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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS
A = taxa de assimilacao liquida de £O
Clorofila a/b = Razao clorofila/b
Ci = concentracao intercelular de £0
CNE = carboidratos ndo estruturais
E = taxa de transpiracdo
EROs = espécies reativas de oxigénio
A/E = Eficiéncia instantanea do uso da agua
ETR = taxa de transporte de elétrons
Fo = fluorescéncia inicial
F./Fn = eficiéncia quantica maxima do FSlI
FSIl = fotossistema dois
FSI = fotossistema um
gs = condutancia estomatica
TRA = teor relativo de 4gua
PCM = plantas com cachos mantidos
PCR = plantas com cachos removidos
TUS = teor de umidade do solo
¢n = rendimento quantico efetivo do FSI|
dnpo = rendimento quantico de dissipagéo regulada de energia ndo fotoquimica
do FSlI
ono = rendimento quantico de dissipacdo nao regulada de energia nao
fotoquimica do FSII
¥, = potencial hidrico foliar



RESUMO

ROSA, Bruno Luan, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2018.
AlteracBes fotossintéticas e metabdlicas em resposta a variagcdo sazonal e
manipulacdo fonte-dreno emAcrocomia aculeata (Jacquin) Loddies ex Martius
(Arecaceae)Orientador: Eduardo Gusmao Pereira. Coorientador: Wagner Luiz Araujo.

A Acrocomia aculeata € uma palmeira oleaginosa que possui ampla distribuicéo
geografica na Ameérica latina, exibindo consideravel produtividade mesmo em
ambientes secos e com alta intensidade luminosa. Entretanto, pouco se sabe acerca das
respostas fotossintétis desta espécie em funcdo do aumento da relacdo fonte-dreno e
interacdo deste fator com estresses sazonais como a seca. O presente trabalho buscou
caacterizar alteracdes fisioldogicas e bioquimicas envolvidas na regulacdo da
fotossintese de plantas de macauba com demanda reduzida de drenos em diferentes
estacbes sazonais. O estudo foi conduzido com uma populacdo natural de macauba
presente na regido de Florestal, MG. Foram realizadas duas retiradas de todos os cachos
emitidos pelas plantas, sendo a primeira em marco de 2016 e a segunda entre 0s meses
de outubro a dezembro de 2016. As analises de trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila a, fenologia e analises metabdlicas nos foliolos concentraram-se,
principalmente, na estacdo seca (agosto de 2016) e chuvosa (fevereiro de 2017).
Durante a estacdo chuvosa também foi realizada a quantificacdo dos carboidratos,
proteinas e amino&cidos contidos nos tecidos do peciolo, estipe e raiz. A remocdao total
dos cachos nao resultou em diferencas nas trocas gasosas da macauba. Plantas com
cachos removidos apresentaram menor eficiéncia quantica efetiva do fotossintema Il e
aumento da dissipacao de energia ndo fotoquimica de forma regulada durante a estacdo
chuvosa. As alteragcbes no processo de dissipacdo de energia corroboram com 0s
resultados de acumulo de carboidratos, uma vez que a concentracdo de amido nos
foliolos aumentou significativamente com a remocao total dos cachos. O estipe da
macauba pode servir como dreno transitério de carboidratos, sendo detectado, na
estacdo chuvosa, aumento das concentracdes de amido no estipe de plantas com
remocao total de cachos. Observou-se que a remocéo total dos cachos pode aumentar o
namero de folhas, assim como o niumero de cachos emitidos para safra seguinte. A
macauba € capaz de modular, principalmente, mecanismos de dissipacdo energética em
resposta a diminuicdo da forca de drenos de carboidratos. Porém, sem apresentar
reducao na fixacdo de carbono em virtude da remocéo do dreno ou dos efeitos sazonais,

apesar da menor condutancia estoméatica no periodo seco. Estes resultados sugerem que,
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a maquinaria fotossintética, assim como o0 crescimento vegetativo e reprodutivo da

macalba, sdo regulados tanto pela seca sazonal quanto pelo metabolismo de
carboidratos. No Entanto, a eficiéncia na utilizagdo de energia luminosa, associada ao
eficiente controle estomatico e manutencdo do metabolismo, reduzem as possibilidades

de danos fotoinibitorios.
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ABSTRACT

ROSA, Bruno Luan, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2018.
Photosynthetic and metabolic changes in response to seazonal variation and
source-sink manipulation in Acrocomia aculeata (Jacquin) Loddies ex Martius
(Arecaceae)Adviser: Eduardo Gusmao Perei@o-Adviser: Wagner Luiz Aradjo.

The Acrocomia aculeata is an oleaginous species that has a wide geographical
distribution in Latin America, exhibiting considerable productivity even in dry
environments with high irradiance. However, little is known about the photosynthetic
responses of this species in response to the increase of the source-sink relationship and
interaction of this factor with seasonal stresses such as drought. The present work aimed
to characterize the physiological and biochemical changes involved in the regulation of
photosynthesis of macaw palm trees with reduced sink demand in different seasonal
seasons. The study was conducted with a natural macaw palm population present in the
Florestal region, MG. Two removals were made of all the curls emitted by the trees, the
first being in March 2016 and the second between October and December 2016. The
analysis of gas exchange, chloroplayfluorescence, phenology and metabolic analyzes

in leaflets were mainly concentrated in the dry season (August 2016) and rainy season
(February 2017). During the rainy season also the quantification of the carbohydrates,
proteins and amino acids contained in the tissues of the petiole, stipe and root was
carried out. Total removal of the bunches did not result in differences in the gas
exchange of macaw palm. Plants with removed bunches showed lower quantum
efficiency of photosynthetic 1l and increased non - photochemical energy dissipation in
a regulated way during the rainy season. The changes in the energy dissipation process
corroborate with the results of carbohydrate accumulation, since the concentration of
starch in the leaflets increased significantly with the total removal of the clusters.
Macaw palm stipe may serve as transitional carbohydrate drainage, and in the rainy
season an increase in starch concentrations was detected in the plant stipe with total
removal of clusters. It was observed that the total removal of the bunches can increase
the number of leaves, as well as the number of bunches emitted for the next harvest. The
macaw palm is able to modulate, mainly, mechanisms of energy dissipation in response
to the decrease of the force of drains of carbohydrates. However, there was no reduction
in carbon fixation due to drainage removal or seasonal effects, despite the lower
stomatal conductance in the dry period. These results suggest that the photosynthetic

machinery, as well as the vegetative and reproductive growth of macaw palm, is
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regulated by both seasonal drought and carbohydrate metabolism. However, efficiency
in the use of light energy, coupled with efficient stomatal control and maintenance of
metabolism, reduce the possibility of photoinhibitory damage.



1. INTRODUCAO

A palmeira macaubaAtrocomia aculeata (Jacquin) Loddies ex Martius) se
destaca pela capacidade de producao de 6leo vegetal, a qual é equiparavel a da palma
africana, Elaeis guineenses (Motoike e Kuki, 2009). O numero de estudos visando
possibilitar a exploracao racional do cultivo da macauba tem crescido especialmente em
Minas Gerais, onde as pesquisas foram impulsionadas pela criagdo da lei n°
19.485/2011- Pro-Macauba. Esta lei instituiu no Estado o incentivo ao cultivo,
extracdo, comercializacdo e consumo dos produtos vegetais ndo apenas da macauba,
mas também das demais palmeiras oleaginosas.

A producao estimada da macauba € de 16000-25000 kg de frutos por hectare, e
deste total podem ser extraidos cerca de 6200 kdéaleo, 11500 kg Hade tortas e
3000 kg hd de carvdo (Wandeck e Justo, 1982). Entretanto, Berton et al. (2013)
relatam que o potencial de producdo desta espécie pode chegar a 1300@&glea
vegetal. Sendo quesaleos oriundos desta espécie sdo, em sua maioria, multiuso e
rentaveis, possuindo qualidades para atermd@eima diversidade de setores como
farmaco, cosmético, alimenticio e energético (Pires et al., 2013; Berton et al., 2013;
Ciconini et al., 2013; Motoike e Kuki, 2009; Bora e Rocha, 2004). Devido ao potencial
uso da macauba diversos estudos estdo sendo realizados para possibilitar a
domesticacao da espécie (de Lanes et al.,;Z8dlhsca et al., 201 Motoike et al.,

2007; Pires et al., 2013).

O déficit hidrico pode resultar no abortamento excessivo de frutos, inclusive em
palmaceas, sendo esta resposta observada, por exemplo, em plantas de dendé (Cros et
al., 2013). Da mesma forma, a frutificacdo da macauba também pode vir a ser reduzida
por eventos de seca. Reducdes significativas no nimero de cachos e frutos em macauba
podem ser observadas ap0s periodos de intenso déficit hidrico, sendo esta caracteristica
também observada durante as primeiras frutificacées da espécie (dados n&o publicados).
No entanto, ainda ndo se sabe quais sdo as respostas desta espécie frente a demanda
reduzida de oOrgaos drenos, e como este fator pode interagir com a sazon@lidade.
entendimento desta interagdo pode ajudar a compreender o comportamento produtivo da
macauba, uma vez que tanto em cultivos racionais quanto no seu ambiente natural, a
producdo de frutos desta espécie pode vir a ser afetada por estresses abioticos ou
bidticos (Bicalho et al., 2016; Eiserhardt et al., 2011; Lorenzi, 2010). A verificacdo do



comportamento desta espécie sob demanda reduzida de drenos pode ajudar a
compreender processos como a retroinibicao fotossintética por acumulo de carboidratos
e fotoinibicho, ambos importantes para o estabelecimento da planta no campo
(Demmig-Adams et al., 2017)

A retroinibicédo fotossintética pode estar assocedaracteristicas intrinsecas a
espécie, como a baixa produtividade, ou pode ser gerada por estresses sazonais, 0s quais
também resultam em alteracdes no crescimento e produtividade (Demmig-Adams et al.,
2006). Segunddlondal et al. (1978)a remocéo de drenos reprodutivos € uma forma
classica de manipular a relacéo fonte-dreno. Esta remoc¢éo pode fazer com que a planta
reduza a atividade fotossintética através do feedback gerado pelo acumulo de acucares
na fonte, o que também pode levar a mesma a apresentar processos fotoir(ibittrios
al., 2007 Mialet-Serra et al., 2008\ fotoinibicdo € um processo que ocorre em plantas
expostas a luminosidade excessiva, ou seja, quando a quantidade de energia que chega
aos cloroplastos é maior que a utilizada para fixagdo de carbono, sendo também
observada em plantas cuja producédo de acucares nos foliolos excede a capacidade de
consumo e estoque pelos 6rgdos dreffdams et al., 2013)Este processo esta
relacionado a reducdes na eficiéncia de conversao de energia luminosa através do FSII,
diminuicdo da sintese de NADPH e ATP e aumento da dissipacao de energia na forma
nao fotoquimicgAdams et al., 2013)

