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RESUMO

REALTO DA SILVA, Lucas Eduardo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2022. Respostas Bioquimicas e Ecofisiolégicas em Plantas de Cubiu
(Solanum sessiliflorum) Submetidas a Limitacao Hidrica. Orientador: Wagner Luiz
Araujo. Coorientador: Jodo Henrique Frota Cavalcanti.

As mudancgas climaticas, cada vez mais explicitas, trazem sérios riscos a agricultura
em geral, uma vez que frequentemente séo registrados aumentos de temperaturas
globais e diminuigdo, ou até mesmo auséncias, de periodos chuvosos. Dessa forma,
a busca por materiais que atendam tanto a necessidade de alta produgcdo como
também apresente tolerancia a situagbes ambientais desfavoraveis ao
desenvolvimento vegetal € cada vez mais demandadas para insergdo na agricultura.
Solanum sessilifforum € uma planta herbacea que possui sistema radicular bem
desenvolvido e frutos de caracteristicas mescladas de tomate e berinjela e com
grande potencial para exploragdo comercial. Outra caracteristica interessante de
plantas dessa espécie é que sua base genética € ampla, com grande rusticidade e
ainda pouco estudada. Dessa forma, S. sessiliflorum é uma excelente candidata para
busca de genes que possam ser utilizadas no melhoramento de Solanaceaes ja
consagradas na agricultura ou até mesmo sua propria inser¢gdo no mercado. Por essas
e outras caracteristicas, surgiu o interesse de estudar essa espécie que pode servir
como rota de escape para driblar a homeostase imposta por sucessivos ciclos de
melhoramento genético vegetal em plantas agricolas, em especial as Solanaceaes.
Sendo assim, este trabalho buscou caracterizar as respostas ecofisiolégicas e
bioquimicas de S. sessiliflorum submetidas a limitacdo hidrica e assim ampliar o
entendimento do comportamento da cultura em situagdo de estresse abidtico e
futuramente utilizar essas informagbées em programas de melhoramento e
biotecnoldgicos. A partir das analises realizadas constatou-se que a limitagao hidrica
afeta processos essenciais como trocas gasosas e metabolismo, alguns em maior
magnitude, refletindo principalmente em retardo no desenvolvimento e menor
crescimento. No entanto, verificou-se que a reidratagdo dos tecidos vegetais levou a
respostas positivas aos parametros avaliados, podendo indicar a nao ocorréncia de
danos severos durante o periodo de limitagcédo hidrica.



Palavras-Chave: Déficit Hidrico. Solanaceae. Trocas gasosas. Metabolismo primario.



ABSTRACT

REALTO DA SILVA, Lucas Eduardo M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
2022. Biochemical and Ecophysiological Responses in Cubiu (Solanum
sessiliflorum) Under Water Limitation. Adviser: Wagner Luiz Araujo. Co-adviser:
Jodo Henrique Frota Cavalcanti.

Climate change, increasingly explicit, brings serious risks to agricultre in general, since
there are often increases in global temperatures and a decrease, or even absence of
rainy periods. In this way the Search for materials that meet both the need for high
production and also presents tolerance to unfavorable environmental situations for
plant development is increasingly demanded for insertion in agriculture. Solanum
sessiliflorum is a herbaceous plant that has a well-developed root system and fruits
with mixed characteristics of tomato and eggplant and with great potential for
commercial exploitation. Another interesting feature of plants of this species is that
their genetic base is broad, with great rusticity and still litle studied. Thus, S.
sessiliflorum is na excelente candidate for the search established in agriculture or even
its own insertion in the market. Due to these and Other characteristics, the interest
arose in studying this species that can serve as an scape route to circumvent the
homeostasis imposed by successive cycles of plant genetic improvement in
agricultural plants, especially Solanaceae. Therefore, this work sought to characterize
the ecophysiological and biochemical response os S. sessiliflorum subjected to water
limitation and thus expand the understanding of the behavior of the culture in abiotic
stress situation and in the future use this information in breeding and biotechnological
programs. From the analyzes carried out, it was found that water limitation affects
essential processes such as gas Exchange and metabolismo, some to a greater extent
reflecting mainly in developmental delay and lower growth. However, it was found that
the rehydration of plant tissues led to positive response to the parameters evaluated,
which may indicate the non occurrence os severe damage during the period of water

limitation.

Keywords: Drought stress. Solanaceae. Gas Exchange. Primary Metabolism.
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1. INTRODUGAO

A agricultura moderna €, atualmente, baseada em um modelo de produgao
gue necessita de tecnologia tendo em vista um aumento populacional para 10 bilhdes
de pessoas até a metade deste século (Relatério das Nagdes Unidas, 2017). Neste
contexto, a utilizagédo eficiente dos principais insumos, como fertilizantes e agua, é
indispensavel para que se obtenha uma producdo adequada. Nao obstante, o uso
crescente destes insumos tem culminado em danos significativos no ecossistema
(RAMANKUTTY et al., 2018). Portanto, faz-se necessario o uso de novas ferramentas
biotecnolégicas para o aumento da eficiéncia agrondmica. Neste caso, programas de
melhoramento genético sdo fundamentais para que as culturas agricolas tornem-se
cada vez mais produtivas e eficientes no uso dos recursos disponiveis. Com efeito,
nao somente a busca por insumos ou tecnologias para melhorar as praticas agricolas
sao importantes para o aumento da produtividade de alimentos mas também a
identificacdo de materiais mais tolerantes a estresses (a)bidticos é de suma
importancia.

Fatores ambientais, como longos periodos de estiagem, afetam
negativamente o crescimento e produtividade vegetal. Adicionalmente, o emprego de
irrigacdo em larga escala ameaga os recursos hidricos disponiveis para consumo
humano além de induzir a salinizagdo em alguns sistemas de cultivo. Assim,
colocando em risco, em ultima instancia, a produgao de alimentos e o suprimento de
agua para a populagdo. Com efeito, periodos de secas vem aumentando em
frequéncia e se espalhando em areas agricolas anteriormente ndo afetadas, tornando
a irrigacdo uma pratica agrondmica cada vez mais insustentavel. Neste contexto, ha
uma necessidade imperiosa de se desenvolver variedades que sejam mais produtivas
em uma ampla gama de ambientes e mais resilientes a condigdes de crescimento fora
de faixas ideais (GOJON et al., 2022; NOWICKA et al., 2018).

A deficiéncia hidrica é um fator limitante para a produtividade em geral, pois
compromete processos importantes incluindo fotossintese, respiragdo, processos
associados e particdo de carboidratos (MARTINS et al., 2018). Assim, apesar de todas
as inovagdes agricolas, a disponibilidade e utilizacdo eficiente de agua ainda se
destacam pela sua importancia. Apesar dos esforgos em busca de materiais cada vez
mais eficientes no uso de recursos hidricos, as cultivares de espécies importantes

ainda sao pouco eficientes no uso da agua, tendo uma alta relagao entre volume de
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H20 transpirado por grama de carbono fixado pela planta. Assim, com a populagao
mundial cada vez maior, areas agricultaveis cada vez mais escassas e periodos de
seca cada vez maiores, a busca por culturas produtivas e melhor utilizagdo da agua
disponivel se torna fundamental (NOWICKA et al., 2018).

