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RESUMO GERAL

O agravamento das mudancas climaticas e o aumento populacional
mundial provocam o aumento gradual da demanda mundial por dgua, seja para o
consumo humano direto, seja para a producdo de alimentos em geral. Cerca de
70% da 4gua utilizada no planeta se destinam a producdo agropecuaria e, sendo
assim, a descoberta de processos adaptativos a condi¢des de restricdo hidrica,
visando implementa-los em espécies de interesse agrondmico, vem sendo objeto
de muitos estudos no mundo inteiro. Ao se verificar a importancia na economia
nacional das atividades da silvicultura, em especial de espécies do género
Eucalyptus, e diante da existéncia de clones com diferentes niveis de tolerancia
ao estresse hidrico, é vital compreender os mecanismos empregados pelas
plantas em resposta a este estresse. Objetivando estudar estes mecanismos e a
prospeccdo de genes relacionados ao estresse hidrico, diversos estudos sdo
realizados, seja in vitro ou ex vitro. Foram avaliadas a utilizagdo da areia como
substrato para experimentos ex vitro com mudas de eucalipto e sua capacidade
de simular condigdes de estresse hidrico, tendo sido alcancados valores de
potencial que variaram de -0,036 kPa, no grupo controle, a -1.500 kPa, no grupo
estresse intermedidrio. Para todos os pontos de estresse foram avaliadas as
condi¢gbes morfolégicas das mudas de eucalipto. Durante o estudo de
metabdlitos produzidos em plantas submetidas a diferentes niveis de restri¢do de
agua foi possivel observar, por meio de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS), a existéncia de quarenta possiveis moléculas
responsivas ao estresse, das quais, de acordo com as analises estatisticas
realizadas, nove foram identificadas como efetivamente responsivas ao estresse
hidrico. Entre estas moléculas estdo o acido 6-fosfoglucnico, cuja diminuigédo
na concentracdo pode-se associar & queda das taxas de metabolismo; a indolina,
provavelmente relacionada a rotas catabélicas envolvendo o acido indol-acético
(AlIA), na forma da espécie conjugada entre AlA-fenilalanina; o aminoécido
valina, o fenil-p-D-glicopiranosideo e o p-toluil-B-D-glicopiranosideo,
provavelmente associados ao combate de espécies reativas de oxigénio. Além
destes, outros possiveis metabolitos responsivos ao estresse hidrico foram
encontrados, devendo ser validados por meio de novos estudos. Todos estes
compostos citados tém potencial de atuar como marcadores de nivel de estresse
ou de serem utilizados para a prospecc¢do de mecanismos genéticos que possam
conferir a plantas de interesse melhor adaptacdo ao estresse hidrico.

Palavras-chave: Estresse Hidrico. Eucalyptus urograndis. LC-MS. Perfil
Metabol6mico. Areia.



GENERAL ABSTRACT

The worsening of climate change and global population growth causes a
gradual increase in global demand for water, either for direct human
consumption or for food production in general. Agricultural production
consumes about 70% of the entire water that is used on the planet, therefore, it
has been the subject of many studies worldwide the discovery of adaptive water
restrictions, aiming to implement them in species of agronomic interest.
Verifying the importance of forestry activities in the national economy,
especially the Eucalyptus genus, and also the existence of clones with different
levels of tolerance to water stress, it is vital to understand the mechanisms used
by plants in response to this stress. Intending to study these mechanisms and the
search for genes related to water stress, several studies are conducted either in
vitro or ex vitro. Were evaluated the use of sand as a substrate for ex vitro
experiments with eucalyptus seedlings and its ability to simulate conditions of
water stress, have been reached potential values ranging from -0.036 kPa in the
control group, and -1500 kPa, in the intermediate stress group. For all stress
points were evaluated morphological conditions of eucalyptus seedlings. During
the study of metabolites produced in plants submitted to different levels of water
restriction was observed by means Liquid Chromatography coupled to Mass
Spectrometry (LC-MS), the existence of forty possible responsive molecules to
stress, which, according with statistical analyzes, nine were identified as
effectively responsive to water stress. Among these molecules are: 6-
fosfoglucdnico acid, which decrease in concentration allows associating the drop
in metabolic rate; indoline, probably related to catabolic pathways involving
indole-acetic acid (IAA), in the form of the species coupled between EIA-
Phenylalanine; the valine amino acid, phenyl-B-D-glucopyranoside and p-
toluoyl-p-D-glucopyranoside, probably associated with combat reactive oxygen
species. Besides these, other potential metabolites responsive to water stress
were found and should be validated by further studies. All these mentioned
compounds have the potential to act as stress level markers or used for
prospecting for genetic mechanisms that may confer to plants of interest better
adaptation to water stress.

Keywords: Drought Stress. Eucalyptus urograndis. LC-MS. Metabolomic
profile. Sand.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

O plantio de eucalipto € uma atividade agricola importante no esforgo de
se implantar um sistema econdémico ambientalmente sustentavel. A planta é
rustica, adaptavel a solos pobres em nutrientes ou degradados, e sua madeira tem
varios usos estabelecidos, com grande aceitacdo no mercado mundial. Seu
cultivo pode, inclusive, impactar o ambiente de forma positiva: em valores
médios, uma arvore com cinco anos estoca 29 kg de carbono no lenho comercial
(SILVA, 2015), de modo que o ciclo entre plantio das florestas e
industrializacdo ainda resulta em saldo positivo na estocagem de carbono
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PRODUTORES DE FLORESTAS
PLANTADAS - ABRAF, 2013).

No Brasil existe cerca de 7,2 milhdes de hectares de florestas plantadas,
sendo 71% desta area ocupados com plantio de arvores do género Eucalyptus e,
deste total, 0 estado de Minas Gerais responde por 28,2% (ABRAF, 2013). E
um dos setores-chave na economia nacional, com bom desempenho em
producdo e faturamento préximo a US$2,5 bilhdes, representando cerca de 5%
do PIB e gerando milhdes de empregos diretos e indiretos (SOARES; SILVA;
CORDEIRO, 2014).

Estas florestas, assim como todas as outras plantas, estdo
frequentemente expostas a varios tipos de estresses, sejam bidticos (virus,
bactérias e fungos) ou abidticos (restricdo de agua, variagdes de fotoperiodo,

temperaturas extremas e salinidade, entre outros) que afetam seu crescimento,
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desenvolvimento e produtividade (GUIMARAES-DIAS et al., 2012; RAO;
CHAITANYA, 2016).

Estas mudancas nas condi¢Bes ambientais, possivelmente promotoras de
estresse, as quais as florestas estdo expostas, ameagcam a silvicultura mundial. Os
efeitos ja consolidados das mudancas climéticas, bem como os previstos em
todos os cenarios, ddo conta de que as florestas continuardo sendo
negativamente afetadas devido a seca prolongada, ao aumento da saliniza¢do do
solo e da dgua e a exposicdo a baixas temperaturas, consequentemente
diminuindo o crescimento e a sobrevivéncia das florestas (HARFOUCHE;
MEILAN; ALTMAN, 2014).

