíveis também podem ter estado envolvidos com o comportamento diferencial das 

plantas expostas a múltiplos eventos de seca. 

 

Soluções alternativas para um mesmo problema: mecanismos de defesa e de 

dissipação de energia em condições de seca 

 Pelo fato de a fotossíntese ser um dos principais drenos de elétrons nos cloroplastos, 

as grandes reduções desse processo em condições de déficit hídrico (Figura 4) pode ter 

gerado um quadro potencialmente danoso ao metabolismo celular (Assada, 2006). Isso 

porque, nessas situações, as plantas tendem a absorver uma quantidade de energia maior do 

que são capazes de utilizar, gerando, assim, um desbalanço energético que é um dos 

principais responsáveis pelo aumento de produção de EROs (Asada, 2006; Noctor et al., 

2014). Contudo, foi observado que as plantas de C. canephora exibiram uma série de 

mecanismos que minimizaram a geração e/ou aumentaram a capacidade de remoção das 

EROs. Evidências da efetividade desses mecanismos de defesa podem ser observadas pela 

ausência de variação nos níveis de MDA entre os tratamentos (Figura 7), resultado que 

indica que a seca não potencializou a ocorrência de danos celulares. Além disso, também 

não foram observadas variações significativas nos valores de Fv/Fm(Tabela 1), outro 

indicativo de que as plantas expostas ao déficit hídrico não sofreram fotoinibição. Em 
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conjunto, estes dados permitem inferir que os mecanismos de defesa, discutidos a seguir 

com mais detalhes, concorreram ativamente para a manutenção da integridade dos 

fotossistemas e, também, da homeostase celular. 

 O aumento marcante na atividade das enzimas SOD, APX, GR e CAT nas plantas 

expostas à seca (Figura 7), de ambos os clones, evidencia a ativação dos mecanismos 

enzimáticos de defesa contra as EROs. Essas enzimas, além de participarem diretamente na 

remoção de EROs, também estão associadas a processos que dissipam o excesso de poder 

redutor. As enzimas SOD, APX e GR, por exemplo, estão envolvidas na chamada reação de 

Mehler, em que elétrons da cadeia de transporte de elétrons cloroplastídica são transferidos 

ao oxigênio molecular que é, então, convertido a água (Noctor et al., 2014; Asada, 1999). A 

catalase, por sua vez, está normalmente relacionada à detoxificação de processos como a 

fotorrespiração (descrito mais abaixo) e a beta-oxidação (Florian et al., 2013). Diversos 

estudos relatam que o aumento na atividade dessas enzimas constitui a primeira e, também, 

a principal linha de defesa contra o estresse oxidativo (Asada 1999, Faize et al., 2011; Ma 

et a., 2011). De fato, em alguns trabalhos envolvendo plantas mutantes que apresentam 

maior atividade dessas enzimas foi observado um aumento expressivo na tolerância à seca 

(Faize et al., 2011). Ressalte-se que, em ambos os clones, o aumento na atividade das 

enzimas CAT e GR foi maior nas plantas do tratamento C3 do que nas do tratamento C1 

(Figura 7). Esse resultado compõe mais uma evidência de que as plantas expostas a 

múltiplos ciclos de seca foram capazes de potencializar os mecanismos de defesa contra os 

efeitos deletérios da seca, quando comparadas a plantas submetidas à seca pela primeira 

vez. 

 Apesar de ser um dos temas mais controversos da fisiologia vegetal, alguns estudos 

recentes têm apontado a importância da fotorrespiração na manutenção de diversos 

processos metabólicos, principalmente em condições estressantes (Fernie et al., 2013; 

Florian et al., 2013). Nesse contexto, o presente trabalho apresenta algumas evidências do 

aumento do processo fotorrespiratório nas plantas expostas à seca. A primeira delas 

envolve o aumento na razão glicina/serina (Figura 9), aminoácidos que são um dos 

principais produtos da fotorrespiração. Com efeito, o aumento nessa razão é um dos 

melhores indicativos metabólicos da variação na atividade fotorrespiratória (Wingler et al., 

1999; Novitskaya et al., 2002). Além disso, esses aminoácidos estão diretamente 
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relacionados com a biossíntese de certos compostos de defesa, tais como a glutationa 