Embora a deficiéncia hidrica seja um estresse multidimensional que afeta
diversos processos, com o intuito de minimizar os efeitos desse fator ambiental na
produtividade, as plantas realizam ajustes morfoldgicos, fisiolégicos e metabdlicos
(LISAR et al., 2012). Desta forma, entender como a seca impacta o crescimento,
desenvolvimento e produtividade de plantas é de extrema importancia. Ademais, a
estratégia de avaliar os efeitos ambientais (e.g. seca), tendo em vista mudancas neste
cenario, permite melhor explorar o potencial produtivo dos materiais (VIVAS et al.,
2019). Neste contexto, selecionar materiais genéticos mais eficientes no uso da agua
e tolerantes a seca apresenta-se como uma importante e adequada ferramenta para
minimizar os impactos da deficiéncia hidrica na produtividade, particularmente em
determinados locais de plantio sujeitos a flutuagdes frequentes na disponibilidade
hidrica (TARDIEU et al., 2018). Diante das mudancgas climaticas globais, incluindo
temperaturas cada vez mais elevadas, derretimento das reservas de gelo, aumento
no nivel dos mares, os eventos de seca ou inexisténcia de periodos chuvosos em
algumas regides sdo os que mais preocupam a agricultura em geral (LIMA et al.,
2021). Registre-se, ainda, que as mudangas climaticas globais aumentam a
frequéncia com que condigdes de seca severa vem sendo estabelecidas em regides
agricultaveis (BASU et al., 2016). Assim, déficit hidrico tornou-se o fator ambiental
mais prejudicial a produtividade vegetal, podendo afetar tanto cultivos comerciais
quanto vegetagdes nativas.

Periodos de seca alteram processos fisiolégicos e isso pode refletir em
consequéncias negativas no crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia das
plantas. Dentre os varios processos bioquimicos afetados pelo déficit hidrico, a
diminuicao da fotossintese (SPERLICH et al., 2016 ), mudancgas em relagdes hidricas
(YOUSFI et al., 2016), reducao da divisdo e expansao celular (CLAUW et al., 2016),
sintese de acido abscisico (ABA) (DU et al., 2018;) e acumulo e particdo de agucares
(SRIVASTAVA et al.,, 2017) desempenham, em conjunto ou isoladamente, papel
fundamental na redugao da produtividade. Nao obstante, ao longo da evolugao as

plantas desenvolveram mecanismos de driblar a dificuldade de encontrar agua
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disponivel para sua absorcdo, desenvolvendo assim distintas formas de tolerar
periodos de limitacdo hidrica. Esta capacidade pode derivar tanto da adaptacgao
quanto da aclimatacdo a condicdo estressante. Ambos os termos indicam um
aumento na tolerancia embora a diferenca esteja na causa do aumento da toleréncia.
Assim, aclimatacdo sugere que um estresse anterior e de curto prazo causou
determinada alteragdo, enquanto que adaptacdo a tolerancia € determinada por
alteragdes no genoma e deriva de processos de selecdo que ocorreram ao longo de
geracoes (LOMBARDINI e ROSSI, 2019).

No que diz respeito ao melhoramento de plantas, existe a constante busca por
uma cultura agricola geneticamente melhorada que seja capaz tanto de atender
necessidades de alta produgdo como também apresente alta tolerancia as
adversidades ambientais a periodos de limitacdo hidrica. Neste contexto, a busca por
culturas agricolas otimizadas tanto para produtividade como para resisténcia a
periodos maiores de limitagao hidrica tem se tornado foco importante de pesquisas
(NOWICKA et al., 2018).

A domesticacao “de novo” com o uso de espécies silvestres ou n&o
domesticadas tém sido utilizada para desenvolver culturas agricolas com maior
toleréncia a estresses em geral (GASPARINI et al., 2021). Desta forma, Solanum
sessiliflorum, popularmente conhecida como cubiu, atrai grande interesse na busca
pelo entendimento do seu comportamento frente a imposicao de adversidades. Trata-
se de uma planta pertencente a familia Solanaceae, que possui sistema radicular
muito bem desenvolvido e robusto, folhas grandes e floragdo entre o quarto e quinto
més apds germinagao (SILVA FILHO et al, 2013). Adicionalmente, cubiu possui base
genética ampla e apresenta frutos com caracteristicas nutracéuticas de interesse ao
mercado. Registre-se, ainda, que por se tratar de uma espécie pouco estudada cujo
comportamento ecofisiolégico segue sobremodo desconhecido e, portanto, estudos
envolvendo essa espécie apresentam-se como uma excelente oportunidade para
obtencao de dados que possam ajudar a solucionar problemas futuros na agricultura,
tanto na utilizacdo do proprio cubiu como na utilizacdo e transferéncia de suas
caracteristicas para outras espécies de interesse (e.g., tomate - S. lycopersicum).

Em cubiu, suas etnovariedades (Etn), como s&o conhecidas, apresentam
caracteristicas morfolégicas que as diferenciam desde formato do fruto até arquitetura

da planta. De modo geral, S. sessiliflorum é uma planta herbacea, um arbusto semi-
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lenhoso que pode atingir 2 dois metros de altura em espagos abertos (DUARTE,
2011), de alta ocorréncia na regido da América do Sul e que apresenta potencial para
introdugdo na agricultura (VARGAS-MUNOS e KUROZAWA, 2020) com boa
adaptag¢ao em clima quente e umido com temperaturas e torno de 18°C a 30°C e em
solos acidos de baixa fertilidade ou também em alcalinos de alta fertilidade (PIRES et
al, 2006). O florescimento geralmente perdura por quase a totalidade do ano,
indicando que nao interferéncia da duragéo do dia (DUARTE E PAULL, 2015) e, uma
vez iniciada a floragdo, a mesma se mantem durante toda a vida da planta embora
com intensidades diferentes. Seu inicio da-se apds o quarto més apds a germinagao
(SILVA FILHO, 2005), a colheita apds 6 a 8 meses em condi¢gdes de campo sendo
que o tempo entre a antese e a maturagao leva em torno de 100 dias (DUARTE E
PAULL, 2015).

Nativa da bacia amazobnica, esta espécie € também conhecida por diversos
nomes populares, incluindo cocona, tomate de indio, ou tomate péssego. Seu fruto,
semelhante ao tomate, € indicado para a alimentacdo humana, sendo considerado de
boa qualidade nutricional por conter quantidades consideraveis de nutrientes como
fibras, proteinas, minerais e compostos antioxidantes naturais como os carotenoides
(SERENO et al., 2018). Ademais, dentre seus ativos ja caracterizados encontram-se
calcio, ferro, fésforo, magnésio, potassio, zinco e vitamina C (PIRES et al, 2006). Seus
frutos podem ser consumidos tanto in natura quanto em formas processadas como
geleias, doces, molhos, sucos e outros (MORENO et al., 2015).

Trata-se de uma planta cujo a polinizagdo majoritaria € autdgama no entanto
a alogamia ocorre com frequéncia (PAIVA, 1999), sendo uma planta dipléide (2n) com
24 cromossomos (BRUCHER 1968). Sua selegao e domesticagao ocorreu através de
selecao de caracteristicas ligadas ao fruto como: frutos maiores, melhor sabor e
também caracteristicas ligadas a planta como um todo como: resisténcia a
nematoides e plantas sem espinhos (DUARTE E PAULL, 2015). Neste contexto, seria
sobremodo interessante para a agricultura que se aprofundasse o conhecimento
sobre S. sessiliflorum com o intuito de explorar seu potencial e, talvez, aplicar o
conhecimento obtido em demais culturas de interesse econébmico. Com efeito, isso
culminaria em plantas mais produtivas e menor custo de producéo.