A restricdlo de agua afeta negativamente a produtividade em
ecossistemas em todo o mundo, diminuindo a produtividade e a distribuicdo da
populacédo das plantas, em alguns casos podendo reduzir o retorno da cultura em
até 50%. Aliada & salinizagdo, afeta mais de 10% das terras cultivaveis em todo
0 mundo (BARTELS; SUNKAR, 2005). A forma como as plantas lidam com a
falta deste recurso tem sido amplamente pesquisada, observando-se respostas
diferentes, comparando espécie a espécie e populacdo a populagdo, para uma
mesma espécie. Porém, ha processos que sdo gatilhos para as respostas
fisiologicas, como fechamento estomético e reducédo da taxa fotossintética, e que
ainda nao foram amplamente compreendidos (NIINEMETS, 2016).

Em diversos estudos foi demonstrada a capacidade do eucalipto de
responder ao estresse hidrico, em especial pela sua capacidade de recuperacdo ao
ser ‘reidratado’ apds periodo de estresse, porém, 0S mecanismos e 0S Processos
gue medeiam esta resposta permanecem incompreendidos e demandam novos
estudos (CORREIA et al., 2014). Além disso, o eucalipto € uma espécie arbérea
distribuida mundialmente, devido a sua capacidade de adaptacdo, e desempenha

importante papel no setor econémico, por ser matéria-prima de diversos
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produtos, como celulose, papel, carvao vegetal, serralheria e biomassa, além de
uso farmacolégico, entre outros (ARANTES, 2009).

A simulacéo das condicOes de estresse hidrico em casa de vegetagdo traz
consigo um conjunto de variaveis que interferem na disponibilidade de &4gua e na
taxa de consumo de agua pela planta, sendo necessario um estudo detalhado para
a escolha das condigGes a serem utilizadas experimentalmente (LOPES et al.,
2011; VELLINI et al., 2008). Ademais, as partes de interesse da planta em
estudo configuram outro fator importante na escolha, uma vez que a ndo
remogdo completa dos contaminantes presentes no substrato pode interferir de
forma determinante na qualidade das analises metabolémicas.

As respostas dos organismos as condi¢es ambientais causam mudancas
relevantes em sua composi¢do quimica, consistindo em uma reprogramacao do
metabolismo primario, referente ao processo de desenvolvimento, e secundario,
referente aos processos de adaptagdo, das plantas. Apesar de sua importancia e
da possibilidade de serem as unicas mudancgas que ocorrem fora das rotas de
metabolismo priméario (MCKIERNAN et al., 2016), o papel dos metabdlitos
secundarios é pouco claro, sendo suas mudangas dificeis de explicar e,
principalmente, prever (NIINEMETS, 2016). Os metabdlitos sintetizados como
resposta ao ambiente, classificados como secundarios, sdo produzidos em
pequena escala (STAMP, 2003), sendo, portanto, necessario o0 uso de
ferramentas altamente sensiveis para estas analises.

Na analise metabolémica, a metodologia de extracdo e de analise é
varidvel para cada classe de metabdlitos secundéarios, devido & sua natureza
quimica. A detec¢do ou identificacdo destes compostos pode ser realizada com a
utilizacdo de cromatografia acoplada a detectores de arranjo de diodo (DAD),
ressonancia magnética nuclear (NMR) e espectrOmetro de massa (MS), sendo
este Gltimo o método de escolha, pois possibilita a analise de uma diversificada

gama de compostos de forma simultdnea (CHERNIN et al., 1996; GIKA et al.,
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2012; MIKULIC-PETKOVSEK et al., 2013; RAAIIMAKERS; VLAMI,
SOUZA, 2002).

Espécies ou variedades extremamente sensiveis ndo tém sua utilizacdo
recomendada para estudos de estresse hidrico, pois seus repertorios de resposta
séo limitados e, normalmente, culminam com a senescéncia e a morte da planta,
em vez de adaptacGes ambientais que Ihe permitam adaptar-se aquele ambiente
(DEYHOLOS, 2010).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estresse hidrico

As plantas estdo frequentemente expostas a varios tipos de estresses,
sejam bidticos (virus, bactérias e fungos) ou abiéticos (restricdo a &agua,
variagdes de fotoperiodo, temperaturas extremas e salinidade, entre outros) que
afetam seu crescimento, desenvolvimento e produtividade (GUIMARAES-DIAS
et al., 2012; RAO; CHAITANYA, 2016). O déficit hidrico é uma importante
limitacdo ambiental, afetando a produtividade e a distribuicdo da populacéo das
plantas, em alguns casos podendo reduzir o retorno da cultura em até 50% e,
aliada a salinizacdo, afeta mais de 10% das terras cultivaveis em todo o mundo
(BARTELS; SUNKAR, 2005).

As perspectivas para 0 avan¢o da seca sdo preocupantes. Os modelos de
predicdo das condi¢fes climaticas preveem o agravamento dos efeitos do
aquecimento global nos préximos anos (SAPETA et al., 2016). Neste cenério, 0
Brasil tem posicdo privilegiada, pois a disponibilidade de &gua, per capita, esta
acima de 15.000 m3 (Figura 1). Diante destes dados, em uma analise superficial,
é possivel ter a falsa impressdo de que a situagéo ndo é preocupante. Porém, em
contraste com esta disponibilidade, ha o crescimento populacional e o
consequente aumento do consumo de agua (Figura 2), do qual a irrigacdo
representava, aproximadamente, 70%, no ano 2000. Ha a previsdo de aumento
da demanda de agua em cerca de 57%, se comparado 0 ano de 2050 com 0 ano
2000 e, no caso dos paises membros do bloco BRICS (Brasil, Rissia, india,
China, Africa do Sul), espera-se um aumento de 77% para 0 mesmo periodo
(WORLD WATER ASSESSMENT PROGRAMME - WWAP, 2015). Apesar
do aumento dessa demanda, a quantidade de agua disponivel para utilizacdo na

irrigacdo deverd diminuir 17%, para os BRICS e 13%, em termos mundiais.
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A anélise desses dados possibilita prever o agravamento do nivel de
estresse hidrico que, em 2010 (Figura 3), mostrava boa parte das regides
subtropicais com niveis elevados de caréncia de agua e, ainda mais preocupante,

a regido intertropical ja apresentando severo estresse hidrico (WWAP, 2015).

Figura 1 - Disponibilidade de recursos hidricos renovaveis, per capita, no ano de
2013 (WWAP, 2015).

Recursos hidricos renovaveis totais per capita (2013)

-
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Figura 2 - Comparagdo da estimativa da demanda de &gua, global e por grupo de
paises, entre a estimativa para o ano de 2050 e os dados do ano 2000
(WWAP, 2015).
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Figura 3 - Estresse hidrico mundial médio dos anos 1981 a 2010, considerando a
relacdo entre a oferta e a demanda de dgua (WWAP, 2015).
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As plantas lidam frequentemente com a indisponibilidade de agua, seja
por estresse no fornecimento ou por taxa excessiva de evapotranspira¢do. Em
resposta ao estresse hidrico, diversas plantas desenvolveram estratégias para
minimizar estes danos, os quais sdo desencadeados por alteracGes nas
membranas celulares, na estrutura e na ultraestrutura de organelas celulares
(RAO; CHAITANYA, 2016). A reducdo na disponibilidade de agua para a
planta gera uma série de reacdes fisioldgicas, impactando negativamente o seu
crescimento, devido ao fechamento estomatico, a menor assimilacdo de CO,, a
diminuigdo da &rea foliar, & menor eficiéncia do aparato fotossintético e a menor
expansédo radicular, entre outras (BARTELS; SUNKAR, 2005). Ainda podem
ocorrer reacdes que envolvem a regulacdo do turgor das células guarda,
reduzindo a abertura estomatal e colaborando na manutencdo do potencial
osmatico da planta por meio da reducdo na transpiracdo (MCKIERNAN et al.,
2016).