Orgaos fontes e drenos vegetais possuem sensibilidade diferenciada aos fatores
ambientais (Fatichi et al., 2014). Por exemplo, luz & @M efeito direto sobre a
atividade de folhas fisiologicamente maduras (fonte), e efeito indireto sobre a atividade
dos drenos, enquanto temperatura, nutrientes e agua interferem diretamente na atividade
dos drenos. Desta forma, com a ocorréncia de déficit hidrico sazonal, a expansao dos
drenos é afetada mais precocemente do que a fotossintese, levando a planta a reduzir o
crescimento e acumular carboidratos nédo estruturais (CNE) (Korner,. H3033eu
ambiente natural, a macauba é constantemente exposta ao déficit hidrico sazonal, o qual
pode resultar na diminuicdo do turgor celular, diminuicdo do transporte de CNE,
limitacdo da expanséo da parede celular e sintese pr(Baieaet al., 203, MWoodruff e
Meinzer, 2011)O déficit hidrico € um dos principais fatores estressantes que afetam a
produtividade vegetal (Cornic, 2000; Demmig-Adams et al., 2017), o qual ocorre
sazonalmente nas areas de maior ocorréncia de populagdes de macauba. A sazonalidade
obriga as plantas a modularem seu metabolismo de acordo com a disponibilidade

hidrica (Fatichi et al., 2014). O estresse hidrico reduz o rendimento fotossintético, seja
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pelo aumento da resisténcia estomatica (Flexas et al., 2006), ou pela ocorréncia de
danos metabdlicos (Lawlor e Cornic, 2002). Trabalhos anteriores relatam que o estresse
hidrico pode conduzir a significativas redugfes no rendimento fotossintético de
diferentes espécies de palmeiras (Suresh et al., 2010; Gomes et al., 2008; Oliveira et al.,
2002). Sendo assim, a interacao do déficit hidrico com a remocéo total dos cachos pode
resultar em danos ainda maiores aos centros de reacdo do FSII (Adams et al., 2013).

O objetivo deste trabalho fanvestigar, em condi¢bes de campo, como a
alteracbes na relacdo fonte-dreno causada pela remocdo de cachodieesspa
interagem com a sazonalidade, e como esta interacdo pode modular as respostas
fotossintéticas e metabdlicas da macauba no periodo de frutificacdo. Para Tanto, as
seguintes hipotesderam elaboradas: (1) A remocédo total dos cachos em macauba,
aliada aos efeitos do déficit hidrico sazonal, acarretam reducdes significativas na
capacidade fotossintética da espécie; (2) a reducdo dos drenos reprodutivos somada ao
déficit hidrico sazonal resulta no aumento de processos fotoinibitérios; (3) a macauba
apresenta acumulo de carboidratos ndo estruturais (CNE) de forma transitéria em outros

tecidos, o que reduz o desbalanco causado pela remocéo total dos cachos.
2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa -
Campus Florestal (UFV-CAF), situada no municipio de Florestal, regido metropolitana
de Belo Horizonte, estado de Minas Gerais. O clima é classificado como tropical com
estacdo seca (Kdppen Geiger Aw), com precipitacdo média anual de 1500 mm, sendo
duas estacdes ao ano bem definidas, verdo (chuvoso) e inverno (seco). A temperatura
varia entre 15°C a 30°C (CLIMA TEMPO, 2016).

2.1 Aplicacdo dos tratamentose coleta de dados

O experimento foi realizado numa populacdo natural de macauba ocorrente em
area de pastagem (latitude 19° 52' 32.16" S e longitude 44° 24' 47.52" W) com altitude
em torno de 870 m do nivel do mar. Ao todo, 10 plantas adultas de macauba com cerca
de 5 m de altura e em plena producdo foram selecionadas para coleta de dados. Para
reduzir a influéncia ambiental e temporal nas avaliagGes, foram selecionadas plantas
préximas entre si, com caracteristicas produtivas homogéneas, facilitando assim a
analise em blocos ao acaso. Vale ressaltar que, devido a grande variabilidade genética,

as plantas utilizadas neste experimento passaram por uma pré-selecdo, sendo as suas
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caracteristicas fenologicas monitoradas anteriormente. Desta forma, s6 as que
apresentavam caracteristicas homogéneas em termos de numero de frutificacdes,
produtividade, tamanho e langcamento de folhas foram utilizadas neste trabalho. Das dez
plantas, cinco foram mantidas intactas como tratamento controle (plantas com cachos
mantidos -PCM), ao passo que as cinco restantes foram submetidas ao tratamento de
remocao total de cachos (plantas com cachos removidos . E@Rmarco de 2016,
cachos contendo frutos no estadio de rapido e intenso crescimento foram removidos
(Montoya et al., 2016), ja durante os meses de outubro a dezembro do mesmo ano, foi
realizada a retirada de todas as espadices antes da ocorréncia da antese.

Para coleta de dados de trocas gasosas e fluorescéncia da chorédila
padronizado o horario de 8:00 as 10:00 da manh&, periodo diario de maior atividade
fotossintética segundo Pires et al. (2013). Para tal fim, foram utilizados foliolos da parte
média da terceira folha completamente expandida acima do local de inser¢cdo do cacho
aparentemente mais produtivo. As coletas de material para analises metabdlicas foram
realizadas em foliolos da mesma regido onde foram realizadas as analises fisiolGgicas,
porém no horario de 12:00 as 13:00. As analises fisiol6gicas e coletas de material
vegetal nos foliolos foram realizadas na estacdo seca (agosto de 2016) e chuvosa
(fevereiro de 2017). Entretanto, a coleta de tecido do peciolo, estipe e raiz foi realizada
apenas no periodo chuvoso, entre as 12 e 14 horas, ao final do experimento, para
verificar a possibilidade de criagcdo de reservas transitorias. A coleta no estipe foi
realizada a 1,5 m acima do solo, a cerca de 10 cm de profundidade no estipe, sendo o
tecido externo mais lignificado descartado, e 0 mais interno contendo maior quantidade
de tecido parenquimatico utilizado nas analises. A coleta de tecido do peciolo foi
realizada na mesma folha das analises fisiologicas, ja o tecido radicular foi coletado de
20 a 40 cm de profundidade em trés pontos na projecdo da copa da palmeira. Apos a
coleta, todo o material foi imediatamente armazenado em nitrogénio liquido a - 80 °C.

A radiacao fotossinteticamente ativa (RFA), determinada ao meio dia com o céu
sem nuvens através do radidmetro modelo HD 2102.2 (Delta OHM, Brasil), variou
entre 1623imol m? s* no més de agosto de 2016 (estacéo seca) a;2660m 2 s*
no més de fevereiro de 2017 (estagdo chuvosa). A precipitacdo total em 2016, segundo a
estacao do INMET instalada no campus da UFV-Florestal, foi 1633 mm. Ja para o ano
de 2017, no periodo de janeiro a julho, a precipitacdo total foi de 550 mm. A

temperatura média da regido onde o experimento foi instalado girou em torno dos 21



°C. A precipitacdo na estacdo seca atingiu valores abaixo de 2 mm mensais para 0s
meses de julho e agosto de 2016 (Figura 1).
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Figura 1: Climatograma com médias mensais da precipitacdo, temperatura maxima (T
maxima) e temperatura minima (T minima) do periodo de estudo. Os dados foram
fornecidos pela estacédo do INMET A535 localizada no campus da UFV Florestal-MG.

2.2 Andlises fisiologicas

2.2.1 Status hidrico do solo e da planta

O potencial hidrico foliar¥,) foi avaliado com auxilio de uma camara de
pressdo portatil digital, modelo SKPM 1400/80 (Skye Instruments Ltd). BK
determinacdo d&w foliar foi feita na antemanha (5:00 am) utilizando foliolos opostos
aos das medicbes de trocas gasosas na terceira folha acima da insercdo do cacho, na
parte média da folha. Os foliolos foram seccionados na base e a nervura central foi
exposta com auxilio de lamina afiada, sendo a folha enrolada e inserida no suporte de
borracha na camara de pressao.

O teor relativo de agua (TRA) foi mensurado em foliolos opostos aos utilizados
nas anélises fisioldgicas. Para o célculo do TRA foi utilizada 2,2%lerarea foliar, a
determinacdo da massa turgida foi realizada apdés um periodo de 24 h em agua
deionizada a 15°C, e a massa seca calculada ap0s secagem em estufa de circulacdo

forcada a 65°C por 48 h. O TRA foi calculado através da seguinte férmula:

TRA = (massa fresca - massa seca) / (massa turgida - massa seca)



A umidade atual do solo foi obtida a partir de amostras de solo retiradas a 20 cm
de profundidade. A secagem foi realizada em estufa de circulagéo forcada apbd5 °C
24 horas e os calculos realizados segundo manual EMBRAPA (1979) de acordo com a
seguinte formula:
Umidade =100 (a-b)/b
Onde:
a = massa amostra tmida (g)

b = massa amostra seca (Q)
2.2.2 Avaliacado das trocas gasosas e fluorescéncias da cloroéila

A avaliacdo das trocas gasosas e fluorescéncia da closofia campo foi
realizada em foliolos destacados, devido a altura em que as folhas se encontravam nas
plantas. Tal metodologia foi empregada com base em testes realizados previamente a
medicbes. Apos o corte dos foliolos, ndo foi observado exsudacéo de seiva ou resina na
regido do corte, o que poderia comprometer os padrdes de trocas gasosas (Rossato et al.,
2010; Santiago e Mulkey 2003). Baseando-se nos testes, verificou-se que a fotossintese
de foliolos destacados de macauba estabiliza-se em torno de 2 minutos apos a remocao,
em adicdo, a queda da atividade fotossintética em funcdo do fechamento estomatico €
observada apés sete a dez minutos da remocéo dos foliolos. Segundo Santiago e Mulkey
(2003), os efeitos da excisdo sobas trocas gasosas, podem ser minimizados, quando a
coleta de dados é realizada no tempo maximo de 10 minutos apos o corte. Desta forma,
todas as medicdes foram realizadas em no maximo cinco minutos apos a remoc¢ao dos
foliolos. Foram feitas medicbes da taxa fotossintética liquia ¢ondutancia
estomaticads) e transpiracaoH), utilizando o analisador de gas infravermelho modelo
LI-6400t (Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, EUA). As medi¢des foram realizadas entre
8:00 e 10:00 da manhkém o equipamento configurado para fornecer 1500 pmol m? s
! de luz artificial e 40Qumol mol™* de CQ, em temperatura e umidade ambiente. Foram
utilizados nas analises de trocas gasosas e fluorescéncia da chomdiléoliolos da
parte média da terceira folha inserida acima da inser¢éo do cacho (vide topico 2.1).