Portanto, para verificar se as plantas de cubiu toleram situagdes de limitada

disponibilidade hidrica e entender os mecanismos envolvidos em uma eventual
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tolerancia a seca, o presente trabalho teve por objetivo investigar a influéncia da
reduzida disponibilidade hidrica em parametros bioquimicos e ecofisiolégicos em
plantas de cubiu (S. sessiliflorum). Para tanto, trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila a, perfil metabdlico bem como possiveis indicadores de tolerancia de S.
sessiliflorum ao déficit hidrico foram determinados, tanto em periodo de limitacéo
hidrica como também em reidratacdo. Os resultados obtidos indicam que houve
interferéncia da limitagdo hidrica nos paréametros avaliados, que podem ser
observados como prevengéao a perda de agua pela diminuigdo de transpiragdo, menor
acumulo de massa devido a menor assimilagao de COz, aliado a ajustes metabdlicos
envolvendo a mobilizagdo de energia e funcionamento de processos fotoquimicos
como protecdo a danos oxidativos aos fotossistemas. Tomados em conjuntos, os
resultados alcangados iniciam o entendimento dos mecanismos utilizados por plantas
de cubiu para suportar periodos secos e que tais mecanismos podem trazer grandes

conhecimentos futuros com abordagens cada vez mais especificas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condigoes de cultivo

O experimento foi conduzido em Vigosa (20°45’S, 42°54’W, 650 m altitude),
Minas Gerais, Brasil. A espécie S. sessiliflorum D. Etnovariedade 1 (Etn 1) foi
propagada através de sementes gentilmente cedidas pelo pesquisador do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA) Danilo Fernandes Silva Filho. As
sementes foram germinadas em sementeiras e transplantadas para vasos com
capacidade para 5,5 litros aos 11 dias apds a germinagao em substrato comercial
Tropstrato HT®, adequado para o cultivo de solanaceaes com adubagéo de 10 gramas
de N-P-K 10-10-10. Até o inicio da aplicacdo do tratamento todas as plantas foram
irrigadas periodicamente formando assim plantas totalmente uniformes para a
continuidade do experimento que se iniciou aos 68 dias apés geminacado. Neste
momento, todas as plantas ja demonstravam o surgimento do nono primaérdio foliar.

Os tratamentos foram constituidos de plantas controle, com disponibilidade
hidrica constante, e plantas que passaram por um periodo de escassez hidrica, até
que recebessem novamente agua para reidratagdo, alcangando sua completa
recuperacdo. Os efeitos da limitacdo hidrica foram acompanhados pelo
monitoramento da diminuicdo da taxa fotossintética das plantas até que as plantas
tratadas apresentassem fotossintese entre 0% a 5% do valor obtido no primeiro dia
das analises para s6 entao realizar a reidratacdo das plantas e 0 acompanhamento
de suas respostas.

Amostras de tecido foliar foram coletadas ao longo do experimento sendo o
horario de coleta definido na metade do periodo luminoso do dia, na tentativa de
investigar a dindmica das alteracbes metabdlicas em plantas submetidas pela
privagdo hidrica e posterior recuperagdo. Para tanto, amostras foram coletadas
quando a fotossintese das plantas estressadas apresentavam niveis de redu¢édo na
faixa de 35%, 75% e 95% quando comparadas as plantas controle. De maneira
semelhante, os pontos de coleta apds a reidratagcdo quando as plantas apresentavam
25%, 64% e 100% da fotossintese das plantas controle. O material coletado foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C até posterior
analises. Cabe mencionar que, por se tratar de experimento de limitacado hidrica que

afeta o status hidrico da planta, as amostras foram liofilizadas antes das analises de
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quantificacdo de metabdlitos. Apds cada coleta foliar para analises metabdlicas, as
plantas foram descartadas para evitar interferéncia nos resultados, uma vez que a
cada coleta a folha e a planta sao danificadas. Assim, cada repeticdo usada para
analises metabdlicas foi composta por uma planta intacta.

2.2. Parametros morfolégicos

2.21 Teor relativo de agua

Para determinagao do status hidrico das plantas, a metodologia de Barrs e
Weatherley (1962) foi utilizada. Para tanto, foram coletados 20 discos foliares de 5 mm
de cada repeticao, repeticbes essas que sao também as que foram coletadas para
analises metabdlicas. Logo apds a coleta, foi aferido o peso dos discos em balanga
analitica obtendo assim o valor de massa fresca (MF). Em seguida, os discos foram
embebidos em agua por quatro horas para obtengdo de massa turgida (MT). Por fim,
os discos foram colocados em estufa de ventilagao forgada a 70 °C por 72 horas para
afericdo de sua massa seca (MS). Assim, o teor relativo de agua foi calculado
seguindo a seguinte equagao:

MF — MS
TRA (%) = mx 100

2.2.2 Analises biométricas

Durante todos os dias de experimento, o comprimento e a espessura do caule
foram aferidos com auxilio de régua (60 cm) e paquimetro digital afim de se observar
a dindmica de expansao e/ou paralisagao do crescimento em relacéo a falta de agua.
O comprimento do caule foi determinado do solo até apice caulinar. Ao final do
experimento, as plantas foram seccionadas em caule, folhas e raiz e suas massas
frescas obtidas. Apds, as partes secionadas passaram por estufa de circulacéo de ar
forgcada a 70 °C até atingirem massa constante e assim obtido a massa seca de cada
parte da planta.

A area foliar foi, também, determinada através de fotografias usando o
software ImageJ (SCHNEIDER et al., 2012).

2.3. Parametros de fluorescéncia e trocas gasosas
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A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada utilizando-se o “Photosynthesis Yield
Analyzer” (MINI-PAM, Walz) para parametros realizados na auséncia de luz e um
analisador de gases a infravermelho (Li 6400XT, Li-Cor, Lincoln, EUA) para avaliagéao
tanto de parametros na presenga de luz quanto de trocas gasosas. Apos as plantas
serem adaptados ao escuro, por no minimo 30 minutos, tecidos foliares foram
inicialmente expostos a um fraco pulso de luz vermelho-distante (0,03 ymol m=2s)
para a determinagdo da fluorescéncia inicial (Fo). Em seguida, um pulso de luz
saturante, com irradiancia de 1000 umol fétons m=2s-', foi aplicado para estimar-se a
fluorescéncia maxima emitida (Fm). Em adigéo, a eficiéncia fotoquimica maxima do
PSII (Fv/Fm), o rendimento quantico do transporte de elétrons (®psi), a eficiéncia de
captura de energia de excitagédo pelos centros de reagao abertos do PSII (Fv/Fm’), 0s
coeficientes de extingdo fotoquimica (qL) e nao-fotoquimica (NPQ) e a taxa de
transporte de elétrons (ETR) foram estimados (DAMATTA et al., 2002; LIMA et al.,
2002; BAKER, 2008; MURCHIE e LAWSON, 2013).

A taxa fotossintética liquida (An), concentragdo interna de CO2 (C) e
condutancia estomatica (gs) foram analisadas diariamente, de forma pontual,
utilizando-se 0 mesmo analisador de gases acima mencionado e configurado para luz
saturante (1000 pmol fétons m=2 s') com 90% de luz vermelha e 10% de luz azul e
concentracao referéncia de CO2 em 400 ppm. As respostas de A a concentragao
interna de CO2 (curva A/C;) foram determinadas a 1000 pumol fétons m2s-', um valor
saturante, mas nao fotoinibitério, variando-se a concentragdo de CO2 ambiente (Ca)
de 50 a 1600umol mol-'.