Além destas reagdes, respostas moleculares também ocorrem para
proteger as plantas mediante sua exposic¢éo ao estresse. Dentre estas mudancas, a
alteracdo do balango de fito-hormonios tem papel chave na tolerancia a queda na
disponibilidade de agua, tendo o &cido abscisico (ABA) a maior influéncia, por
participar de respostas fisiolégicas importantes, como fechamento estomatico,
ativacdo de genes downstream, producdo e acumulo de ions, solutos e
metabolitos, visando a protecdo da planta na escassez de agua (RAO;
CHAITANYA, 2016).

A duragdo, a intensidade e a taxa de ocorréncia do estresse hidrico
interferem no tipo de resposta que a planta utilizara, possibilitando que caminhos
totalmente distintos sejam trilhados no metabolismo para que a resposta a
condicdo seja dada de forma adequada (OBIDIEGWU et al., 2015).

Ao enfrentar estresses suaves a moderados, a fotossintese sera afetada

devido ao fechamento dos estématos, resultando em perda da biomassa. Em
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casos de estresse severo, as vias que envolvem a configuracdo dos estbmatos
passam a ter papel secundario, diminuindo a eficiéncia fotoquimica e a atividade
da proteina rubisco, afetando os metabolismos bioquimicos e fisioldgicos (XU;
ZHOU; SHIMIZU, 2010). A ocorréncia de estresse intermitente tem efeito
biomassa e na produtividade da planta, sendo mais relacionada ao momento de
ocorréncia e a sua frequéncia do que com a intensidade propriamente dita
(PINHEIRO; CHAVES, 2011).

H& pouca informacdo disponivel quanto aos efeitos fisiologicos do
estresse hidrico prolongado, o que levaria a queda acentuada na disponibilidade
de a&gua. Alguns estudos demonstram que a restricdo prolongada do
fornecimento de &gua, caso a umidade do solo atinja niveis menores que 50% da
capacidade de campo, tem como consequéncia a dificuldade da planta em
absorver os nutrientes do solo, causando, juntamente com as respostas a
diminuicdo da agua disponivel, impacto severo no aumento da biomassa e na
produtividade (OBIDIEGWU et al., 2015).

Apesar dos avangos realizados nas Ultimas duas décadas, ainda nao é
possivel tragcar um painel exibindo o papel da regulagdo metabolica durante o
estresse hidrico. Pinheiro e Chaves (2011) afirmam que, apesar dos avangos
impressionantes a respeito dos eventos que ocorrem nas plantas submetidas ao
estresse hidrico, um painel integrativo das respostas ainda nado foi desenvolvido,
em parte, devido a estudos que utilizam condi¢des muito artificiais de déficit
hidrico. E importante, ainda, o fato de a maioria dos experimentos que envolvem
as andlises moleculares ndo levar em conta dados fisioldgicos, como
condutancia estomatica e taxa fotossintética, dificultando a comparagdo dos
dados gerados nestas pesquisas.

Em relagdo aos metabdlitos, hd um alto nivel de interconectividade entre
as rotas entre o estresse hidrico, a fotossintese, espécies reativas de oxigénio

(ROS), ABA, sacarose e amido (Figura 4). Processos relacionados as citocininas
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ndo foram bem documentados, presumivelmente por ndo terem ainda sido
profundamente estudados. Sdo reportadas, ainda, interacbes entre diferentes
rotas hormonais, evolvendo ABA, auxinas e etileno (PINHEIRO; CHAVES,
2011). Esta interconectividade, apesar de muito explorada, ainda ndo foi
totalmente compreendida e deve ser mais bem estudada.

Figura 4 - Redes bioldgicas, geradas in silico, ap6s anélise dos dados referentes
a estudos metabolémicos disponiveis na literatura, de 1995 a fevereiro
de 2010, por meio do software Pathway Studio (PINHEIRO;
CHAVES, 2011).
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Um exemplo dessa interconectividade foi observado no estudo da
variacdo do potencial osmético em Coriaria nepalensis. O decréscimo neste
potencial, tipicamente limitado a, aproximadamente, -0,2 a -0,8 MPa, provocou
a manutencdo do movimento de agua do solo para a planta durante periodos de
estresse hidrico, tendo este decréscimo sido proporcional a severidade do
estresse. Este mecanismo se apresentou como uma vantagem ecoldgica para

plantas jovens da espécie, ao possibilitar a manutencéo da atividade metabdlica
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em condi¢des subdtimas, enquanto as raizes nao alcangaram a dgua em maior
profundidade, sugerindo que o ajuste osmético é uma estratégia que aumenta a
tolerancia a desidratacdo (BARGALI; TEWARI, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004).

2.2 O eucalipto

No Brasil ha cerca de 7,2 milhdes de ha de florestas plantadas — 0,84%
da area do pais e 1,55% da area total de florestas —, sendo 71% desta area
ocupados com plantio de arvores do género Eucalyptus, se concentrando na
regido centro-sul do pais (Figura 5). Deste total, o estado de Minas Gerais, com
1.438.971 ha, responde por 28,2% da area nacional de plantio de eucalipto,
seguido por Sdo Paulo com 20,4% e pela Bahia, com 11,8% (ABRAF, 2013).
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Figura 5 - Area das florestas plantadas de eucalipto no Brasil, por estado
(ABRAF, 2013).

TOTAL: 5.102.030 ha

O rendimento médio de uma floresta de eucalipto no Brasil varia entre
35 e 50 m3/ha/ano, sendo observados valores maiores para algumas regides do
territorio nacional. Ainda assim, a média nacional supera a média da Australia,
pais de origem do eucalipto, que é de, aproximadamente, 25 m3/ha/ano (PINTO
etal., 2014).

No Brasil, o eucalipto é utilizado para a producdo de celulose e papel,
carvao vegetal e biomassa, na construcao civil e na industria farmacéutica, sendo
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um dos setores-chave na economia nacional, apresentando bom desempenho em
producdo, com faturamento préximo a US$2,5 bilhdes, 5% do PIB e gerando,
aproximadamente, 2 milhdes de empregos diretos e indiretos (SOARES;
SILVA; CORDEIRO, 2014).

O género Eucalyptus é originario da Australia e tem cerca de 600
espécies adaptadas a diferentes condi¢cbes ambientais. A maioria das espécies
pertence a florestas altas, com 30 a 50 m de comprimento ou de florestas abertas,
com 10 a 25 m de comprimento. As espécies de eucaliptos mais utilizadas no
mundo sdo E. grandis, E. camaldulensis, E. tereticornis, E. globulus, E.
urophylla, E. viminalis, E. saligna e E. citriodora (ALZATE, 2004).