A fluorescéncia da clorofilaa, do tecido vegetal exposto a radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) com intensidade de 1000 pmol m? s* por 40
segundos, foi determinada simultaneamente as medi¢des de trocas gasosas com auxilio
do fluorébmetro de pulso modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Apés

o periodo de iluminacéo foi aplicado pulso de luz saturante para a determinacéo e
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calculo das variaveis: Fluorescéncia em steady sigte (fluorescéncia maxima do
tecido vegetal iluminadd=¢,). As variaveis de rendimento quantico efetivo do FSII no
tecido vegetal iluminado¢( = (Fn —F)/Fn), rendimento quéntico de dissipacao
regulada de energia do FSthbo = F/Fm— F/Fry) e rendimento quantico de dissipagéo

nao regulada de energia do FSiLd = F/Fn) foram calculadas segundo Genty et al.
(1989).A Taxa aparente de transporte de elétrons (ETR= 0,5 x Gj4 >RFA), onde

0,5 = fracdo da distribuicdo de energia de excitacdo no FSII, 0,84 = fradée de
absorvida pelas folhas e RFA = radiacdo fotossintéticamente ativa, foi calculada
segundo (Melis et al., 1987). Posteriormente, o tecido dos foliolos foi aclimatado ao
escuro por trinta minutos com a utilizacdo de uma pinca. Apos esse periodo foi
determinada a fluorescéncia iniciddy) e a fluorescéncia maximak(,), utilizandose

luz de medi¢do menor que 1,0 pmol m 2 s* e pulso de luz saturante de 12000 pmol m >

s! por 0,8 segundos, respectivamente. A partir destes dados, foi determinada a
eficiéncia quantica maxima do FSH(Fn = (Fm - Fo )/Fm )) segundo Butler e Kitajima
(1975). Ressalta-se que, durante o periodo de aclimatacdo ao escuro, os foliolos foram

mantidos em uma bandeja contendo papel umedecido para evitar a desidratacéo.

2.3 Analises fenolégicas

Periodicamente foi analisado o crescimento vegetativo através da quantificacdo
do numero de folhas por planta. No inicio do experimento foi quantificado o nimero de
cachos por planta e identificado o respectivo estadio de desenvolvimento dos frutos. Ja
nas frutificacdes ocorridas durante e apds o término do experimento de campo foram

quantificadas as emissdes de cachos florais por planta.

2.4 Andlises metabdlicas

2.4.1 Determinacéo dos pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos foram determinados por espectrofotometria através do método de
extragdo de pigmentos utilizando acetona (80%), conforme metodologia descrita por
(Lichtenthaler e Wellburn, 1983). Areas de 2%de tecido foliar, com massa em torno
de 60 mg, coletada ao meio dia (vide topico 2.3), em ambas as estacdes (seca e
chuvosa), foram maceradas com nitrogénio liquido, em ambiente escuro, com auxilio de
pistilo e almofariz congelados. Logo apds foi adicionado 1,5 ml de acetona 80% e o

extrato recolhido em recipientes de 2 ml e armazenado no gelo. Apds esta etapa o0s



recipientes contendo as amostras foram vortexados, em seguida submetidos a banho
ultrassénico contendo 4gua gelada por 10 minutos, e apoés isto centrifugados por 10
minutos a 12000 g a 4°C. ApoGs a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para
novos tubos, sendo o pellet submetido a nova extracdo com mais 1,5 ml de acetona
80%. A juncdo das duas extracdes foi diluida com acetona 80% até completar um

volume final de 7 ml. As leituras foram realizadas nas absorbancias de 663, 646 e 470
nm em espectrofotometro (modelo Shimadzu, UV-1800). As concentracdes de

clorofilas e carotenoides (g @nforam calculadas por meio das seguintes férmulas:

Clorofilaa=Cy,= 12,21 Asz— 2,81 Asss
Clorofilab = G, = 20,13 Au6— 5,03 Ass3
CarOtenéide§<antofilas + outros carotenosy (1000 A17O_ 3,27 Ca_ 104 Q))/229

2.4.2 Determinacéo de prolina e peroxido de hidrogénio

As concentra¢cfes de,8, foram estimadas segundo metodologia proposta por
Velikova et al. (2000). Foram macerados 0,1 g de tecido do foliolo em nitrogénio
liguido com auxilio de almofariz e pistilo congelado, sendo em seguida adicionado 1
mL de TCA 1% (&cido tricloroacético). Logo ap0s foi realizada a centrifugacéo por 15
min a 12.000g a 4°C. Posteriormente, 0,250 mL do sobrenadante foram adicionados a
0,5mL de solucdo de fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, 0,250 mL de TCA 0,1% e 1
mL de lodeto de potassio 1 M. Para leitura foi utilizado espectrofotometro (Shimadzu,
UV-1800) no comprimento de onda de 390 nm. As concentracfes de peréxido foram
determinadas através da curva padrédo, segundo metodologia descrita por Velikova et al.
(2000).

A concentracdo da prolina foi determinada segundo Bates et al. (1973) pelo método
da ninhidrina. O material vegetal (vide tépico 2.3), 0'1dg tecido do foliolo seco em
estufa a 70°C, foi homogeneizado em 2,5 ml de acido sulfossalicilico 3% e o residuo
removido por centrifugagdo a 12000 g por 10 minutos a 25 °C. Em seguida, o
sobrenadante foi reservado em novo recipiente, sendo o pellet submetido a mais 2,5 mi
de acido sulfossalicilico 3% e a centrifugacdo. O sobrenadante coletado nas duas
extracdes foi homogeneizado em um Unico recipiente, retirsmdoia aliquota de 1
ml, seguindo reacdo com 1 ml de ninhidrina acida e 1 ml de acido acético glacial por
uma hora a 100 °C. Em seguida a reacéo foi interrompida em banho de gelo, logo apos,

foi adicionado 2 ml de tolueno, seguido de vortex e descanso por 30 minutos em
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temperatura ambiente para separacao das fases. Apds a separacao, procedeu-se a leitura

a 520 nm em 1 ml coletado da fase superior, sendo o tolueno utilizado como branco.

2.4.3 Determinacédo do sistema antioxidante enzimatico

Foram determinadas as atividades das enzimas catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX) e superoxido dismutase (SOD) em foliolos armazenados previamente
em nitrogénio liquido (vide tépico 2.1). Para extracdo, 0'1dg massa fresca foi
macerada com auxilio de almofariz e pistilo congelado em 1 ml de meio dgdextra
contendo tampao fosfato de potassio (TFK) 50mM pH7, EDTA 2mM, ascorbato 20
mM, triton 0,1%, PVPP 200%, DTT 14 mM e®l

A atividade da enzima APX foi determinada com a adicdo de 20uL de extrato
em 1 ml do meio de reagédo contendo TFK 50 mM pH 0Q,H,1 mM, ascorbato 0,5
mM e HO. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 290 nm apdés adicagdde H
a 25°C, sendo observado o decréscimo da absorbancia durante dez minutos. Para o
calculo da atividade da APX foi utilizado coeficiente de extincdo molar do ascorbato
(2,8mM™* cm?) (Nakano e Asada, 1981).

A atividade da CAT foi determinada em 20uL de extrato adicionados a 1ml de
meio de reacdo contendo TFK 50 mM412,5 mM e HO. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a 240 nm apds adicdo d&,Ha 25°C, sendo observado o
decréscimo da absorbancia durante dez minutos. Para os célculo foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar do peréxido de hidrogénio (39,4 mM™")(Havir e
McHale, 1987).

Para atividade da SOD foram utilizados 2 puL do extrato vegetal, sendo o meio
de reacdo composto de TFK 50 mM, metionina 13 mM, nitro blue tetrazolium 75 puM,
EDTA 0,1 mM, riboflavina 2 uM e 0. Em duas placas de ELISA foram adicionados
2 uL do extrato em 98 puL do meio de reacdo em cada poco, sendo também adicionado
em cada placa 2 brancos contendo 2 pL tampé&o de extracdo mais 98 pL meio de reacéo
para SOD. As placas foram incubadas por 10 minutos a luz fluorescente em caixas
adaptadas, uma das placas foi coberta com papel aluminio e a outra exposta a luz. Apos
dez minutos foi feita a leitura no escuro a 560 nm em leitor de ELISA.

As unidades de CAT, APX e SOD por minuto foram calculadas com base na
guantidade de proteinas solluveis determinadas pelo método de Bradford (mais detalhes

na secao seguinte).



2.4.4 Determinacédo de carboidratos, malato, proteinas e aminoacidos

Nos foliolos, a determinacdo de acUcares, amido, malato, proteinas e
aminoacidos, foram realizados em foliolos coletados nos meses de Agosto de 2016
(estacéo seca) e fevereiro de 2017 (estacdo chuvosa), nas mesmas folhas onde foram
determinadas as variaveis fotossintéticas (vide topico 2.1). Nos tecidos do estipe,
peciolo e raiz, foram determinados apenas acucares, amido, proteinas e aminoacidos na
estacdo chuvosa, com o objetivo de identificar acimulo de reservas em resposta ao
tratamento de remocao total de cachos.

Amostras de tecidos, proveniente do foliolo, bainha, estipe e raiz foram moidas
em pistilo com auxilio de nitrogénio liquido. As amostras foram submetidas a extracao
etandlica a quente, sendo determinado na fracdo sollvel as concentracdes de aclcares,
aminoacidos e malato, e na fracdo insollvel as concentracdes de amido e proteinas
(Mialet-Serra et al., 2005Silva et al., 2016Stitt et al., 1989). Um foliolo de cada
unidade experimental, previamente armazenado a - 80 °C foi macerado com nitrogénio
liquido, em ambiente escuro, com auxilio de pistilo e cadinho congelados. Apds a
maceracao, o tecido do foliolo foi mantido em nitrogénio liquido, sendo dele retirado
cerca de 25 mg, os quais foram quantificados em balanca semi-analitica de precisdo. As
amostras de 20 mg foram adicionados 300 pL de etanol 98%, seguido de agitacdo por
20 minutos a temperatura de 80° C, logo apds, transferiu-se os tubos para centrifuga a
14000 rpm por 5 minutos, ao final retirou-se o sobrenadante, transferindo-o para outro
tubo. No pellet, realizou-se mais duas extracdes, a segunda utilizando 300 pL de alcool
80% e na terceira 300 pL de alcool 50%, sendo em ambas novamente realizada agitacao
por 20 minutos a temperatura de 80° C e centrifugacdo a 14000 rpm por 5 minutos, ao
final todos os sobrenadante foram transferidos para um Unico tubo. O pellet e o
sobrenadante originado das extracdes foram armazenados a temperatura de -20° C.