2.4. Avaliagao dos metabdlitos primarios

Para analises de metabdlitos foram coletados fragmentos foliares
pertencentes a sexta folha, emitida pela planta durante seu desenvolvimento, de
plantas intactas em fungéo da redugao da taxa fotossintética, pardmetro este utilizado
como referéncia para realizagdo da coleta. Cada amostra foi composta por cinco
repeticoes técnicas formadas a partir de trés plantas. Ao inicio do experimento, foram
coletadas as amostras do status metabdlico sem interferéncia da deficiéncia hidrica,
e a medida que o déficit hidrico foi avangando, novas amostras foram coletadas de
acordo com o parametro fotossintético apresentado pelas plantas. Amostras foram

entao coletadas em plantas cuja valor de A representava 100% de fotossintese; entre
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70% e 60% da fotossintese; entre 30% e 20% da fotossintese; 0% e 5% da
fotossintese, valores obtidos ao longo da limitagdo hidrica. Ao atingir parametros
fotossintéticos muito baixos as plantas foram reidratadas para avaliar sua performance
quanto ao seu potencial de se recuperar das condigdes extremas a qual estavam
expostas. Desta forma, novas amostras foram coletadas um dia apds sua reidratacao
e outras até que a taxa fotossintética retornasse a valores iniciais (antes da imposigao
do estresse). Tais amostras foram coletadas e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e acondicionadas em ultrafreezer. Posteriormente, essas amostras
foram liofilizadas e em seguida maceradas em moinho de bolas para as analises
metabdlicas.

O material foi submetido a extragdo metandlica para obtencdo das fragdes
soluveis e insoluveis para posterior analise dos metabdlitos primarios (adaptado de
LISEC et al, 2006). Metanol 100% foi adicionado a aproximadamente 10 mg de
material liofilizado seguido de agitagédo vigorosa e, posteriormente, levado a agitagao
por 20 minutos em 80 °C. Feito isso, o extrato foi submetido a centrifugagédo a 9500 g
em 4 °C por 10 minutos. Uma parte da fragéo soluvel foi entdo destinada a analise de
clorofilas a, b, e carotenoides (PORRA et al., 1989). O restante do sobrenadante foi
recolhido e adicionado cloroférmio 100% e ao fim de mais uma etapa de centrifugagao
o sobrenadante foi recolhido para analises de glicose, frutose, sacarose (FERNIE et
al., 2001), aminoacidos totais (CROSS et al., 2006), fendis totais, malato (NUNES-
NESI at al., 2007) e o pellet foi usado para quantificacdo de proteinas soluveis totais
(BRADFORD et al., 1976) e amido (FERNIE et al., 2001).

2.5. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo
Teste t de Student a 5%, 1% e 0.1% de significancia (*<0.05, **<0.01, ***<0.001) com
a utilizacao do software R Studio. Para fins de comparacgao, o teste sempre comparou
plantas plenamente hidratadas com as plantas em limitagdo hidrica ou reidratadas.
Cada comparacao feita para o dia do tratamento em questao, tendo-se assim dados
independentes, o que possibilita a utilizagcdo do teste. As analises ecofisioldgicas
foram realizadas com seis repeticdes para cada tratamento ao passo que as analises

de metabolismo utilizaram cinco repeti¢oes.
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3. RESULTADOS

3.1. Anadlises fenotipicas e biométricas

O status hidrico das plantas de S. sessiliflorum foi acompanhado ao longo do
periodo de privagao hidrica pela determinagcédo do teor relativo de agua (TRA). Foi
possivel observar que, ao longo de 9 dias sob limitagdo hidrica, as plantas de S.
sessiliflorum tiveram seu status hidrico foliar severamente afetados, alcancando
valores inferiores a 50% (Figura 1). Em adi¢cdo, um dia apds a disponibilidade de agua
ser restaurada, as plantas restabeleceram o status hidrico foliar similar ao observado
em plantas controle (Figura 1). Ao quarto dia apds a imposi¢ao da limitagao hidrica foi
possivel observar uma redugao consideravel no TRA em que as plantas em estresse
apresentavam 73% TRA em comparagao com plantas controle com 88% TRA (Figura
1). Ao nono dia, a diferenca entre as médias foi ainda maior, com a maior restricdo
hidrica sendo observado TRA igual a 43%. Neste mesmo dia, a recuperagdo pés
estresse foi realizada pela adigdo de agua no substrato das plantas. A partir deste
momento, o TRA das plantas reidratadas elevou rapidamente alcancando valores
proximos a 82% TRA sem mais diferengas entre as plantas que permaneceram em

plena disponibilidade hidrica (Figura 1).
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Figura 1 - Variacao no teor relativo de agua (TRA) em plantas de Solanum sessiliflorum Etn1
submetidas a limitagao hidrica. Plantas foram submetidas a limitagcio hidrica por nove dias e,
em seguida, foram submetidas a reidratagdo durante cinco dias adicionais. Os valores sao
apresentados como média + erro padrao (n= 5). Asteriscos indicam diferencas significativas
(** =0.01; ***< 0.001) pelo teste t comparando com as plantas mantidas hidratadas.

A partir do quarto dia, as plantas sob limitacdo hidrica apresentaram murcha
severa, efeito este revertido logo apds a reidratacéo (Figura 2). De maneira geral, foi
possivel notar que a murcha foliar foi marcante do quarto ao nono dia de experimento,
afetando inclusive o aspecto visual das plantas (Figura 2B). Ja do décimo dia em
diante, em funcao da reidratacido, o aspecto de murcha foliar ndo foi mais aparente.
Ao final do experimento (décimo quarto dia) foi possivel notar também que plantas
que passaram por limitagao hidrica (Figura 2B) apresentaram menor tamanho quando
comparadas as plantas controle (Figura 2A).

Dentre diversos fatores afetados pela limitagdo hidrica, a expanséo e divisdo
celular certamente sofreram consequéncias como pode ser observado no fenétipo das
plantas em resposta a limitagao hidrica nas avaliacbes dos parametros biométricos
(Figura 3). Com efeito, a partir de avaliagbes morfologicas e biométricas, ficam
evidente as diferengas entre os tratamentos, considerando que, ao inicio do
experimento todas as repeticbes usadas, eram bastante homogéneas.
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Figura 2 — Figuras representativas de plantas de Solanum sessiliflorum Etn1 submetidas a
privacdo hidrica seguida de reidratagao. (A) Crescimento e morfologia de plantas mantidas
em condi¢des controle (plena disponibilidade hidrica no solo), durante o periodo de analises.
(B) Crescimento e morfologia de plantas mantidas sob limitagéo hidrica durante nove dias.
Apos analises e coletas houve reidratacao com rapida resposta das plantas. Ao décimo dia ja
nao era possivel observar aspectos de murcha nas plantas embora o crescimento tenha sido
comprometido.

Em consonancia com a diminuigdo no crescimento, massas (fresca e seca),
area foliar e crescimento do caule foram também afetados (Figura 3). Cabe mencionar
que tanto massa fresca quanto massa seca foram analisadas ao fim do experimento,
momento no qual as plantas foram seccionadas em folhas, caule e raiz (Figura 3A e

3B). Tanto massa fresca como seca apresentaram redugdes significativas quando



24

comparada a plantas controle, demonstrando o impacto do periodo de limitagao

hidrica no acumulo de biomassa. Em relacdo a caule e raizes, observou-se também

reducdes significativas em plantas submetidas a limitagdo hidrica (Figura 3A e 3B).
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Figura 3 - Variacdo em parametros biométricos em plantas de Solanum sessiliflorum Etn1
submetidas a privagao hidrica seguida de reidratagéo. (A) massa fresca; (B) massa seca; (C)
area foliar; (D) altura do caule; (E) espessura do caule. Os valores sao apresentados como
meédia * erro padrao de seis plantas. Asteriscos indicam diferencga significativa (** < 0.01; ***<
0.001) pelo teste t comparando plantas hidratadas com plantas que passaram por limitagéo
hidrica de nove dias e receberam agua novamente por cinco dias.
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Todas as plantas controle apresentaram o mesmo numero (onze) de folhas
por planta (Figura 4A), ao passo que em plantas que passaram por limitacdo hidrica
e reidratagdo cada planta esse total foi de dez folhas (Figura 4B). Visivelmente, as
folhas de plantas controle possuiam maior tamanho. Isso foi comprovado através da
area foliar total, significativamente menor em plantas em condigbes de limitagcao
hidrica e posterior recuperagéao (Figura 3C).

