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RESUMO

SANTILIANO, Fabiano Costa, D.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo, Centro
de Ciéncias Agrarias e Engenharias, abril de 2023. Expressdo génica e
caracteristicas bioquimicas de gendtipos de Coffea canephora submetidos a
diferentes condi¢cbes hidricas. Orientadora: Tais Cristina Bastos Soares.
Coorientador: Willian Silva Barros.

O café € uma cultura de grande importancia para o cenario econémico do Brasil e do
mundo. Com as previsdes de mudancas climaticas, especialmente relacionadas ao
déficit hidrico, tem ocorrido uma crescente busca por materiais mais adaptados a
seca. Este trabalho teve como objetivo avaliar as respostas moleculares por meio da
expressdo diferencial dos genes CcMPR1, RBCS1 e CcGolS1 e respostas
bioquimicas de 14 progénies jovens de C. canephora visando identificar genoétipos
com maior desempenho na condi¢do de déficit hidrico. O trabalho foi conduzido em
casa de vegetacdo no delineamento de blocos ao acaso com 14 tratamentos
(gendtipos) e 2 fatoriais (irrigado e déficit), divididos em 3 blocos, totalizando 84
plantas experimentais para as analises moleculares, e divididos em 4 blocos,
totalizando 112 plantas experimentais para as analises bioquimicas. Estes genotipos
foram submetidos ao déficit hidrico por limitacdo da irrigacdo de forma lenta e
prolongada para posterior avaliacdo dos niveis de expressdo dos genes CcMPR1,
RBCS1 e CcGolS1, todos envolvidos nas respostas do cafeeiro a seca. Avaliou-se
também o comportamento dos gendtipos com relagdo aos parametros bioquimicos
de composicdo de nitrato, nitrogénio organico, prolina e compostos fendlicos foliares
nas condi¢cdes de irrigado, déficit hidrico moderado, déficit hidrico severo e
recuperacdo poés reidratacdo. De acordo com as analises de expressdo génica
realizadas é possivel observar que o0s genes CcMPR1, RBCS1 e CcGolS1
apresentaram expressdo diferencial nas distintas condicbes de déficit a que os
genaotipos foram submetidos, mostrando também que a maior parte dos genétipos
conseguiu se recuperar apos reidratacdo. Os teores de nitrogénio organico e prolina
foram os parametros bioquimicos que apresentaram as maiores diferencas entre os
genotipos, podendo ser utilizados como marcadores de estresse hidrico, indicando a

adocao de mecanismos relacionados a osmorregulacdo em resposta a seca.

Palavras-chaves: CcMPR1; RBCS1; CcGolS1; analises bioquimicas; déficit hidrico.
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ABSTRACT

SANTILIANO, Fabiano Costa, D.Sc., Universidade Federal Do Espirito Santo, Centro
de Ciéncias Agrarias e Engenharias, abril de 2023. Gene expression and
biochemical characteristics of Coffea canephora genotypes under different
water conditions. Advisor: Dr2 Tais Cristina Bastos Soares. Co- advisor: Dr. Willian
Silva Barros.

Coffee is a crop of great importance to the economic scenario of Brazil and the world.
With predictions of climate change, especially related to water deficit, there has been
an increasing search for materials more adapted to drought. This study aimed to
evaluate the molecular responses through differential gene expression of CcMPR1,
RBCS1, and CcGolS1 genes, as well as the biochemical responses of 14 young
progenies of C. canephora, aiming to identify genotypes with better performance
under water deficit conditions. The study was conducted in a greenhouse using a
randomized block design with 14 treatments (genotypes) and two factors (irrigated
and deficit), divided into three blocks, totaling 84 experimental plants for molecular
analyses, and divided into four blocks, totaling 112 experimental plants for
biochemical analyses. These genotypes were subjected to water deficit by gradually
and prolonged irrigation limitation for subsequent evaluation of the expression levels
of CcMPR1, RBCS1, and CcGolS1 genes, all involved in the coffee plant's response
to drought. The behavior of the genotypes was also evaluated regarding the
biochemical parameters of nitrate composition, organic nitrogen, proline, and leaf
phenolic compounds under irrigated conditions, moderate water deficit, severe water
deficit, and post-rehydration recovery. According to the gene expression analyses, it
is possible to observe that the CcMPR1, RBCS1, and CcGolS1 genes showed
differential expression under the different water deficit conditions to which the
genotypes were subjected, also showing that the majority of genotypes were able to
recover after rehydration. The levels of organic nitrogen and proline were the
biochemical parameters that showed the greatest differences among genotypes and
could be used as markers of water stress, indicating the adoption of osmoregulation

mechanisms in response to drought.

Keywords: CcMPR1; RBCS1; CcGolS1; water deficit.
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1. INTRODUCAO

O café € uma das culturas globais mais importantes, que sustenta uma
industria multibilionaria fornecendo fonte de renda para milhdes de pessoas,
especialmente pequenos agricultores de paises em desenvolvimento (DAMATTA et
al., 2018; DAVIS et al., 2020). Em termos de valores econ6micos, a exportacao de
café brasileiro em 2022 foi de cerca de US$ 9,2 bilhdes, representando o maior valor
ja registrado desde o inicio da série histérica do produto, que ocorreu em 1997, o
gue corresponde a um aumento de 45% em comparacdo com o observado em 2021
(CONAB, 2023).

Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex A. Froehner sdo as duas
espécies do género Coffea economicamente relevantes, respondendo por 99% da
produgéo global (DAVIS et al., 2019). Nesse sentido, embora a producdo de C.
arabica ainda represente o maior percentual do comércio de café, a importancia
econbmica de C. canephora aumentou acentuadamente nas ultimas décadas,
especialmente no Brasil, um de seus maiores produtores (CONAB, 2023).

Entretanto, a fragilidade do cafeeiro diante das grandes oscilagbes de
temperatura e de disponibilidade de agua levanta preocupacdes quanto ao seu
cultivo (BILEN et al., 2023). A variacdo anual da producdo de café esta relacionada
principalmente a temperatura e a disponibilidade de agua (DAMATTA; RAMALHO,
2006; RAMALHO et al., 2018b). Se levadas em conta as previsées climaticas de
aumento das temperaturas meédias globais apontadas pelo Painel
Intergovernamental de Mudancas Climaticas (IPCC) estima-se uma queda na
producdo mundial (IPCC, 2016; DAMATTA et al., 2018).

Em 2019, os indices pluviométricos foram adequados e distribuidos de forma
equilibrada durante as fases de desenvolvimento do conilon, e, juntamente com a
gueda nas temperaturas em diversas regides do Estado, o que resultou em um
aumento na producao em aproximadamente 25% em relacéo a 2018 (CONAB, 2018;
CONAB, 2019).

Para o ano de 2023 ha expectativa de reducdo de 13% na producéo,
ocasionada pelo longo periodo de estiagem, aliado a ocorréncia de baixas
temperaturas. Para o conilon a estimativa de producdo é de 11.460 mil sacas,

representando uma reducéo de 7,3% em relagdo a safra anterior (CONAB, 2023).
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Avaliacdes fisiologicas, bioquimicas e moleculares de cultivares podem
contribuir para a compreensdo da relacdo entre o déficit hidrico e as respostas
fisiolégicas das plantas sob estresse hidrico, podendo gerar parametros importantes
para o desenvolvimento de tecnologias como, técnicas de melhoramento genético
para selecionar plantas mais resistentes a seca, técnicas de manejo do solo e da
agua para aumentar a eficiéncia no uso de recursos hidricos pelas plantas,
desenvolvimento de praticas agricolas mais adequadas para areas com restricdo
hidrica, e uso de tecnologias de irrigagdo mais eficientes e sustentaveis, entre
outras, que ajudem as plantas a lidar com periodos prolongados de seca, bem como
para a selecdo de gendtipos que possam ser introduzidos em diferentes regides do
Brasil e do mundo, o que € essencial para aumentar a produtividade nacional e
global (CAMARGO, 2010).

O melhoramento genético de C. canephora tem possibilitado a expanséo de
sua cultura para regibes com escassez de agua (FERRAO et al., 2012). O conilon
apresenta grande variedade genética que permite sua adaptacédo ao déficit hidrico e
a rapida recuperacédo do seu vigor apos periodos de seca. Esta tolerancia a seca
esta associada a sua capacidade de se aclimatar em ambientes desfavoraveis e
produzir mesmo em condicbes de baixa umidade e temperaturas anormais
(OLIVEIRA et al. 2018).

Estudos com diferentes clones de C. canephora selecionados como tolerantes
ao déficit hidrico demonstraram que alguns apresentam producdo relativamente
elevada, mesmo em situacdes de seca (FERRAO et al., 2000). Para manter o
equilibrio hidrico adequado, diversos fatores devem ser considerados, tais como o
desenvolvimento de raizes profundas, o controle eficaz da transpiracdo, a
manutencdo da area foliar, a orientacdo vertical das folhas e a existéncia de um
sistema antioxidante robusto, além da capacidade de exportar agua e nutrientes
(DAMATTA et al., 2000, DAMATTA et al., 2003; PINHEIRO et al., 2004; DAMATTA;
RAMALHO, 2006; RONCHI; DAMATTA, 2007).

InvestigagOes realizadas no Espirito Santo revelaram grande variabilidade
genética entre clones de conilon quanto as respostas & seca (FERRAO et al., 2012).
Nestas condic¢des, foi possivel identificar clones sensiveis a seca, como o clone 109,

gue apresentou baixo vigor, desfolha significativa e queda na produtividade, bem
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como clones que mantiveram bom vigor e produtividade praticamente inalterada
(clone 120) (DAMATTA et al. 2003).

Entender os mecanismos moleculares que estéo por tras da resposta da planta
a situacdes de estresse hidrico € essencial para ampliagdo de conhecimentos,
especialmente com o uso de técnicas moleculares (NAKASHIMA et al., 2014). O
desenvolvimento e uso de ferramentas moleculares para avaliacado das respostas do
café a seca devem contribuir para o0 aumento de estudos sobre a fisiologia do
mesmo e o desenvolvimento de técnicas de melhoramento, facilitando o lancamento
de cultivares com desempenho superior sob condicdes ambientais adversas
(FERRAO et al., 2016).

As caracteristicas bioguimicas desempenham também um papel importante na
tolerancia ao estresse hidrico, pois a manutencdo da capacidade de transporte de
fotoassimilados da parte aérea para as raizes leva ao crescimento radicular e,
consequentemente, a um aumento na absorcdo de agua. Por outro lado, clones
sensiveis ao déficit hidrico apresentam um controle deficiente da transpiracdo, com
os estbmatos respondendo de forma limitada a reducdo da disponibilidade de agua
do solo, e também possuem uma baixa capacidade de absorcdo de agua, com
sistemas radiculares mais superficiais (RONCHI; DAMATTA, 2007).

Este estudo foi conduzido com a finalidade de identificar com base em
caracteristicas bioquimicas e na expressdo relativa de genes com respostas
diferenciais em situacdes de déficit hidrico, gendtipos com caracteristicas de

tolerancia ou suscetibilidade a seca para fins de melhoramento genético.

2. HIPOTESE

A diminuicao da disponibilidade de agua no solo, agravada pelas alterac6es
climaticas recentes, afeta diretamente o desenvolvimento do cafeeiro, prejudicando
sua capacidade de producdo e qualidade dos graos. Tal fato tem gerado
preocupacao crescente na comunidade cientifica e na cadeia produtiva do café em
relacdo ao desenvolvimento de gendtipos com caracteristicas de tolerancia a seca.

Assim levantamos a hipotese de que a expressao diferencial de genes esta

envolvida na adogédo de mecanismos de tolerancia a seca no café e que associada a
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alteragfes bioquimicas do metabolismo consistem em importantes paramatros para

a selecéo de genotipos promissores quanto a tolerancia ao déficit hidrico.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar as respostas moleculares por meio da expressao diferencial dos
genes CcGolS1, RBCS1 e CcMPRL1 e respostas bioquimicas em gendtipos de C.
canephora para entender melhor a capacidade de tolerancia a seca.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a analise da expressao dos genes CcMPR1, RBCS1 e CcGolS1, a
fim de se avaliar a possibilidade de respostas diferenciais nos diferentes
gendtipos em condicdo de déficit hidrico controlado;

e Avaliar e comparar as respostas de expressdes génicas diferenciais e
repostas bioquimicas dos genétipos em diferentes periodos, com
progressao do estresse e na fase de recuperacéo;

¢ Identificar individuos superiores para tolerancia a seca dentro dos genétipos
pré-selecionados.

4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Coffea canephora — origem, distribuicdo e importancia econémica

O cafeeiro (Coffea sp.) tem origem na Africa, sendo Coffea arabica originario
da Etiopia e Coffea canephora do Congo. Atualmente, é cultivado na Africa
Ocidental e Central, no Sudoeste Asiatico e em algumas regibes das Américas,
destacando-se o Brasil.

Os materiais genéticos da espécie C. canephora podem ser agrupados em dois
tipos distintos, classificados pela sua regido de origem e diretamente relacionados

as duas variedades hoje presentes no mercado. Dentro desse grupo consta a
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variedade "Robusta", pertencente ao grupo Congolense. Oriunda da Africa Central
(Republica Centro-Africana, Congo e Camardes), caracteriza-se por cultivares que
apresentam 6timo vigor, caule ereto e pouco ramificado, com folhas grandes e
sistema radicular robusto. O grupo Guineano tem origem no oeste da Africa (Guiné e
Costa do Marfim), compreendendo a variedade do tipo “Kouillou”, conhecido no
Brasil como conilon (FERRAO et al., 2007). Os cultivares apresentam habito de
crescimento arbustivo, contendo folhas pequenas e caules que se ramificam
facilmente. Além disso, 0s mesmos possuem controle estomatico da transpiracao
mais eficiente, proporcionando uma maior tolerédncia a situagbes de seca
(DAMATTA; RENA, 2001).

A espécie C. canephora € dipldide (2n=2x=22 cromossomos), alégama,
apresentando autoincompatibilidade gametofitica impedindo autofecundacdo e
cruzamento de individuos semelhantes o que explica sua grande diversidade
(MORAES et al., 2018). De acordo com Ferréo et al. (2008) e Ivoglo et al. (2008), a
reproducdo natural favorece o surgimento de individuos altamente heterozigotos e
populac6es com grande variabilidade genética. Essa variabilidade se reflete em
diferentes caracteristicas, tais como ciclos de maturacédo, produtividade, resisténcia
a pragas e doencas, arquitetura, porte, tamanho e forma das sementes, frutos e
folnas, bem como qualidade de bebida. No entanto, plantas com essas
caracteristicas tendem a ser menos produtivas, como mencionado por Partelli et al.
(2021). Essas plantas se tornam matérias-primas ideais para programas de
melhoramento, por possuirem variabilidade genética, o que favorece a selecao de
genatipos superiores (DALCOMO et al., 2015).

C. canephora é amplamente distribuido, adaptando-se bem a regides quentes
e Umidas, assim como em &areas de floresta tropical de baixa altitude. No Brasil, é
cultivado em locais com altitudes inferiores a 500 metros e temperaturas médias
anuais entre 22 e 26°C (FERRAO et al., 2007).

A producao de café conilon no pais possui trés segmentos distintos: exportacao
de gréos, industrializacdo para café soluvel, destinado principalmente ao mercado
externo, e industrializacdo para torrado e moido, em misturas com café arabica,
destinado para consumo interno (LIMA FILHO et al., 2015).
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4.2. Respostas das plantas ao estresse abidtico

A natureza tem grande impacto no crescimento e na produtividade das
plantas devido a uma variedade de fatores de estresses abi6ticos e bidticos. Alguns
dos fatores abidticos que afetam negativamente as plantas sdo temperaturas
excessivas; deficiéncia nutricional; falta de agua; alto teor salino do solo; altas
concentracbes de radiacdo ultravioleta (UV), diéxido de enxofre (SO2) e outros
poluentes atmosféricos; deficiéncia de luz solar (baixa produtividade fotossintética)
entre outros (ZHANG et al., 2022).

A resposta das plantas diante dos fatores abibticos estressantes pode ser
dividida em trés grandes grupos: o primeiro trata dos impactos sobre o
desenvolvimento da planta com inibicAo da germinagdo e senescéncia precoce
(MCKAY et al., 2003); o segundo se refere a biologia molecular, incluindo alteracéo
na expressao génica e reducdo na sintese protéica (MARRACCINI et al., 2012;
VIEIRA et al., 2013); o terceiro abrange as modificacdes fisiol6gicas, como
diminuicdo do consumo de agua, toxicidade metabdlica e reducdo da taxa de
fotossintese. (KUMAR et al., 2021).

As condicbes ambientais as quais as plantas estdo expostas podem impactar
a sintese de metabdlitos por meio da inducéo de respostas fisioldgicas e adaptacdes
relacionadas as alterac6es bioquimicas observadas em seus metabolismos. Nas
plantas de café, essas mudancas podem ser importantes para a qualidade do gréo
(DELAROZA et al., 2014).

Por estarem naturalmente presentes nas folhas, os pigmentos fotossintéticos,
clorofilas, carotendides e seus derivados, podem ser analisados e utilizados como
indicadores de estresse (OLIVEIRA et al., 2018b). O estresse das plantas é causado
por uma variedade de fatores, geralmente diminuindo as concentraces de clorofila
e aparentemente aumentando as de carotendides e outros pigmentos (SCHOEFS,
2002).

Os fosfolipidios desempenham um papel fundamental na estrutura das
membranas bioldgicas e tém grande importancia em cascatas de sinalizacdo em
resposta a efeitos adversos em plantas submetidas a condiges bidticas e abidticas.
Em café, fosfolipases C exibiram efeitos transcricionais e bioquimicos distintos em

resposta ao estresse por exposicdo ao aluminio, o que pode contribuir para as
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respostas de sinalizacdo de fosfolipidios desencadeadas por estresse de aluminio
em suspensdes de células (GONZALEZ-MENDOZA et al., 2019).