Para determinacéo da sacarose, glicose e frutose, foi utilizada solugéo contendo
tampédo HEPES/KOH 1 M pH 7,0 diluido 1/10 antes do uso; 60 mg / ml de ATP; 36 mg
/ ml de NADP e 16 pL de G6PDH (centrifugada a 13400 rpm por 2 minutos para
remocado do sobrenadante de sulfato de aménio). Em uma placa de ELISA, foram
adicionados 160 pL da solucdo tampdo e 50 pL de extrato etandlico em cada poco,
seguido de leitura da absorbancia para estabilizacdo da linha de base. Com a linha de
base estabilizada, foram adicionados, em cada poc¢o, 5 pL da enzima hexokinase para

quantificacdo da glicose. Apos a estabilizacdo, adicisemm cada poco, 5 UL da
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enzima fosfoglucose isomerase para quantificacdo da frutose. Ao final, apos
estabilizagcdo da curva de frutose, foram adicionados 5 pL da enzima invertase para
quantificacdo da sacarose. As leituras foram realizadas a cada minuto no comprimento
de onda de 340 nm. Para determinacdo dos valores corretos de sacarose, 0 NADPH
encontrado foi dividido por dois. A seguinte equacéo foi empregada para determinar a

guantidade de NADPH equivalente nas amostras:
NADPH (umol) = (Absorbancia méximaAbsorbancia minima) / (2,85*6,22)

As concentracfes de aminoacidos foram determinadas pelo método da ninidrina.
Foram utilizados como reagentes, solucéo de citrato de sddio (Na-Citrato 1M + &cido
ascorbico 0,2% a pH 5,2), ninidrina 1% diluida em etanol 70% e Glicina 1 mM para
determinacdo da curva padréo diluida e etanol 70%. Em cada poco da placa, foram
adicionados 50 pL de solucéo de citrato de sddio, 50 uL da amostra (exceto na curva
padrao) e 100 pL de ninidrina. Apés isto, a placa foi incubada a 95°C por 20 minutos,
em seguida foi realizada centrifugacdo e os contetdos dos pocos transferidos para uma
nova placa. A leitura foi realizada nos comprimentos de onda de 550 e 570 nm.

Na determinacdo das concentracdes de malato em foliolos foi utilizada solucéo
contendo KOH 0,2 M pH 9, Triazolyl blue tetrazolium (MTT) 10 mM, phenazine
ethosulfate (PES) 20 mM, NAD+ 60 mM, triton x 100 10% e &gua. Para diminuir a

oxidacdo pitadas de polivinilpolipirrolidona (PVPP) também foram adicionadas as
amostras Na placa, foram adicionados 80 pL desta solugdo mais 2 pL da amostra,

sendo em seguida realizada leitura para estabilizacdo da linha de base por 5 minutos a
570 nm. Apos estabilizagdo, foram adicionados 10 pL da enzima malato desidrogenase
(MDH), sendo continuada a leitura a 570 nm até completa estabilizacdo. A
determinacao da concentracdo do malato foi determinada com base em curva padrao, a
qual foi realizada com a adicdo de sal de acido malico (L-Malic Acid disodium salt).

Para solubilizagdo de amido, foi adicionado ao pellet 400 pL de solugéo 0,1 M
de hidréxido de sédio, sendo a solu¢cdo mantida sob agitagdo a 95 °C por 30 minutos.
Apoés esta etapa, a solucao foi neutralizada com a adi¢cdo de 70 pL de acido acético 1 M.
A aliquotas de 40 pL do pellet hidrolisado foram adicionados 60 pL de solugdo de
degradacédo de amido, a qual contidba pL o-amiloglucosidase, 5 uL a-amylase e
acetato de sodio 0,5 M a pH 4,9 para hidrdlise do amido, a placa foi incubada durante 1

h a 55°C, apoés esta etapa foi realizada a centrifugacdo da mesma a 200 RPM. Na placa
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centrifugada foram adicionados 250 pL de solu¢do contendo tampao 0,1 M (HEPES,
KOH 1M, MgCl, 30 mM a pH 7 diluido 1:10), 60 mg/ml ATP, 36 mg/ml NADP e 16

puL de G6PDH. A leitura dos agucares foi realizada, ap6s adicdo de 5 pL de hexokinase,
no comprimento de onda de 340 nm.

Para quantificacdo das proteinas insoluveis nos foliolos , o pellet foi lavado com
etanol 70% até ndo apresentar coloracdo verde. Aliquotas de 1,5 pL do pellet
hidrolisado com NaOH foram adicionadas aos poc¢os da placa de ELISA, sendo também
adicionado na mesma aliquotas de 3 pL de solugdo contendo albumina bovina (BSA)
para determinacdo da curva padrdao. Nos pocos contendo as amostras e a curva padrao
de BSA, foram adicionados 180 pL de solucdo Bradford 1/5, em seguida mediu-se a
absorbancia a 595 nm. A determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada a
partir da curva padrdo de BSA. Procedeu-se 0 mesmo meétodo para quantificacdo de
proteinas na fase solavel.

Para todas as andlise realizadas nesta secdo foi utilizado leitor de ELISA
(modelo SpectraMax 340PC384, Molecular Devices).

2.5 Andlises estatisticas

Foi utilizado o delineamento experimental em blocos inteiramente casualizados,
em esquema fatorial 2x2 (dois manejos da frutificacdo, dois periodos sazonais), sendo 4
tratamentos, 5 repeticdes e um total de 10 unidades experimentais. Todos os dados
foram submetidos a analise variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste
de Tukey P< 0,05). Para todas as analises estatisticas foi utilizado o software R
statistical.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da remocao total de cachos e da sazonalidade sob a producdo de

carboidratos, proteinas, aminoacidos e malato

As concentragbes de amido em foliofoeam significativamente maies nas
PCR (13,65 pmol § MF) em relacdo & PCM (11,26 pmol dMF) (Fig.2A). As
concentracdes de frutose e glicose nao diferiram significativamente em resposta aos
efeitos sazonais, remocédo total de cachos ou interacdo entre estes fatores. Ja para a
sacarose, foram observados valores significativamente maiores nos foliolos de PCM
(29,25 umol g MF) em relacd@sPCR (22,49 umol'§MF) (Fig.2D). Estes resultados
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sugerem que a remocao total dos cachos pode conduzir ao acumulo de amido nos
foliolos de macauba, com consequente reducao do transporte de agucares para os drenos

na forma de sacarose.
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Figura 2: Concentracdes de amido (A), frutose (B), glicose (C) e sacarose (D)
encontradas nos foliolos de plantas de macaubas com cachos mantiddd (PCM ) e com
cachos removidos (Pl ). Legendas: (C = Chuvosa, S = seca), o simbolo * representa
diferenca significativa entre a média geral de fatores isolados segundo Teste Tukey (P <
0.05). Colunas representam as médias e as barras o erro padrédo de cinco repeticdes. Para
mais detalhes vide figura 6.

Ao contrario das variaveis de trocas gasosas e de fluorescéncia da domfila

efeito do déficit hidrico sazonal ndo afetou significativamente as concentracdes de
acucares, aminoacidos e proteinas nos foliolos (Fig 2 e 4). Segundo Hagedorn et al.
(2016) e Muller et al. (2011), o déficit hidrico do solo pode elevar a concentragéo de
acucares soluveis na planta, os quais atuam na manutencédo do turgor celular e garantem
a resiliéncia das plantas a este estresse. Lawlor e Cornic (2002) sugerem que 0 aumento
nos niveis de hexoses sob estresse hidrico pode induzir mecanismos de ajustamento
osmotico como forma de retardar o estresse. Entretanto, os niveis de acgucares soluveis

em macauba nao apresentaram modificacbes em resposta a seca sazonal.
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A remocao total dos cachos resultou no aumento significativo da concentracao
de amido nos foliolos e no estipe. A concentracdo de amido encontrada na profundidade
de 10 cm no estipe, a 1,5 metros acima do solo, em PCR, foi praticamente o dobro do
observado em PCM. Em PCR a quantidade de amido encontrada nos foliolos (13,59
umol g* MF) nao diferiu significativamente da quantidade encontrada no estipe (13,19
pumol g* MF) (Fig.3A). Nos foliolos, a concentracédo de amido foi significativamente
maior em PCR em comparacdo a concentracdo de amido encontrada nas PCM (10,53
umol g* MF) (Fig.3A). JA no peciolo e na raiz, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre PCM PCR (Fig.3A). Analisando os diferentes tecidos dentro de
PCM, maior teor de amido foi encontrado nos foliolos em relacdo aos demais tecidos
(Fig.3A). Estipe, peciolo e raiz ndo deferiram entre si de forma significativa, em relacéo
ao acumulo de amido em PCM. Ja em PCR, a concentracdo de amido de foliolos e
estipe foram maiores que a concentracdo encontrada no peciolo e na raiz (Fig 3A).

N&o foram encontradas diferencas significativas entre RCRCR quando
analisamos as concentracdes de agucares solUveis na folha, peciolo, estipe e raiz. As
maiores concentracdes de glicose foram encontradas no foliolo, estipe e raiz, sendo a
menor concentracdo encontrada no peciolo (Fig 3C). As concentracfes de frutose foram
significativamente maiores nos foliolos em relagcéo as raizes, com valores intermediarios
observados no peciolo. Ja no estipe, as concentracdes de frutose ndo foram detectaveis
(Fig 3B). A maior concentracdo de sacarose foi encontrada nos foliolos, jA os demais
tecidos ndo apresentaram diferencas significativas em termo de sacarose (Fig 3D).
Pode-se dizer que, em PCR, a sacarose € translocada para o estipe onde é rapidamente
convertida a hexoses, as quais sao utilizadas para sintese de amido e estoque neste
orgao. Ja a menor concentracdo de amido observada no estipe das PCM, pode sinalizar
aumento do investindo na manutencéo e crescimento dos frutos, ou seja, mais sacarose

esta sendo transportada para os frutos, o que deprime o acumulo de CNE no estipe.
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Figura 3: ConcentragOes de carboidratos nao estruturais (CNE) encontrados nos tecidos
da folha, peciolo, estipe e raiz. (A) amido, (B) frutose, (C) glicose e (D) Sacarose em
plantas de macalbas com cachos mantidos (ICM ) e com cachos removid{l (PCR

). Colunas representam as médias e as barras o erro padrdo de cinco repeticdes. Letras
mailsculas diferentes significam diferencas entre os tratamentos PCM e PCR em um
mesmo tecido. Letras minudsculas diferentes significam diferencas entre as
concentracdes de cada tecido (Teste Tukey (P < 0.05).