O crescimento do caule foi também afetado devido a limitag&o hidrica, como
demonstrado pela manutengdo da altura e espessura do caule praticamente
estagnados durante esse periodo (Figura 3D e 3E). Todavia, diferencas estatisticas
foram observadas somente ao nono dia. A reidratacdo das plantas resultou em
resposta positiva e o caule voltou a se expandir. No entanto, o periodo de avaliagcao
da reidratagcdo nao foi suficiente para que os valores se assemelhassem aos

observados em plantas controle (Figura 3D e 3E).

Figura 4 - Imagens representativas de folhas de Solanum sessiliflorum Etn1submetidas a
privagao hidrica seguida de reidratagdo. (A) condigées controle; (B) mantida durante nove
dias em limitac&o hidrica e reidratada por cinco dias. Numeracéao indica a ordem de emissao
das folhas. Seta indica folha utilizada para analises e coletas.
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3.2. Avaliagoes fotoquimicas e de trocas gasosas

Ao investigar a flutuagdo nos parametros fotoquimicos durante o periodo de
analises em fungao dos tratamentos aplicados observou-se pequenas alteragbes nos
dias iniciais de limitacdo hidrica e, assim, menor média foi obtida no nono dia de
limitagdo, para a maxima eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm), que trata da maxima
eficiéncia deste fotossistema em absorver luz e utiliza-la para redugdo da quinona A
(Qa) na cadeia de transporte de elétrons entre os fotossistemas. No entanto, com a
reidratacdo, esse parametro respondeu positivamente alcangando valores similares
entre tratamentos ao fim do experimento (Figura 5A). Por outro lado, F//Fm', que
fornece uma estimativa da eficiéncia maxima do PSIlI para o fluxo de foétons
fotossinteticamente ativos em centros de reagbes do PSII abertos, ou seja, Qa
oxidada, foi mais alterado em funcdo do avanco da limitagdo hidrica com retorno a
valores semelhantes a plantas controle com a reidratagao (Figura 5B).

A eficiéncia operacional do PSII (PhiPSIl/@PSIl) sofreu grande variagdo nos
dias mais criticos de limitacdo hidrica. No entanto, o reestabelecimento a valores
iniciais foi alcangado apds reidratagéo (Figura 5D), indicando a ndo ocorréncia de
danos, ou pelo menos, a auséncia de danos irreversiveis nas estruturas do PSll e seu
fluxo de elétrons. Um fator adicional que corrobora com isso é a variagao similar
observada para taxa de transporte de elétrons ao longo do experimento (Figura 5C),
indicando que, embora o transporte de elétrons tenha sido afetado, o0 mesmo foi
reestabelecido a medida em que houve a recuperacdo da eficiéncia do PSIl em
absorver luz.

Em relagao as taxas de extingdo de energia de excitagdo das clorofilas, cabe
ressaltar que tais extingbes podem ocorrer em menor ou maior proporgao trabalhando
de maneira concorrente, alimentando o fluxo fotoquimico e/ou como protecéo para o
PSII em caso de absorgao de energia excessiva. Com efeito, estas taxas reagiram de
maneira esperada a limitacdo hidrica. Neste contexto, foi possivel observar que, a
partir do quarto dia de limitagdo hidrica, a extingdo n&o fotoquimica da energia de
excitagdo das clorofilas na forma de calor ndo € capaz de suportar a carga de trabalho
e, entdo, esse mecanismo de protecdo do aparato fotossintético entra em acéao
dissipando o excesso de energia luminosa absorvida na forma de calor (Figura 5E). O

inverso aconteceu com qL (Figura 5F), ja que este trata da extingdo fotoquimica da
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energia. A partir do segundo dia de limitagcdo hidrica essa rota sofreu redugdes
chegando ao seu minimo de operagao ao nono dia de limitagdo hidrica e retornando

a sua atividade maxima ao quinto dia de reidratagao.
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Figura 5 - Variagao em parametros fotoquimicos em Solanum sessiliflorum submetidas a
privacgéo hidrica seguida de reidratacéo. (A) F/Fn; (B) F\W/F'm; (C) ETR; (D) PhiPSII; (E) NPQ;
(F) qL. Os valores sao apresentados como média + erro padrao de seis repeticoes biologicas.
Os asteriscos indicam diferenga significativa (*<0.5; ** < 0.01; ***< 0.001) pelo Teste t
comparando plantas hidratadas e plantas com limitac&do hidrica e posterior reidratacao..

Em fungdo da importancia da taxa fotossintética para um adequado
crescimento e desenvolvimento vegetal, os parametros de trocas gasosas foram

avaliados. A fotossintese liquida (An), variavel de referéncia para coletas para analises
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metabdlicas, sofreu redugdes significativas com a limitagdo hidrica (Figura 6A). Tal
parametro foi reduzido gradativamente ao passo que a o TRA era cada vez menor,
chegando ao seu valor critico (~ zero) no nono dia de analise (Figura 6A). Neste ponto,
com An ~ 0, a extensdo da limitagdo hidrica por periodo maior ndo seria uma
alternativa adequada pois, com a fotossintese liquida atingindo valores negativos,
significaria a perda de carbono ja fixado, o que ocasionaria cenarios muito
desfavoraveis a retomada do crescimento apds a reidratagdo. Por isso, logo apds a
afericdo desse parametro ao nono dia houve a reidratagao

Ao décimo dia de experimento (primeiro dia de reidratagdo), An apresentou os
primeiros sinais de recuperacao alcangando 35% do valor inicial, percentual esse que
continuou aumentando em funcao do tempo. Ao quinto dia apds reidratagdo ndo mais
se observaram diferengas entre os tratamentos, indicando assim sua completa
retomada.

A condutancia estomatica (gs) respondeu de maneira similar a An, 0 que é
compreensivel, em fungcédo da necessaria entrada de COz2 pelo poro estomatico (figura
6B). Assim, gs respondeu a falta de agua no solo, mantendo-se cada vez menor e
diminuindo a medida que a limitagdo hidrica aumentava. Tal caracteristica pode estar
aparentemente ligada a prevengao da planta contra a falta de agua. Registre-se,
também, que, assim como houve diminuigdo ao longo da limitagdo hidrica, houve
também a retomada ao longo da reidratacgao.

A concentracao interna de CO2 (Ci) foi significativamente reduzida ao longo
da limitagdo hidrica, diferenca essa presente durante o restante do experimento
(Figura 6C). Com efeito, Ci ndo se reestabeleceu apos a retomada da irrigagdo, como

observado em relagao aos demais parametros analisados anteriormente.
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Figura 6 - Variagdo nos parémetros de trocas gasosas em Solanum sessiliflorum Etn 1
submetidas a privacdo hidrica seguida de reidratacdo. (A) Fotossintese liquida (An); (B)
condutancia estomatica (gs); (C) concentragdo interna de CO; (Ci).Valores foram obtidos em
resposta a limitagdo hidrica durante nove dias e posterior reidratagdo por cinco dias. Os

valores sao apresentados como média + erro padrao de seis repeticdes. Os asteriscos indicam