(poderoso antioxidante) e glicina-betaína (importante osmólito compatível) (Novitskaya et 

al., 2002). As altas correlações positivas entre a concentração de glicina e a atividade da 

enzima catalase (Figura 9) é outra evidência do aumento da atividade fotorrespiratória das 

plantas expostas à seca, principalmente no clone 120. De fato, durante a reação de 

conversão de glioxilato a glicina, catalisada pela enzima glicolato oxidase, ocorre grande 

produção de H2O2, produto altamente tóxico que é prontamente convertido a H2O pela 

enzima catalase (Florian et al., 2013). Assim, parece provável que os clones de C. 

canephora foram capazes de balancear os efeitos nocivos da alta taxa de produção de 

glicina por meio de ajustes finos da atividade da catalase. Outro efeito benéfico que tem 

sido atribuído à fotorrespiração é a dissipação do excesso de energia de excitação da cadeia 

de transporte de elétrons cloroplastídica. Esse mecanismo também parece ter operado nas 

plantas de C. canephora expostas à seca, principalmente no clone 109, uma vez que foram 

observados aumentos na razão Jo/Jc e Rp/Ab(Tabela 1), parâmetros que indicam um 

direcionamento de maior proporção de elétrons para o processo fotorrespiratório (Bai et al., 

2008). Saliente-se que, em ambos os clones, algumas dessas respostas foram mais 

pronunciadas nas plantas do ciclo C3 (Tabela 1),resultados que ressaltam o papel da 

fotorrespiração no comportamento diferencial encontrado nas plantas expostas a múltiplos 

ciclos de seca. 

 Como dito anteriormente, os aminoácidos podem desempenhar papel fundamental 

nos processos de detoxificação celular. No entanto, o aumento na biossíntese desses 

metabólitos, observado nas plantas expostas à seca (Figuras 5 e 10), provavelmente 

demandou uma maior quantidade de nitrogênio pelas folhas. Essa hipótese parece ter sido 

confirmada, uma vez que, em ambos os clones, foram observados aumentos na razão 

glutamina/glutamato (Figura 10), resultado que evidencia uma maior incorporação de 

nitrogênio nas plantas expostas à seca (Wingler et al., 1999). Por outro lado, esses dados 

contrastam com algumas observações de que a seca tende a reduzir as taxas de assimilação 

e, também, a translocação de nitrato para as folhas (Shaner and Boyer, 1976; Ferrario-Méry 

et al., 1998; Buljovic e Engels, 2001). Dessa forma, é possível que os clones de C. 

canephora tenham utilizado mecanismos alternativos para manter a disponibilidade de 

nitrogênio para a biossíntese de aminoácidos, além de outros compostos nitrogenados, 
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papel que também pode ter sido realizado pela fotorrespiração (Foyer et al., 2003).De fato, 

alguns estudos já demonstraram que a refixação de nitrogênio no chamado “ciclo do 

nitrogênio fotorrespiratório” pode ser muito maior que a assimilação de nitrato pelas raízes 

(Fernie et al., 2013). Além disso, também já foi observado que em plantas mutantes com 

menor atividade fotorrespiratória houve redução nos níveis de nitrato e, consequentemente, 

de aminoácidos, resultados que ligam diretamente a fotorrespiração com o metabolismo do 

nitrogênio (Ferrario-Méry et al., 1998). No presente trabalho, de todos os aminoácidos 

detectados, o único que teve reduções significativas na seca, principalmente no clone 120, 

foi a alanina (Figura 8), principal doador de grupo amino para a manutenção da 

fotorrespiração (Betsche, 1986; Ta e Joy 1986). Estes resultados, juntamente com o 

aumento nas razões glicina/serina, Jo/Jc e Rp/A (Tabela 1), reforçam ainda mais as 

evidências do aumento da fotorrespiração nas plantas de C. canephora expostas à seca. 

Quando analisados em conjunto, os dados aqui apresentados apontam que o processo 

fotorrespiratório, além de ter atuado como importante componente nos mecanismos de 

dissipação de energia, também pode ter sido fundamental na manutenção da biossíntese de 

aminoácidos na seca. 