O E. urograndis, obtido no Brasil a partir do cruzamento entre E.
grandis e E. urophylla, tem grande importancia para a produgdo de papel e
celulose de fibra curta (CARVALHO, 2000), sendo um dos hibridos mais
utilizados no setor florestal e industrial brasileiro. Este cruzamento reGine as
melhores caracteristicas do E. grandis, como excelente taxa de crescimento,
qgualidade da madeira e tolerancia ao estresse hidrico (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO,
1981; GONGCALVES et al., 2013) e do E. urophylla, como a resisténcia a
doencas, particularmente ao fungo Cryphonectria cubensis, causador do cancro
do eucalipto (SCANAVACA JUNIOR; GARCIA, 2003), sendo ambos o0s
genotipos utilizados para diversos fins, como producdo de celulose e de papel,

chapas duras, serraria e carvéo, além de outros (PINTO et al., 2014).
2.2.1 Estresse hidrico em eucalipto
O consumo de agua pelas florestas €, em geral, maior do que 0 consumo

de vegetacdo de menor porte de culturas agricolas ndo irrigadas, o que configura

uma preocupacdo, pois se torna cada vez mais evidente a diminuicdo na
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disponibilidade natural de agua, um dos mais importantes temas relacionados ao
manejo dos recursos naturais em todo o planeta (TRABULSI, 2011). As
plantacGes florestais com espécies de crescimento rapido, como o eucalipto,
apresentam maior consumo de &gua, comparadas as de vegetacdo de menor
porte, as das florestas naturais e as plantagcbes com espécies de crescimento lento
(CALDER, 2007).

Apesar disso, é possivel afirmar, analisando dados sobre taxa de
transpiracdo, dindmica dos estdmatos, indice de area foliar, eficiéncia do uso da
agua, perdas por interceptacdo e balango hidrico, que o eucalipto é uma espécie
florestal altamente eficiente na producdo de biomassa, proporcionalmente a
quantidade de &gua absorvida, tornando-o uma alternativa viavel para cenarios
de escassez de dgua (WHITEHEAD; BEADLE, 2004).

A resposta ao estresse hidrico em eucalipto, assim como em outras
espécies, ocorre em diferentes estagios. A sinalizacdo do estresse, fundamental
para a resposta e a protecdo do organismo, ocorre rapidamente. Apenas trés
horas ap0s a inducéo do estresse hidrico em E. globulus, clone C14, observaram-
se respostas fisiologicas significativas, destacando-se o papel do ABA
xilemético e das mudancas no pH, como os primeiros sinais quimicos ocorridos
durante rapido estresse hidrico (GRANDA et al., 2011).

O ajuste osmdtico como resposta ao estresse é uma resposta invariavel
no género Eucalyptus, mas variacOes interespecificas do potencial osmético
correlacionam-se com a distribuicdo de espécies em ambientes onde a agua é
escassa (MERCHANT et al., 2007). InvestigacBes em casa de vegetagdo sobre o
efeito do estresse hidrico, induzido pela suspensdo da irrigacdo, podem prever
como as espécies de plantas respondem ao estresse hidrico em condicGes de
campo (GINDABA; ROZANOV; NEGASH, 2004).
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2.3 Metaboldmica

A avaliacdo de um perfil de metabolitos é essencial para varios campos
da ciéncia e, consequentemente, ele vem sendo amplamente estudado por varios
grupos de pesquisa, em diversas partes do mundo, desde 1971, quando Horning
introduziu este conceito com trabalhos utilizando espectrometria de massa
(GREEF et al., 2013).

A importéncia do estudo dos metabdlitos pode ser entendida por sua
prépria etimologia, uma vez que significa “mudanga”, sendo estes os primeiros
compostos a sinalizar variagdes no ambiente e a provocarem no organismo todas
as mudangas necessarias para a sua adaptagdo (BING, 1971).

Para a analise de metabdlitos em matrizes bioldgicas, nos anos de 1950
alguns pesquisadores acoplaram o cromatégrafo a gas a um espectrémetro de
massa (GC-MS), permitindo a separacdo e a identificacdo de compostos
presentes em matrizes como urina ou sangue. Porém, estes ‘“perfis”
metabolémicos eram restritos a uma classe de compostos, 0s acidos organicos,
pois, para analise via GC-MS, os compostos devem ser volateis ou ser
transformados em compostos volateis, por meio de derivatizacdo (GREEF et al.,
2013).

Para que um experimento seja bem sucedido, ele deve ser bem
planejado. Nas etapas iniciais (Figura 6), é definida a “questdo bioldgica”, ou
seja, 0 que se quer descobrir: marcadores bioldgicos, processos fundamentais;
seguido pela definicdo do desenho experimental, a coleta das amostras e a
extracdo dos compostos. Na fase analitica, a escolha do sistema é crucial, pois
todos tém suas vantagens e limitacGes, devendo a escolha levar em conta a
questdo que motivou o experimento; a aquisi¢cdo dos dados é crucial, e a escolha
precipitada dos métodos analiticos pode impedir o correto processamento dos

dados e toda a avaliacdo que se seguird. Apos as analises estatisticas, os dados
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de interesse sdo analisados visando identificar, confirmar e quantificar os
metabolitos com base nos dados de LC (cromatografia liquida), MS
(espectrometria de massa) e MS/MS. Por fim, os dados séo relacionados com 0s
processos bioldgicos em curso e interpretados (ZHOU et al., 2012).

Figura 6 - Fluxo de trabalho para um experimento em anélise metabolémica.
Adaptado de Zhou et al. (2012).
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2.3.1 Metabdlitos

O termo metabdlito se refere a qualquer molécula que foi produzida em
processos ocorridos em seres vivos. Essas moléculas podem ser classificadas
como metabolitos primarios, responsaveis por dar suporte a vida em processos
normais nas vias metabodlicas essenciais, como as relacionadas ao crescimento,

ou metabdlitos secundarios, moléculas pequenas (massa molecular menor que
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1.000 Da) ausentes das vias metabolicas essenciais, porém, necessarias a
sobrevivéncia por atuarem como sinalizacdo e resposta a diversos fatores
ambientais, permitindo o desenvolvimento e a adaptagdo do organismo. Dentre
0s metabdlitos primarios figuram aminoécidos, lipideos e carboidratos, e, dentre
os secundarios, figuram os polifendis, os alcaloides, os terpenos e as policetonas
(dentre as quais micotoxinas), entre outros (WOLFENDER et al., 2015).

Estes compostos sdo produzidos devido a relagdo do organismo de
interesse com outros organismos, patogénicos ou ndo, bem como serem frutos da
interacdo com o meio, apresentando ou ndo condigcdes de estresse abidtico
(VERPOORTE; ALFERMANN, 2000).

A diversidade quimica dos organismos é diretamente ligada a evolucédo
dos fatores de transcricdo, que controlam as rotas correspondentes. Entdo, é
evidente que as alteracdes ecoldgicas e evolutivas no repertério dos metabolitos
devem ser associadas as concomitantes mudancas na regulacdo dos genes que
correspondem aguelas rotas metabdlicas. Apesar disso, ndo estd claro o ponto
em que os fatores de transcricdo influenciam a diversidade metabdlica dos
organismos, nem como 0s reguladores das rotas metabolicas atuam visando
manter 0 organismo constantemente apto a se adaptar as condi¢fes ambientais
(GROTEWOLD, 2005).