O estresse térmico causado pelas altas temperaturas ambientais consiste
numa grande preocupacdo para a producdo e qualidade das colheitas de café em
todo o mundo. As plantas sédo frequentemente submetidas a estresse por calor, o
que pode levar a uma desaceleracdo severa do crescimento e desenvolvimento
podendo levar a morte (ZHAO et al., 2020). Extensas perdas agricolas sao
atribuidas a disturbios no crescimento causados pelo calor, o que torna ainda mais
preocupante este cenario diante do fenbmeno de aquecimento global (JAGADISH et
al.,, 2021). O estresse térmico pode causar danos diretos as plantas, como
desnaturacdo e agregacdo de proteinas, e aumento da fluidez dos lipidios da
membrana (ZHAO et al., 2022). Também pode resultar em les@es indiretas, como a
inativacdo de enzimas em cloroplastos e mitocbndrias, a inibicdo da biossintese,
aumento da degradacdo de proteinas, perda da integridade da membrana e
alteracbes na parede celular da planta. Esses tipos de lesGes eventualmente
perturbam a homeostase celular e levam a reducdo do fluxo de ions, producédo de
compostos toxicos e espécies reativas de oxigénio (ROS) e inibicdo do crescimento
das plantas (WAHID et al., 2007). A sintese de proteinas de choque térmico como a
HSP70 corresponde a uma das primeiras respostas fisiolégicas ao aumento da
temperatura na planta, e contribui para preservar o funcionamento do fotossistema Il
(PSII) em temperaturas supra-6timas (DIVYA et al., 2019).

Compreender a intrincada rede de respostas das plantas a situacdes de
estresses abibticos fornecera novos caminhos para a concepcdo de programas de
melhoramento para gerar variedades de culturas mais resistentes a condigdes

climéticas adversas com alto rendimento e maior qualidade do produto final.

4.3. Tolerancia a seca em Coffea canephora

Entretanto, a disponibilidade hidrica € um grande fator limitador da producéo
mundial de café, devido a sensibilidade das espécies do género Coffea a seca e
porque uma grande parcela desta se sustenta por meio dos agricultores familiares
que geralmente ndo possuem recursos para estabelecer estruturas de irrigacao
(DAMATTA; RAMALHO, 2006). O agravamento de problemas relacionados a
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limitacdo hidrica na producdo de café é esperado com o avanco do aquecimento
global. Projeta-se em todo cinturdo produtor, uma temperatura média com aumento
de cerca de 2,1°C prevista até 2050 (IPCC, 2014), o que pode resultar diretamente
no aumento do déficit de vapor d'dgua, maior potencial evapotranspirativo e
consequentemente no aumento da ocorréncia de estresse hidrico nas plantas
(DAVIS et al., 2012). Indiretamente, as modificacdes na temperatura média mundial
também terdo efeitos sobre a quantidade e distribuicdo da precipitacdo anual,
podendo levar ao aumento na ocorréncia de secas severas 0 que afetaria
negativamente na producao (BUNN et al., 2015).

Em Coffea, o processo de fotossintese é limitado quando ocorre estresse
hidrico e altas temperaturas atmosféricas, devido ao fechamento dos estbmatos e a
reducdo das atividades fisiol6gicas da planta. Impactos mais graves sao esperados
em C. arabica, que € considerada mais sensivel ao calor do que C. canephora
(DAMATTA; RAMALHO, 2006), e estima-se que o aquecimento futuro promova a
extincdo de pelo menos 60% de todas as espécies de café (DAVIS et al. , 2019),
reforcando a necessidade de se encontrar ou desenvolver genétipos tolerantes a
seca, explorando a diversidade natural nas populagcbes selvagens de café como
ferramentas de melhoramento genético (KIWUKA et al., 2023).

Condicdes ambientais severas desencadeiam uma ampla gama de respostas
nas plantas, desde alteracbes na expressdo génica e no metabolismo celular até
mudancas nas taxas de crescimento e produtividade das culturas (CAVATTE et al.,
2012). A caracterizacdo do estresse hidrico configura-se como fator importante na
busca de um manejo racional da irrigacdo, visando tanto a preservacao dos recursos
hidricos, quanto a melhor resposta da planta ao estresse (PEREIRA et al., 2016).

As plantas submetidas a condi¢cGes de baixa disponibilidade de agua regulam
seu status hidrico nos tecidos por meio de adaptacdes morfoldgicas, anatbmicas e
fisiologicas que controlam a perda e aumentam a absor¢do de agua (TOUNEKTI et
al., 2018).

Véarios estudos abordaram essas adaptacbes em diferentes espécies /
cultivares de Coffea, o que inclui mudancas na eficiéncia e seguranca hidraulica da
planta, que consiste na relacdo entre a quantidade de agua que uma planta perde
através da transpiracdo e a quantidade de dioxido de carbono que absorve para

realizar a fotossintese. Ou seja, € a capacidade da planta em produzir matéria
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organica por unidade de agua consumida (PAIS et al., 2020; BRODRIBB et al.,
2020), processos de osmorregulacdo (DAMATTA et al., 2003), producédo e acumulo
de hormdénios (MARRACCINI et al., 2012) e protecdo contra estresse oxidativo
(PINHEIRO et al., 2004; RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2013).

O conhecimento sobre a eficiéncia hidraulica configura-se como fator primordial
que afeta o crescimento e a produtividade das plantas (PAIS et al., 2020;
BRODRIBB et al., 2020). Em varias regides de cultivo de café, a irrigacéo € utilizada
com frequéncia para sustentar uma safra adequada. No entanto, os rendimentos
podem ser ameacados por um aumento da frequéncia e severidade da seca
(MARTINS et al., 2019), com potenciais impactos negativos também na qualidade da
bebida (DAMATTA et al., 2018). Além disso, Coffea canephora é tradicionalmente
cultivado em regides quentes e de baixa altitude, onde o déficit por pressao de vapor
de &gua elevado € comum, o que € conhecido como seca atmosférica (LOBELL et
al., 2014). Sob condi¢des bem irrigadas, valores elevados de pressao de vapor do ar
induziram modificacbes importantes na hidraulica da planta, resultando em
desempenho diferente em mudas de Conilon contrastantes quanto a tolerancia a
seca (MACHADO FILHO et al., 2021).

Em geral, os clones de Conilon apresentam alta sensibilidade estomatica a
pressdo de vapor do ar, mas aparentemente menos do que os cultivares de arébica
(DAMATTA, 2004; DAMATTA; RAMALHO, 2006). Por outro lado, sob disponibilidade
adequada de &gua ou curtos periodos de déficit hidrico, essa alta sensibilidade
estomatica pode ser desvantajosa. Nessas condi¢cdes, maximizar a captacao de CO:
para a fotossintese se tornaria mais importante do que reduzir a transpiracdo em
termos de maximizar a produtividade (DAMATTA, 2003). A identificacdo de
cultivares com caracteristicas hidraulicas benéficas que conferem tolerancia a seca
pode melhorar o desempenho da cultura em regides quentes e secas.

Uma das respostas imediatas das plantas sob estresse hidrico € o ajuste
osmotico pela acumulacdo de osmolitos como carboidratos sollveis, proteinas,
aminoacidos livres, glicina betaina e prolina (OZTURK et al., 2021). Osmoprotetores
e osmolitos sdo pequenas moléculas, com carga elétrica neutra, ndo toxicas em
concentracbes molares e protegem as membranas e proteinas contra o efeito

desnaturante de condi¢cdes de estresse abidtico (MAHMOOD et al. 2020). Além
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disso, esses osmolitos acumulados em compartimentos citoplasmaticos sdo cruciais
na preservacgao do turgor celular (RONTEIN et al. 2002).

Em algumas espécies, o acumulo de prolina tem sido considerado uma
adaptacdo a escassez de agua que pode ser usada como um indicador para
classificar genétipos com desempenho superior em condigdes de seca (DAMATTA,;
RAMALHO, 2006). No entanto, em cafeeiros, tal acimulo ndo se correlaciona
satisfatoriamente com a tolerancia a seca em varios cultivares de arabica e robusta.
De qualquer forma, o acumulo desses compostos em condi¢cdes de deficiéncia
hidrica parece ser um indicador sensivel do status hidrico da folha (CAVATTE et al.,
2012).

As respostas fisioldgicas do cafeeiro em situacdes de estresse sao afetadas
pelos niveis de CO2 atmosférico, que tém sido amplamente discutidos no contexto
do aquecimento global (RAMALHO et al., 2018a). Por meio de andlise por impressao
digital UV foi possivel identificar que os niveis de CO: interferem na biossintese dos
principais metabdlitos, acidos clorogénicos, cafestol, e cafeina em resposta as
condicdes ambientais estressantes. Maiores quantidades de &cidos clorogénicos
foram observados em graos de plantas néo irrigadas cultivadas com enriquecimento
de CO:2 e nas irrigadas no nivel atual de CO2 atmosférico (MARCHEAFAVE et al.,
2020).

Enquanto as folhas desempenham um papel primordial na fotossintese, os
sistemas radiculares desempenham inimeras fungdes, incluindo suporte mecéanico,
absorcdo de nutrientes pela agua e pelo solo, armazenamento de nutrientes e
sintese de hormoénios vegetais (CALLEJA-CABRERA et al.,, 2020; SCHNEIDER,;
LYNCH, 2020). Morfologia, anatomia e capacidade de absorcéo do sistema radicular
sao cruciais para determinar sua eficiéncia, enquanto o tamanho e a profundidade
da raiz ditam o volume efetivo de solo que o sistema radicular pode explorar
(BRODRIBB et al., 2015).

A arquitetura hidraulica da folha é um fator determinante da produtividade das
plantas, bem como de suas respostas aos fatores de estresse ambiental
(BRODRIBB et al., 2010; FLEXAS et al., 2018), sendo que as mesmas juntamente
com o sistema radicular tém grande contribuicdo na resisténcia hidraulica da planta
(SCOFFONI et al.,, 2017). O fluxo de agua através desses 0Orgaos envolve vias

complexas que incluem vias do xilema, vias extra-xilema, e via transcelular
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controlada em parte pela expresséo e atividade de aguaporina e pela conectividade
célula a célula (SCOFFONI et al., 2017; AVILA et al., 2020b). As caracteristicas do
xilema variam amplamente entre as espécies e genotipos, e podem afetar
substancialmente o desempenho fotossintético, o crescimento e a producdo. A
economia de 4gua da planta também é extremamente dependente da atividade das
aguaporinas, que sdo proteinas intrinsecas da membrana que facilitam o transporte
de agua e outros pequenos solutos, incluindo CO2, através das membranas
celulares (LI et al. 2013). Aquaporinas identificadas em café podem desempenhar
papéis importantes na resposta dessa espécie ao estresse hidrico (MINIUSSI et al.,
2015).

Outra caracteristica gravemente comprometida em plantas submetidas a
escassez hidrica é o equilibrio homeostatico. Em geral, a resposta a escassez de
agua se inicia com o aumento da producdo enddgena de acido abscisico (ABA), que
induz ao aumento da expressdo de diversos genes relacionados a respostas a
estresse e ativa uma cascata de sinalizacdo que leva a reducdo da condutancia
estomatica (gs) e, consequente reducdo nos niveis internos de CO2 (OSAKABE et
al., 2014), que afeta a atividade de carboxilacdo do ribulose-1,5-bisfosfato enzima
carboxilase / oxigenase (Rubisco) (XU et al., 2013). A reducdo da atividade
carboxilase altera os niveis de NADPH, que se acumula e gera aumento na
concentracdo de elétrons. Esses elétrons sdo entdo doados para radicais
superoxidos geradores de oxigénio molecular, que juntamente com outras espécies
reativas de oxigénio, pode danificar o aparelho fotossintético da planta, bem como a
peroxidacdo de membranas lipidicas e clorofilas (NISHIYAMA et al., 2011). Devido a
baixa assimilacédo fotossintética, ocorre reducao na sintese de sacarose e privacao
do fornecimento de acuUcares sollveis para manutencdo do metabolismo
(HAMMOND; WHITE, 2008). Além disso, a sacarose pode ser hidrolisada para
formar hexoses que serdo alocadas em 6rgaos de reserva para posterior uso, o que
pode acarretar o aumento do crescimento da raiz e maior absorcédo de agua (XU et
al., 2015).

Os horménios desempenham um papel fundamental na adaptagédo das plantas
a diversos estressores, sendo principais o acido abscisico (ABA) e o etileno. O
fechamento estomatico, promovido pela reducdo do turgor das células-guarda em

resposta a aumentos dos niveis foliares de acido abscisico (ABA), representa uma
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das primeiras respostas da planta limitando a perda excessiva de agua (CREEK et
al., 2020) e a assimilacdo de carbono pela fotossintese durante a seca do solo
(MARRACCINI et al., 2011). Além disso, dados recentes destacaram o papel do ABA
na modulacdo do fechamento estomético em resposta a secas atmosféricas
(aumento da presséo de vapor), tornando este fitohormodnio um regulador chave dos
movimentos estomaticos em angiospermas (CARDOSO et al., 2020).

O etileno € um hormdnio gasoso que é sintetizado em taxas reduzidas em
todos os tecidos das plantas e regula diversos aspectos do seu ciclo de vida,
incluindo germinagéo de sementes, desenvolvimento da raiz, floragdo, maturagéo de
frutos além de respostas a fatores abibticos e bidticos (ZHEFENG et al., 2009). No
cafeeiro ha uma conexao entre o etileno e a floracdo, de modo que esse hormonio
atuaria como um indutor da abertura floral (LIMA, 2015). Estudos demonstram que o
déficit hidrico pode provocar reducdo na producao de etileno dependendo do nivel
do estresse e que a reidratacdo pode provocar um rapido aumento na producao de
etileno e no transporte de seu precursor acido 1- carboxilico-1-aminociclopropano
(ACC) da raiz para a parte aérea (LIU et al., 2013; AVELAR, 2018).

Em condi¢cdes de déficit hidrico moderado, as taxas fotossintéticas diminuem
principalmente devido ao fechamento estomatico. Conforme o estresse progride, as
restricbes bioguimicas podem limitar a fixacdo fotossintética de CO2, 0 que leva a
inativacdo das reacdes de transferéncia de elétrons gerando excesso de poder
redutor na célula. Tal fato pode resultar na formacéo de radicais ativos de oxigénio
(ROS), como radicais livres, superoxido e hidroxila, e também peréxido de
hidrogénio, que podem gerar danos fotoinibitorios e fotooxidativos (LIMA et al.,
2002). Protecdo contra fotooxidagcdo pode ser alcangcada por um aumento na
dissipacdo de excesso de energia de excitacdo por meio de carotendides ou pelo
aumento do metabolismo de ROS. Estes radicais estdo envolvidos em praticamente
todas as principais atividades metabdlicas do individuo podendo gerar danos a
membrana plasmatica e aumento da peroxidacdo lipidica. As membranas de
cloroplastos em café sdo consideradas particularmente sensiveis a estresse, sendo
reconhecido o papel fundamental de ajustes em lipidios da membrana para o
sucesso da aclimatagéo em longo prazo (SCOTTI-CAMPOS et al., 2019).

As plantas possuem um sistema antioxidante complexo para lidar com ROS,

composto por trés classes gerais: (i) antioxidantes lipossoluveis associados a
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membrana, como tocoferol e caroteno; (i) moléculas antioxidantes pequenas e
solliveis em agua, como ascorbato e glutationa; e (iii) antioxidantes enzimaticos,
incluindo as enzimas superoxido dismutases (SOD), que catalisam a reacdo de
superoxido para H202, catalase (CAT), peroxidases do tipo guaiacol (EC) e enzimas
do ciclo ascorbato-glutationa, como a ascorbato peroxidase (APX), que ajudam a
desintoxicar a célula do H202 produzido (SHARMA et al., 2012).

Experimentos com mudas de C. arabica tratadas com selénio demonstraram
gue o metabolismo antioxidante foi eficaz na regulacdo do estresse oxidativo nas
plantas tratadas. O aumento da sacarose e diminuicdo das atividades de SOD, CAT
e ascorbato peroxidase, bem como a compartimentacdo do selénio nas raizes,
foram os principais efeitos bioquimicos e fisiologicos moduladores das mudas de
café em condigbes de estresse devido ao excesso de selénio (MATEUS et al.,
2020).

Gendtipos de C. canephora e C. arabica tolerantes a seca apresentam aparato
antioxidante mais robusto o que acarreta menores perdas de folhas, melhor
desempenho das atividades fotossintéticas e maior eficiéncia hidrica nas plantas
apos secas prolongadas (LIMA et al., 2002). Campos et al. (2019) demonstraram em
estudos com plantas jovens de C. arabica, que em concentracdes ideais, a
melatonina promove aumento do sistema radicular e protecdo do aparelho
fotossintético, permitindo maior troca gasosa, maior eficiéncia de carboxilacdo e
maiores teores de clorofila. Além disso, a melatonina melhorou a atividade dos
sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos e reduziu a peroxidacao
lipidica. Em situacdes de déficit hidrico prolongado o acumulo de ROS supera a
capacidade antioxidante da célula, gerando dano oxidativo ao aparato fotossintético
que pode levar a morte celular.

Na contramao dos impactos relatados relacionados aos efeitos das mudancas
climaticas, alguns estudos demonstram os efeitos benéficos do incremento de CO:
atmosférico sobre os padrbes de produtividade do cafeeiro por ampliar as taxas
fotossintéticas da planta (DAMATTA et al., 2016), mitigando assim 0s impactos
produzidos pela seca ou alta temperatura no cafeeiro (AVILA et al., 2020a),
melhorando inclusive a qualidade do grdo (RAMALHO et al., 2018a, b).