diferencga significativa (*<0.5; **<0.01; ***<0.001) pelo Teste t comparando plantas controle
com tratamentos.
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Com o intuito de se caracterizar fotossinteticamente os impactos da limitagcéao
hidrica em cubiu investigaram-se a resposta da An a concentragéo interna de COz2
(curvas An/Ci). Os dados de curvas An/Ci foram obtidos antes da aplicagdo do
estresse, ao fim do ciclo de limitagédo hidrica e ao final do experimento apds as plantas
serem reidratas afim de avaliar, em momentos distintos, os impactos da limitagao
hidrica em cubiu (Figura 7). As curvas AN/Ci apresentaram comportamento muito
semelhante, independente da disponibilidade hidrica, tendo na fase inicial uma
inclinagdo bem acentuada e, na porcao final, onde as limitagbes sao devidas a taxa
de transporte de elétrons e pelo uso das trioses fosfato, as mesmas foram
relativamente atenuadas (Figura 7). Foi possivel observar que a An responde a
incrementos em Ci de forma acentuada, alcangando valores de 35 pmol CO2m2s' e
logo apds uma leve queda com o aumento de Ci. Ao fim do ciclo de limitagc&o hidrica,
nota-se o aumento da An como ja havia ocorrido (Figura 6); no entanto, An alcancga
valores de 41 ymol CO2 m? s e mantem-se estabilizada, mesmo com aumento de
Ci. Por outro lado, em resposta a limitacao hidrica menor An foram observadas. Ao
final do experimento, ou seja, plantas recuperadas da limitagdo hidrica a qual tinham
sido expostas, foi possivel observar que houve recuperagao de An com 0 aumento em
Ci, alcangando valores semelhantes entre os tratamentos, sendo que An satura em 46
umol CO2 m2 s'com Ci em 750 umol mol -'em plantas controle e em 41 ymol CO2 m-
257 com Ci em 600 ymol mol -' nas plantas que passaram pela recuperagao apoés
limitac&o hidrica.

E perceptivel que, em fungdo do seu crescimento e desenvolvimento, as
plantas controle saturavam-se a concentragdes de Ci cada vez menores (Figura 7A,
1400 ymol mol -'; Figura 7B, 1100 umol mol -'; Figura 7C,900 umol mol -'). Registre-
se também que com Ci entre 700 umol mol - a An atinge sua maxima taxa e valores

acima disso ndo causam beneficios a An, mas sim potencialmente sua diminuigao.
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Figura 7 - Curvas de resposta da fotossintese liquida (An) a concentragao subestomatica de
CO;z (Ci) em Solanum sessiliflorum submetidas a privagao hidrica seguida de reidratagao.
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experimento, ou seja, dia 0 (A); Fim do ciclo de limitagéo hidrica (B); Plantas apés 6 dias de
reidratacao (circulo aberto) (C).
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3.3. Determinacgao de pigmentos

Buscando-se investigar as alteracbes metabdlicas causadas pela limitagao
hidrica, produtos do metabolismo primario (e.g. pigmentos, carboidratos,
proteinas/aminoacidos) foram mensurados. Tanto clorofila a e clorofila b como
carotenoides foram significantemente menores em plantas estressadas ao nono dia
de tratamento. No entanto, ao quinto dia de reidratagdo, as plantas reidratadas
apresentaram maiores conteudos destes pigmentos em comparagao com as plantas
controle (Figura 8). Registre-se também que independente dessas variagdes, ndo se

observaram variagdes na razao entre clorofila a e clorofila b (Figura 8E).
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Figura 8 - Variacao no conteudo de pigmentos em Solanum sessiliflorum Etn1 submetidas a
privagao hidrica seguida de reidratacao. (A) Clorcfila a; (B) Clorofila b; (C) Clorofila total (a+b);
(D) Carotenoides; (E) razao clorofila a/b. Os valores sao apresentados como média * erro
padrao de cinco repeticées. Os asteriscos indicam diferenga significativa (*<0.5; **<0.01;
***<0.001) pelo Teste t comparando plantas hidratadas com plantas que passaram por
limitacdo hidrica de nove dias e receberam agua novamente por cinco dias.

3.4. Anadlises bioquimicas

A concentracao de glicose foi maior em plantas que passaram pela limitagao
hidrica e continuou assim mesmo apods a reidratacdo, observando um elevado
aumento na concentragdo de glicose nas plantas controle no ultimo dia de analises
ultrapassando, pela primeira vez, valores observados em plantas apods a reidratagéo
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(Figura 9A). Os niveis de frutose foram significativamente maiores em plantas
submetidas a limitagao hidrica apenas do segundo ao nono dia de limitagao hidrica,
sendo similar entre plantas controle e apos a reidratagao (Figura 9B).

Os niveis de sacarose sofreram pequena variagao ao longo do experimento
(Figura 9C); por outro lado, os niveis de amido foram drasticamente reduzidos em
funcdo do avango da limitagdo hidrica; apesar disso, a reidratagdo culminou em

aumentos consideraveis nos niveis de sacarose (Figura 9D).
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Figura 9 — Niveis foliares de carboidratos ao meio do dia em plantas de Solanum sessiliflorum
Etn1 submetidas a privacdo hidrica seguida de reidratacdo. (A) Glicose; (B) frutose; (C)
sacarose e (D) amido. Os valores sdo apresentados como média * erro padrdo de cinco
repeticdes. Os asteriscos indicam diferenga significativa (*<0.5; **<0.01) pelo feste t
comparando plantas hidratadas (controle) com plantas que passaram por limitagao hidrica de
nove dias e receberam agua novamente por cinco dias.

No que se refere ao conteudo de aminoacidos, ndo foram observadas
diferencgas significativas entre os tratamentos durante todo o periodo de analises, seja
em limitagao hidrica ou reidratagao (Figura 10A). Em relagao ao nivel de proteinas,
diferengas somente foram observadas em dois momentos (Figura 10B). Plantas aos
nove dias sob limitagao hidrica apresentaram reduzido conteudo de proteinas quando

comparadas as plantas controle, enquanto apds quatro dias de reidratagao, estas
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apresentaram conteudo superior as plantas controle. Ja os niveis de malato
apresentaram variagdes significantes em apenas trés dias do experimento,
apresentando elevado conteudo no quarto dia de limitagao hidrica e também ao quarto

e quinto dias de reidratac&o (Figura 10C).
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Figura 10 — Niveis foliares de metabdlitos em plantas Solanum sessiliflorum Etn1 durante o
periodo de privacao hidrica e reidratacdo. (A) niveis de aminoacidos, (B) proteinas e (C)
malato. Os valores sdo apresentados como média + erro padrao de cinco repeticdes. Os
asteriscos indicam diferenga significativa (*<0.5; **<0.01) pelo teste t comparando plantas
hidratadas (controle) com plantas que passaram por limitacdo hidrica de nove dias e
receberam agua novamente por cinco dias.

Os fendis totais, geralmente produzidos em respostas as pressdes ecologicas,
sofreram pequena variagdo com a limitacdo hidrica, tendo apresentado um

significativo incremento no dia mais severo de limitagdo hidrica (Figura 11),

incremento este que foi em torno de 50% do apresentada pelas plantas controle.
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Figura 11 — Variagéo nos niveis foliares de fendis totais em plantas de Solanum sessiliflorum
Etn1 durante o periodo de privagao hidrica e reidratagdo. Os valores sdo apresentados como
meédia * erro padrao de cinco repeti¢gdes. O asterisco indica diferenca significativa (**<0.01)
pelo teste t comparando plantas hidratadas (controle) com plantas que passaram por limitagao
hidrica de nove dias e receberam agua novamente por cinco dias.