 Dentre todas as linhas de defesa contra as ROS, os metabólitos secundários são os 

mais comumente negligenciados. Por outro lado, já foi comprovado que alguns compostos 

fenólicos apresentam uma capacidade antioxidante maior que a do próprio ácido ascórbico, 

um dos principais antioxidantes celulares (Grace e Logan, 2000). Outro ponto importante 

relacionado à biossíntese desses metabólitos envolve o grande consumo de poder redutor 

(Maeda e Dudareva, 2012). Nesse contexto, além de poderosos antioxidantes, os compostos 

secundários também podem atuar como válvulas dissipadoras do excesso de energia de 

excitação das cadeias de transporte de elétrons. No presente trabalho, uma tendência geral 

de resposta das plantas expostas à seca foi o aumento na biossíntese dos aminoácidos 

aromáticos fenilalanina e tirosina (Figura 9). Essa resposta também foi acompanhada por 

incrementos nos níveis de alguns metabólitos secundários (e.g. ácido cinâmico, ácido trans-

cafeico, naringerina e cafeína), principalmente no clone 120 (Figura 9). Em conjunto, estes 

dados indicam que a seca induziu um maior fluxo de carbono para a via do xiquimato, uma 

das principais rotas envolvidas com a produção de compostos secundários (Maeda e 

Dudareva, 2012). Mencione-se que todas as respostas descritas acima foram mais 
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pronunciadas nas plantas C3 do clone 120 (Figura 9). Assim, fica claro que o metabolismo 

de fenóis, além de ser um componente alternativo ao combate dos efeitos deletérios da seca, 

também parece ter contribuído ativamente para o comportamento diferencial das plantas 

dos tratamentos C3. 

 Os resultados do presente trabalho evidenciam as diversas estratégias que parecem 

ter sido utilizadas pelos clones de C. canephora para dissipar o excesso de energia de 

excitação das cadeias de transporte de elétrons cloroplastídica e mitocondrial, quando 

submetidos à seca. A efetividade dessas verdadeiras “válvulas metabólicas” pode ser 

melhor observada pelas razões NAD+/NADH e NADP+/NADPH, dados que sinalizam o 

estado redox celular (Figura 8). No clone 120, independentemente do tratamento, não 

foram observadas variações nessas razões, resultados que indicam que os mecanismos de 

dissipação foram capazes de contrabalancear as reduções de A e, consequentemente, 

mitigar o acúmulo de poder redutor (Figura 8). A mesma tendência de resposta também foi 

observada no clone 109 para a razão NAD+/NADH; no entanto, nesse mesmo clone, foram 

observados aumentos na razão NADP+/NADPH nas plantas expostas à seca (Figura 8). Este 

padrão de resposta do clone 109 pode ser um reflexo direto das fortes reduções de ETR 

associada com o aumento na biossíntese de compostos dissipadores, o que, em última 

instância, pode ter culminado com o acúmulo de NADP+(Figura 8). Dessa forma, estes 

dados evidenciam que, apesar das grandes alterações metabólicas causadas pela seca, 

ambos os clones foram, de forma geral, capazes de minimizar as variações no estado redox 

celular. 

 Quando analisados em conjunto, os diversos mecanismos de defesa apresentados 

evidenciam a capacidade de flexibilidade metabólica de plantas sujeitas a condições 

estressantes. Nesse sentido, ficou claro que a manutenção da homeostase celular na seca 

demandou a ação de mecanismos que envolveram desde a modulação de algumas enzimas, 

até a biossíntese de compostos que, além de reguladores, também são potentes 

antioxidantes. Dessa forma, os mecanismos de defesa descritos acima deixam clara a 

importância da integração metabólica no processo de aclimatação ao déficit hídrico, uma 

vez que os mecanismos de defesa envolveram a participação conjunta dos metabolismos 

primário (fotossíntese, fotorrespiração e respiração) e secundário (biossíntese de fenóis). 
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Plasticidade metabólica em C. canephora 

 Como acima demonstrado, grande parte das alterações fisiológicas e, 

principalmente, metabólicas encontradas neste trabalho foi mais expressiva no clone 

sensível (109) do que no clone tolerante (120). Apesar de parecer contraditório, a priori, 

esse padrão de resposta evidencia ainda mais a maior tolerância à seca do clone 120. De 

fato, diversos trabalhos têm encontrado que a principal característica de plantas tolerantes a 

determinados tipos de estresse é a estabilidade de resposta nessas condições, ou seja, uma 

menor plasticidade fenotípica (Nicotra et al., 2010; Couso e Fernández, 2012). Essa 

indução metabólica diferencial encontrada entre os clones parece ser um reflexo direto das 

propriedades hidráulicas de cada um deles. Nesse sentido, a maior capacidade de 

manutenção do KF(Figura 3), além de um sistema radicular mais robusto (Pinheiro et al., 

2005), permitiram ao clone 120 uma melhor hidratação de seus tecidos e, 

consequentemente, uma menor exigência de ajustes metabólicos. Por outro lado, no clone 

109, a presença de um sistema hidráulico menos eficiente levou a um maior desbalanço 

hídrico que, por sua vez, demandou um maior grau de ajustes em nível de respostas 

bioquímicas. Estes resultados evidenciam que, apesar de os mecanismos bioquímicos e 

moleculares terem um papel fundamental nos processos de proteção celular, em última 

instância, talvez os principais determinantes do desempenho de uma planta sejam os seus 

componentes estruturais (Brodribb, 2009). 