Os metabolitos sdo compostos que apresentam grande importancia
econdmica, sendo alguns utilizados como medicamentos, esséncias, inseticidas e
corantes. Estima-se que 25% de todos os farmacos sejam derivados de plantas,
como, por exemplo, morfina, codeina, vimblastina e digoxina, entre outros. Nos
anos 1980 foi produzido um inventario que catalogou 121 compostos obtidos a
partir de 95 espécies e que eram utilizados na farmacoterapia ocidental
(VERPOORTE; ALFERMANN, 2000).

A diversidade metabodlica ndo é dada apenas pelo numero de genes

presentes, mas também pelas mudltiplas especificidades dos substratos por
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diferentes enzimas, além de reagdes ndo enzimaticas. Aproximadamente 50.000
compostos foram elucidados em plantas, porém, estima-se que o total seja
superior a 200.000, sendo a analise metabolémica um grande desafio para os
pesquisadores em plantas (HALL et al., 2002).

H& diversos bancos de dados nos quais sdo depositadas as moléculas
identificadas, possibilitando que novos trabalhos possam associar seus dados aos
compostos presentes nestes bancos, com base nos dados de fragmentagédo
gerados via espectrometria de massa, a medida que estes sdo analisados. Existem
disponiveis, diferindo quanto ao 6rgdo curador e a procedéncia da amostra,
vérias bases de dados de metabolitos, como, por exemplo, a METLIN
(https://metlin.scripps.edu/index.php), a PLANTCYC (www.plantcyc.org), a
FiehnLib  (http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/FiehnLib) e a  GMD
(http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/).

2.3.2 Metabolitos e o estresse hidrico em eucalipto

Dado que a manutencédo da turgescéncia é necessaria para o crescimento
celular, o acesso limitado de agua pode causar redugdes no crescimento das
plantas (WARREN; ARANDA; CANO, 2012).

Normalmente, as plantas tém certa capacidade de, utilizando uma gama
de respostas bioquimicas, manter a turgescéncia e o crescimento das células, se
aclimatando a situacdo de estresse. Para género Eucalyptus, por exemplo, as
respostas ao estresse hidrico incluem alteracfes na alocacdo de biomassa, no
controle estomatico, no reforco da parede celular, no armazenamento de agua na
parede celular e na osmolaridade celular. Além destas respostas, 0 aumento da
sintese de enzimas antioxidantes, as alteracbes nas quantidades relativas e
absolutas de clorofilas e carotenoides, comuns em outras plantas, também devem
ocorrer em eucalipto (BORGES, 2013).
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A reducdo do potencial osmético € atribuida a uma acumulacédo ativa de
solutos, geralmente aminoacidos, polidis e compostos de amobnio quaternario, ou
ao aumento de sua concentracdo por meio da redugdo do volume celular, sendo
um mecanismo utilizado por diversas espécies para adaptacdo a condicGes de
desidratacdo (HARE; CRESS; STADEN, 1998).

Diversos experimentos comprovaram que plantas expostas ao estresse
hidrico respondem com sintese aumentada (Tabela 1) de alguns metabdlitos
secundarios, como fendis, terpenos, alcaloides, glicosideos cianogénicos, ou
glucosinolatos, em funcdo deste estresse (SELMAR, 2008). Estes compostos
atuam, principalmente, como precursores de metabolitos primarios, como a

lignina e na sinalizagdo para rotas de resposta fotossintética.

Tabela 1 - Aumento da concentracdo de metabdlitos secundarios (fenois,
terpenos e alcaloides) ocasionado por estresse hidrico (SELMAR,

2008).
Metabolito Espécie Concentragéo
Acido clorogénico Helianthus annuus aumento massivo (900%)
Fenol total Echinacea purpurea forte aumento (~70%)
Fenol total Prunus persica aumento em plantas estressadas
Compostos fendlicos Thymus capitatus aumento em plantas estressadas
Fenol total Hypericum brasiliense forte aumento (>80%)
Rutina Hypericum brasiliense aumento massivo (400%)
Flavonoides Pisum sativum forte aumento (>40%)
Antocianinas Pisum sativum forte aumento (>80%)
Epicatequinas Camellia sinensis aumento em plantas estressadas
Di-hidroxi-xantona Hypericum brasiliense aumento massivo (300%)
Acido betulinico Hypericum brasiliense forte aumento (~60%)
Morfina Papaver somniferum forte aumento
Cinolizidina Lupinus angustifolius forte aumento
Pirrolizidina Senecio longilobus forte aumento
Trigonelina Glycine max forte aumento

Glucosinolatos Brassica napus aumento massivo
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A restricdo de agua pode afetar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que podem desempenhar papel na sinalizacdo intracelular por
meio do estresse oxidativo, que pode ser diagnosticado pelo acumulo de
peréxidos lipidicos, proteinas oxidadas e bases de DNA modificadas. Durante a
resiliéncia, a depuracdo destes compostos é dependente de um sistema de
enzimas antioxidantes e metabdlitos (SHVALEVA et al., 2006).

2.3.3 Analise metaboldémica

As andlises metaboldémicas de plantas sdo um desafio consideravel para
os bidlogos da area vegetal, devido a sensibilidade limitada das plataformas ou,
ainda, a falta de um método geral que possibilite extrair e detectar todo o
conjunto de metabolitos de um sistema bioldgico ou extrato vegetal. O objetivo
da realizacdo das analises metabolémicas para bioguimica ou biotecnologia de
plantas é obter identificagdo e quantificagdo ndo interferentes do conjunto
completo dos metabolitos expresso na planta (WECKWERTH, 2003).

A metabolomica ¢ a tecnologia mais recente do grupo das “Omicas”. Nos
Gltimos anos, ela esta cada vez mais sendo utilizada em varios campos da
biologia, como genémica funcional, fisiologia, toxicologia, patologia, ecologia
guimica, pesquisa de produtos naturais e na taxonomia quimica, que visa
classificar os organismos em fungdo do conjunto de compostos quimicos que
eles apresentam (CHOI; VERPOORTE, 2014).

O avangco das tecnologias para 0 DNA, que culminou com o
sequenciamento completo de varios organismos, ndo foi devidamente
acompanhado pelo avango das tecnologias na analise metabolémica. Em fungéo
disso, ha uma quantidade muito menor de informagdes a respeito do metaboloma
em relacdo as do genoma. O melhoramento genético de plantas trouxe diversos

avancos para a agricultura, porém, menores que 0s previstos inicialmente, pois
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alguns dos alvos do melhoramento dependem de mudltiplos fatores além do
genoma propriamente dito, uma vez que o ambiente é capaz de modular a
expressao dos genes (Figura 7) por meio das modificacGes epigenéticas, como a
metilacdo ou a acetilacdo de histonas. Além disso, h& diversos pontos com
verdadeiros loops de informagfes bioldgicas envolvendo metabdlitos, proteinas
e sRNAs, complicando o padréo de expressdo génica. Pode-se considerar que,
enquanto 0s genes representariam o “‘potencial”’, proteinas e enzimas
desenvolvem este potencial e os metabolitos sdo o resultado final — 0 que indica
que os metabolitos seriam melhores biomarcadores que o DNA (GARCIA-
FLORES et al., 2015).