Juntas, macauba e dendé compartilham caracteristicas semelhantes em termos de
particdo de carboidratos ndo estruturais ao longo do corpo da planta. Legros et al.
(2009) relatam que plantas de dendé com drenos removidos aumentam
significativamente os teores de amido no estipe, sendo a glicose o aclUcar mais
abundante encontrado nos tecidos de plantas controle. Outras caracteristicas analogas,
observadas em plantas de dendé e macauba, € o fato da limitagdo dos drenos resultar no
aumento do numero de folhas e inflorescéncias (Fig. 11 e 12), além de suprimir o
abortamento de frutos (dados ndo mostrados). Tais modificacbes evidenciam que
plantas de macauba, com baixa demanda de drenos, podem criar vias para consumir o
excedente de fotoassimilados produzidos pela folha, o que representa um ajuste efetivo
para regularizagdo da relagdo fonte-dreno. Sem duvida, uma das respostas mais

interessantes observadas tanto na macauba, quanto no dendé (Legros et al., 2009), foi
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capacidade das plantas com menor demanda de drenos aumentarem o armazenamento
de amido no estipe. Este aumento caracteriza este érgdo como o principal amortecedor
dos possiveis desbalancos na relacdo fonte-dreno em macauba. Legros et al. (2009)
observaram que a concentracdo de CNE em foliolos de dendé ndo é alterada pela
remocao dos frutos, sendo o oposto observado na macauba.

A taxa de sintese de produto final (sacarose, amido, aminoacidos) determina a
taxa em que fosfato inorganico (Pi) é reciclado de volta as rea¢6es da fotossintéticas. A
particdo de assimilados na folha pode ser regulada pelo transporte de gliceraldeido-3-
fosfato (3-PGA) e Pi, sendo que a reducdo deste transporte resulta no aumento do 3-
PGA no cloroplasto, ativagdo da enzima ADP-Glucose pirofosforilase e aumento da
sintese de amido no mesmo. O resultado da diminui¢cdo da ciclagem de Pi é que mais
carbono fica retido no cloroplasto, aumentando a sintese de amido (Paul e Foyer, 2001).

Em muitas espécies, a sintese do amido é promovida quando ocorre restricdo da
sintese de sacarose. Entretanto, a sintese de amido nos foliolos pode possibilitar a
manutencdo da taxa fotossintética por mais tempo, principalmente, quando recursos
como luz e C@nao sao limitantes (Paul e Foyer, 2001). Na macauba, as alteracdes nas
concentracbes de acucares sollveis foram pequenas em relacdo as mudancas no
contetido de amido dos foliolos. Tais processos levaram a aceitacdo de que o0 excesso de
amido no foliolo também participa da regulacdo do feedback fotossintético nessa
espécie. Em diversos trabalhos, correlagdes positivas entre aumento da concentracéo do
amido foliar e a diminuicdo da eficiéncia do FSII sdo observadas, e podem ser
caracterizadas por significativas reducdes no Fv/Hm gAdams et al 2013; Duan
2008; Urban 2007). O feedback negativo da atividade fotossintética pelo acumulo de
amido pode variar de acordo com a espécie vegetal. Espécies que armazenam mais
amido e produzem menos sacarose, sao apontadas como mais inibidas por esse feedback
(Huber et al., 1992). Entretanto, espécies que possuem baixa acumulacdo de amido
também ja demostraram inibicdo fotossintética em resposta a remocao de drenos (Paul e
Foyer, 2001).

A remocéo total dos cachos em macauba resultou no aumento da sintese de
amido nos foliolos, e consequente diminuicdo da sintese de sacarose nas mesmas (Fig 2
A e B). Entretanto, a taxa fotossintética em macauba nado foi inibida por feedback
negativo, provavelmente devido a criagdo de rotas alternativas de consumo de
caboidratos, como a utilizacdo do estipe para armazenamento temporario de amido

(Fig. 3A). Além disso, as alteragBes no rendimento fotoquimico demostram mecanismos
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eficientes de dissipacédo energética, 0 que evita a possibilidade de ocorréncia de danos
oxidativos a maquinaria fotossintética (Fig. 6). Segundo Paul e Pellny (2003),
aumento do suprimento de carbono em plantas pode induzir a expressao de genes que
codificam enzimas envolvidas na utilizacdo e estoque de carboidratos. Com base nesta
afirmacdo, é plausivel sugerir que o estoque de carboidratos pode ser uma caracteristica
de macaubas quando nao estao frutificando.

Para sobreviver a periodos estressantes, organismos vegetais tendem a modular a
sua capacidade fotossintética intrinseca, apresentando para isso alteracdes significativas
na captura, estoque de carbono e crescimento, o que também pode favorecer a tolerancia
a estresses abioticos (Demmig-Adams et al., 2017; Hagedorn et al., 2016; Fatichi et al.,
2014). Segundo Demmig-Adams et al. (2017), para garantirem a sobrevivéncia, plantas
podem apresentar alteracdes em componentes fotossintéticos, alteracdes no transporte
vascular dos foliolos, modificacbes na relacdo fonte-dreno, criacdo de drenos
alternativos, dentre outros. Tais alteragcbes corroboram com a evidéncia de que a
capacidade fotossintética ndo € regulada somente em resposta a fatores ambientais como
luz e 4gua, e assim o transporte e o consumo dos produtos fotossintéticos também atuam
como importantes reguladores (Demmig-Adams et al., 20DR)ersas especies
armazenam carboidratos de forma transitéria, o que pode favorecer o equilibrio das
relacdes fonte-dreno em situacdes estressédilps et al., 2007) Em palmaceas como
coco e dendé, ja foram demostrados acumulos significativos de CNE em outras partes
do vegetal, por exemplo, no estifhegros et al., 2009; Mialet-Serra et al., 2008).

Mialet-serra et al. (2005) destacam que a sacarose € a principal reservas de
carboidratos no coco, sendo a mesma encontrada principalmente no estipe. Neste
trabalho, observou-se que a macauba apresentou um comportamento distinto do coco,
em que os carboidratos sdo armazenados principalmente na forma insolavel, como
amido, encontrado em maiores concentracfes no estipe de plantas com restricdo de
drenos (Fig. 3A). Entretanto, o baixo armazenamento de carboidratos observado nas
raizes é uma caracteristica analoga as duas espécies.

Diferentemente do armazenamento de amido foliar, o qual ocorre em curto prazo
para enfrentar flutuacdes diurnas na assimilacdo de C (Kozlowski, 1992), o
armazenamento de CNE em 6rgaos nao fotossintéticos permite a resiliéncia de plantas
apos longos periodos estressantes (Hagedorn et al.,, 2016; Mialet-Serra et al., 2008).
Segundo Mialet-Serra et al. (2005), coqueiros adultos em condicfes favoraveis podem

conter cerca de 30kg de CNE. Em outras monocotiledoneas C3, o acumulo de CNE
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pode sustentar o crescimento e ser retranslocado para o crescimento dos frutos (Blum,
1997; Dingkuhn et al., 2005). Embora, em condi¢fes favoraveis para o cultivo, a funcao
fisiologica do armazenamento de carboidratos no coco permanece desconhecida, nao
foram observadas mobilizacfes significativas para o crescimento vegetativo. Entretanto,
observou-se que a eficiéncia do uso da radiacéao reduziu 50% com a retirada dos frutos,
mostrando que, durante a fase reprodutiva, a frutificacdo € um importante mecanismo
para equilibrar a relacao fonte-dreno e evitar danos fotoinibitérios (Mialet-Serra et al.,
2008). Assim como no coco, a frutificacdo da macauba também assume papel
importante na eficiéncia de utilizacdo de energia. Nossos resultados demostram que
plantas de macauba em plena frutificacdo dissipam mais energia para etapa fodoquimi

e menos energia na forma nao fotoquimica (Fig. 6).
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Figura 4 Concentracbes de Proteinas (A) e (B) Aminoacidos (Aa) em faliolos
Concentragcbes de proteinas (C) e (D) aminoacidos em diferentes tecidos vegetais de
plantas de macaubas com cachos mantidos ((ICM ) e com cachos removid(_] (PCR

). Colunas representam as medias e as barras o erro padrdo de cinco repeticdes. Letras
mailsculas diferentes significam diferencas entre os tratamentos PCM e PCR em um
mesmo tecido, letras minusculas diferentes significam diferencas entre as concentracdes
de cada tecido (Teste Tukey (P < 0.05) (graficos B e D). Legendas graficos(& & B:
Chuvosa, S = seca), o simbolo * representa diferenca significativa entre a média geral
de fatores isolados segundo Teste Tukey (P < 0.05). Para mais detalhes vide figura 6.
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As concentracoes de proteinas e aminoacidos ndo apresentaram diferencas
significativas entre PCM PCR. Para estes metabdlitos, foram encontradas diferencas
apenas entre os tecidos da planta, sendo a maior concentragdo observada na folha (Fig.
4).

As concentracdes de malato nos foliolos foram significativamente afetadas pelo
efeito isolado da remocao total dos cachos e da sazonalidade, ndo sendo observadas
respostas significativas das plantas a interagdo entre estes fatores (Fig. 5). O maior
acumulo de malatem PCM, na estacdo seca, pode ter sido influenciado pelo déficit
hidrico sazonal. O aumento da concentracdo de malato em PCM, durante a estagao seca,
além de possibilitar o escoamento de poder redutor e redu¢cédo de danos oxidativos, pode
indicar aumentos na intensidade da respiracdo celular nestas plantas (Plaxton e Podesta,
2006).
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Figura 5: Concentragbes de malato em foliolos de plantas de macaubas com cachos
mantidos (PCM3 ) e com cachos removidos (IR ). Legendas: (C = Chuvosa, S =
seca), o simbolo * representa diferenca significativa entre a média geral de fatores
isolados segundo Teste Tukey (P < 0.05). Colunas representam as médias e as barras o
erro padrdo de cinco repeticdes. Para mais detalhes vide figura 6.

Segundo Alric e Johnson (2017), vias metabdlicas alternativas podem ser tao
importantes quanto as reagfes primarias e possibilitam a sobrevivéncia de plantas a
condicOes adversas. Mudancas ambientais podem regular rapidamente algumas vias de
transporte de metabolitos. Essas alteracdes podem equilibrar a transferéncia de elétrons
fotossintéticos, evitando assim a formacdo de EROs e garantindo a manutencao
saudavel da producédo de ATP e NADPH para fixacdo de(8&c e Johnson, 2017).

O transporte de malato entre cloroplasto e mitocondria € considerado uma destas vias. A
reducdo de oxaloacetato a malato consome o NADPH, possibilitando assim a
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regeneracao do receptor final da cadeia de transporte de elétrons (CTE) NADP+ (Alric e
Johnson, 2017

3.2 Efeito da remocéo total de cachos e da sazonalidade sob a eficiéncia de
dissipacéo energética do FSlI

Apesar da remocdo total de cachos e espadices ocasionarem aumento da
concentracdo de amido nos foliolos (Fig. 2A), o rendimento quéantico maximo do
fotossistema Il K,/F) manteve-se estavel entre os tratamentos (Fig. 6B). Entretanto,
observou-se que a seca sazonal € um fator que influencia significativamente a utilizagédo
energética da macauba, sendo a média gefa)/Bg e ETR reduzidas durante a estacdo
seca (Fig. 6 B e C).