Estudos demonstraram que a concentracdo elevada de CO:2 reduziu o

impacto do calor na fotossintese do café, sendo o0s eventos relacionados a
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membrana, como o transporte de elétrons nos fotossistemas PSI e PSII, muito
menos afetados do que eventos bioquimicos como as atividades de enzimas
(MARTINS et al.,, 2014; RODRIGUES et al., 2016). Este efeito desencadeou
mecanismos de protecdo que favoreceram o controle de ROS, e reduziu a
fotoinibicdo do fotossistema (PS) Il a 42° C. Além disso, fortaleceu a eficiéncia
fotoquimica e o funcionamento bioquimico em todas as temperaturas, de 25 a 42° C
(RODRIGUES et al., 2016), enquanto preservou a homeostase mineral (MARTINS et
al., 2014) e qualidade do grao (RAMALHO et al., 2018a) em alta temperatura,
contestando a ideia de que o café seja altamente sensivel ao aquecimento
(DAMATTA et al., 2019).

4.4, Base genética da tolerancia a seca em Coffea canephora

Em nivel genético, sabe-se que existe variabilidade dentro do género Coffea
guanto a tolerancia a seca (DAMATTA; RENA, 2001; LIMA et al., 2002; DAMATTA et
al., 2003). Clones tolerantes a seca foram caracterizados como plantas vigorosas,
com alta produtividade ao longo dos anos apresentando sistema de raizes mais
profundas, melhor status hidrico dos tecidos associado a manutencao da area foliar
(DAMATTA et al., 2003) a medida que a agua do solo se torna limitante. Uma melhor
compreensao dos mecanismos que permitem a aclimatacédo das plantas a escassez
de agua e manutencdo do crescimento e producdo ajuda na selecao de gendétipos
mais aptos (PRAXEDES et al., 2006). Muitos destes mecanismos estdo associados
a genes que apresentam expressao diferencial entre clones / cultivares tolerantes e
suscetiveis cultivados sob diferentes (com ou sem) condicbes de irrigacdo
(MARRACCINI et al., 2012).

Os avancos recentes na gendmica do café, principalmente projetos de
sequenciamento com tag de sequéncia expressa (EST) abrem caminho para
estudos envolvendo a genética da tolerancia a seca e identificacdo de marcadores
moleculares que poderiam ser usados para acelerar e aprimorar programas de
melhoramento do café. Guedes et al.(2018) utilizando RNA-Seq investigaram as
respostas a seca de clones sensiveis e tolerantes de Coffea canephora identificando
826 genes diferencialmente expressos (DEG) nos clones tolerantes e 135 nos

sensiveis indicando que o clone sensivel pode desencadear uma resposta ao
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estresse oxidativo, possivelmente levando a morte celular programada, quando
exposto a multiplos episédios de seca. A aclimatacdo de plantas tolerantes, por
outro lado, parece envolver o metabolismo secundario antioxidante e a resposta
ABA.

De acordo com seu nivel de expressédo, genes candidatos analisados em folhas
de clones de C. canephora foram classificados em quatro tipos: (I) alta expressao
sob irrigacédo independentemente dos clones analisados, mas baixa expressao sob
limitacdo de agua, como o RBCS; (Il) maior expressdo sob estresse hidrico,
independentemente dos clones analisados, como manose 6-P redutase; (lll)
expressao génica diferencial entre os clones tolerantes e sensiveis; e (IV) maior
expressdo em clones tolerantes do que sensiveis, como por exemplo, a cistatina
(MARRACINI et al., 2012; VIEIRA et al., 2013).

Em estudo com cultivares de C. arabica, muitos genes candidatos envolvidos
nas vias de transducéo de sinal do estresse hidrico, e também na sintese de varios
compostos bioguimicos, como acucares, foram superexpressos no cultivar tolerante
I59 sob a seca em comparacdo com cultivar Rubi que é suscetivel. Foram também
identificados véarios genes candidatos que ndo apresentam qualquer semelhanca
com agueles ja depositados em bancos de dados globais, comumente chamados de
"genes 0rfaos" o que postula que o surgimento destes é o resultado de respostas
adaptativas especificas a cada espécie em funcdo do estresse e das condicdes
adversas enfrentadas por essas plantas durante 0 seu processo evolutivo
(MARRACINI et al., 2013).

Sob limitacdo de agua, CcDREB1B , CcRAP2.4 ,CcERF027 , CcDREBI1D e
CcTINY foram os genes mais expressos principalmente em folhas de C. canephora
tolerante a seca . Por outro lado, a expressao dos genes CcERF016 , CcRAP2.4 e
CcDREB2F foi altamente regulada sob limitacdo de agua nas raizes do clone 22 de
C. canephora suscetivel a seca (TORRES et al., 2019).

Diversos estudos analisaram os efeitos da seca na expressao génica, sendo
identificado um conjunto de genes diferencialmente expressos nas folhas de clones
de C. canephora tolerantes e suscetiveis a seca (MARRACINI et al., 2012; VIEIRA
et al., 2013) e em C. arabica , em condicbes de irrigacdo e de déficit hidrico
(MOFATTO et al., 2016). Houve aumento da expressdo de genes que codificam

proteinas ricas em glicina, proteinas de choque térmico, desidrinas, ascorbato
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peroxidase, bem como fatores de transcricdo, como DREB1D, em condi¢des de
seca.

Marracini et al. (2012) identificou genes relacionados aos componentes centrais
e moduladores da via de sinalizacdo do acido absisico, metabdlitos secundarios,
fatores de transcricdo, genes relacionados a fotossintese e genes estruturais de
resposta a seca, concluindo que uma rede complexa de respostas provavelmente
envolvendo a via de sinalizacdo ABA e do 6xido nitrico pode envolver os principais
determinantes moleculares que explicariam a melhor eficiéncia no controle do
fechamento estomatico e da transpiracédo exibido pelo clone 14 tolerante a seca de
C. canephora.

Mofatto et al. (2016) analisaram o perfil de genes expressos em apices
caulinares plagiotréopicos e folhas de dois cultivares de C. arabica tolerante
(IAPARS9) e suscetivel (Rubi) a seca. As diferencas de disponibilidade hidrica entre
as plantas afetaram genes especificos como os envolvidos na biossintese do acido
abscisico, desenvolvimento vegetal e metabolismo lipidico, sendo identificados
diversos genes candidatos potencialmente envolvidos no determinismo genético de
tolerancia a seca.

Os genes CaMYB1, CaERF017, CaEDR2, CaNCED, CaAPX1, CaAPX5,
CaGolS3, CaDHN1 e CaPYL8a foram suprarregulados nas progénies de café
arabica com maior eficiéncia fotoquimica sob déficit hidrico, contribuindo, portanto,
para a eficiéncia da fotossintese em progénies tolerantes a seca (DE OLIVEIRA
SANTOS et al., 2021).

Além dos fatores de transcricdo (TFs) e small RNAs ndo codificantes, a
memo©ria transcricional parece atuar na modulacdo da expressao génica durante a
resposta a seca das plantas.

Alves-Ferreira et al. (2012) identificaram que a superexpressdo do gene HB12
de Coffea arabica (CaHB12), que é regulado positivamente sob seca, melhora a
tolerancia de Arabidopsis thaliana aos estresses de seca e salinidade. Estudo com
variedades de algoddo transgénico demonstrou que a superexpressado de CaHB12
pode prevenir a abscisao foliar nas plantas sob ou apds estresse abidtico (BASSO et
al., 2021).
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Os genes escolhidos para este trabalho estdo diretamente relacionados a
diferentes mecanismos adotados pelo cafeeiro em reposta a situacfes de estresse
hidrico. O gene CcMPR1 codifica a enzima manose 6-fosfato redutase (M6PR) que
atua na biossintese de manitol e possui importante papel nos mecanismos
osmorreguladores ativados em resposta a seca, apresentando aumento de
expresséo nestas condicdes (MARRACCINI et al., 2012). O gene RBCS1 codifica
para a subunidade menor da RUBISCO, sendo que sua expressao tende a ser
reduzida em condi¢cbes de déficit hidrico devido as alteracbes nos processos
fotossintéticos (MARRACCINI et al., 2011). O gene CcGolS1 esta relacionado a
sintese de oligossacarideos derivados da rafinose, como galactinol, sendo que seus
niveis de expressdo tendem a aumentar em resposta a seca devido a adocao de

mecanismos osmorreguladores (DOS SANTOS et al., 2015).
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5. Capitulo 1: Perfil de Expressao Diferencial de Genes Envolvidos
nas Respostas de Coffea canephora em Diferentes Condi¢cbes

Hidricas
RESUMO

Com a previsdo das mudancgas climaticas diversas pesquisas genéticas tém
permitido a identificacdo de variedades de café mais resistentes & seca e capazes
de crescer em locais sob condi¢des adversas. Desta forma, a selecdo de indices e
parametros adequados pode facilitar a identificacdo de materiais genéticos
superiores com maiores potenciais para resistir a condi¢cées de déficit hidrico. Assim,
objetivou-se com este trabalho realizar a analise da expressdo dos genes CcMPR1,
RBCS1 e CcGolS1, a fim de se avaliar a possibilidade de respostas diferenciais nos
diferentes gendtipos em condicao de déficit hidrico controlado, visando compreender
a influéncia destes genes no mecanismo de tolerancia a seca do cafeeiro, no intuito
de seleciona-los como possiveis marcadores de estresse. De acordo com as
analises de expressdo génica realizadas € possivel observar que 0s genes
CcMPR1, RBCS1 e CcGolS1 apresentaram expressdo diferencial nas distintas
condicdes de déficit a que os gendtipos foram submetidos, mostrando também que a
maior parte dos genétipos conseguiu se recuperar apos reidratacdo. CcMPR1
apresentou potencial uso como marcador de estresse, além de indicar a adocao de
estratégias de defesa em café por meio de mecanismos osmorreguladores sendo
que os clones 120, 6T, 1T, P50, P40, 7T, P2 e 4S foram 0s mais promissores. Com
relacdo a expressdo RBCS1 os gendtipos 3T, P6 e 1T se destacaram ao
apresentarem perfis de recuperacdo semelhantes ao observado no gendétipo
tolerante. A expressdo de GolS1 nas diferentes condicdes experimentais
demonstrou que na maior parte dos genétipos estudados ndo ocorreram variacdes
significativas nas condi¢fes irrigadas. O potencial uso dos genes testados traz
perspectivas de investigagbes futuras relacionadas a andlise dos componentes
integrantes das distintas vias metabdlicas, as quais 0s respectivos genes estao
associados, a fim de caracterizar mecanismos fisiologicos adotados em resposta a

Seca.

Palavras-chave: CcMPR1; RBCS1; CcGolS1.
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5.1. INTRODUCAO

O café € uma das commodities agricolas mais importantes do mundo. Seu
cultivo, processamento, transporte e comercializacdo geram empregos para milhdes
de pessoas em todo o planeta, com destaque para o Brasil, maior produtor e
exportador da bebida (RAMALHO et al., 2018).

A demanda pelo produto vem aumentando constantemente, mas essa cultura
pode ser ameacada em varias regides pelas mudancas climaticas, principalmente no
que diz respeito a seca e as temperaturas desfavoraveis, que sao 0s principais
determinantes climaticos para a adequacdo das areas de cultivo podendo afetar
significativamente tantos as quantidades, como a qualidade do produto gerado
(DAMATTA; RAMALHO 2006; DOS SANTOS et al., 2011).

Avancos na pesquisa genética permitiram a identificacdo de variedades de café
mais resistentes a seca, e capazes de crescer em locais sob condicdes mais
adversas. Essas variedades sdo capazes de produzir grdos de alta qualidade em
ambientes com menos agua, 0 que permite a expansdo da cultura do café para
novas regides que antes eram consideradas inadequadas para o cultivo (FERRAO
et al., 2012).

A tolerancia a seca do cafeeiro est4d associada a sua capacidade de se
aclimatar em ambientes desfavoraveis e produzir mesmo em condi¢cdes de baixa
umidade e temperaturas anormais (OLIVEIRA et al. 2018). Contudo, a selecdo de
indices e parametros adequados pode facilitar a identificacdo de materiais genéticos
superiores com maiores potenciais para resistir a condicdes de déficit hidrico
(DAMATTA; RAMALHO, 2006). Assim, objetivou-se com este trabalho realizar a
andlise da expresséo dos genes CcMPR1, RBCS1 e CcGolS1, a fim de se avaliar a
possibilidade de respostas diferenciais nos diferentes genotipos em condicdo de
déficit hidrico controlado, visando compreender a influéncia destes genes no
mecanismo de tolerancia a seca do cafeeiro, no intuito de seleciona-los como

possiveis marcadores de estresse.
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5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Material genético

Os materiais genéticos utilizados neste trabalho foram obtidos e cedidos pelo
programa de Melhoramento de de C. canephora do Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensao Rural (Incaper), cultivados na Fazenda Experimental
de Marilandia (FEM), localizada no municipio de Marilandia, regido Noroeste do
Estado do Espirito Santo.

Foram avaliados 14 gendtipos de café conilon, 3 pré-selecionados como
tolerantes (3T, P6 e 7T) e 3 como suscetiveis (P2, P4 e P10) da populacao 120x109,
3 pré-selecionados como tolerantes (1T, 6T e P50) e 3 como suscetiveis (P40, P44,
e P59) da populacdo 109x120 e os gendtipos parentais 120 e 109 (SOUZA-
SOBREIRA et al., 2017). O gendtipo 120 é caracterizado como de porte médio,
maturacdo média, suscetivel a ferrugem, vigoroso e tolerante a seca; e o genétipo
109, como de porte médio, maturacdo média, suscetivel a ferrugem e a seca. As
plantas foram preparadas no campo (FEM) para producdo brotacdes e ramos para

serem utilizadas na producéo de mudas clonais por estaquia.

5.2.2. Experimento de Avaliacdo de progénies em condicdes de estresse
hidrico

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade Federal do
Espirito Santo, campus de Alegre no delineamento de blocos ao acaso com quatro
repeticdes, 14 tratamentos (6 progénies do cruzamento 120 x 109, 06 progénies do
cruzamento 109 x 120 e os dois genitores) e 2 fatoriais (Irrigado e nao irrigado),

divididos em 3 blocos, totalizando 84 plantas experimentais.

5.2.3. Condicdes experimentais e avaliacdo da quantidade de agua no
experimento

As plantas foram cultivadas em vasos de 18 litros para os ensaios em casa de
vegetacdo. Ao atingirem cerca de 10 meses de idade, foram estabelecidos 2
regimes hidricos (irrigado e limitagdo hidrica). O solo foi mantido na capacidade de
campo antes de se instalar a imposicado do déficit hidrico para todas as 84 plantas e

o tratamento controle irrigado foi mantido na capacidade de campo no decorrer do
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experimento. Os demais vasos foram submetidos ao déficit hidrico por meio da
limitacdo da irrigacao, aplicando-se 75% de agua no tratamento com déficit hidrico
em relacdo ao tratamento controle irrigado. Importante destacar que a limitacdo da
irrigacao foi realizada de forma lenta e gradual, de forma distinta ao realizado em
muitos trabalhos envolvendo déficit hidrico, como por exemplo, o realizado por
Marracini et al (2012). De 14 em 14 dias a irrigacédo do tratamento com déficit hidrico
foi limitada respectivamente em 25%, 40%, 55% e 70% com relacdo ao tratamento
controle irrigado. O estado da agua nas folhas foi avaliado por meio da determinacgéo
do potencial de pressao (wt) utilizando-se Camara de Scholander em todas os
momentos de analise realizados. A partir do momento em que as plantas atingiram o
potencial hidrico caracteristico de déficit hidrico severo (-3,0 MPA), elas voltaram a
receber a irrigacdo de capacidade de campo do solo, sendo que esta etapa foi

denominada de Recuperacao.

5.2.4. Experimento Molecular

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCA/UFES). As coletas do material genético foram
realizadas a partir de folhas sadias, jovens e completamente expandidas dos
experimentos conduzidos em condicdo de déficit hidrico e sem déficit hidrico. Foram
utilizadas 3 repeticdes bioldgicas, totalizando 84 plantas em cada etapa de coleta.
As coletas ocorreram em quatro etapas, na etapa anterior a implantacdo do estresse
hidrico, nos controles irrigados, quando as plantas atingiram o estagio de déficit
hidrico moderado (yt -1,5 MPA), déficit hidrico severo (yt -3,00 MPA) e na fase de
recuperacdo. As amostras foliares coletadas foram acondicionadas em nitrogénio

liquido e armazenadas em ultra freezer a -80°C.

5.2.4.1. Extracao de RNA total

O RNA total foi isolado de folhas dos genotipos de conilon utilizando o método
Purelink. Para a extracdo do RNA total de cada amostra em cada uma das etapas
de coleta, as folhas foram maceradas em nitrogénio liquido usando almofariz e
pistilo. Posteriormente, foram submetidas ao método de extracdo de RNA Purelink

Plant RNA® (Invitrogen) realizado de acordo com especificagGes do fabricante.
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A integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose (2%)
contendo tampdo TBE 1x e corado com solucdo de brometo de etidio. A
concentragdo e pureza do RNA foi determinada em espectrofotdmetro NanoDrop
2000/2000c® (Thermo Scientific).

5.2.4.2. Sintese de cDNA

Com o objetivo de eliminar o DNA contaminante, foi realizado o tratamento
com DNAse | (1 ug para qRT-PCR), numa reagcdo contendo os seguintes reagentes:
0,5 U de DNAse | (RQ1 RNase-Free DNase® Promega); tampdo de reacdo 1X,
completando com agua estéril tratada com DEPC (dietil-pirocarbonato) para o
volume final de 10 uL. Depois, se procedeu a incubacdo a 37 °C por 45 min. A
inativacdo da DNAse ocorreu mediante a adi¢cdo de solucao de parada (RQ1 DNase
Stop Solution® Promega) e incubacdo a 65 °C por 10 min. Neste ponto, a solucédo
pode ser armazenada a -80 °C sendo posteriormente utilizada para a sintese da
primeira fita de cDNA.