37

4. DISCUSSAO

4.1. A limitagao hidrica impds efeitos negativos a assimilagao de CO2
refletindo em menor acumulo de biomassa

A limitag&o hidrica ou a manipulacao da disponibilidade hidrica de uma planta
culminam em respostas diversas que estéo ligadas aos processos bioldgicos naturais,
caracterizando-se assim como fator de estresse multidimensional (LISAR et al., 2012).
Com efeito, as respostas aqui obtidas reforcam a complexidade na avaliagdo que tal
estresse impde. Plantas de S. sessiliflorum submetidas a limitagdo hidrica
apresentaram redugdes diarias em An (Figura 6A) em consonancia com redugdes do
TRA (Figura 1) até que valores minimos extremos (An ~ 0) fossem observados aos
nove dias de restricdo hidrica e a reidratagdo fosse entdo realizada. Em estudo
semelhante utilizando S. lycopersicum, plantas da cultivar M82 suportaram a limitagéo
hidrica por oito dias alcancando valores de A proximo a zero e, apds reidratacao,
levaram cinco dias para reestabelecimento (OMENA-GARCIA et al., 2018), como aqui
observado. Tais resultados reforgcam a ideia que cubiu, espécie silvestre e pouco ou
nada melhorada, possa ser utilizada na transferéncia de suas caracteristicas para
outras espécies de interesse, incluindo o tomateiro.

A reducdo em An esta, possivelmente, associada as redugdes observada
também em gs (Figura 6B), uma vez que quanto menor o influxo de CO2 menor a
quantidade de substrato disponivel para RuBisCO. Mecanismos de sinalizagao
envolvendo hormdnio vegetal, mais especificamente relacionados ao ABA, atuam na
percepcao de falta de agua no solo, através do sistema radicular, e sinalizam os
movimentos estomaticos, induzindo seu fechamento em cenarios desfavoraveis
(TOMBESI et al., 2015; KUROMORI et al., 2018). Tal caracteristica pode estar ligada
também a respostas das plantas para tolerar curtos periodos de limitacdo hidrica
(LOMBARDINI e ROSSI, 2019). Cabe mencionar também que a quantidade de
enzima RuBisCO presente nos cloroplastos sofre grande diminuigdo sob condigbes
de escassez hidrica, sendo considerado um dos componentes criticos que influencia
a fisiologia das plantas em limitacdo hidrica (LISAR et al., 2012). E plausivel sugerir,
portanto, que flutuagdes nos niveis de RuBisCO possam explicar, a0 menos
parcialmente, a menor capacidade de fixagdo do CO2 observada em S. sessiliflorum

apos a limitacado hidrica. Isto ponto, deve-se ter em mente também que os valores
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maximos de gs observados em S. sessiliflorum foram de 0,22 mol H20 m' s*! ao passo
que resultados encontrados para S. lycopersicum indicam valores proximos (0,15 e
0.27 mol H20 m™' s”' (MARTINS et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2021). Em adigéo,
valores maximos observados para An em condigcdes de CO2 ambiente foram de 23
umol CO2 m? s' em S. sessiliflorum, ao passo que em S. lycopersicum foram
reportados valores de 12 ymol CO2 m? s' (MARTINS et al., 2018) e 22,5 pmol CO2
m2 s (NASCIMENTO et al., 2021). Tomados em conjunto, esses resultados indicam
que, a despeito das diferencas morfoanatbmicas, em condicbes O6timas, S.
lycopersicum e S. sessiliflorum apresentam comportamento relativamente similar do
seu aparato fotossintético.

A seca é um fator limitante a produgéo vegetal (BASU et al., 2016) e, conforme
ja mencionado, ha redugdo em processos metabdlicos essenciais para o
desenvolvimento. Aqui, foi observado que a limitacao hidrica afetou o acumulo de
biomassa em S. sessiliflorum. Ao longo do experimento foi possivel perceber um
crescimento diferencial entre plantas controle e em limitagéo hidrica (Figura 2) e, ao
final do experimento, diferencas significativas entre massa fresca e seca das plantas
(Figura 3A, B), assim como reducgao da area foliar foram observadas (Figura 3C). A
restricdo hidrica afeta diretamente o metabolismo de carboidratos (MARTINS et al.,
2018) bem como a divisao e expansao celular (CLAUW et al., 2016). A baixa entrada
de COz2 devido ao fechamento estomatico afeta grandemente a fixagdo de carbono
(FLEXAS et al., 2006) restringindo diretamente o desenvolvimento vegetal e acumulo
de biomassa. Neste contexto, observou-se que menores taxas de crescimento estao
associadas a limitagbes as taxas fotossintéticas, em especial as bioquimicas e
estomaticas, sugerindo que tais mecanismos sejam, possivelmente, os principais
responsaveis pela redugdo no padrdo de crescimento observado em resposta a

flutuagdes na disponibilidade hidrica.

4.2. A limitagao hidrica promove desequilibrios entre a captagao da luz e sua
utilizagao em S. sessiliflorum

O desbalango entre a geracéo e a utilizagdo de elétrons pode culminar na
formacdo de EROs culminando em graves problemas a integridade de estruturas
celulares como proteinas e membranas, podendo danificar até mesmo a estruturas do

DNA (LISAR et al., 2012). EROs podem ser geradas em funcdo de desbalango no
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comportamento dos parametros relacionados a eficiéncia fotoquimica do PSII. Assim,
a perda da eficiéncia tanto em parametros analisados sob luz (F./Fn’, PSIl gL ETR)
(Figura 5B, C, D) como também na auséncia de luz (F./Fm) (Figura 5A) porém com
menor intensidade neste ultimo, sugerem que, em resposta a redugdo na
disponibilidade de agua, limitagcées fotoquimicas a fotossintese possam ter ocorrido.
Apesar da queda na eficiéncia destes parametros, a reidratagao foi capaz de realizar
a retomada dos padrdes, indicando que tais limitagbes tenham ocorrido de forma
reversivel. O metabolismo antioxidante pode estar ligado a protegdo dos PSIl (FRYER
et al, 1998; REDDY et al, 2004, BAKER, 2008), a acdo do ciclo
ascorbato/dehidroascorbato (EL-BELTAGI et al., 2020) ou entdo ao sistema de
competicdo de dissipagao de energia luminosa possa ter garantido a integridade do
sistema com a extingdo nao fotoquimica (NPQ) da energia absorvida pelos complexos
antena das clorofilas (MURCHIE e LAWSON, 2013). Desta forma, a possibilidade de
formacdo de ROS nos cloroplastos ficaria diminuta como observado pela evidente
atuacdo da extingdo nao fotoquimica (Figura SE).

A limitagcao hidrica afeta, tanto em presenca quanto na auséncia de luz, o
transporte de elétrons (BAKER., 2008). Com efeito, os problemas mais graves sao
observados no complexo de evolugéo de oxigénio e na transferéncia de elétrons para
o PSI e essa menor taxa de transferéncia de elétrons afeta negativamente os
processos de fosforilagdo e diminui a sintese de ATP e redugdo de NADP* (LISAR et
al., 2012; CHERNYAD’EV, 2005). Essa menor sintese de ATP e NADPH causa um
desbalangco nas reacdes de carboxilagdo (Ciclo de Calvin-Benson) no estroma do
cloroplasto pois ha falta de ATP e NADPH produzidos pelas reacdes de fosforilacdo
do PSI e ATPase nas membranas dos tilacoides para alimentar o ciclo. Tal questao
ainda pode levar ao acumulo de ADP + Pi e NADP™* no cloroplasto gerando um grande
desbalanco nas condigcbes redox (BALSERA, et al., 2014). Algumas questdes como
fotoprotecao por carotenoides (LISAR et al., 2012), dissipagc&o de excesso de energia
quimica (MURCHIE e LAWSON, 2013) ou regulagéo do balango redox (BALSERA, et
al., 2014) podem ter atuado como suporte a limitagao hidrica em cubiu.