 

É possível aprender com a seca? Causas e consequências da aclimatação diferencial a 

seca em plantas de C. canephora expostas a múltiplos eventos estressantes.  

 Uma das principais questões levantadas no presente trabalho foi se plantas de C. 

canephora expostas a múltiplos ciclos de seca seriam capazes de apresentar mecanismos de 

resposta em maior magnitude em relação a plantas expostas à seca pela primeira vez. Os 

resultados obtidos sugerem, a princípio, uma resposta positiva à indagação supracitada 

(Figura 11) e, além disso, demonstram que essas respostas diferenciais ocorreram em 

mecanismos fisiológicos (fotossíntese), bioquímicos (algumas envolvidas na glicólise, TCA 

e estresse oxidativo) e metabólicos (diversos compostos do metabolismo primário e 

secundário). Todo esse conjunto de respostas permitiu às plantas do tratamento C3, 

principalmente as do clone 120, apresentarem maiores taxas de A do que as plantas do 
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tratamento C1 (Figura 4). Como a fotossíntese é um dos processos que mais bem integra o 

estado fisiológico de uma planta, é possível dizer que as plantas do tratamento C3 tiveram 

um melhor desempenho na seca do que as plantas do tratamento C1 (Figura 4). No entanto, 

como parece improvável que os componentes hidráulicos estejam relacionados com tais 

respostas diferenciais, qual seria a explicação para o comportamento observado nas plantas 

do tratamento C3? A resposta para esta pergunta pode estar diretamente relacionada com a 

geração de alterações epigenéticas. De fato, uma série de trabalhos tem evidenciado que as 

alterações na estrutura da cromatina podem deixar o material genético 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 entanto, a grande maioria 

desses trabalhos tem como principal foco a expressão de alguns genes. Nesse sentido, o 

presente trabalho é um dos primeiros a demonstrar de forma integrada o processo de 

aclimatação diferencial à seca.  

 Outra hipótese levantada foi a de que plantas do tratamento C3 do clone tolerante 

seriam capazes de acumular um maior número de respostas diferenciais em relação às 

plantas do clone sensível. Essa hipótese também parece ter sido confirmada, uma vez que, 

de todos os parâmetros avaliados, 39% foram diferencialmente expressos nas planas C3 do 

clone 120, enquanto apenas 24% foram observados nas plantas do clone 109. Estes dados, 

ainda que de forma circunstancial, permitem inferir que a geração de alterações 

epigenéticas pode ter ocorrido em maior extensão no clone tolerante. Vale lembrar que a 

geração de alterações epigenéticas envolve um sofisticado sistema enzimático capaz de 

introduzir e remover alterações covalentes na estrutura da cromatina (Sokolet al., 2007; 

Bird, 2007). Nesse sentido, parece provável que o maior número de respostas diferenciais 

observadas no clone 120, em relação ao do clone 109, pode estar relacionado a um sistema 

de geração de alterações epigenéticas mais efetivo.  

Apesar de o presente estudo oferecer uma perspectiva mais ampla do processo de 

aclimatação diferencial à seca, ainda são necessárias análises mais aprofundadas (e.g. 

imunoprecipitação de cromatina) para o melhor entendimento da geração e regulação dos 

mecanismos de “memorização” ao estresse. Os resultados desse tipo de estudo podem ter 

uma grande implicação nos programas de melhoramento genético.Um exemplo prático da 

aplicação dos resultados desse tipo de estudo seria a geração de plantas transgênicas que 
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constitutivamente teriam maior expressão de genes que codificam as maquinarias que 

controlam as alterações epigenéticas. Dessa forma, seria possível obter plantas que 

naturalmente apresentem alterações na estrutura da cromatina necessárias para deixar o 

material genético em um estado de “alerta” constante contra a seca, permitindo, assim, 

respostas de defesa mais rápidas e efetivas.  
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