Para a sintese da primeira fita do cDNA foi utilizado 1 pg de RNA total
previamente tratado com DNAse utilizando o sistema de transcricdo reversa
GoScript® (Promega) com oligo (dT15) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Apés a adicao de Oligo-dT, a solucdo de reacéo foi incubada a 70 °C por
5 min. Uma mistura contendo dNTPs, tampdes e a enzima GoScript® Reverse
Transcriptase foi adicionada a essa solucéo e o anelamento foi feito a 25 °C por 5
min. A extensdo final ocorreu a 42 °C por uma hora, seguida de inativacdo da

enzima a 70 °C por 15 min. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.

5.2.4.3. Analises de expressdes génicas por meio de qPCR

As analises de expressao génica, por meio da PCR quantitativa em tempo
real (QPCR), foram realizadas em triplicatas técnicas e biologicas de acordo com o
MIQE — Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments (BUSTIN et al. 2009, BUSTIN et al. 2013).

Os ensaios de gPCR em tempo real foram realizados com os cDNA de fita

simples sintetizados e com base na metodologia descrita pelo fabricante (Promega).
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A gPCR foi realizada com 3 uL de cDNA numa diluicdo de 40 vezes e concentracao
final de 0,2 mM de cada iniciador num volume final de 10 uL. com SYBR/QPCR
MasterMix, GoTag® (Promega). Foram utilizados para a quantificacdo relativa os
primers correspondentes ao gene de controle interno Ubiquitina. A amplificacdo foi
realizada utilizando o seguinte perfil de temperatura: 2 min de desnaturacao inicial a
95 °C, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 15s e 60 °C durante 1 min. As
sequéncias dos primers utilizados estéo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Sequéncias de primers utilizados nas analises de expressao génica.

Nome do ) ) ) ) )
Sigla Sequéncia Primer Foward Sequéncia Primer Reverse Autor
gene
Manose 6-
fosfato CcMPR1 AATCAGCAATTACAGCGTTTTGC AGTGACACAGATGCCGTGCTT Marracini et al., 2012
redutase
Rubisco RBCS1 CCGTCCTCTTCCCCTCAAAT CTGAAAGTACAGCCCCAGTTC Marracini et al., 2011
Galactinol Dos Santos et al.,
) CcGolS1 CACAGGGTTGCATTGTTCGT CGGAGCTTGGAATAATTGATGAC
sintase 2015
Ubiquitina CcUBQ10 AAGACAGCTTCAACAGAGTACAGCAT | GGCAGGACCTTGGCTGACTATA Marracini et al., 2012

Os dados foram analisados usando o software LightCycler® 96 SW 1.1
(Roche) para determinar os valores do limite do ciclo (Ct). A especificidade dos
produtos de PCR gerados para cada conjunto de primers foi verificada pela anélise
do Tm (dissociacdo) dos produtos amplificados. Os niveis de expressdo génica
foram normalizados para o nivel de expressdo da ubiquitina (CcUBQ10) como
referéncia constitutiva (BARSALOBRES-CAVALLARI et al., 2009). A expressao foi
expressa como quantificacdo relativa aplicando a formula (1+E)-ACt, onde ACt =
gene Ctavo — gene Ctreferencia. (MARRACCINI et al., 2012).

5.2.5. Andlises estatisticas

Os dados das analises moleculares foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) utilizando um fatorial duplo (14 genoétipos x 3condigbes de estresse
hidrico) com as médias sendo comparadas pelo teste de Tukey. Para comparar cada
tratamento (condicbes de estresse hidrico) com o controle irrigado foi realizado o
teste de Dunnett. As andlises estatisticas foram realizadas através dos pacotes
ExpDes.pt e Tratamento.addo software R Studio versdo 4.1.0 (R CORE TEAM,
2021). Todas as andlises foram realizadas com nivel de significancia de 5% de

probabilidade.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Expressao do gene CcMPR1

O gene CcMPRL1 codifica a enzima manose 6-fosfato redutase (M6PR) que
atua na biossintese de manitol e possui importante papel nos mecanismos
osmorreguladores ativados em resposta a seca, apresentando aumento de
expressao nestas condicoes (MARRACCINI et al., 2012).

A andlise da expressdo do gene CcMPR1 demonstrou o aumento
pronunciado dos niveis de expressdo em todos 0s gendtipos utilizados nas
condicdes de déficit moderado e severo, e reducdo da expressao durante a fase de
reidratacdo pos estresse (recuperacdo), onde se observou niveis semelhantes aos
obtidos nos respectivos controles irrigados (Figura 1).

Na condicao de déficit moderado ocorreram diferencas significativas entre os
genotipos, sendo que os gendtipos 120 (13,4) e 4S (11,4) apresentaram as maiores
meédias, seguidos pelos gendtipos P2 (10,9), P40 (10,3), P50 (9,9) e 1T (9,6). Ja o
gendtipo 109 (2,7) apresentou a menor média. O maior nivel de expressdo no
gendtipo 120 era esperado por se tratar de genotipo caracterizado como tolerante a
seca, assim como o menor nivel apresentado pelo gendtipo 109, que é caracterizado
como suscetivel (RONCHI; DAMATTA, 2007). Como os demais genétipos foram
obtidos por meio de cruzamentos reciprocos utilizando os clones 120 e 109 como
parentais, € esperado que haja diferencas significativas entre 0s mesmos nas
respostas ao estresse, e que em alguns genotipos que apresentem caracteristicas
semelhantes ao pai tolerante, ocorra aumento nos niveis de expressao de CcMPR1
nas condicBes de déficit. Na condicdo de déficit severo as maiores médias foram
observadas nos gendtipos P6 (10,2), P59 (9,1) e 3T (7,8), indicando que estes
genaotipos responderam de forma mais tardia ao estresse sofrido, visto que os niveis
de expressdo no estresse severo foram superiores aos obtidos no déficit moderado
(Tabela 1).
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Tabela 1. Média da expressao relativa do gene CcMPR1 em genotipos de Coffea
canephora sob diferentes condi¢des de estresse hidrico.

Genotipos
Tratamentos
120 109 3T P6 T P2 48 P10 1T 6T P50 P40 448 P59
Déficit Moderado 1344 27F  49DEF  50DEF 60D  109BC  114A  27EF  96BC  89C  99BC 103BC 51D  39DEF
Déficit Severo 56CDEF S5.1DEF 78ABC 1024 4SEF 68BCDE 49DEF 35FG  17G  S3DEF  14G  73BCD 67BCDE  9.1A
Recuperagio 23A 194 134 1.6A 0044 0.10A 0.5A 0.6A 194 0094 024A  21A 0234 051A
Controle Irrigado 032 044 0.17 039 017 0.85 0.60 045 0.19 0.11 0.58 023 0.78 1.24

Médias seguidas pela mesma letra na linha correspondente ndo diferem estatisticamente entre si de
acordo com o Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na condicdo de déficit moderado todos os gendtipos apresentaram aumento
significativo nos niveis de expressao em relacdo aos controles irrigados, indicando
que este gene € um bom marcador de estresse hidrico. Os genétipos 120 (13,4), 4S
(11,4), P2 (10,9), P40 (10,3), P50 (9,9), 1T (9,6) e 6T (8,9) apresentaram 0s maiores
niveis de expressao, enquanto o gendtipo 109 (2,67) apresentou o menor valor de
expressdo. Quando em déficit severo, os genétipos P6 (10,2), P59 (9,1), 3T (7,8) e
P40 (7,3) tiveram os maiores niveis de expressdo em oposicdo ao genoétipo P50
(1,4) que apresentou o menor valor. O gendtipo 1T foi o Unico a ndo apresentar
diferenca significativa em relacéo ao controle irrigado neste nivel de estresse (Figura
1). Resultados semelhantes foram observados por De Carvalho et al. (2014), onde
os niveis de expressdo do gene para M6PR (manose-6-fosfato redutase) foram

significativamente aumentados na condicéo de déficit hidrico em C. canephora.
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Figura 1. Expresséo relativa do gene CcMPR1 normalizada pelo gene CcUBQ10 utilizado
como gene enddgeno em diferentes estagios de déficit hidrico. Gendtipos com a mesma
letra em relacdo as diferentes condicdes de déficit ndo diferem estatisticamente entre si de
acordo com o Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Asteriscos (*) indicam diferenca
estatistica entre niveis de estresse (moderado, severo e recuperacdo) em relacdo ao
Controle Irrigado pelo Teste de Dunnet a 5% de probabilidade. Valores sdo a média de 3
repeticdes, barras representam o erro padrdo da média.

A via metabdlica da M6PR est4 presente em diversas espécies de plantas,
incluindo Arabidopsis thaliana (SICKLER et al., 2007), trigo (ABEBE et al., 2003), C.
arabica (FREIRE et al., 2013; DE CARVALHO et al.,, 2014), e C. canephora
(VINECKY, 2009; MARRACINI et al., 2012; VIEIRA et al., 2013). A expressao
aumentada do gene CcMPR1 pode estar relacionada a regulacdo da biossintese de
manitol e a ativacdo dos mecanismos osmorregulatérios que ajudam a proteger as
células vegetais da desidratacdo e do estresse oxidativo.

O manitol € um importante osmolito em plantas, que ajuda a manter a
homeostase osmoética celular. Acredita-se que a ativacdo da via de biossintese de
manitol em resposta a seca ajuda a manter a turgescéncia celular e a evitar o dano
oxidativo e a morte celular. A enzima M6PR é responsavel por catalisar a primeira
etapa na biossintese do manitol, convertendo manose-6-fosfato em manitol-1-fosfato
(VIEIRA et al., 2013).

Estudos com conilon mostraram que a expressdo do gene CcMPR1 que
codifica a M6PR € aumentada durante o estresse hidrico, indicando que a producgéo

de manitol consiste numa resposta adaptativa a escassez de agua em café
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(VINECKY, 2009; MARRACINI et al., 2012). Tais observacoes estao de acordo com
0S Nnossos resultados, visto que todos 0s genadtipos testados apresentaram aumento
significativo da expressdo de CcMPR1 tanto no déficit moderado, quanto no déficit
severo, quando comparados aos genotipos irrigados.

Tal mecanismo de protecdo esta relacionado a osmorregulacdo que € um
processo fisioldgico complexo que permite as plantas lidar com o estresse hidrico,
através da regulacdo dos niveis de solutos e da manutencéo do equilibrio osmotico
da célula, sendo um processo essencial para a sobrevivéncia das plantas em
ambientes sujeitos a periodos de seca ou baixa disponibilidade de 4gua (GILL et al.,
2022).

Alguns estudos sugerem gue a ativacdo de vias de sinalizacdo de estresse
pode levar ao aumento da expressao do gene MPR1. Em particular, o &cido
abscisico (ABA), um horménio de estresse amplamente conhecido, tem sido
implicado na regulacédo positiva da expressédo do gene MPR1 em resposta a seca. O
ABA ¢ sintetizado em resposta a seca e ativa uma cascata de sinalizacdo que pode
levar a ativacao de fatores de transcricdo que se ligam ao promotor do gene MPR1 e
aumentam sua expressao.

Além disso, outras moléculas sinalizadoras, como o peréxido de hidrogénio
(H202), também podem desempenhar um papel na regulacdo da expressao do
gene MPR1 em resposta a seca. O H202 é um sinal importante de estresse
oxidativo que pode ser produzido em plantas em resposta a seca. Esse sinal pode
ativar fatores de transcricdo que, por sua vez, aumentam a expressdo do gene
MPR1(SILVA et al., 2022).

Vinecky (2009), relata que em C. canephora a expressdo diferencial de
CcMPRL1 pode indicar teores mais altos de manitol em folhas de café estressado
pela seca, onde poderia atuar como osmoprotetores, estando associados a
tolerancia a seca (PATONNIER et al., 1999), o que é observado quando
comparamos o0s perfis de expressdo de CcMPR1 nos gendtipos 120 e 109,
caracterizados como contrastantes em relacdo a tolerancia a seca em conilon
(RONCHI; DAMATTA, 2007).

O genatipo 120 (tolerante) demonstra uma resposta mais imediata & diminuicéo
do teor de agua no solo, acionando mecanismos de resposta osmorreguladoras nas

condicdes iniciais de déficit demonstrado pelo expressivo aumento de CcMPR1
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durante o estresse moderado (Figura 2). Ocorre entdo uma diminui¢cdo dos niveis de
expressdo do gene na condicdo de déficit severo, indicando que 0s mecanismos
adotados pela planta, ou seja, a sintese de manitol, atuaram no sentido de equilibrar
0s processos fisioloégicos nas plantas, que entdo restabeleceram seus padrdes de
expressdo durante a recuperacdo, a niveis semelhantes aos observados na
condicao irrigada. No entanto, o genoétipo 109 (suscetivel), apesar de conseguir se
recuperar bem ao estresse sofrido parece responder de forma mais lenta a escassez
de agua, visto que € observado aumento mais expressivo de expressao de CcMPR1

na condicdo de déficit severo (Figura 2).
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Figura 2. Expresséo relativa do gene CcMPR1 normalizada pelo gene CcUBQ10 utilizado
como gene enddégeno nos genodtipos 120 e 109 no controle irrigado e nas condi¢des de
déficit hidrico moderado, severo e recuperagao.

Estes dados estdo de acordo com o exposto por Freire et al. (2013), que
utilizando cultivares de café contrastantes quanto a tolerédncia a seca observaram
aumento da expressdo do gene MPR1 na condicdo de estresse moderado em
genotipos tolerantes, o que poderia estar associado ao maior potencial adaptativo
destes individuos.

Marraccini et al. (2012) também demonstraram que nos genaétipos tolerantes,
entre eles o geno6tipo 120 ha significativo aumento de expressao do gene CcMPR1
na condicdo de déficit hidrico juntamente com o0 aumento de outros genes

fortemente relacionados com atividades osmorreguladoras e antioxidantes no café.
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Com base no perfil de expresséo relativa visualizado nos genétipos 120 e
109, é possivel comparar os perfis de expressdo dos demais genotipos de conilon
pesquisados. Assim, observa-se que o0s gendtipos 7T, P2, 4S, 1T, 6T, P50, P40
apresentaram padrdo de expressdao de CcMPRL1 caracteristico de uma resposta
mais imediata ao déficit semelhante ao observado no gendtipo tolerante 120 (Figura
3A), 0 que indicaria que estes genotipos seriam mais promissores com relacdo a
resposta a seca. Os genotipos 3T, P6, P10, 44S e P59, no entanto, apresentam um
padrdo de expressdo de acordo com o apresentado pelo genétipo 109, com

superexpressao do gene CcMPR1 na condicdo de estresse severo (Figura 3B).
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Figura 3. Comparacdo da expresséo relativa do gene CcMPR1 normalizada pelo gene
CcUBQ10 utilizado como gene enddgeno nos diferentes gendtipos no controle irrigado e nas
condicBes de déficit hidrico moderado, severo e recuperacao. A. Genétipos com perfis de
expressao semelhantes ao genotipo tolerante 120 (azul tracejado). B. Gendtipos com perfis
de expressao semelhantes ao gendétipo susceptivel 109 (vermelho tracejado).

Diante o0 exposto, nossos resultados indicam a expresséao diferencial de MPR1
em situacdes de déficit hidrico podendo apresentar potencial uso como marcador de
estresse, indicando a adocdo de resposta osmorreguladora como estratégia de
defesa em café. Os gendtipos 6T, 1T, P50, P40, 7T, P2 e 4S se mostraram mais
promissores em relacdo a resposta a seca com perfil de expressdo semelhante ao
genotipo 120 que é considerado como tolerante a seca, em funcdo das analises
morfofisioldgicas observadas em diversos estudos (LIMA et al., 2002; MARRACCINI
et al.,, 2012). Damatta; Ramalho (2006) demonstraram aumento nas atividades
antioxidantes e osmorreguladoras no clone 120, o que seria um dos fatores

responsaveis por maior toleréancia a seca. Cabe destacar que os genoétipos P6, 1T,
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P50, 3T, 7T foram previamente caracterizados como possivelmente tolerantes em
experimento em campo, de acordo com caracteristicas morfofisiologicas conforme
descrito por Souza-Sobreira, (2017). Os dados da expressdao de CcMPR1
apresentados reforcam portanto, a existéncia de potencial para tolerancia a seca nos
referidos genatipos.

5.3.2. Expressao do gene RBCS1

O gene RBCSL1 codifica para a subunidade menor da RUBISCO, sendo que
sua expressao tende a ser reduzida em condi¢cdes de déficit hidrico devido as
alteracdes nos processos fotossintéticos (MARRACCINI et al., 2011). A expressao
do gene RBCS1 é reduzida em condigcbes de déficit hidrico devido a resposta
adaptativa das plantas a falta de agua. Durante o déficit hidrico, as plantas precisam
reduzir a perda de agua por transpiracdo e ajustar seu metabolismo para preservar a
agua disponivel. A reducdo na expressdao do gene RBCS1, que codifica para a
proteina da rubisco, € uma das respostas adaptativas das plantas a falta de agua.

A rubisco é uma enzima chave no processo de fixacdo de carbono durante a
fotossintese, e sua expressdo € regulada por fatores ambientais, como a
disponibilidade de agua. Durante o déficit hidrico, a reducdo na expressao do gene
RBCS1 resulta em uma diminuicdo na quantidade de rubisco produzida pelas
plantas. Isso ajuda a reduzir a taxa de fotossintese e, portanto, a perda de agua por
transpiracdo. A reducdo na expressdo do gene RBCS1 também ajuda a realocar
recursos dentro da planta para outras vias metabdlicas que sdo necessarias durante
0 estresse hidrico, como a sintese de solutos osmoéticos (MARRACCINI et al., 2012).