Alguns trabalhos apresentam correlacdes positivas entre o acumulo de amido
foliar e a reducéo da eficiéncia do FSIl (Goldschmidt e Huber, 1992; Roden e Ball,
1996; Urban e Alphonsout, 2007; Duan et al., 2008). Neste contexto, observou-se que 0
aumento dos niveis de amido em foliolos, de forma isolada, ndo alteraram as variaveis
de fluorescéncia da clorofitada macauba. Porém a interacdo entre acimulo de amido e
sazonalidade resultou em altera¢@es significativas nas variaveis de rendimento quantico
efetivo do FSIl ¢;) (Fig. 6D) e de dissipagédo regulada de energia ndo fotoquimica
(dnpo) (Fig. 6F). A reducéo destas variaveis também foi observada em outras espécies
expostas a demanda reduzida de drenos, como manga (Urban et al., 2004), citrus (Rivas
et al., 2007) e péssego (Duan et al., 2008; Li et al., 2007). Na estacdo chuyosa, o
maior nas PCM e menor em PCR, ja na estacdo seca ndo foram observadas diferencas
significativas entre PCM PCR. As PCM tiveram @ significativamente maior na
estacdo chuvosa e menor na estacdo seca, entretanto PCR néo apresentaram diferencas
entre as estacdes (Fig. 6D).

A fotossintese liquida A manteve-se estavel independente da condicédo
analisada (Fig. 7A). Entretanto, as plantas de macauba apresentaram aumento
significativo dos valores dE, na estacédo seca em relacdo a chuvosa (Fig. 6A), 0 que
corrobora com a ligeira, porém significativa, reducad-de,, durante a estacdo seca
(Fig. 6B).
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Figura 6: (A) Fluorescéncia minim&d), (B) eficiéncia quantica maxima do FSII

(Fv/IFm), (C) taxa aparente de transporte de elétr&®)( (D) eficiéncia quantica
efetiva do FSII ¢y), (E) eficiéncia quantica de dissipacédo ndo regulada de energia ndo

fotoquimica ¢no), (F) eficiéncia quantica de dissipacdo regulada de energia nao
fotoquimica ¢npg). As colunas cinza representam o tratamento plantas com cachos

mantidos (PCM3 ) e as colunas brancas representam o tratamento plantas com cachos
removidos (PCRLI ). Quando ha interacdo entre tratamentos e estacdo: letras
mailsculas diferentes representam diferencas significativas entre as meédias dos
parametros obtidos nas PCM e PCR, dentro de cada estacdo; letras mindsculas
diferentes representam diferencgas significativas das médias dos parametros obtidos nas
PCM e PCR entre as estacfes chuvosa e seca (Teste Tukey; P < 0.05). Quando né&o
houver interacdo, o efeito significativo do fator isolado seréa representado na parte
superior ou inferior direita de cada grafico. Legendas: (C = Chuvosa, S = seca), 0
simbolo * representa diferenca significativa entre a média geral de fatores isolados
segundo Teste Tukey (P < 0.05). Colunas representam as médias e as barras o erro
padrédo de cinco repeticoes.
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Os aumentos erf, e ¢no Seguido de reducdes eRyF,, e ETR podem estar
relacionados a ocorréncia de fotoinibicdo dinamica durante a estacdo seca (Adams et al.,
2013). Segundo Bjorkman e Demmig (1987), os valore$&wEm encontrados em
folhas ndo estressadas de plantas vasculares giram em torno de 0,80 a 0,83. Porém,
apesar da média dev/Fm durante a estacdo seca sugerir a presenca de estresse e
possibilidade de fotoinibicdo, a estabilidade das concentragddsO,, e atividade de
enzimas antioxidantes da macauba (Fig. 10), demostram que nao houve danos
oxidativos significativos. Duan et al. (2007) observaram que, em péssego, a remocao de
frutos resultou em limitacbes ndo estomaticas a fotossintese, com aumentos
significativos emF, indicando a ocorréncia de danos aos centros de reacdo do FSII.
Provavelmente, por ser uma espécie tropical, e por apresentar constante lancamento de
folhas, a reduzida demanda de drenos reprodutivos na macaldba nao resultou em
alteracgOes significativas &, F/Fm, ETR e dno (Fig. 6A).

O processo fotoinibitério pode ser caracterizado por danos oxidativos ao centro
de reacao do FSII, principalmente associados a proteina D1 (Goh et al. 2012), sendo o
persistente aumento do conteldo de zeaxantina considerado também uma caracteristica
deste processo (Demm#gdams e Adams, 2006). A caracteristica desta espécie em nao
apresentar maiores danos oxidativos pode estar relacionada a outros mecanismos de
protecdo, como aumento da dissipacdo de energia luminosa por via térmica,
modificagcbes anatdmicas e movimentos foliares que diminuem a absorcdo de energia
(Yano e Terashima, 2001; Demmig-Adams e Adams, 2006)

A estacédo chuvosa, além de possibilitar maior crescimento vegetativo, é também
o periodo onde os frutos da macaulba estdo em seu estadio de maxima expansao e maior
demanda por fotoassimilados (Montoya et al., 2016). A remocdo total dos cachos
reduziu o¢, na estacdo chuvosa, mostrando que a demanda energética dos drenos
reprodutivos exerce um papel fundamental soba atividade fotoquimica da macauba. Os
maiores valores dep;, observados em PCM no periodo chuvoso, podem estar
relacionados & maior demanda dos frutos por fotoassimilados. O fato da interagédo entre
os fatores estudados reduzir apends em PCM na estacao seca, pode ser explicado
tanto pela demanda dos drenos, quanto pelo déficit hidrico sazonal. O estresse hidrico
por si s6 reduz a eficiencia do FSIl (Fig. 6B), este fato, aliado ao estadio de
desenvolvimento dos frutos na seca, corroboram com 0s menores valgredsta

forma, pode-se afirmar quedemanda dos frutos em macauba € capaz de aumentar a
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eficiéncia de dissipacao energética através do FSIl. Registra-se que tal comportamento
ocorre apenas na estacdo chuvosa, a qual concentra o florescimento e inicio do
desenvolvimento dos frutos.

Na estacdo chuvosa ocorreu aument@ge em PCR em relacdo a PCM, néo
sendo encontrada diferencas significativas entre estes tratamentos na estacédo seca. Ja as
PCM nao apresentaram diferencas significativas entre as estacdes (Fig. 6F). As
respostas donpo (Fig. 6F) corroboram com os resultadosdo(Fig. 6D). A dissipacéo
fotoquimica e ndo fotoquimica sdo processos competitivos, desta forma, a reducdo do
én em PCR na estacdo chuvosa (Fig. 6D) foi compensada, ao menos em parte, pelo
aumento dapneg (Fig. 6F). Ja 0 aumento dg ocorridoem PCM, na estacdo chuvosa,
resultou na diminui¢do donpg Nesta mesma estagéo (Fig. 6 D e F). Para manter a
dissipacéo energética equilibrada na estacdo chuvosa as PCR elevaram a dissipacdo de
energia atraves dineg (Fig. 6F).

A dissipacao térmica através do ciclo das xantofilas é considerada uma das
primeiras linhas de defesa em plantas e pode aumentar significativamente em resposta a
remocao de frutos (Duan et al., 2008). Essa mesma caracteristica ficou evidente neste
trabalho pela elevacdo epneq observada em PCR na estagéo chuvosa. A manipulagéo
da relacdo fonte-dreno em macaulba, através da poda de o6rgaos reprodutivos, pode
modular os mecanismos de dissipacdo energética, principalmente, na fase inicial de
frutificacdo. Estas alteracfes na etapa fotoquimica proporcionaram certa protecao ao
aparato fotossintético da macauba contra danos oxidativos. Além de caracterizar o efeito
dos drenos reprodutivos soba atividade fotossintética, a modulacdo destes mecanismos
mostra que a macauba consegue dissipar 0 excesso de energia de forma regulada, o que
também é importante na diminuicdo do excesso e formacdo de EROs. A interacédo entre
os tratamentos e a sazonalidade ndo afetigiy @u seja, a associacdo do déficit hidrico
com a reduzida demanda de drenos reprodutivos, ndo conduziu a fotoinibicéo, as plantas
de macauba aqui avaliadas, contradizendo uma das hipoteses deste trabalho (Fig 6E). O
aumento desta variavel durante a estagdo seca corrobora com os maiores valores
encontrado pargo e reducdo dev/IFm. E plausivel sugerir que ocorreu maior extens&o
de danos fotoquimicos ao FSIlI na estac@&oasocasionados possivelmente pela
limitacdo hidrica. A maior dissipacdo energética ¢wig pode resultar em danos aos

centros de reacao do FSIl e comprometimento da etapa fotoquimica, uma vez que neste
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caso ha uma grande formacéo do estado tripleto da clortd@ild*( (Kramer et al.,
2004).

3.3 Efeito da remocéo total de cachos e da sazonalidade sob as trocas gasosas e

concentracdo de pigmentos

N&o foram observadas diferencas significativas nas variaveis de trocas gasosas
entre PCM e PCR (Fig. 7), apesar da remocao total de cachos aumentar a concentracao
de amido nos foliolos (Fig. 2ARiversos trabalhos demostram que a reducéo da forca
dreno pode acarretar acumulo de carboidratos na folha, o que eleva a relacédo fonte-
dreno e pode resultar em retroinibicdo fotossintética (Duan et al., 2008; Paul e Foyer,
2001; Stitt, 1991).
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Figura 7: Influéncia da remocéo total de cachos e da sazonalidade soba fotossintese
liquida A (A), condutancia estomatica, ¢B), transpiracao foliaE (C) e eficiéncia
instantanea do uso da agA& (D) em foliolos de macaubas com cachos mantidos
(PCM O) e com cachos removidos (PCX ). Legendas: (C = Chuvosa, S = seca), 0
simbolo * representa diferenca significativa entre a média geral de fatores isolados
segundo Teste Tukey (P < 0.05). Colunas representam as médias e as barras o erro
padréo de cinco repeti¢coes. Para mais detalhes vide figura 6.

Apesar de ndo ser uma resposta unanime entre a maioria das espeécies, a
retroinibicdo por acumulo de CNE deve ser cuidadosamente investigada, principalmente

em espécies altamente produtivas, visto que o feedback por acimulo de CNE também
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pode desencadear processos fotoinibitorios (Adams et al., 2013; Demmig-Adams et al.,
2017; Ort e Baker, 2002).