Figura 7 - Distanciamento entre o potencial, representado pelo DNA, e o produto
final, representado pelo fendtipo - e os agentes intermediadores deste
processo (GARCIA-FLORES et al., 2015).
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Os metabdlitos sdo investigados desde antes da era cristd quando, por
exemplo, os chineses observaram mudangas nas caracteristicas de odor, cor e
sabor da urina, relacionando-as com outros sintomas, hoje relacionados ao
diabetes. Mais recentemente, no inicio do século XX, o quimico alemédo Eduard
Biichner descobriu que havia compostos que, independente da permanéncia no
interior de uma célula, continuavam executando sua funcgdo, tendo recebido o
Prémio Nobel de Quimica em 1907 por esta descoberta. Porém, o inicio dos
maiores avangos na metabolomica data do fim dos anos 1940, quando a
espectrometria de massa foi utilizada para tragar um perfil metabolémico de
fluidos corporais de pacientes com esquizofrenia e alcoolismo e culminaram
com o inicio do acoplamento entre técnicas cromatograficas e a espectrometria
de massa, nos anos 1950 (GREEF et al., 2013).

Em varios trabalhos publicados recentemente, compararam-se as
vantagens e as limitagOes das plataformas analiticas utilizadas em metaboldémica,
como espectrometria de massa (MS), ressonancia magnética nuclear (NMR),
infravermelho (IR) e ultravioleta (UV), combinadas ou ndo entre si e/ou com
técnicas de cromatografia gasosa ou liquida. Protocolos robustos foram
publicados para NMR, GC-MS e LC-MS. Mesmo com todos 0s avangos
analiticos, a extragdo dos metabdlitos pode afetar a qualidade dos dados obtidos,
uma vez que sdo detectados apenas o0s metabdlitos extraidos (CHOI;
VERPOORTE, 2014).

Diferentes métodos de extracdo estdo disponiveis para analise
metabol6mica, devendo ser levada em conta, no momento da escolha do método
de extracdo, a polaridade dos metabolitos que serdo extraidos e a
compatibilidade do extrato com o método analitico a ser utilizado. Uma das
principais vantagens em se utilizar solventes organicos em detrimento da agua é
que varios tipos de metabdlitos podem ser extraidos. No caso, por exemplo, do

sistema bifasico formado por agua/metanol/cloroférmio, tanto metabdlitos
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polares quanto apolares poderdo ser extraidos simultaneamente, além de o
sistema metanol/agua ser compativel com as plataformas analiticas mais
comuns, como GC-MS (cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de
massa), LC, LC-MS (cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massa),
NMR, CE (cromatografia por exclusdo) e ndo carreamento de precipitados
salinos, facil evaporacdo e grande estabilidade do extrato. Os solventes
utilizados nas metodologias de extracdo (Tabela 2), bem como suas
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas, sdo caracteristicas fundamentais na
tomada de decisdo quanto a metodologia de extracdo a ser utilizada
(MUSHTAQ et al., 2014).

Tabela 2 -  Caracteristicas dos solventes mais comumente utilizados em
extracdes para analises metabolémicas (P' - polaridade; Xe, Xd, Xn
— influéncia da capacidade de doar préton, receber préton e
momento de dipolo, respectivamente, na polaridade do composto).
Adaptado de Mushtaq et al. (2014).

Solvente P’ Xe X4 X CeszaudadNe de
issolucéo
Tolueno 2,3 0,32 024 0,44 0,29
Eter etilico 2,9 055 0,11 0,34 0,38
Etoxibenzeno 2,9 0,27 029 0,44 N/D
Diclorometano 3.4 0,34 0,17 0,49 0,42
Propanol 3,9 0,53 0,21 0,26 ~0,82
Butanol 3,9 0,53 0,21 0,26 N/D
Cloroférmio 4.4 0,28 0,39 0,33 0,40
Acetonitrila 6,2 0,30 0,26 0,41 0,65
Metanol 6,6 0,51 0,19 0,30 0,95
Agua 9,0 0,40 0,34 0,26 >>1

Uma plataforma muito utilizada ¢ a GC-MS, por oferecer larga
cobertura dos analitos e fécil identificacdo dos compostos. No entanto, esta
plataforma requer derivatizacdo de amostra, para torna-la volatil, o que requer
muito tempo e dinheiro, além de detectar, principalmente, metabdlitos primarios.

NMR traz como vantagem a analise qualitativa e quantitativa rapida e precisa,
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porém, apresenta baixa sensibilidade, ndo sendo capaz de detectar os metabdlitos
de menor concentracdo (BANIASADI et al., 2014).

No estudo de perfis metabolémicos, a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa se apresenta como a ferramenta mais versatil para as
analises dessas moléculas, pois as andlises via LC-MS/MS possibilitam a
identificacdo e a quantificacdo de metabdlitos, por serem altamente sensiveis,
detectando os metabdlitos mesmo em baixas concentragcdes, e muito precisas,
possibilitando a identificacdo dos analitos. Ha, também, limitacGes na técnica,
como a baixa retencdo dos compostos de interesse na cromatografia em fase
reversa, pois a coluna é apolar e os eluentes, polares, assim como os metabolitos
(GIKA etal., 2012).

As técnicas alternativas apresentam algumas limitagGes importantes,
como, por exemplo, a NMR, que é pouco sensivel, o que dificulta a identificacdo
dos compostos de baixa concentracéo, e apresenta limitagfes quanto ao intervalo
de moléculas detectaveis; a GC-MS, que necessita de etapas de preparo de
amostra, como a derivatizagdo, que pode ndo ser efetiva em compostos de maior
massa molecular e estruturas quimicas muito polares, como os metabdlitos
secundarios, e a CE-MS, que ndo apresenta reprodutibilidade nos tempos de
retencdo, sendo esta uma limitagdo importante no caso de amostras reais
(BANIASADI et al, 2014; CALDERON-SANTIAGO; PRIEGO-CAPOTE;
LUQUE DE CASTRO, 2014).