A andlise da expressdo do gene RBCS1 apresentou diferencas significativas
na comparagao entre os genotipos estudados nos diferentes niveis de estresse. Na
condicao de déficit moderado os gendtipos 120 (11,62), 3T (10,41), P40 (13,4) e P50
(12,73) apresentaram as maiores médias, e 0s genoétipos P10 (1,92) e 109 (3,8)
apresentaram as menores médias. Na condicéo de déficit severo as maiores médias
foram observadas nos genétipos 120 (8,93), 4S (7,78), 7T (6,33) e 3T (6,2), e a
menor média no genotipo 109 (0,86) (Tabela 2).
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Tabela 2. Média da expressao relativa do gene RBCS1 em gendtipos de Coffea
canephora sob diferentes condi¢des de estresse hidrico.

Genotipos

Tratamentos
120 109 3T P6 T P2 45 P10 1T 6T P50 P40 445 P59

Déficit Moderado  116AB 38GH 1041BC  745DE  821CD S65EFG 576EFG 192H 447FG S8EFG  127A  134A  63DEF  415F
Déficit Severo 8934  086F  620BC  434CD  633BC 223EF  778AB 28DEF 322DE 189EF 27DEF 28DEF 379DE 4.1CDE

Recuperagio 25374 844G 1849B 16798 11.04EF  5358H  883FG 138D 1904B 763GH 1122E 1853B 2771  156CD

ControleIrrigado 1710 1267 1398 1752 141 1487 17.16 1180 1222 1142 1481 1215 1430 1508

Médias seguidas pela mesma letra na linha correspondente n&o diferem estatisticamente entre si de
acordo com o Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O estresse hidrico pode afetar diretamente a fotossintese, por meio de
alteracdes no metabolismo da planta ou por limitar a quantidade de CO: disponivel
para fixagdo. Embora o fechamento estomatico geralmente ocorra em resposta a
exposicao a seca, em alguns casos a fotossintese pode ser mais controlada pela
capacidade de fixar CO2 do que pelo aumento a resisténcia a difusdo (DAMATTA et
al., 2003). Neste processo destaca-se a atuacao da ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco), uma enzima crucial no processo de fotossintese,
com papel fundamental na fixacdo do carbono. A RUBISCO também tem um papel
no processo de aclimatacdo ao estresse oxidativo por meio da fotorrespiracéo,
processo que pode proteger o aparelho fotossintético contra a fotoinibicao,
mantendo a cadeia transportadora de elétrons ativa, limitando assim o acumulo de
elétrons e formacdo de ROS. Tal caracteristica poderia explicar o fato de que em
plantas de café submetidas a déficit hidrico, ndo foram observados danos
associados a efeitos fotoinibitérios (LIMA et al., 2002; PINHEIRO et al., 2004).

O gene RBCS1 codifica a subunidade menor da RUBISCO, e em muitas
espécies a sua expressdo pode ser considerada um importante marcador de
estresse hidrico apresentando maior nivel de expressao génica em plantas irrigadas
e a reducéo da expressao em situacbes de estresses abioticos que interfiram nos
mecanismos fotossintéticos, como a seca (MARRACCINI et al., 2012). Marraccini et
al. (2011) observaram que a seca reduziu drasticamente a expressao foliar de
RBCS1 em C. canephora e C. arabica cultivadas em casa de vegetacao e condicao
de campo, respectivamente. Tal perfil esta de acordo com o apresentado em nossos

experimentos, que demonstraram redugcao na expressao do gene RBCS1 em todos
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0S genotipos avaliados tanto na condicdo de déficit moderado quanto no déficit
severo, ocorrendo aumento da expressao somente na condicdo de recuperacao
(Figura 4), o que também foi observado por Marraccini et al. (2011).

Os gendtipos 120, 3T, P40 e P50 apresentaram o0s maiores niveis de
expressdo do gene RBCS1 na condicdo de déficit moderado. Isso pode ser
explicado pelo fato de que essas plantas possuem mecanismos adaptativos para
lidar com o estresse hidrico, o que lhes permite manter a fotossintese mesmo em
condicdes de restricdo hidrica. Esses mecanismos podem incluir, por exemplo, a
capacidade de fechar os estdbmatos para reduzir a perda de agua por transpiracdo
ou a producdo de compostos que ajudam a proteger a planta contra os efeitos do
estresse hidrico.

O gendtipo P40 apresentou aumento de expressao na condicao de déficit em
comparacdo com o0 controle irrigado. Isso sugere que essas plantas possuem
mecanismos mais eficientes de utilizacdo da agua, o que pode ser uma vantagem
em ambientes com escassez de agua.

Por outro lado, os gendtipos P10 e P59 apresentaram um perfil de expresséo
diferente dos demais genétipos, com maior nivel de expressao na condicao de déficit
severo. I1sso pode indicar que esses gendtipos possuem mecanismos diferentes para
lidar com o estresse hidrico, como a capacidade de produzir solutos osmaéticos que
ajudam a manter o equilibrio hidrico da planta ou a capacidade de reparar danos
causados pelo estresse hidrico de forma mais eficiente do que os demais gendtipos
(Figura 4).
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Figura 4. Expressao relativa do gene RBCS1 normalizada pelo gene CcUBQ10 utilizado
como gene enddgeno em diferentes estagios de déficit hidrico. Gendtipos com a mesma
letra em relacdo as diferentes condi¢cdes de déficit ndo diferem estatisticamente entre si de
acordo com o Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Asteriscos (*) indicam diferenca
estatistica entre niveis de estresse (moderado, severo e recuperacdo) em relacdo ao
Controle Irrigado pelo Teste de Dunnet a 5% de probabilidade. Valores sdo a média de 3
repeticdes, barras representam o erro padréo da média.

Os gendtipos 109, P2, 6T, P50 e 44S apresentaram perfil de expressao
diferente dos demais genétipos no sentido de que os niveis de expressdo génica na
condicdo de recuperacdo foram inferiores aos controles irrigados, 0 que contrasta
com o observado em vérios trabalhos que utilizaram o gene RBCS como marcador
de estresse devido a reducdo no seu padrdo de expressdo em situacfes de seca,
seguido por aumento dos niveis poés reidratacdo (SICHER; BARNABY, 2012; PARK
et al., 2013; CHUNG et al., 2016; ZHUANG et al., 2020).

E importante destacar que a expressdo do gene RBCS é apenas uma das
varias respostas moleculares que podem ocorrer em plantas submetidas ao estresse
hidrico. Portanto, outros genes e proteinas podem estar envolvidos nessa resposta e
podem explicar as diferencas observadas entre os gendétipos em estudos anteriores
e neste estudo, sendo necessarias novas pesquisas para investigar mais
profundamente as respostas moleculares desses genotipos ao estresse hidrico e a
reidratacao.

Marraccini et al. (2012) avaliaram a expresséao diferencial do gene RBCS1 em
genotipos de C. canephora tolerantes e sensiveis a seca demonstrando reducéo da
expressdo na condicdo de déficit hidrico, mas com perfis distintos a depender das

caracteristicas do genotipo avaliado. Tais observacbes estdo de acordo com a
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comparacao dos perfis de expressao observados para o genétipo 120 tolerante e o
109 susceptivel (Figura 5).
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Figura 5. Expressao relativa do gene RBCS1 normalizada pelo gene CcUBQ10 utilizado
como gene enddgeno nos gendtipos 120 e 109 no controle irrigado e nas condi¢Bes de
déficit hidrico moderado, severo e recuperacgao.

Ambos o0s gendtipos apresentam reducdo da expressdo de RBCS1 nas
condicdes de déficit moderado e severo, seguido por aumento da expressdo na
condicao de recuperacdo, no entanto pode-se observar que os niveis de expressao
relativa sdo maiores para o genétipo 120 tolerante em todas as condicfes de déficit
avaliadas, indicando que as respostas ao déficit seriam mais eficientes nestes
gendtipos.

Desta forma, os gendétipos 3T, P6 e 1T apresentaram perfil de expressado mais
semelhante ao gendtipo tolerante, caracterizado por maiores niveis de expressao
relativa do gene RBCS1 nas condi¢cdes de déficit e niveis maiores que o controle
irrigado na condi¢cdo de recuperacao (Figura 6A). Ja os gendtipos 7T, P2, 4S e 6T
tiveram um perfil mais proximo ao gendtipo 109, com niveis de expressdo na

recuperacéo inferiores aos controles irrigados (Figura 6B).
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Figura 6. Comparacdo da expresséo relativa do gene RBCS1 normalizada pelo gene
CcUBQ10 utilizado como gene enddgeno nos diferentes gendtipos no controle irrigado e nas
condi¢bes de déficit hidrico moderado, severo e recuperacdo. A. Genotipos com perfis de
expressao semelhantes ao genotipo tolerante 120 (azul tracejado). B. Gendtipos com perfis
de expressao semelhantes ao genotipo susceptivel 109 (vermelho tracejado).

Diante dos dados apresentados é possivel indicar o potencial uso do gene
RBCS1 como marcador de estresse em C. canephora, visto que o mesmo
apresentou expressdo diferencial e significativa nas distintas condi¢cdes de déficit
hidrico a que os gendtipos foram expostos. Além disso, demonstrou-se que 0S
gendtipos 3T, P6 e 1T se mostraram mais promissores em relacdo a tolerarem o
estresse sofrido, possivelmente por meio de alteragbes menos significantes nas
taxas fotossintéticas e pela adocao de mecanismos antioxidantes, visualizadas pela
rapida recuperacao da expressao quando novamente hidratados, o que pode indicar

maior capacidade de resposta a seca.

5.3.3. Expressao do gene CcGolS1

O gene CcGolS1 esta relacionado a sintese de oligossacarideos derivados da
rafinose, como galactinol, sendo que seus niveis de expressao tendem a aumentar
em resposta a seca devido a adocdo de mecanismos osmorreguladores (DOS
SANTOS et al., 2015).

A analise da expressao do gene CcGolS1 apresentou diferencas significativas
na comparacao entre 0s genotipos estudados nos niveis de estresse severo e na
recuperacdo. Na condicdo de déficit severo o gendtipo P50 (6,50) apresentou a
maior média, seguido pelo gendtipo P59 (3,80). Todos os demais gendtipos testados

nao apresentaram diferencas significativas entre si. (Tabela 3).
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Tabela 3. Média da expresséao relativa do gene CcGolS1 em gendétipos de Coffea
canephora sob diferentes condi¢des de estresse hidrico.

Genotipos
Tratamentos

120 109 T P6 T P2 45 P10 1T 6T PS0O P40 445 P39

Déficit Moderado 0944 0254 0494 03A 0474 1074 103A 0554 07IA 0454 LI0A 0350 009  10IA
DéficitSevero  047C  016C  LISC  S2A  14C  13C  156C  035C  04C  L07C  630A  085C 009  380B

Recuperagio  032C  046BC 129ABC  228A 162ABC  036C 119ABC 08ABC 19ABC 10ABC 217AB 12ABC 040C 19ABC

ControleIrrigado (42 046 046 0.79 0.16 0.16 0.21 092 0.20 0.15 0.60 0.12 033 0.12

Médias seguidas pela mesma letra na linha correspondente ndo diferem estatisticamente
entre si de acordo com o Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Galactinol sintase pertence a uma familia de glicosiltransferases envolvida na
primeira etapa da biossintese de oligossacarideos da familia da rafinose (RFO),
catalisando a transferéncia de UDP-D-galactose para mioinositol, sendo considerada
a principal reguladora desta via biossintética (SCHNEIDER; KELLER, 2009). RFOs
podem atuar em situacbes de estresse como solutos compativeis que garantem
protecdo para a planta e também parecem ter um papel importante como
antioxidante contra os danos induzidos por espécies reativas de oxigénio (ROS) sob
condi¢Oes de estresse (ELSAYED et al., 2014).

O gene GolS foi sistematicamente identificado e caracterizado em diferentes
espécies de plantas (DOS SANTOS et al., 2011; DOS SANTOS et al., 2020; SALVI
et al., 2020), apresentando potencial para programas de melhoramento e / ou
engenharia molecular, sendo regulado positivamente em condi¢cdes de estresse
abiotico (TAJI et al., 2002; WANG et al., 2012; LIU et al., 2021; MA et al., 2021).

Estudos tém mostrado que o aumento da expressao de GolS1 em plantas de
café esta associado a um aumento na concentracdo de galactinol e rafinose nas
células (DOS SANTOS et al., 2011). Esses acucares soluveis atuam como osmolitos
compativeis, ajudando a manter o equilibrio osmaético das células sob condi¢des de
seca e reduzindo o potencial de desidratacao celular (DE OLIVEIRA SANTOS et al.,
2021). Além disso, o galactinol e a rafinose também tém um papel na protecéo das

células contra danos oxidativos, agindo como antioxidantes e reduzindo a formacao



59

de radicais livres, o que pode melhorar a tolerancia da planta a condigbes de
estresse (DOS SANTOS et al., 2015).

A ativacdo do gene GolS1 também tem sido associada a uma maior
expressdo de outros genes envolvidos na resposta ao estresse hidrico em plantas,
como genes que codificam enzimas antioxidantes e proteinas de choque térmico
(SALVI et al., 2020). Isso sugere que GolS1 pode desencadear uma cascata de
respostas celulares que ajudaria as plantas de café a lidarem com o estresse hidrico
(DOS SANTOS et al., 2020).

A analise da expressdo do gene CcGolS1 mostrou aumento significativo
apenas nos genotipos P50 (6,50), P6 (5,21) e P59 (3,80) na condicdo de déficit
severo. Estes genoétipos mostraram grande elevacdo da expressao na condicdo de
déficit severo, permanecendo com niveis mais altos na condicdo de recuperacdo
(Figura 7).
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Figura 7. Expresséo relativa do gene CcGolS1 normalizada pelo gene CcUBQ10 utilizado
como gene enddgeno em diferentes estagios de déficit hidrico. Gendtipos com a mesma
letra em relag&o as diferentes condigBes de déficit ndo diferem estatisticamente entre si de
acordo com o Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Asteriscos (*) indicam diferenca
estatistica entre niveis de estresse (moderado, severo e recuperacdo) em relacdo ao
Controle Irrigado pelo Teste de Dunnet a 5% de probabilidade. Valores sdo a média de 3
repeticdes, barras representam o erro padrdo da média.

A comparacdo dos niveis de expressdo de GolS1 nas diferentes condigbes
experimentais demonstra que para a maioria dos genétipos estudados nao ocorreu
variacdes significativas nas condic¢des irrigadas e em déficit. Destoam deste perfil os
genatipos P59, P6 e P50.
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Dos Santos et al. (2015) relatam a expressédo diferencial de CcGolS1 em
gendtipos de C. canephora com perfis de tolerancia a seca contrastantes, havendo
maior expressdo nos genotipos tolerantes, o que poderia ser sugerido pelo
comportamento dos genétipos P59, P6 e P50 nas condi¢cdes de seca. No gendtipo
120, caracterizado como tolerante, o nivel de expressdo ndo sofreu muitas
variagcbes, sugerindo que outras isoformas de GolS poderiam ter relagdo com a
resposta a seca, conforme abordado por De Oliveira Santos et al. (2021) ou que nas
condi¢cdes experimentais utilizadas, os mecanismos de acumulagéo de rafinose e
outros acucares ndo seriam prioritarios no processo de aclimatacdo das plantas.
Como a sintese de galactinol consiste numa etapa importante na biossintese de
oligassacarideos derivados da rafinose, a dosagem futura destes oligossacarideos
nos genotipos estudados consistiia em relevante fonte de dados para
caracterizacdo dos mesmos com relagcdo a resposta a seca.

Outra possivel explicacdo possivel € que o gendtipo 120 ja possua altos
niveis de expressdo basal deste gene em condices normais. Isso pode ser
resultado de adaptacdes evolutivas ou de selecédo artificial em programas de
melhoramento genético que buscaram aumentar a tolerancia ao estresse hidrico
nesse gendtipo especifico. Dessa forma, como o gendtipo 120 ja possui altos niveis
de expressao do gene CcGolS1 em condi¢cdes normais, pode ser que o aumento da
expressdo desse gene em resposta ao estresse hidrico ndo seja tdo necessario
quanto em outros genétipos. Assim, a planta pode manter os niveis de expressao
desse gene estaveis durante periodos de estresse hidrico moderado, sem sofrer
muitas variacoes.

Em relacBes aos gendtipos suscetiveis a planta ndo foi capaz de ativar os
mecanismos necessarios para aumentar a expressao desse gene. Isso pode ser
resultado de variacdes na regulacdo génica, em que outros genes envolvidos na
resposta ao estresse hidrico ndo estdo sendo ativados corretamente, ou de outras
limitacOes fisiologicas da planta

Dada a complexidade dos processos fisiologicos envolvidos nos mecanismos
de tolerancia a seca, € evidente que varios mecanismos moleculares, fisioldgicos e
bioguimicos s&o necessarios para a sobrevivéncia e aclimatacdo do café em

condi¢cOes adversas de estresse.
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5.4. CONCLUSOES

De acordo com as analises de expressdo génica realizadas é possivel
observar que os genes CcMPR1, RBCS1 e CcGolS1 apresentaram expressao
diferencial nas distintas condigBes de déficit a que os gendtipos foram submetidos,
mostrando também que a maior parte dos gendétipos conseguiu se recuperar apos
reidratacao.

CcMPR1 apresentou potencial uso como marcador de estresse, além de
indicar a adocdo de estratégias de defesa em café por meio de mecanismos
osmorreguladores sendo que os clones 120, 6T, 1T, P50, P40, 7T, P2 e 4S foram os
mais promissores. Com relacdo a expressdo RBCS1 os gendtipos 3T, P6 e 1T se
destacaram ao apresentarem perfis de recuperacdo semelhantes ao observado no
genotipo tolerante.