A fotossintese pode ser inibida pela diminuicdo da forca dos drenos, e
estimulada quando a capacidade de acumulo e utilizagdo de aclUcares aumenta, sendo a
manipulacdo fonte-dreno uma das principais formas de estudo deste processo (Mondal
et al., 1978). A maioria das evidéncias desta regulacdo € baseada na correlacdo entre
acumulo de carboidratos foliar e inibicdo fotossintética (Adams et al., 2013). Porém, a
diminuicdo ou remocao de drenos pode também resultar no armazenamento temporario
de carboidratos em diferentes 6rgaos da planta (Herold, 1980). Tal fato foi observado
nas macaubas aqui analisadas (Fig. 3). Em adicdo, algumas espécies podem néo
apresentar inibicdo fotossintética devido a diminuicdo da forca dreno e acumulagéo de
carboidratos foliares (Stitt, 1991). Neste contexto, os resultados deste trabalho sugerem
gue a macauba ndo apresenta retroinibicdo fotossintética por acumulos de CNE nos
foliolos. Sendo tal caracteristica observada também em plantas de dendé estudadas
anteriormente por Legros et al. (2009).

A coordenacéo entre a producéo de carboidratos nas fontes (folhas expandidas) e
sua translocacdo para utilizacdo e/ou armazenamento nos drenos é de crucial
importancia para o crescimento da planta. O aumento excessivo de carboidratos nos
foliolos pode inibir a taxa fotossintética através de uma cascata de eventos, 0s quais
envolvem: aumento de hexoses no citosol e reducédo do pool de fosfato inorgéanico (Pi)
citossolico; reducdo das trocas de gliceraldeido-3-fosfato (3-PGA) entre cloroplasto e
citosol; ativacdo da enzima ADP-glicose pirofosforilase no cloroplasto e formacéo de
grandes graos de amido, causando comprometimento fisico do mesmo (Stitt e Zeeman,
2012).

A consequente reducdo das concentracdes de sacarose em PCR néo influenciou a
atividade fotossintética da macauba. A sacarose € o principal acgucar translocado na
maioria dos vegetais, sendo a sua sintese realizada no citosol a partir da conversao de 3-
PGA a frutose-1,6-bisfofato (Fru-1,6-bisP) e em seguida a frutose-6-fosfato (Fru-6-P).

A Fru-6-P é convertida a glicose-6-fosfato (Gli-6-P), depois a Gli-1-P, que é, em
seguida, convertida a uridina-difosfoglicose (UDP-G), a qual é associada a Fru-6-P pela
sacarose fosfato sintase (SPS) formando sacarose. Desta forma, todo este processo é
dependente do transporte de 3-PGA através de translocadores de Pi contidos no
envelope cloroplastidico (Stitt e Zeeman, 2012). Segundo Herold (1980), a inibicdo da

sintese de sacarose resulta na diminuicdo da ciclagem de Pi e do transporte de 3-PGA
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gue pode levar a inibicdo fotossintética. A reducao da sintese de sacarose esta ligada ao
aumento da frutose-2,6-bisfosfato no citosol, a qual pode levar a inibicdo da enzima
Frutose-1,6-bisfosfatase, reducéo da frutose-6-fosfato e decréscimo da liberacdo de Pi
(Paul e Foyer, 2001; Paul e Pellny, 2003; Stitt, 1991). Segundo Hurry et al. (2000), a
reducdo de Pi ocasionada pela baixa sintese de sacarose pode também ocasionar, a
longo prazo, alteracbes na expressdo de genes fotossintéticos. Desta forma, apos ser
sintetizada, a sacarose deve ser translocada para células de oOrgdos dreno. Essa
translocacdo garante a utilizacdo continua de monossacarideos na sintese de sacarose,
evita a sintese de amido nos foliolos, bem como a possibilidade da ocorréncia de
retroinibicao fotossintética (Wardlaw, 1990).

Segundo Da Matta et al. (2008), a remocédo de frutos parece comprometer a
atividade fotossintética em café através da reducdo da condutancia estomatica. Tal
caacteristica estaria associada a baixa atividade de érgéos drenos gerando mudancas na
concentracao intercelular de €(Ti), a qual pode conduzir ao fechamento parcial dos
estdbmatos (Wunsche et al., 2005). Entretanto, essa caracteristica ndo foi observada em
macauba, uma vez que 0s parametros de trocas gasosas permaneceram estaveis entre
PCM e PCR (Fig. 4). Nao obstantgs, E e AE apresentaram diferencas significasiva
entre as estacdes seca e chuybsn 7). Agsdurante a estacdo seca (0,068 mokr)
foi menor que na estacdo chuvosa (0,13 mdlsM), no entanto, sem decréscimo nas
taxas de fotossintese (Fig. 7A e B). Isso mostra que a reduc@gsem sempre estao
ligadas a reducdo e nesta espécie. O aumento da resisténcia estomatica durante a
estacdo seca ocasionou reducde&eaulminando também na elevacdofdB durante
a seca (Fig. 7 C e D). Diversos estudos relatam a influéncia do estresse hidrico sob
aumento da resisténcia estomatica e diminuicao fotossintética (Flexas et al., 2006, 2002;
Cornic, 2000Suresh et al., 2010; Stitt, 1991). Os resultados de trocas gasosas sugerem
gque a macauba apresenta eficientes mecanismos de controle estomatico, reagindo
rapidamente as alteracdes hidricas do ambiente para conservar agua, manter o pleno
funcionamento da maquinaria fotossintética e da carboxilacao.

Observou-se que as concentracdes de clorofilas e carotenoides n&o foram
afetadas pela remocéo total dos cachos, nem mesmo pelo déficit hidrico sazonal (Fig.
8). Aliados ao complexo antena, os carotenoides atuam protegendo o aparelho
fotossintético contra foto-oxidac&o, caracterizando tais pigmentos como agentes
antioxidantes (Keunen et al., 2013). Em geral, a atividade protetora dos carotenoides

esta associada, principalmente, a dissipacdo térmica pelo ciclo das xantofilas. Este
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mecanismo de protecdo utiliza, principalmente, a zeaxantina para dissipar de forma
eficiente o excesso de energia das clorofilas excitadas na forma de calor (Demmig-
Adams e Adams, 2006] ¢npg€ um dos principais mecanismos envolvidos na evitagéo
do processo fotoinibitorio, ademais, o incremento desta varidvel pode indicar elevacéo
do conteudo de zeaxantina aliado ao complexo antena (Demmig-Adams e Adams,
2006). Apesar do aumento da variagrbo no tratamento PCR indicar aumento da
dissipacdo térmica pelo ciclo das xantofilas, ndo foram detectadas alteracdes
significativas nas concentracdes de carotenoides totais (Fig. 8C). De modo similar, a
remocdo de drenos reprodutivos em citros também n&o resultou em alteraracdes
significativas na producdo de pigmentos fotossintéticos, mesmo com elevacdes nas

concentracdes foliares de CNE (Rivas et al., 2007).
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Figura 8: Concentragbes de clorofilas(A), clorofila b (B), carotenoides (C) e
clorofilas mais carotenoides (D) em plantas de macaubas com cachos mantidos (PCM
0) e com cachos removidos (PC22 ). Legendas: (C = Chuvosa, S = seca), o simbolo *
representa diferenca significativa entre a meédia geral de fatores isolados segundo Teste
Tukey (P < 0.05). Colunas representam as médias e as barras o erro padrdo de cinco
repeticbes. Para mais detalhes vide figura 6.

A macauba apresenta 3,4 vezes mais clorafien relacéo a clorofila, o que

consequentemente resultou na elevacao da razéo cla@fil&em davida, a elevacéo
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da razdo clorofilaa/b nos foliolos de macauba pode ser caracterizada como uma
aclimatacdo a condigbes de alta irradiancia (Dorken e Lepetit, 2018). Salienta-se ainda
que, esta aclimatacgéo, pode ter favorecido a absorcdo e dissipacgéo eficiente de energia
na macauba, por exemplo, reduzindo a absorcdo excessiva de energia e

consequentemente a formacao de EROs.

3.4 Impactos da reducdo da forca dreno e da sazonalidade sob as relacbes

hidricas da macauba

A remocdo de drenos reprodutivos, assim como sua interacdo com a
sazonalidade, ndo resultou em alteracbes no potencial hidrico fBliardoncentracées
de prolina, teor relativo de 4gu@RA) e teor de umidade do soldys). (Fig. 9).
Entretantop W\, apresentou diferencas significativas entre a estacdo seca (-0,36 MPa) e
a chuvosa (-0,11 MPa) (Fig. 9A). Também houve aumento significativo nas
concentracdes de prolina em foliolos na estacdo seca (19,10 i&)em relacdo a
estacdo chuvosa (14.32 pmof ¢MS) (Fig. 9B). O TRA e TUS também foram
significativamente reduzidos durante a estacéo seca (Fig. 9 C e D).

Apesar da diferenca emttrada no ¥, entre as estacdes seca e chuvosa,
observouse que a macauba possui a capacidade de manter o ¥, elevado em condic¢des
de campo, mesmo no periodo seco, ap0s cerca de dois meses consecutivos sem
precipitacdo. Segundo Mota e Cano (2016), em condi¢cdes controladas, a fotossintese da
macauba apresenta significativas reducbes quando o potencial hidrico atinge valores
proximos a t,5 MPa, chegando a atingir valores proximos a zero em ¥, em torno de -
2 MPa. Entretanto, para que o potencial hidrico atingisse valores proximos a -2 MPa,
em casa de vegetacdo, foram necessarios cerca de 50 dias de suspensdo da irrigacao
(Mota e Cano, 2016). Em outras espécies de palmaceas como dendé (Suresh et al.,
2010;Silva et al., 2017 ) e pupunha (Oliveira et al., 2002), o potencial hidrico chega a
atingir valores proximos a -2 MPa cerca de 10 dias ap0s o inicio da aplicacdo do déficit
hidrico, momento este em que a fotossintese é reduzida a taxas proxima®alzero.
observado nas macaubas deste experimento manteve-se em niveis menos negativos,
provavelmente, em funcdo das analises serem realizadas em plantas em condi¢cdes

naturais, sem limitacdes do crescimento radicular.
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Figura 9: Potencial hidrico foliar (¥w, A), concentracdo de prolina em foliolos (B), teor
relativo de 4gua foliarTRA, C), teor de umidade do soldyS D) de plantas de
macaubas com cachos mantidos (PG ) e com cachos removidos LPCR ).
Legendas: (C = Chuvosa, S = seca), o simbolo * representa diferenca significativa entre
a meédia geral de fatores isolados segundo Teste Tukey (P < 0.05). Colunas representam
as médias e as barras o erro padrédo de cinco repeticdes. Para mais detalhes vide figura 6.