A razdo Fv/Fm (Figura 5A) em condigbes n&o estressantes apresentou valores
muitos préximos aos considerados ‘ideais’ para folhas ndo estressadas (~ 0,83)
(BJORKMAN e DEMMIG, 1987). O comportamento de alguns outros parametros
associados a eficiéncia fotoquimica (e.g. Fv'/Fm'; ETR, @PSII) (Figura 5B, C, D) foram,
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em larga extensao, similares entre S. sessiliflorum e S. lycopersicum. No entanto, qL
e NPQ apresentaram diferencgas entre essas espécies sendo que NPQ (Figura 5E) em
S. sessiliflorum controle foi de 0.05 enquanto em S. lycopersicum foi de 0.67
(NASCIMENTO et al., 2020), quase o mesmo valor obtido apds nove dias de estresse
em S. lycopersicum. Tais resultados indicam uma alta taxa de dissipagdo néao
fotoquimica em tomate, ou seja, perda de energia captada na forma de calor que
poderia ter sido utilizada na redugao da Qa e que em S. sessiliflorum tal mecanismo
ocorra de forma menos pronunciada. Em consonancia com essa hipotese observa-se
também uma maior taxa de dissipacao fotoquimica em S. sessiliflorum (gL = 0.84),
que em S. lycopersicum (gL = 0.60) (NASCIMENTO et al., 2020). Trabalhos futuros
deverdo investigar, em detalhes, como o comportamento fotoquimico em S.
sessiliflorum pode influenciar sua resposta a limitagéo hidrica.

No presente estudo, a medida que a agua foi reintroduzida em S. sessiliflorum
ocorreram decréscimos nos valores de NPQ (Figura 5E) e reestabelecimento das
condigdes normais de dissipagdo de energia nao fotoquimica ao quinto dia apos a
reidratacdo. Em relacdo a gL, o inverso aconteceu, uma vez que este parametro trata
da extingao fotoquimica da energia, mais especificamente sobre a fracdo de centros
de reagao do PSII aptos a receber elétrons (Qa oxidada) e utilizar essa energia para
continuar o processo fotoquimico (MURCHIE e LAWSON, 2013; YANG et al., 2017).
E plausivel sugerir que essa recuperacdo possa estar ligada, ao menos parcialmente,

a sintese de pigmentos (clorofilas), como aqui demonstrado (Figura 8).

4.3. Alteragoes metabdlicas frente a limitagao hidrica e reidratagcao em S.
sessiliflorum

Condicdes estressantes parecem estar ligadas a diminuicdo de atividades
enzimaticas, causando prejuizos significativos a formagédo de metabdlitos essenciais
ao desenvolvimento vegetal (DU et al., 2020). Dentre tais enzimas, a sacarose fosfato
sintase, envolvida diretamente na sintese de sacarose, pode ter sua atividade
enzimatica reduzida (LISAR et al., 2012). Com efeito, em S sessiliflorum sob limitagéo
hidrica diminuigdo da sintese de sacarose foi observada embora incremento nos
teores de sacarose no dia de estresse hidrico mais severo tenham sido observados
(Figura 9C). Esse incremento, no entanto, foi acompanhado de uma diminuigdo nos

teores de amido possivelmente ligado ao consumo de reservas para manutengao das
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concentragdes de sacarose ajustando, portanto, o fluxo de carbono (POKHILKO et al.,
2014). Registre-se, também, que o periodo de reidratagdo foi acompanhado de
aumentos nos teores de amido e sacarose (Figura 9).

Cabe mencionar também que as quantidades de sacarose encontradas em S.
lycopersicum sao bem menores que as observadas em S. sessiliflorum, tanto em
condi¢des controle como em deficiéncia hidrica. Apenas para efeitos de comparacéo,
em S. lycopersicum foram obtidas concentragdes de 40 umol g-' de sacarose em plena
disponibilidade hidrica (MARTINS et al., 2018) e 45 ymol g-' em limitagdo hidrica de
oito dias (OMENA-GARCIA et al., 2018). Para S. sessiliflorum, em condigdes controle,
a concentracao de sacarose foi de 140 umol g' e em deficiéncia hidrica de nove dias
117 umol g-'(Figura 9C). E preciso, no entanto, cautela ao realizar a associagdo entre
altas concentracdes de sacarose e baixo TRA, pois baixo TRA aumenta a viscosidade
e dificulta o transporte de assimilados pelos vasos condutores (LEMOINE et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2019)

Concentragbes de amido aqui observadas foram baixas (Figura 9D)
comparadas as encontradas em S. lycopersicum (OMENA-GARCIA et al., 2018;
MARTINS et al., 2018). Os niveis de amido diminuiram ainda mais em funcédo do
avancgo da seca apresentando retomada com a reinsergao de agua no sistema (Figura
9D). Pequeno acumulo de amido usualmente observado em plantas de rapido
crescimento, onde o carbono é rapidamente fixado em carboidratos para distribuicao
pelo floema (sacarose) e manutengdo de processos fisioldgicos (SLEWINSKI e
BRAUN, 2010; WEISE et al., 2012; LEMOINE et al., 2013). Assim, os resultados aqui
obtidos sugerem que o rapido crescimento de S. sessiliflorum possa estar relacionado
a uma alta capacidade de mobilizagdo de energia tanto em condigdes 6timas quanto
em situacdes de estresse.

Além de importante intermediario do ciclo do acido tricarboxilico, o malato
desempenha inumeras outras fungées no metabolismo vegetal e algumas delas estéo
muito relacionadas ao funcionamento da atividade fotossintética, porém em niveis
diferentes e em funcédo da espécie em apreco (FERNIE e MARTINOIA, 2009). No
cloroplasto, malato € utilizado como molécula estratégica para manuteng¢ao do estado
redox do estroma garantindo, assim, melhor eficiéncia fotossintética. (BACKHAUSEN
et al., 1984). S. sessiliflorum apresentou quantidade equivalentes de malato quando

comparado com S. lycopersicum em condi¢gdes o6timas de crescimento (OMENA-
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GARCIA et al., 2018; MARTINS et al., 2018). Em resposta a limitagao hidrica, S.
sessiliflorum apresentou maiores niveis de malato, o que pode indicar algum ajuste
metabdlico como a manutencédo do estado redox no estroma do cloroplasto para a
manutencgao, a contento, dos processos fotossintéticos. E possivel ainda que malato
esteja envolvido em mecanismos de ajustes estomaticos em S. sessiliflorum,
contribuindo para abertura estomatica através de mecanismos osmoregulatérios
(FERNIE e MARTINOIA, 2009; ARAUJO et al., 2011; MEDEIROS et al., 2017).
Tomados em conjunto, os resultados metabodlicos aqui obtidos, embora sejam ainda
incipientes, demonstram uma adequada plasticidade metabdlica em S. sessiliflorum
e, mais importante, que essa plasticidade seja utilizada, em larga extensao, para

garantir a sobrevivéncia dessa espécie a limitagao hidrica
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados aqui apresentados fica evidente que a limitacéo
hidrica impde efeitos significativos ao crescimento e desenvolvimento do cubiu. Cabe
mencionar, no entanto, que nem todo parédmetro depreciado reflete em prejuizos
podendo também indicar ajustes para manutenc¢ao da vida em condi¢cbes adversas,
associados a uma ampla plasticidade de caracteristicas. Aparentemente, os
resultados indicam boa atuag¢ao do sistema fotoquimico, prevengdes a perda de agua
por transpiracdo e mobilizagdo de energia frente a limitagdo hidrica e reinsergcéo de
agua no sistema. Estudo futuros e cada vez mais especificos serdo essenciais para
validar e entender qualquer caracteristica que esteja presente e buscar de fato a
identificac&o e posterior elucidac&do de caracteristicas, seja na propria espécie ou em
outras relacionadas, que se tornem promissoras frente a condicdes adversas bidticas

e abidticas
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