A expresséo de CcGolS1 nas diferentes condi¢cdes experimentais demonstrou
gue na maior parte dos genotipos estudados ndo ocorreram variagcdes significativas
nas condicdes irrigadas e em déficit, entretanto os clones P59, P6 e P50
apresentaram perfis distinto aos demais, com aumento da expressdo génica e

melhores potenciais de recuperacdo pés estresse.
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6. CAPITULO 2: Caracteristicas Bioquimicas Associadas a

Tolerancia a Seca em Genotipos de Coffea canephora.
RESUMO

O Estado do Espirito Santo € o maior produtor de café conilon do Brasil, sendo
responsavel por aproximadamente 70% da producdo nacional. Avaliacbes
fisiolégicas, bioquimicas e moleculares de diferentes cultivares sob estresse hidrico
sdo de extrema importancia para entendimento de como as plantas respondem a
falta de agua, auxiliando no desenvolvimento de estratégias eficazes visando o
aumento da produtividade agricola, com o desenvolvimento de variedades de
plantas mais resistente a déficits. Neste sentido, objetivou-se com este estudo
avaliar as respostas bioquimicas em genotipos de Coffea canephora submetidos a
déficit hidrico em diferentes periodos, com progressdo do estresse e na fase
recuperacao, para entender melhor o mecanismo de tolerancia a seca. O trabalho foi
conduzido em casa de vegetacdo no delineamento de blocos ao acaso com quatro
repeticdes, 14 tratamentos (genotipos) e 2 fatoriais (irrigado e déficit), divididos e 4
blocos, totalizando 112 plantas experimentais. O comportamento dos genotipos foi
avaliado com base nas caracteristicas bioquimicas de composicdo de nitrato,
nitrogénio organico, prolina e compostos fendlicos foliares nas condicdes
experimentais. Diferentes genotipos apresentaram respostas fisiolégicas para
tolerancia ao estresse hidrico, com destaque para alguns que mostraram
caracteristicas de tolerancia a seca associadas a parametros especificos. Os teores
de nitrogénio organico e prolina foram os parametros bioquimicos que apresentaram
as maiores diferencas entre os genotipos, podendo ser utilizados como marcadores
de estresse hidrico. O gendtipo 120 apresentou resultados promissores em todos 0s
parametros testados, evidenciando sua classificagdo como tolerante a seca. As
analises bioquimicas sugerem a adog¢do de mecanismos osmoregulatorios em
diversos genotipos testados em resposta a seca, sendo importante a realizacao de
novos estudos no sentido de se entender o funcionamento das distintas vias

metabolicas acionadas.

Palavras-chave: nitrato; nitrogénio organico; prolina; compostos fenélicos
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6.1. Introducao

O café é uma cultura de grande importancia global, sendo responsavel por
uma indudstria que movimenta bilhGes de dolares e que desenvolve a economia de
muitos paises, especialmente aqueles em desenvolvimento, como o Brasil, que se
destaca como o maior produtor e exportador mundial, além de possuir o segundo
maior mercado consumidor (DAVIS et al., 2020). Em 2022 as exportacdes mundiais
atingiram recorde histérico de cerca de US$ 9,2 bilhdes, representando um aumento
de 45% em relacdo a safra de 2021, evidenciando a importancia econdmica do
mesmo no comércio internacional (CONAB, 2023).

O Estado do Espirito Santo se destaca como o maior produtor de café conilon
do Brasil, representando cerca de 70% da producédo nacional e até 20% da producao
mundial de café robusta. Além disso, o conilon é a principal fonte de renda em 80%
das propriedades rurais localizadas em regides quentes do estado, respondendo por
37% do PIB Agricola gerando aproximadamente 250 mil empregos diretos e
indiretos (CONAB, 2023).

Fatores abidticos como temperatura desfavoravel, seca, inundacdo,
salinidade e estresse por metais pesados tém um grande impacto no crescimento e
na produtividade das culturas vegetais (NAKASHIMA et al., 2014, AL-SAMMARRAIE
et al.,, 2020; BILEN et al., 2023). Estes estresses podem reduzir em até 50% o0s
beneficios para algumas culturas importantes no mundo, afetando os processos
fisiologicos, morfologicos, bioquimicos e moleculares das plantas, obrigando as
mesmas a desenvolverem mecanismos de fuga, aclimatacdo e tolerancia para
sobreviverem a tais condicdes estressantes (HOSSAIN et al., 2022).

As flutuacBes climaticas representam uma grande ameaca para a cultura do
cafeeiro, cuja fragilidade diante das oscilagées de temperatura e disponibilidade de
agua € amplamente conhecida (BILEN et al., 2023). A producédo anual de café é
fortemente influenciada pelas variaveis ambientais limitantes, como temperatura e
disponibilidade de agua (DAMATTA; RAMALHO, 2006; RAMALHO et al., 2018), o
gque aumenta a preocupagdo com as previsdbes de aumento das temperaturas
médias globais feitas pelo Painel Intergovernamental de Mudangas Climaticas
(IPCC) (IPCC, 2016; DAMATTA et al., 2018).

Avaliacdes fisioldgicas, bioquimicas e moleculares relacionadas as respostas

de plantas submetidas a déficit hidrico sdo de extrema importancia para
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entendimento das vias metabdlicas associadas a estas respostas. Além disso,
auxiliam no desenvolvimento de estratégias eficazes visando o aumento da
produtividade agricola, como o desenvolvimento de variedades de plantas mais
resistentes e adocdo de préaticas de manejo adequadas em regifes afetadas pelo
déficit hidrico. Neste sentido, objetivou-se com este estudo avaliar as respostas
bioguimicas em genoétipos de Coffea canephora submetidos a déficit hidrico em
diferentes periodos, com progressdo do estresse e na fase recuperacdo, para

entender melhor os mecanismos de tolerancia a seca.

6.2. Materiais e Métodos

6.2.1. Material genético

Os materiais genéticos utilizados neste trabalho foram obtidos e cedidos pelo
programa de Melhoramento de Café do Incaper, cultivados na Fazenda
Experimental de Marilandia (FEM), localizada no municipio de Marilandia, regido
Noroeste do Estado do Espirito Santo.

Foram avaliados 14 genoétipos de café conilon, 3 pré-selecionados como
tolerantes (3T, P6 e 7T) e 3 como suscetiveis (P2, P4 e P10) da populacdo 120x109,
3 pré-selecionados como tolerantes (1T, 6T e P50) e 3 como suscetiveis (P40, P44,
e P59) da populacdo 109x120 e os gendtipos parentais 120 e 109. O gendétipo 120 é
caracterizado como de porte médio, maturacdo média, suscetivel a ferrugem,
vigoroso e tolerante a seca; e o clone 109, como gendétipo de de porte médio,
maturacdo média, suscetivel a ferrugem e a seca.

Do estudo realizado por Souza-Sobreira, (2017) foram selecionados os
gendtipos descritos acima. As plantas foram preparadas no campo (FEM) para
producdo brotacdes e ramos para serem utilizadas na producdo de mudas clonais

por estaquia.

6.2.2. Experimento de Avaliacdo de progénies em condicdes de estresse
hidrico

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacédo da Universidade Federal do
Espirito Santo no delineamento de blocos ao acaso com quatro repeticdes, 14

tratamentos (6 progénies do cruzamento 120 x 109, 06 progénies do cruzamento
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109 x 120 e os dois genitores) e 2 fatoriais (irrigado e néo irrigado), divididos e 4

blocos, totalizando 112 plantas experimentais.

6.2.3. CondicGes experimentais e avaliacdo da quantidade de &gua no
experimento

As plantas foram cultivadas em vasos de 18 litros para os ensaios em casa de
vegetacdo. Inicialmente todas as plantas foram irrigadas diariamente e fertilizadas
semanalmente com solucdo de nutrientes de Hoagland (HOAGLAND; ARNON,
1950). Ao atingirem cerca de 10 meses de idade, as plantas foram submetidas ao
estresse hidrico no experimento sem irrigacdo, sendo que o experimento com
irrigacdo continuou sendo hidratado diariamente. O solo foi mantido na capacidade
de campo antes de se instalar o experimento para todas as 112 plantas e o
tratamento controle irrigado foi mantido na capacidade de campo em todo decorrer
do experimento. Para os demais vasos foram submetidos ao estresse hidrico por
meio da limitacdo da irrigacdo, que se iniciou no dia 05 de abril 2019 (dia 0)
aplicando-se 75 % de agua no tratamento com déficit hidrico em relacdo ao
tratamento controle irrigado. De 14 em 14 dias a irrigagdo do tratamento com déficit
hidrico foi limitada respectivamente em 60 %, 45 % e 30 % com relacdo ao
tratamento controle irrigado. A partir do momento em que as plantas atingiram o
potencial hidrico de caracteristico de déficit hidrico severo, estas voltaram a receber
a irrigacdo de capacidade de campo do solo (Recuperagédo pos-estresse). O estado
da agua nas folhas foi avaliado por meio da determinacdo do potencial de pressao
(wt) utilizando-se uma Camara de Scholander em todas as campanhas realizadas.
Para realizacao das analises bioquimicas foram coletadas quatro folhas do terceiro
ou quarto par do ramo plagiotrépico, nos controles irrigados, quando as plantas
atingiram o estagio de déficit hidrico moderado (yt -1,5 MPA), déficit hidrico severo
(wt -3,00 MPA) e na fase de recuperacdao. As amostras foliares coletadas foram

acondicionadas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C.
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6.2.4. Andlises Bioquimicas dos tecidos foliares

6.2.4.1. Quantificacao de nitrato

A quantificacdo de NOs foi realizada conforme Cataldo et al. (1975), com
algumas modificacbes. Para o preparo do extrato bruto, foram pesadas 0,1 g de
folhas liofilizadas/ trituradas em tubos de ensaio e adicionados 1 mL de etanol
absoluto e 10 mL de agua destilada, levou-se ao banho-maria a temperatura de
45°C por 60 minutos. Ao esfriarem os tubos, foi adicionado aproximadamente 250
mg de carvéao ativo, agitado e filtrado em papel de filtro lento (esta etapa foi repetida
até obter um filtrado cristalino).

As concentracdes da curva padrdo foram de 0 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm,
50 ppm e 100 ppm, utilizando-se como solucdo estoque de referéncia o nitrato de
potdssio na concentracdo de 0,1628%. No preparo da amostra para leitura no
espectrofotdmetro, foram utilizados 20 uL do extrato bruto, 80 uL de acido salicilico
5% em acido sulfurico absoluto e 1900 pL de hidréxido de sédio 2N em tubos de 2
mL. Apos 30 minutos de repouso, foi feita leitura da absorb&ncia da amostra em
espectrofotometro a 410 nm.

Para determinacdo exata de NOs na amostra, levou-se em consideracdo a
equacdo da curva padrdao, a quantidade de amostra pesada inicialmente, as
diluicbes e a quantidade do extrato utlizado para fazer a leitura no
espectrofotometro.

6.2.4.2. Quantificacdo de nitrogénio organico

Para preparar o extrato bruto, as folhas liofilizadas/trituradas foram pesadas
em tubos digestores e pré-digeridas com 1 mL de &cido sulfarico P.A. por
aproximadamente 12 horas. Em seguida, 1 mL de perdxido de hidrogénio 35% foi
adicionado e as amostras foram submetidas a um bloco digestor, aguecendo
gradualmente até atingir 300°C e mantendo essa temperatura por 30 minutos. Apos
resfriamento para 150°C, amostras com extrato amarelo ou preto foram submetidas
a nova digestdo com adi¢cdo de 1 mL de perdxido de hidrogénio e aquecimento até
200°C por 15 minutos para completar a clarificagdo. Apos resfriamento, adicionou-se
24 mL de agua destilada a cada tubo e as amostras foram homogeneizadas em

vortex.
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As concentragdes da curva padréo utilizadas foram de 0 ppm, 1 ppm, 2 ppm,
4 ppm, 6 ppm e 8 ppm, utilizando-se como solucdo estoque de referéncia o sulfato
de aménio na concentracdo de 0,025%. Para o preparo das amostras foram
utilizados 100 pL do extrato, 3,9 mL de agua destilada, 500 pL de tartarato de sodio
10% e 500 pL de reagente de Nessler, em tubos de ensaio de 5 mL. Apés 20
minutos de repouso, foi feita leitura da absorbancia da amostra no espectrofotdmetro
a 480 nm.

Para determinacdo de NH4 na amostra, levou-se em consideracao a equacao
da curva padrdo, a quantidade de amostra pesada inicialmente, as diluicdes e a

guantidade do extrato utilizado para fazer a leitura no espectrofotémetro.

6.2.4.3. Extrato etandlico para determinacdo de compostos fendlicos e

aminoéacido prolina

Foram pesados 50 mg de folhas liofilizadas/ maceradas em tubos de 2 mL e
adicionados 500 uL de etanol 98% com posterior agitacdo em vortex. Em seguida os
tubos foram levados ao banho maria a 80°C por 20 minutos, centrifugados a 14000
rom (Thermo Scientific - Heraeus Pico e Fresco) por 5 minutos e coletado o
sobrenadante, adicionando em um novo tubo de 2 mL. Adicionou-se 500 uL de
etanol 80% ao pellet, novamente agitou-se no vortex, levou-se ao banho maria a
80°C por 20 minutos, centrifugou-se a 14000 rpm (Thermo Scientific - Heraeus Pico
e Fresco) por 5 minutos e coletou-se o0 sobrenadante, misturando-se ao
sobrenadante anterior. O procedimento foi repetido, acrescentando 500 pL de etanol

50% e misturando o0 novo sobrenadante aos anteriores.

6.2.4.3.1. Quantificacdo de compostos fendlicos sollveis totais

Para preparar a amostra, o extrato etandlico foi diluido adicionando 50 uL do
extrato em um tubo e completando o volume para 2 mL com etanol 80%. Em
seguida, 30 pL dessa solugao foram combinados com 470 uL de agua destilada, 250
ML de reagente de Folin-Ciocalteau (previamente diluido adicionando 50 mL em 450
mL de agua destilada) e 1250 pL de carbonato de sodio a 10%. Apods
homogeneizacédo, a absorbancia da solucdo foi medida em um espectrofotbmetro a
725 nm.
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Para determinacdo de fenol, levou-se em consideracdo a equacdo da curva
padrédo, a quantidade de amostra pesada inicialmente, a diluicdo do extrato etandlico
e a quantidade do extrato utilizado para fazer a leitura no espectrofotdbmetro.

Para a quantificacdo de fenol total, utilizou-se como padrédo o &cido tanico.
Para isso, 500 mg de acido tanico foram diluidos em 100 mL de etanol 80%. Em
seguida, 1 mL da solucéo foi diluido em 100 mL de etanol 80%. Para o preparo da

curva padréo foi utilizado a solucdo de acido tanico rediluida, na concentracdo de 0

Mg, 1,25 g, 2,5 ug, 5 g, 7,5 ug e 10 pg.

6.2.4.3.2. Quantificacdo do aminoacido prolina

Para o preparo da curva padréao foi utilizado uma solugao de prolina a 50 uM,
nas concentragdes de 0 umol, 0,020 umol, 0,050 umol, 0,086, 0,160 umol, 0,188
pgmol, 0,26 pmol e 0,29 uymol. Para o preparo da amostra foram utilizados 150 pL do
extrato etandlico bruto, 2,75 mL de agua destilada, 100 yL de glicina 126 mM, 2 mL
de &cido acético glacial, 2 mL de reagente de ninhidrina. Os tubos foram levados ao
banho maria a 95°C por 35 minutos, em seguida a reacdo foi interrompida
depositando-se os tubos em banho de gelo, posteriormente, acrescentou-se 4 mL de
tolueno, seguindo-se a agitacao dos tubos e foram agitados vigorosamente no vortex
por 10 segundos. O cromoforo contendo tolueno (fase rosea superior) foi aspirado
com uma pipeta descartavel e colocado em outro tubo de vidro. Em seguida foi feita
a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 515 nm. Para determinacédo exata
de prolina nas amostras, levou-se em consideracdo a equacdo da curva padréo, a
guantidade do extrato etandlico total produzido e a quantidade de amostra pesada
inicialmente (BATES et al., 1973).

6.2.5. Andlises Estatisticas

Os dados das anélises bioquimicas foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) utilizando um fatorial duplo (14genotipos x 3condi¢des de estresse hidrico)
com as médias sendo comparadas pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). As analises
estatisticas foram realizadas através dos pacotes ExpDes.pt e Tratamento.addo
software R Studio versdo 4.1.0 (R CORE TEAM, 2021). Todas as analises foram

realizadas com nivel de significancia de 5% de probabilidade.



72

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Andlise de nitrato e nitrogénio organico

A andlise de nitrato ndo mostrou diferencas significativas nas comparaces
entre 0s genodtipos nas condicdes de déficit moderado e severo. Na condicéao
experimental de recuperacdo, os gendtipos 120 (0,96) e 4S (0,95) apresentaram
maiores médias (Tabela 1). Considerando que os gendétipos 120 e 109 apresentam
caracteristicas contrastantes com relacdo a resposta a seca, esperavam-se

diferencas entre os mesmos na condi¢éo de déficit hidrico.

Tabela 1. Média do teor de nitrato (%) em gendtipos de Coffea canephora sob
diferentes condicBes de estresse hidrico.