A redug¢do do W, durante a estacdo seca corrobora com o0 aumento da
concentracdo de prolina nos foliolos (Fig. 9B). O aumento da prolina nos tecidos
foliares favorece a manutencao da turgescéncia durante a seca, sendo considerado um
mecanismo de ajustamento osmoético importante para a manutencdo da atividade
metabolica celular em plantas sob deficiéncia hidrica (Al-Khayri e Al-Bahrany, 2004;
Zandalinas et al., 2018). A prolina pode também ter desempenhado um importante papel
como antioxidante nas macaubas aqui avaliadas. O aumento da biossintese desse
aminoacido, em condi¢fes de estresse, pode garantir a homeostase de EROs nos tecidos,
possibilitando também, através do seu catabolismo, a rapida recuperacao do crescimento
apos o estresse. Por exemplo, a prolina pode atuar diretamente na remoc¢ao das EROs ja
formadas, como o oxigénio singleto, radical hidroxila e o peréxido de hidrogénio. Além
disso, a propria rota biossintética da prolina, pode possibilitar a reducéo da formacéo de
EROs através do consumo do excesso de poder redutor (NADPH), o que possibilita a

renovacao do pool de NADP+ e manutencéo da taxa de transporte de elétrons (Hayat et
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al., 2012; Szabados e Savouré, 2010). Desta forma, a acumulacéo de prolina, durante o
estresse, pode manter estaveis proteinas e complexos proteicos presentes no cloroplasto
e no citosol, 0 que garante protecdo ao aparato fotossintético (Szabados e Savouré,
2010). Com base nestas afirmacfes, pode-se dizer que o aumento da concentracdo de
prolina, observado nos foliolos das macaubas, durante a estacdo seca, foi um dos
mecanismos que possibilitaram a manutencdo das taxas fotossintéticas e a homeostase
das EROs. O fechamento estomatico ocasionado pelo déficit hidrico € um dos primeiros
mecanismos que limitam a disponibilidade de carbono para fotossintese (Flexas e
Medrano, 2002). Entretanto, a atividade fotossintética da macauba foi mantida mesmo
com o fechamento estomético (Fig. 7B). A manutencadR acima de 80% (Fig.

9C), mesmo na seca, possibilitou a continuidade da atividade fotossintética através da
manutencdo da atividade da Rubissendo demostrado péilexas et al. (2006) que a
atividade da Rubisco é mantida mesmo apo0s a aqueda de 50%A @olimitacdo de

75% da atividade estomatica.

3.5 Impacto da reducéo da forca dreno e da sazonalidade sob a formacao de
espécies reativas de oxigénio e atividade antioxidante em foliolos de macauba

O efeito isolado da remocéao total dos cachos e da sazonalidade, como também a
interacao entre estes fatores, ndo afetaram a atividade das enzimas APX, CAT e SOD
em macauba (Fig 10 A, B e C). Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas
significativas nas concentracdes deOH (Fig 10D). Aumentos significativos na
atividade de enzimas antioxidantes, assim como na concentraca@Ode fétam
observados em plantas de péssego com menor carga de frutificacdo (Duan et al., 2008).
Quando a taxa fotossintética € comprometida por algum tipo de estresse, diversos
processos podem ser ativados para evitar e remover o excesso de formacdo de EROs,
como ciclo das xantofilas (Demmig-Adams e Adams 2006), aumento da atividade de
enzimas antioxidantes (Asada 1999), ajustes do complexo coletor de luz (Horton et al.,
2005), fluxo ciclico de elétrons (Niyogi, 2017), dentre outros. Entretanto, a macauba
manteve as taxas fotossintéticas independente do tratamento ou da estacdo sazonal
(Fig.6A). A capacidade de manter a fotossintese e dissipar parte da energia de forma
nao fotoquimica regulada, quando exposta a demanda reduzida de drenos e seca sazonal
(Fig. 6F), resultou com que, possivelmente, menos energia fosse direcionada para

formacgao de EROs.
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Figura 10: Atividade de enzimas (A) ascorbato peroxidade (APX), (B) superoxido
desmutase (SOD), (C) Catalase (CAT) e concentracdes de (D) perdxido de hidrogénio
(H20,) em foliolos de plantas de macaubas com cachos mantidos PCM ) e com
cachos removidos (Pl ). Legendas: (C = Chuvosa, S = seca), o simbolo * representa
diferenca significativa entre a média geral de fatores isolados segundo Teste Tukey (P <
0.05). Colunas representam as médias e as barras o erro padrédo de cinco repeticdes. Para
mais detalhes vide figura 6.

Além dos mecanismos de dissipacao energética e protecdo enzimatica, diversos
metabolitos como a prolina, acUcares solUveis e pigmentos, podemasssgiciados a
protecdo antioxidante em foliolos de macauba durante o déficit hidrico sazonal.
Segundo Keunen et al. (2013) os acucares também séo capazes de proteger o cloroplasto
e estabilizar a fotossintese em condicbes estressantes, principalmente a familia de
oligossacarideos da rafinose. Alguns trabalhos relatam que apés a aplicagdo de estresses
combinados, como seca e alta temperatura, o acumulo de sacarose também pode
proteger os componentes fotossintéticos (Rizhsky et al., 2004; Zandalinas et al., 2018).
Aparentemente, a atividade enzimatica antioxidante dessa espécie foi mantida estavel
nas condi¢cdes aplicadas neste trabalho, o que significa que outros mecanismos podem

ter auxiliado na manutencédo da homeostase de EROs.

3.6 A remogcdo dos cachos em macauba pode possibilitar incrementos no

nuamero de folhas e cachos para safra seguinte
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A remocao total dos cachos em macauba aumentou o niumero de cachos florais
emitidos pelas PCR tanto na primeira (outubro/2016), quanto na segunda frutificacao
(outubro/2017), ambas ocorridas apdés o primeiro manejo dos cachos, sendo observado
em PCM um numero menor de cachos emitidos (Fig. $&gundo Paul e Pellny
(2003), a producao de acucares pode controlar o ciclo de vida foliar e exerce um papel
significativo na inibicdo ou estimulagédo da senescéncia. Os ajustes vegetativos e
reprodutivos da macauba, ocasionados pela diminuicdo da forca dreno, sdo semelhantes
aos observados em dendé (Legros et al., 2009). Porém, este ajuste ndo aparenta ser uma
caracteristica unanime entre as espécies da familia Arecaceae, ndo sendo, por exemplo,
observada a mesma plasticidade em plantas de coqueiro com manipulacao fonte-dreno
(Mialet-Serra et al., 2008).
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Figura 11: Numero de cachos florais emitidos por plantas de macaubas com cachos
removidos (ER [), e nimero de cachos florais emitidos por plantas com cachos
mantidos (PCM3 ), ambos quantificados durante a primeira (outubro a dezembro de
2016) e segunda frutificacdo (outubro a dezembro de 2017) ocorrida apds o inicio do
experimento. Legendas: (C = Chuvosa, S = seca), o simbolo * representa diferenca
significativa entre a média geral de fatores isolados segundo Teste Tukey (P < 0.05).
Colunas representam as médias e as barras o erro padrao de cinco repeticdes. Para mais
detalhes vide figura 6.

Segundo Wardlaw (1990), em plantas perenes, principalmente frutiferas, uma
elevada produtividade pode reduzir o crescimento vegetativo (novas folhas) que
mantera a proxima safra, prejudicando assim a frutificacdo seguinte. Esta afirmacao
corrobora com os resultados observados na macauba, onde a média geral de folhas de

PCM foi menor que a média geral das folhas encontradas em PCR (Fig. 12).
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Invariavelmente, palmeiras sdo consideradas espécies sempre-verdes, sendo
geralmente limitadas pela disponibilidade de 4gua e pela temperatura (Eiserhardt et al.,
2011). Observou-se que, apesar da presenca de folhas novas e maduras durante todo
ano, a dinamica de emissdo de folhas na macauba pode apresentar respostas
significativas aos efeitos da sazonalidade (Fig. E&h ambos os tratamentos, o nimero
de folhas tende a reduzir apos a estacao seca, sendo esta caracteristica influenciada tanto
pela reducdo da expanséo foliar quanto pelo aumento da senescéncia da mesma.
Evidentemente, este tipo de comportamento foi influenciado pelo déficit hidrico
sazonal. Contudo, o maior nimero de folhas observadas nas PCR foi possibilitado pela

maior disponibilidade de reservas, uma vez que o0s drenos reprodutivos foram

removidos.
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Figura 12: Numero de folhas observadas ao longo dos meses (de julho de 2016 a
fevereiro de 2017) (A), e média geral do nimero de folhas observadas nos tratamentos
plantas de macaubas com cachos mantidos (ECM ) e com cachos removidlJ)(PCR

(B). Letras minusculas diferentes significam diferencas significativas pelo Teste Tukey
(P < 0.05). Os dados representam as médias e as barras o erro padrdo de cinco
repeticoes.

A maior emisséao de folhas em PCR corrobora com a maior emisséo de estruturas
reprodutivas. Uma vez que as inflorescéncias da macauba surgem nas areas
interfoliares, principalmente entre as axilas de folhas madlwa®nzi, 2010),0
namero de folhas influencia diretamente a emisséo de cachos nesta espécie. Observou-
se em PCR aumento médio de 2 folhas por planta, o que consequentemente possibilitou

também o aumento de cerca de 2 cachos por planta (Fig. 11 e 12).

33



4. CONCLUSAO

() A macauba é capaz de modular, principalmente, mecanismos de dissipacao
energética em resposta a diminuicdo da forca dreno. Ademais, apesar da menor
condutancia estomética no periodo seco, ndo apresentou reducdes na fixacdo de
carbono, nem atividade fotoinibitéria em virtude da remocdo do dreno ou de sua
interacdo com a sazonalidade.

(I As trocas gasosas em macauba sao reguladas, principalmente, por fatores
sazonais como a seca. No entanto, a espécie apresenta mecanismos eficientes que
garantem sua sobrevivéncia, como eficiente controle estomatico, aumento da eficiéncia
no uso da agua, manutencao dos conteudos de agua foliar e aumento de prolina.

(Il O aumento da concentracdo de amido em foliolos ndo resultou em
retroinibicdo fotossintética na macauba.

(IV) Em virtude da reducdo da demanda dos drenos reprodutivos, a espécie foi
capaz de armazenar amido no estipe. O estabelecimento deste dreno transitorio pode ter
auxiliado na manutencéo da atividade da maquinaria fotossintética e evitou danos por
processos fotoinibitérios.

(V) O manejo da frutificagdo da macauba, durante periodos de estresse que
aumentam o abortamento de frutos, assim como durante as primeiras frutificacées, pode

fazer com que a planta aumente o numero de folhas e cachos para a safra seguinte.
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