Diante das limitagBes das técnicas alternativas e da relativamente
simples resolucdo da limitacdo da LC-MS, esta é a técnica padrdo para andlise
metabolomica (GIKA et al., 2012).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA PARA UTILIZACAO DE AREIA EM
EXPERIMENTOS DE INDUCAO DE ESTRESSE HIDRICO EM
PLANTAS DE Eucalyptus urograndis

RESUMO

O agravamento das mudancas climéticas e o aumento populacional
provocardo aumento ainda maior na demanda mundial por 4gua. Considerando
que 70% da agua utilizada no planeta se destinam & producdo vegetal, a
descoberta de processos adaptativos as condi¢Oes de restricdo de agua, visando
implementa-los em espécies de interesse agrondmico, vem sendo objeto de
varios estudos. Ao se verificar a importancia, para a economia nacional, das
atividades da silvicultura, em especial de espécies do género Eucalyptus, e
diante da existéncia de clones com diferentes niveis de tolerancia ao estresse
hidrico, € vital a compreensdo dos mecanismos empregados pelas plantas em
resposta ao estresse. Visando o estudo destes mecanismos e a prospeccdo de
genes relacionados ao estresse hidrico, diversos estudos vém sendo realizados, in
vitro ou ex vitro. Apesar das vantagens de cada um dos métodos, ha
desvantagens importantes, como o fato de o0s experimentos in vitro se
distanciarem muito da realidade de campo, onde as plantas realmente poderdo
estar sob a situacdo de estresse hidrico e 0s experimentos ex vitro com a
utilizacdo de vermiculita acabam por adicionar um agente competidor, uma vez
que a vermiculita tem alta capacidade de absor¢do de &gua. Dessa forma, este
trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver uma metodologia para a
utilizacdo de areia como substrato em experimentos em casa de vegetacdo, sendo
possivel mostrar a conveniéncia da utilizagdo de areia como substrato para a
realizacdo de experimentos de estresse hidrico ex vitro, sendo possivel, com o
controle da umidade da areia, controlar o W ao qual a planta esta submetida.

Palavras-chave: Avaliagdo de substrato. Eucalyptus urograndis. Estresse hidrico.
Avreia.
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ABSTRACT

The worsening of climate change and global population growth causes a
gradual increase in global demand for water, either for direct human
consumption or for food production in general. Agricultural production
consumes about 70% of the entire water that is used on the planet, therefore, it
has been the subject of many studies worldwide the discovery of adaptive water
restrictions, aiming to implement them in species of agronomic interest.
Verifying the importance of forestry activities in the national economy,
especially the Eucalyptus genus, and also the existence of clones with different
levels of tolerance to water stress, it is vital to understand the mechanisms used
by plants in response to this stress. Intending to study these mechanisms and the
search for genes related to water stress, several studies are conducted either in
vitro or ex vitro. Despite the advantages of each method, there are important
disadvantages such as the fact that in vitro experiments get a significant distance
from the field reality, where the plants may actually be under water stress
situation; ex vitro experiments using vermiculite eventually add a competitive
agent, since the vermiculite has high water absorption capacity. In this way, this
study aimed to develop a methodology for the use of sand as a substrate in
experiments in the greenhouse, it is possible to show the convenience of using
sand as a substrate for conducting water stress experiments ex vitro is possible,
with humidity control sand, control ¥H to which the plant is subjected.

Keywords: Substrate evaluation. Eucalyptus urograndis. Drought stress. Sand.
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1 INTRODUCAO

As plantas estdo frequentemente expostas a Varios tipos de estresse,
sejam bioticos (virus, bactérias e fungos), sejam abidticos (restricdo a agua,
variagdes de fotoperiodo, temperaturas extremas, salinidade, entre outros), que
afetam seu crescimento, desenvolvimento e produtividade (GUIMARAES-DIAS
etal., 2012; RAO; CHAITANYA, 2016).

As perspectivas para 0 avango da seca sdo preocupantes e os modelos de
predicdo das condi¢bes climaticas trazem o agravamento dos efeitos do
aquecimento global (SAPETA et al., 2016).

A queda na disponibilidade de agua disponivel para a planta gera uma
série de reac0es fisiologicas, impactando negativamente o crescimento, devido
ao fechamento estomatico, a menor assimilagédo de CO: e sintese de assimilados,
a diminuicdo da area foliar, & menor eficiéncia do aparato fotossintético e a
menor expansdo radicular, entre outras (BARTELS; SUNKAR, 2005).

No Brasil, as espécies Eucalyptus grandis, E. urophylla e o seu hibrido
adquiriram grande importancia para a producéo de papel e celulose de fibra curta
(CARVALHO, 2000), sendo um dos hibridos mais utilizados no setor florestal e
industrial brasileiro.

O consumo de agua pelas florestas é, em geral, maior do que o consumo
de vegetacdo de menor porte de culturas agricolas ndo irrigadas. As plantagdes
florestais com espécies de crescimento rapido, como o eucalipto, apresentam
maior consumo de agua, comparadas as de vegetacdo de menor porte, as das
florestas naturais e das plantacbes com espécies de crescimento lento
(CALDER, 2007).

InvestigacBes em casa de vegetacdo sobre o efeito do estresse hidrico,
induzido pela suspensdo da irrigacdo, podem prever como as espécies de plantas

respondem ao estresse hidrico em condi¢cbes de campo (GINDABA;
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ROZANOV; NEGASH, 2004). Sdo apresentadas, como possiveis substratos
para a realizacdo destes experimentos, a vermiculita (LOPES et al., 2011,
VELLINI et al., 2008), que ¢é capaz de absorver até 240% do seu peso em &gua
(SUTCU, 2015) e a areia, utilizada por Balasubramaniyam, Chapman e Harvey
(2015) em estudos para avaliagdo de resposta a estresse quimico e hidrico, que
ndo é capaz de absorver agua.

Diante das caracteristicas de cada substrato e da escassez de informagGes
quanto a utilizagdo da areia, neste trabalho objetivou-se desenvolver
metodologia para inducdo de estresse hidrico em plantas de eucalipto, com a
utilizagdo de areia como substrato.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aclimatacéo das plantas de eucalipto em casa de vegetacao:

Para a realizacdo deste trabalho foram selecionadas 67 mudas clonadas
de eucalipto (clone VM;) com 90 dias de idade. As mudas foram plantadas em
vasos de 700 mL, contendo, aproximadamente, 1 kg de areia média seca,
homogeneizada e peneirada, e foram aclimatadas em casa de vegetacdo durante
30 dias. Durante a aclimatacgéo, a irrigacdo por aspersdo foi interrompida e as
mudas foram mantidas com adubacdo utilizada em viveiros comerciais, sendo
irrigadas a capacidade de campo uma vez por semana. Destas mudas foram
selecionadas as 54 que apresentavam maior uniformidade para compor 0s grupos
experimentais. ApoOs este periodo, a adubacdo foi interrompida e iniciada a
irrigacdo diaria com 50 mL de &gua, por cinco dias, até o inicio da indugdo do

estresse.

2.2 Calculo da equacao duplo van Genuchten

Os pontos utilizados nos ajustes das curvas de retencdo de agua foram
obtidos a partir das trés repetigdes. Para tanto, foram testados nove potenciais
matriciais: -0,01 kPa, como condi¢do de solo saturado; -2, -4, -6 e -10 kPa, por
meio de mesas de tensdo e -33, -100, -500 e -1.500 kPa, nos aparelhos extratores
de Richards (CARDUCCI et al., 2011; DONAGEMA et al., 2011). Ap6s atingir
o equilibrio hidrico, as amostras foram pesadas e, ap6s a Ultima tensao, foram
secas em estufa, a £105 °C, por 24 horas, para definir o contetdo volumétrico de
agua do solo (8) correspondente as varias tensées. Com base nos dados, foi
realizada uma regressdo e obtida a equacdo de duplo van Genuchten,

relacionando o percentual de 4gua e o potencial hidrico da areia.
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2.3 Inducéo do estresse hidrico e determinagdo dos estagios de estresse

Das 54 plantas selecionadas, nove foram marcadas como parcela
“controle” e agrupadas trés a trés, cuja irrigacao foi mantida com 50 mL diérios
e, dentre as demais, cuja irrigacdo foi interrompida, nove foram selecionadas e
agrupadas trés a trés, tendo sido utilizadas para as pesagens. A massa do sistema
planta+pote+areia para 0 grupo estresse hidrico foi medida e anotada
diariamente, a fim de calcular a perda de agua e o valor do potencial osmético ao
qual a planta estava submetida. As plantas foram mantidas sob estresse hidrico
por seis dias, quando apresentaram sinais severos de restri¢cdo a agua, conforme
Figura 9, e foram reidratadas a capacidade de campo, para avaliacdo de sua
capacidade de resiliéncia.