Tratamentos Genotipos

120 109 3T P6e 7T P2 45 P10 IT 6T P50 P40 445 P
Imigado 0.82a 0.83a 0,77a 0862 082a 087a 082a 088a 084a 084a 086a 082a 08la 034a

Moderado s 0520 0852 0812 079a% 0812 0792* 0832 079a% 084a 0842 0.792* 0792 083a 0822

Trigado 0952 0.82b 0.83b 0870 0830 0,860 0.88b 0.80b 0870 0.86b 084b 0860 084D 0,840

SeVEIO  penit 084t 0802 0862 0822 0862 08la 083a 085a 083a 0852 0882 0822 0822 086
Imigado 0840 084D 0850 0892 0882 0840 09la 091a 079b 080b 0892 0800 0860 084D
RECUEraCio e ogat 084b 081b 0820 089b 084b 0952 083b 083b 080b 086b 057H* 0.86b 085

Diferencas dentro de um mesmo gendtipo e nivel de estresse sdo indicadas por letras mindsculas diferentes
(Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam diferenga entre niveis de estresse, dentro de um mesmo genoétipo e
regime hidrico (Scott-Knott P<0,05). Valores sdo a média de 4 repeticdes. Os valores correspondem ao teor de
nitrato (%) na folha.

Na condicdo de déficit moderado houve diferencas significativas nos
genatipos P6 (0,79), P2 (0,79), P10 (0,79) e P50 (0,79) com reducdo nos teores de
nitrato quando comparados aos respectivos controles irrigados (Figura 1). Segundo
Gloser et al., (2020) o conteudo de nitrato de plantas submetidas a condicbes de
déficit hidrico pode sofrer variagcbes de acordo com a espécie envolvida. Em V.
faba, N. tabacum and P. sativum, o contetdo de NOs foi reduzido tantos nas folhas
como na raiz durante a seca. Em milho, o teor de NOs nas folhas diminuiu
significativamente sob estresse hidrico, reduzindo também a atividade da enzima
nitrato redutase envolvida em seu metabolismo (SONG, 2019). Resposta

semelhante foi observada em estudo com batata doce (XIA et al., 2020).
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Dosagemde Nitrato (%) - Déficit Moderado
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Figura 1: Dosagem de nitrato em folhas de plantas de cafeeiro na condigdo de irrigagéo e
déficit hidrico moderado. Diferengas dentro de um mesmo genotipo e nivel de estresse séo
indicadas por letras minusculas diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam
diferenca entre niveis de estresse, dentro de um mesmo genétipo e regime hidrico (Scott-
Knott P<0,05). Valores sédo a média de 4 repeti¢cdes, barras representam o erro padrdo da
média.

No déficit severo, somente o gendtipo 120 (0,84) apresentou diferenca
significativa com reducdo no teor de nitrato quando comparado ao controle irrigado
(Figura 2). Resultados semelhantes foram encontrados por MELO (2008) ao
trabalharem com café sob deficiéncia hidrica, verificando uma diminuicédo do fluxo de
nitrato em decorréncia da falta de umidade no solo. Importante destacar que
DaMatta et al. (2002), sugerem que C. canephora cultivado sob alto teor de
nitrogénio apresenta maior capacidade de lidar com a seca, potencialmente
aumentando a capacidade de absorcdo de agua em vez de minimizar a perda de

agua através do controle estomatico.
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Dosagem de Nitrato (%) - Déficit Severo
1,20

Nitrato (%)
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Genotipos
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Figura 2: Dosagem de nitrato em folhas de plantas de cafeeiro na condicédo de irrigacédo e
déficit hidrico severo. Diferencas dentro de um mesmo genétipo e nivel de estresse séo
indicadas por letras mindsculas diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam
diferenca entre niveis de estresse, dentro de um mesmo genétipo e regime hidrico (Scott-
Knott P<0,05). Valores sédo a média de 4 repeti¢bes, barras representam o erro padrdo da
média.

Na fase de recuperacdo ocorreu aumento significativo de nitrato nos
gendtipos 120 (0,96) e P40 (0,87) atingindo quantitativos superiores aos observados

em seus respectivos controles irrigados (Figura 3).
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Figura 3: Dosagem de nitrato em folhas de plantas de cafeeiro na condicdo de irrigagéo e
recuperacdo. Diferencas dentro de um mesmo genétipo e nivel de estresse sdo indicadas
por letras minusculas diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam diferenca entre
niveis de estresse, dentro de um mesmo genétipo e regime hidrico (Scott-Knott P<0,05).
Valores sdo a média de 4 repeticdes, barras representam o erro padrao da média.

Gonzalez-Dugo et al. (2012) observaram que o aumento da tenséo hidrica no

solo devido ao déficit leva ao acumulo significativo de nitrogénio nas raizes, o que
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pode limitar sua alocagdo nas folhas. Tal fato poderia explicar que nenhum dos
genaotipos apresentou aumento significativo nos teores de nitrato nas condi¢gfes de
déficit moderado e severo, sendo que os gendtipos P2, P10, P50, P6 e 120 tiveram
redugédo no teor de nitrato em algumas destas fases. Na recuperagdo a maioria
destes apresentou teores semelhantes aos controles irrigados, destacando o
gendtipo 120 com aumento significativo nesta fase e o0 gendtipo P2 que em

contrapartida teve reducéo no teor de nitrato quando comparado ao irrigado. (Figura
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Figura 4: Efeitos da reducdo da irrigacdo na dosagem de nitrato nos genétipos de C.
canephora nas diferentes etapas de déficit hidrico.

A avaliacdo do teor de nitrogénio organico apresentou diferencas
significativas entre os genadtipos testados, nas distintas condicdes de déficit, tanto na
condicgédo irrigado quanto na condicdo de déficit. Sob déficit moderado os gendtipos
120 (3,10), 3T (2,70), 7T (2,69), 4S (2,65), 1T (2,97), 6T (2,95), 44S (3,00) e P59
(3,17) apresentaram médias superiores aos demais genétipos quando em déficit. Na
avaliacdo do déficit severo ocorreu diferencga significativa, sendo que os gendtipos
120 (2,43), P6 (2,41), 7T (2,56), 4S (2,52), P40 (2,44), 44S (2,43) e P59 (2,61)
apresentaram meédias superiores aos demais gendtipos quando em déficit. Na
recuperacdo ndo foram observadas diferencas significativas entre os genotipos

avaliados (Tabela 2).
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Tabela 2. Média do teor de nitrogénio organico (%) em genotipos de Coffea
canephora sob diferentes condicdes de estresse hidrico.

Tratamentos Genotipos

120 109 3T Pé6 T P2 4 PO IT 6T PO P40 445 P
Irigado  230b 306a 2,12b 236b 244b 249b 2,14b 237b 277a 243bh 265a 241b 247b 237b

Moderado in
Défieit 3,108 2,38b* 2,708 2,22b 2,693 2,16h 2,653 2,25b 2,97a 2,95a* 244b 2,29b 3,00a% 317aF

Imigado  2,06c 3,008 239b 238b 203c 223c 28la 232b 246b 230b 251b 195c 221c 222

Severo s
Défieit 243a* 2,15b* 2,07b* 241a 2,56a* 2,19b 252a* 2,39b 232b 2,20b 2,00b* 244a* 2,433 26la*

Imigdo 2823 2908 194b 302a 266a 2,38b 2643 310a 234b 250a 224b 256a 285a 2,09b

Recuperacio .. .
© Défiet 2583 2,15a% 249a* 240a* 26la 244a 2,253 220a* 259a 2173 213a 225a 282a 23l1a

Diferencas dentro de um mesmo gendtipo e nivel de estresse sdo indicadas por letras minUsculas diferentes
(Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam diferenga entre niveis de estresse, dentro de um mesmo gendtipo e
regime hidrico (Scott-Knott P<0,05). Valores séo a média de 4 repeti¢des.

Na condicdo de déficit moderado demonstram-se diferencas significativas nos
gendtipos 120 (3,10), 3T (2,70), 4S (2,65), 6T (2,95), 44S (3,00) e P59 (3,17), com
aumento nos teores quando comparados aos respectivos controles irrigados, sendo
que a maior concentragdo foi observada no gendtipo P59 (3,17). O gendtipo 109
(2,38) foi o Unico que apresentou reducéo significativa na concentracao de nitrogénio
organico na condicado de déficit hidrico (Figura 5). De acordo com Ronchi; Damatta
(2007) é possivel observar que o gendtipo 109, possui controle deficiente da
transpiracdo, com seus estdmatos respondendo de forma limitada a falta de 4gua, o
gue pode afetar seus processos fisiologicos levando a alteracbes metabdlicas como

no caso do nitrogénio.
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Dosagem de Nitrogénio organico (%) - Déficit Moderado
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Figura 5: Dosagem de nitrogénio organico em folhas de plantas de cafeeiro na condigdo de
irrigac@o e déficit hidrico moderado. Diferencas dentro de um mesmo genétipo e nivel de
estresse sao indicadas por letras minUsculas diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos
indicam diferencga entre niveis de estresse, dentro de um mesmo genotipo e regime hidrico
(Scott-Knott P<0,05). Valores sdo a média de 4 repeticdes, barras representam o erro
padrdo da média.

Quando em déficit hidrico severo, os genétipos 120 (2,43), 7T (2,56), P40
(2,44) e P59 (2,61) responderam com aumento significativo nos teores de nitrogénio
organico quando comparados aos respectivos controles irrigados. Os genétipos 109
(2,15), 3T (2,07), 4S (2,52) e P50 (2,00) apresentaram reducdo na concentracao na
condigéo de déficit hidrico (Figura 6).

Dosagem de Nitrogénio organico (%) - Déficit Severo
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Figura 6: Dosagem de nitrogénio organico em folhas de plantas de cafeeiro na condigéo de
irrigacdo e déficit hidrico severo. Diferencas dentro de um mesmo genotipo e nivel de
estresse sdo indicadas por letras minUsculas diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos
indicam diferencga entre niveis de estresse, dentro de um mesmo genétipo e regime hidrico
(Scott-Knott P<0,05). Valores sdo a média de 4 repeticdes, barras representam o erro
padrdo da média.
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O gendtipo 3T (2,49) apresentou aumento significativo nos teores de
nitrogénio organico quando comparado ao respectivo controle irrigado, na condi¢ao
de recuperacdo. Os genotipos 109 (2,15), P6 (2,40) e P10 (2,20) apresentaram
reducdo na concentracdo de nitrogénio organico quando comparado ao irrigado
(Figura 7).

Dosagem de Nitrogénio organico (%) - Recuperagao
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Figura 7: Dosagem de nitrogénio organico em folhas de plantas de cafeeiro na condicdo de
irrigacé@o e recuperacdo. Diferencas dentro de um mesmo genoétipo e nivel de estresse séo
indicadas por letras mindsculas diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam
diferenca entre niveis de estresse, dentro de um mesmo gendtipo e regime hidrico (Scott-
Knott P<0,05). Valores sédo a média de 4 repeti¢cdes, barras representam o erro padrdo da
média.

Meng et al. (2016) observaram que o estresse hidrico aumentou a proporc¢ao
de NH4+ em relacdo ao NOs nas plantas. Esse aumento pode ter ocorrido devido
aos baixos requisitos de energia do nitrogénio organico em relacdo ao NOs. Estes
dados estao de acordo com o que observamos quando comparamos o contetdo de
nitrogénio organico nos gendtipos com diferengas significantes nos diferentes
momentos de estresse havendo maior acimulo do mesmo em alguns genotipos

guando comparados os resultados de nitrato (Figuras 4 e 8).
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Figura 8: Efeitos da reducao da irrigacdo na dosagem de nitrogénio organico nos genotipos
de C. canephora nas diferentes etapas de déficit hidrico.

Os gendtipos 120, 3T, 44S e P59 se mostraram mais promissores com
relacdo a resposta a seca, visto que apresentaram aumento no teor de nitrogénio
organico nas condicbes de déficit, o que parece ter contribuido para manter seus
processos metabolicos, fazendo com que apresentassem bons resultados na fase
de recuperacdo, com teores similares ou superiores os controles irrigados. O
genadtipo 109, no entanto apresentou reducao significativa tanto no déficit moderado,
guanto no severo, ndo conseguindo se recuperar de forma tdo eficiente na
reidratacéo (Figura 8).

Analisando o comportamento dos genétipos que apresentaram diferencas
significativas nos diferentes estagios de déficit hidrico € possivel observar que com
relacdo ao conteudo de nitrato, os gendtipos 120, P6 e P50 independente das
variacdes ocorridas no déficit moderado e severo, conseguiram se recuperar do
estresse atingindo valores semelhantes a condicéo irrigada. Destaca-se o genotipo
120, j& caracterizado como tolerante a seca, que o teor de nitrato se mostrou bem
superior na fase de recuperacéo (Figura 4). Em contrapartida os genétipos P2 e 109
tiveram seus niveis de nitrato mais afetados pela seca, o que nao foi plenamente
recuperado na fase de reidratacdo (Figura 4). Para as dosagens de nitrogénio
organico, 0s genotipos que apresentaram maior capacidade de recuperacdo foram
0s genatipos P59, 120, 3T e 44S, em oposicdo aos gendtipos 109, 4S, P50 e P10
onde os niveis de NH4+ foram inferiores aos apresentados na condicéo de irrigado
(Figura 8).
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A disponibilidade de agua é um fator determinante para o metabolismo de
compostos nitrogenados. Em condi¢cGes de seca, a absorcdo de NH4+ e/ou NO3s em
muitas espécies vegetais € frequentemente reduzida, provavelmente devido a
limitagdo energética para a assimilacdo desses nutrientes (HUANG et al., 2018).
Enquanto a suplementagédo de NH4+ pode mitigar os efeitos negativos da seca no
crescimento e desenvolvimento de algumas espécies vegetais, como o arroz (Oryza
sativa) (GUO et al., 2008), o NOs3 € o determinante mais importante da tolerancia a
seca em outras espécies (HOULTON et al., 2008; WANG; MACKO, 2011).

Quando ha escassez de agua, os estdmatos das plantas sao fechados, o que
pode causar um acumulo de energia de excitacdo no cloroplasto. A disponibilidade
adequada de nitrogénio pode desencadear mecanismos de fotoprotecdo do
cloroplasto e alteragbes qualitativas da membrana com excesso de energia de
excitagdo, que podem atuar indiretamente nos mecanismos de tolerdncia a seca
(DAMATTA; RAMALHO, 2006).

Os resultados apresentados demonstram que nas condicfes experimentais
analisadas, a exposicdo ao déficit hidrico afetou mais as concentracbes de
nitrogénio organico nas plantas do que de nitrato nas respostas dos genotipos.

6.3.2. Andlise de prolina

Os resultados da analise de prolina na condicdo de déficit moderado
demonstraram diferencas significativas entre os genétipos em déficit, onde os
gendtipos 120 (4,56), 7T (3,30) e 44S (3,96) apresentaram as maiores médias no
déficit. Nao ocorreram diferencas significativas na comparacao entre os genétipos no

déficit severo e na recuperacao (Tabela 3).
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Tabela 3. Média do teor de prolina em gendtipos de Coffea canephora sob diferentes
condicOes de estresse hidrico.

Prolina (pmol /g)

Tratamentos Genotipos

120 19 3T P6 7T P2 45 P IT 6T P50 P40 445 P

Imigado 107c 361b 197c 435a 239c 332b 346D 200c 580a 229¢ 622a 3120 ILllc L6dc

Moderado  pesvt ys6at 1570% 249 172b* 3302 147b 189b* 122b 208b* 180b 226b* 208D 3962* 200D

Imigado 3,032 1déa 3.13a 237a 151a 448a 386a 1.60a 316a 136a 221a 272a 1,07a 182a

SeVEI0  nenct 2602 426a* 3482 4012t 30da* 3332 ddla 257a 400a 3882t 4042t Silat 3262t 3782%
Trigado 3338 353a 186a 4108 1s7a 233a 2994 167a 20la 13sa 13la 3374 13%a 42%a
RECUDENAC0 pect 426 3672 226 364 483zt 3732 3892 36da 3052 327¢* 40la* 3502 4522 SMa

Diferencas dentro de um mesmo genétipo e nivel de estresse sdo indicadas por letras minUsculas
diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam diferenca entre niveis de estresse, dentro de um mesmo

genatipo e regime hidrico (Scott-Knott P<0,05). Valores sdo a média de 4 repeti¢cfes.

Na condicdo de estresse moderado os gendétipos 120 (4,56) e 44S (3,96)
apresentaram aumento na concentracdo de prolina na condicdo de déficit hidrico,
enquanto os genotipos 109 (1,87), P6 (1,72), 4S (1,89), 1T (2,08) e P50 (2,26)
apresentaram reducao dos teores na mesma condicao (Figura 9). Estudos relataram
acumulo de prolina em diferentes condicbes de estresses abidticos, como seca
(FURLAN et al., 2020), salinidade (DE FREITAS et al., 2019), estresse oxidativo
(FORLANI et al., 2019) e irradiacdo UV (PARK et al., 2020), o que pode ocorrer por
meio de diferentes mecanismos como aumento na biossintese de prolina e/ou
diminuicao de sua degradacédo (JIANG et al., 2020).

A prolina desempenha um papel importante na resposta das plantas a seca.
Como um osmodlito compativel, auxilia na manutencdo do equilibrio osmético das
células, reduzindo a desidratacdo. Como um protetor de proteinas, ajuda a manter a
estrutura e funcdo das proteinas sob estresse de seca, e como um sinalizador
molecular, regula a expressédo génica durante situacdes de déficit hidrico (FURLAN
et al., 2020).
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Dosagem de Prolina (umol /g de MF) - Déficit Moderado
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Figura 9: Dosagem de prolina em folhas de plantas de cafeeiro na condi¢é@o de irrigagéo e
déficit hidrico moderado. Diferengas dentro de um mesmo genotipo e nivel de estresse séo
indicadas por letras minuUsculas diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam
diferenca entre niveis de estresse, dentro de um mesmo genétipo e regime hidrico (Scott-
Knott P<0,05). Valores sdo a média de 4 repeticdes, barras representam o erro padrao da

média.

Na condicdo de déficit hidrico severo, os genétipos 109 (4,26), P6 (4,01), 7T
(3,04), 6T (3,88) , P50 (4,04) , P40 (5,11), 44S (3,26) e P59 (3,78) tiveram aumento
significativo na concentracdo de prolina nas folhas (Figura 10), o que sugere a
adocdo de mecanismos osmorreguladores em resposta a progressdo do déficit
hidrico. Resultados da pesquisa de Adamipour (2020) mostraram que a prolina é
acumulada em grande quantidade em diferentes espécies de rosa quando expostas
a condicbes de seca ativando mecanismos osmorreguladores que auxiliariam a
planta a tolerar a condi¢cdo estressante, além de demonstrarem aumento da

expressao de genes envolvidos na biossintese de prolina.
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Dosagem de Prolina {(umol /g de MF) - Déficit Severo
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Figura 10: Dosagem de prolina em folhas de plantas de cafeeiro na condicdo de irrigacéo e
déficit hidrico severo. Diferencas dentro de um mesmo genétipo e nivel de estresse séo
indicadas por letras mindsculas diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam
diferenca entre niveis de estresse, dentro de um mesmo genétipo e regime hidrico (Scott-
Knott P<0,05). Valores sdo a média de 4 repeticbes, barras representam o erro padrao da
média.

Guo et al. (2018) estudando variedades de trigo tolerantes e sensiveis ao
estresse hidrico demonstraram um expressivo aumento da concentracdo de prolina
nos individuos tolerantes, associado com aumento nas caracteristicas de
produtividade nestes individuos possivelmente devido aos mecanismos protetores
desencadeados pela presenca da prolina. Padrées semelhantes foram observados
em genotipos de Hordeum vulgare (cevada), conforme exposto por Bandurska et al.
(2017), e em cultivares de amendoim com tolerancia contrastante a seca , onde
observou-se aumento na expressdo de genes associados as vias de degradacédo da
prolina, enquanto que nos gendtipos tolerantes ocorreu aumento significativo de
genes de biossintese da prolina (FURLAN et al., 2020).

Na avaliacdo da condicédo de recuperacao os teores de prolina permaneceram
maiores do que na condicao irrigada nos genadtipos 7T (4,83), 6T (3,27) e P50 (4,01)
(Figura 11), nos demais genatipos estas diferencas nao foram significativas, o que
pode indicar que no geral as plantas conseguiram se recuperar dos efeitos das

condi¢Oes estressantes sofridas.
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Dosagem de Prolina (umol /g de MF) - Recuperagdo
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Figura 11: Dosagem de prolina em folhas de plantas de cafeeiro na condi¢do de irrigacdo e
recuperacdo. Diferencas dentro de um mesmo genétipo e nivel de estresse sdo indicadas
por letras minusculas diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam diferenca entre
niveis de estresse, dentro de um mesmo gendtipo e regime hidrico (Scott-Knott P<0,05).
Valores sdo a média de 4 repeti¢cdes, barras representam o erro padrao da média.

Ha abundantes evidéncias mostrando que a prolina acumulada sob seca ou
aplicada de forma exdgena afeta a tolerancia ao estresse em diversas espécies
através do alivio do tecido desidratacdo (TAMIRAT, 2019), bem como a protecao
das membranas celulares e enzimas do efeito nocivo da desidratacao
(BANDURSKA et al., 2017; GUO et al., 2018; FURLAN et al., 2020; LAURIE et al.,
2022). Segundo Hemaprabha et al. (2013), apés o periodo de estresse, a prolina
acumulada, pode ser usada como fonte de energia, com a redistribuicdo de
nitrogénio e carbono, para a recuperacdo de atividades fisiol6gicas na planta.
Resultados semelhantes foram encontrados em plantas de pinhdo manso
submetidas a seca severa (SILVA, 2013).

Liu et al. (2021) demonstrou expressivo aumento dos niveis de prolina
especialmente quando Phedimus aizoon L. foi submetido a estresse hidrico
moderado e severo, correlacionando este aumento junto com outros osmolitos e
metabdlitos a maior tolerancia da planta contra danos provocados pelo estresse
exatamente por manter os processos osmoticos em funcionamento regular. Sob
estresse hidrico, as plantas acumulam ativamente substancias reguladoras como a
prolina, com o intuito de aumentar a concentragdo de fluido celular, mantendo o

turgor da célula, aléem de equilibrar a infiltracdo do protoplasma e do ambiente
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externo, possibilitando assim, que diversos processos fisiol6gicos permanecam em
funcionamento.

Em estudos com batata doce (Ipomoea batatas) foi possivel distinguir e obter
diferencas significativas entre os genotipos com relagéo ao conteudo de prolina com
aumento de cerca de 5 vezes nas plantas caracterizadas como tolerantes na
condicdo de estresse severo, quando comparados com os controles (LAURIE et al.,
2022). Tal aumento ocorreu por meio do transporte de prolina livre do sistema
radicular com o0 objetivo de garantr a manutencdo de meecanismos
osmorreguladores, fazendo da prolina um potencial marcador de estresse hidrico e
de tolerancia em plantas.

Lima et al. (2002) e Anim-Kwapong et al. (2011) relataram a existéncia de
grande diversidade entre genoétipos de C. canephora em todo o mundo para
tolerancia a seca, com efeitos fisioldgicos e bioquimicos bem caracteristicos. Anim-
Kwapong et al. (2011) demonstrou através da andlise de diferentes genoétipos que a
prolina pode ser um indicador Util para a selecdo de gendtipos de café robusta com
alta produtividade e estabilidade da safra.

Tesfaye et al. (2014) utilizando clones de C. canephora observou que as
trocas gasosas foliares foram afetadas pela seca do solo, com reducdo na taxa de
fotossintese e aumento na taxa de transpiracdo. O acumulo de prolina aumentou
significativamente a medida que o solo ficava mais seco, indicando que as plantas
estavam respondendo ao estresse ambiental, produzindo mais prolina como uma
estratégia para proteger suas células dos efeitos nocivos da seca. Tal fato esta de
acordo com os resultados apresentados onde observamos aumento expressivo dos
niveis de prolina, especialmente durante o estresse hidrico severo, o que sugere a
adocdo de mecanismos protetores na planta (Figura 10). Tal fato também é descrito
por Souza-Sobreira (2017) que demonstrou que progénies de C. canephora que
apresentaram as melhores caracteristicas morfofisiolégicas como area foliar, taxa de
fotossintese e condutancia estomatica, quando submetidos a déficit hidrico, também
apresentaram aumento significativo nos teores de prolina.

Escobar et al. (2017) utilizou as concentragbes de prolina em experimento
com déficit hidrico para determinar o potencial de toleréncia a seca em diferentes
genaotipos de C. canephora da variedade robusta. Resultados semelhantes foram

observados por Maestri et al. (1995) em C. arabica e C. canephora.
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De acordo com o exposto pode-se inferir que em resposta a seca, muitos
genaotipos responderam com mecanismos relacionados a osmorregulacéo, dado o
aumento na concentracao de prolina nas condicfes de seca moderada e/ou severa.
Cabe destacar que tais mecanismos mostraram-se eficazes visto que todos
apresentaram bons resultados na fase de recuperagdo. A alta concentracdo de
prolina pode ter contribuido para uma menor perda de agua nos tecidos, mantendo
uma boa assimilagédo de CO2 nos estbmatos, com bons rendimentos fotossintéticos.
Os gendtipos 120 e 44S apresentaram o0S potenciais de recuperacdo mais

promissores.

6.3.3. Andlise de Compostos Fendlicos

As diferencas entre os gendétipos avaliados para as andalises de compostos
fendlicos ndo foram significativas em nenhuma das condi¢cdes experimentais
testadas (Tabela 4).

Na condicdo de déficit hidrico moderado, os genétipos P6 (1,46) e 1T (1,63)
apresentaram aumentos significativos no teor de compostos fendlicos totais quando
comparados aos controles irrigados (Figura 12). A acumulacdo de compostos
fendlicos é crucial para neutralizar os impactos negativos do estresse hidrico em
diversas espécies de plantas (SHARMA et al., 2019). Chung et al. (2016)
identificaram que o déficit hidrico causou um aumento no teor de compostos
fendlicos totais em Rehmannia glutinosa, assim como observado em Melissa
officinalis L. (KAUR et al., 2015). Nos gendtipos 109 (1,26), 3T (1,09) e P50 (1,18) foi

observada reducdo destes teores na condi¢do de déficit (Figura 12; Tabela 4).
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Tabela 4. Média do teor de compostos fendlicos (%) em genoétipos de Coffea
canephora sob diferentes condicdes de estresse hidrico.

Compostos fenolicos (%)

Tratamentos Genotipos

120 109 3T P6 7T P2 45 P10 IT 6T PS50 P40 445 P
Imigado 1.25a 140a 145a 113a 126a 120a 135a 127a 136a 130a 167a 126a 133a L19a

Moderado  pose 122, 1262 1092* 1462* 1282 1052 1242 1082 1632* 1272 1182* Lila 1212 1i6a
Tigado 0902 0862 096a 0992 0912 1012 090a 0932 09la 0872 0992 097a 09la 0954

SEVEIO  punit 0802 08ta 089a 08la* 082a* 093a 085a 096a 094a 089 094a 087¢* 0.36a 080"
Tmigado 1442 1762 L15a 1602 1482 1532 1492 131a 134a 137a L1672 133a 1372 1864
RECUETaci0 nisie 135 1660 1612* 1522 1432 1352 1452 1452 1172 15la 1362 1292 130a 1542

Diferencas dentro de um mesmo gendtipo e nivel de estresse sdo indicadas por letras minUsculas diferentes
(Scott-Knott P<0,05). Asteriscos indicam diferenga entre niveis de estresse, dentro de um mesmo gendtipo e
regime hidrico (Scott-Knott P<0,05). Valores sdo a média de 4 repeti¢des.
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Figura 12: Dosagem de compostos fendlicos totais em folhas de plantas de cafeeiro na
condicéo de irrigagdo e déficit hidrico moderado. Diferengas dentro de um mesmo gendtipo
e nivel de estresse s&o indicadas por letras minusculas diferentes (Scott-Knott P<0,05).
Asteriscos indicam diferenca entre niveis de estresse, dentro de um mesmo gendétipo e
regime hidrico (Scott-Knott P<0,05). Valores sdo a média de 4 repeticdes, barras
representam o erro padrdo da média.

Quando em déficit severo os genétipos P6 (0,81), 7T (0,82), P40 (0,87) e P59
(0,80) apresentaram redugdo nos teores de compostos fendlicos quando
comparados aos gendétipos irrigados (Figura 13), semelhante ao observado por
Rezayian et al. (2018). Na recuperacdo apenas o genétipo 3T (1,61) apresentou
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aumento no teor de compostos fendlicos quando comparado ao controle irrigado
(Figura 14).
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Figura 13: Dosagem de compostos fendlicos totais em folhas de plantas de cafeeiro na
condicao de irrigacdo e déficit hidrico severo. Diferencas dentro de um mesmo genotipo e
nivel de estresse sdo indicadas por letras minuUsculas diferentes (Scott-Knott P<0,05).
Asteriscos indicam diferenca entre niveis de estresse, dentro de um mesmo gendétipo e
regime hidrico (Scott-Knott P<0,05). Valores sdo a média de 4 repeticdes, barras
representam o erro padrao da média.
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Figura 14: Dosagem de compostos fendlicos totais em folhas de plantas de cafeeiro na
condicao de irrigacao e recuperacao. Diferencas dentro de um mesmo genétipo e nivel de
estresse sao indicadas por letras minUsculas diferentes (Scott-Knott P<0,05). Asteriscos
indicam diferencga entre niveis de estresse, dentro de um mesmo genétipo e regime hidrico
(Scott-Knott P<0,05). Valores sdo a média de 4 repeticdes, barras representam o erro
padrdo da média.

As plantas possuem um sistema antioxidante eficiente para neutralizar as
ROS. Esse sistema inclui enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase
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(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD) e glutationa redutase (GR), além de
moléculas antioxidantes ndo enzimaticas, como acido ascorbico (vitamina C),
tocoferdis (vitamina E) e compostos fendlicos.

As propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos, combinadas com
suas diversas propriedades quimicas, atuam sinergicamente para proteger as
células, sequestrando radicais livres e prevenindo danos oxidativos, além de atuar
na manutencao da integridade das membranas celulares. (PARK et al., 2023).

Muitos trabalhos demonstraram o aumento na producdo destes compostos
nos tecidos vegetais quando submetidos a distintas condigcbes de estresse como
para Achillea spp. (GHARIBI et al., 2016), Brassica napus (REZAYIAN et al., 2018),
Ocimum spp. (GHASEMI-PIRBALOUTI et al., 2017), Thymus vulgaris (KHALIL et al.,
2018) e Arabidopsis thaliana (PECINKA et al., 2023).

Os mecanismos de resposta a seca envolvem diversas alteracdes
morfologicas, bioquimicas e moleculares na planta. Em café, a exposicdo a seca
provoca aumento de compostos fendlicos em folhas (CAVATTE et al., 2012), o que
poderia contribuir de forma significativa para a protecdo contra o excesso de
energia.

Desta forma ao se analisar o comportamento dos gendtipos que
apresentaram alteracdes significativas nas distintas situacées de déficit pode-se
observar que os gendtipos 120, 1T e P6 apresentaram aumento nos teores de
compostos fendlicos na condicdo de estresse moderado, sinalizando a adocdo de
mecanismos de protecdo para a planta, conforme destaca Sharma et al. (2019).
Esses teores sdo reduzidos no estresse severo e aumentam novamente na
reidratacdo para niveis proximos ou até superiores aos controles irrigados,
mostrando maior capacidade de recuperacdo pos seca nestes genoétipos (Figura 15).

Nas condicOes experimentais de déficit hidrico utilizadas, ndo se demonstrou
maior participacdo dos mecanismos antioxidantes como resposta ao déficit, para os
genotipos testados. Tais dados estdo de acordo com o demonstrado por Souza-
Sobreira (2017) onde o nivel de compostos fendlicos ndo variou muito entre alguns

grupos de genodtipos testados.
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Figura 15: Efeitos da redugdo da irrigacdo na dosagem de compostos fendlicos nos
gendtipos de C. canephora nas diferentes etapas de déficit hidrico.

6.4. CONCLUSOES

Diante 0 exposto nossos resultados demonstram que diversas respostas
fisiologicas foram adotadas pelos diferentes genoétipos no intuito de resistir aos
danos provocados pela imposicdo do estresse hidrico. No geral ndo houve grandes
variacfes entre os mesmos, sendo possivel destacar o comportamento de alguns
gendtipos que mostraram caracteristicas compativeis com tolerdncia a seca
associadas a algum parametro especifico.

Com relacdo aos parametros bioquimicos utilizados destaca-se que os teores
de nitrogénio organico e prolina apresentaram as maiores diferencas para 0s
distintos gendtipos testados, podendo ter potencial uso como marcadores de
estresse hidrico. Os gendtipos P59, 120, 3T e 44S apresentaram maior capacidade
de recuperacao quando avaliado o parametro de nitrogénio organico, em oposicao
aos genotipos 109, 4S, P50 e P10, cujas respostas ndo pareceram tao eficientes.

Com relacdo ao parametro prolina pode-se inferir que em resposta a seca,
muitos genotipos responderam com mecanismos relacionados a osmorregulacao,
dado o aumento na concentracdo de prolina nas condi¢cdes de seca moderada e/ou
severa, onde o0s genotipos 120, 44S, 7T, 6T e P50 se mostraram mais promissores,
com maiores potenciais de recuperacao a estresse.

Analisando o comportamento dos genoétipos que apresentaram diferencas
significativas nos diferentes estagios de déficit hidrico € possivel observar que com

relacdo ao conteudo de nitrato, os gendtipos 120, P6 e P50 independente das
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variacdes ocorridas no déficit moderado e severo, conseguiram se recuperar do
estresse atingindo valores semelhantes a condicao irrigada.

Os genatipos 120, 1T e P6 apresentaram aumento nos teores de compostos
fendlicos na condigdo de estresse moderado, sinalizando a ado¢do de mecanismos
de protecdo para a planta. Destacam-se os resultados obtidos para o genoétipo 120,
ja caracterizado como tolerante a seca, cujo perfil promissor pode ser confirmado

para todos os parametros testados.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com as analises moleculares realizadas foi possivel observar a
expressao diferencial dos genes nas distintas condicdes de déficit a que os
gendtipos foram submetidos, sendo que os genes CcMPR1 e RBCS1 apresentaram
potencial uso como marcadores de déficit hidrico.

Os gendtipos 120, 6T, 1T, P50, P40, 7T, P2 e 4S foram os mais promissores
com relagdo a expressdo de CcMPRL1 indicando a adocado de estratégias de defesa
em café por meio de mecanismos osmorreguladores.

Com relacéo a expressdo RBCS1 os gendtipos 3T, P6 e 1T se destacaram ao
apresentarem perfis de recuperacdo semelhantes ao observado no gendétipo
tolerante 120.

O potencial uso dos genes testados traz perspectivas de investigacdes futuras
relacionadas a andlise dos componentes integrantes das distintas vias metabdlicas,
as quais os respectivos genes estao associados, no intuito de maior caracterizagao
dos mecanismos fisioldégicos adotados em resposta a seca.

Com relacdo aos parametros bioquimicos utilizados destaca-se que os teores
de nitrogénio organico e prolina apresentaram as maiores diferengas para 0s
gendtipos testados, podendo ter potencial uso como marcadores de estresse hidrico.
Os gendtipos P59, 120, 3T e 44S apresentaram maior capacidade de recuperacao
guando avaliado o parametro de nitrogénio organico, em oposicao aos genotipos
109, 4S, P50 e P10, cujas respostas ndo pareceram tao eficientes.

Com relacdo ao parametro prolina pode-se inferir que em resposta a seca,
muitos gendtipos responderam com mecanismos relacionados a osmorregulacéo,
onde os gendtipos 120, 44S, 7T, 6T e P50 se mostraram mais promissores, com

maiores potenciais de recuperacéo ao estresse.
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