A partir da observacdo do aspecto morfoldgico da planta, foram
determinados trés pontos para calculo do potencial osmético: EH; (inicio da
murcha nas folhas, aspecto geral bom, gema apical ereta), EH, (murcha
avancadas das folhas, aspecto geral ruim, gema apical ereta) e EH; (murcha

avancadas das folhas, aspecto geral ruim, gema apical pendente).

2.4 Calculo do teor de agua na amostra de areia e do potencial osmético

Para o calculo do teor de umidade e de estresse hidrico, toda a areia
contida nos potes referentes a cada parcela foi colocada em uma bandeja e
homogeneizada. Uma amostra desta areia Umida foi coletada e submetida a
secagem, a 70 °C, em estufa com ventilacdo forcada, sendo efetuadas pesagens a

cada 3 horas, até massa constante, por trés pesagens consecutivas.
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3 RESULTADOS

3.1 Curva de retencdo de agua

A partir dos dados obtidos nas mesas de tensdo e do extrator de
Richards, foi obtida a equacdo de duplo van Genuchten (Figura 8).

Figura 8 - Equagéo de duplo Van Genuchten para a areia, com sua respectiva
representacao gréafica.
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3.2 Determinacéo dos pontos para calculo do potencial osmético

A determinagdo de quais pontos seriam considerados para cada situacéo
de estresse se baseou no julgamento visual do aspecto fisiol6gico da planta,
tomando como base o observado no inicio do experimento (Figura 9). No
primeiro ponto de coleta (EH,), as plantas apresentavam murcha inicial das
folhas e apice ereto. No segundo ponto (EH,), as plantas apresentavam murcha
de moderada a severa e apice ereto. No terceiro ponto (EHs), as plantas
apresentavam murcha severa e apice pendente. Os pontos de estresse se

relacionam ao 4°, 5° e 6° dia ap06s a interrupcao de irrigacao.
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Figura 9 - Condicéo fisiologica das mudas no momento da coleta das amostras,
sendo (A) condigdo C;, (B) condicdo EH;, (C) condicdo EH, e (D)
condicdo EH; (barras de escala com 9 cm).

3.3 Célculo da umidade da areia e potencial osmético

As massas e a umidade da areia calculada para cada um dos pontos
definidos (EH;, EH, e EH3) estdo relacionadas na Tabela 3. De acordo com 0s
dados de umidade e utilizando a equacao obtida, foi possivel calcular os déficits
hidricos aos quais as plantas de eucalipto estavam submetidas (Tabela 4).
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Tabela 3 - Valores de umidade calculados apds a secagem em estufa.
Areia umida (g)  Areiaseca (g)  Agua (g) Teor umidade

119,47 98,43 21,04 21,38%

Controle 135,16 110,91 24,25 21,87%
132,81 110,06 22,75 20,67%

Média 129,15 106,46 22,68 21,31%
89,04 86,72 2,32 2,67%

EH1 93,51 92,05 1,45 1,58%
91,57 86,32 5,24 6,07%

Média 91,37 88,37 3,00 3,44%
84,83 84,13 0,70 0,83%

EH2 92,02 90,61 1,41 1,56%
109,65 108,82 0,83 0,76%

Média 95,50 94,52 0,98 1,05%
138,44 137,76 0,67 0,49%

EH3 144,25 143,76 0,50 0,35%
135,88 134,90 0,98 0,73%

Média 139,52 138,81 0,72 0,52%
119,5 98,4 21,0 21,40%

Resiliéncia 135,2 110,9 24,3 21,90%
132,8 110,1 22,7 20,70%

Média 129,15 106,46 22,68 21,30%

Tabela 4 - Potencial métrico (YH) calculado para cada um dos pontos de coleta
das amostras submetidas ao estresse hidrico.

Amostra Teor umidade Yy
Ci 19,90% - 0,036 kPa
cf 21,30% -0,032 kPa
EH, 3,40% - 1,950 kPa
EH, 1,04% - 1500,000 kPa
EH; 0,52%

Resiliéncia 20,60% -0,034 kPa
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4 DISCUSSAO

A areia foi utilizada na condugéo do experimento por nao ter capacidade
de absorcdo de liquido, tornando toda a agua contida no vaso teoricamente
disponivel para a planta. A areia se mostrou um bom substrato para a realizagao
do experimento, pois permitiu que a planta se desenvolvesse de forma
satisfatoria e ndo interferiu no resultado da analise.

A variacdo da umidade nos primeiros dois dias, com a perda de 50% da
agua contida nos frascos — seja por evapotranspiracao da agua contida na planta
ou por evaporagdo da &gua contida na areia — indica uma imposicdo
demasiadamente rapida a uma condicdo de estresse, levando, no quarto dia e
com perda de 80% da &gua disponivel, ao inicio dos sinais visuais de restricdo a
agua.

Foi possivel avaliar o teor de agua na areia, relacionando a cada teor de
umidade um determinado potencial hidrico, Wy, dado este que é utilizado para a
analise de experimentos de estresse hidrico em plantas, pois o teor de dgua na
areia, por si so, ndo é uma indicacao exata de déficit hidrico. A exposicéo, por 8
dias, a W4-=-140 kPa foi suficiente para causar efeitos fisiolégicos (UTKHAO;
YINGJAJAVAL, 2015), sem afetar drasticamente a planta.

Com o decréscimo gradual do Wy, foi possivel mimetizar as condigdes
de campo, porém, a utilizacdo da areia também possibilita analisar a resposta
modulada por um determinado nivel de estresse hidrico, bastando que, para tal, a
umidade do substrato seja mantida no nivel correspondente ao potencial hidrico
desejado.

Das plantas levadas ao ponto maximo de estresse, 44% nao conseguiram
se recuperar depois de reidratadas, mostrando que a exposicao a estresses muito

acentuados, mesmo que obtidos de forma gradual, afeta severamente o eucalipto.
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Por outro lado, é necesséria pesquisa no sentido de identificar quais sdo
0S mecanismos responsaveis pela resposta das plantas que se recuperaram, ainda
mais tendo sido este comportamento contrastante identificado em plantas

monoclonais.
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5 CONCLUSAO

A areia se apresenta como alternativa para utilizagdo como substrato em
experimentos visando estudo de resposta a estresse hidrico, podendo o nivel de
déficit hidrico ser modulado de acordo com o teor de umidade que a areia
apresenta durante a indugéo do estresse.

E necessario recalcular a equagio de duplo van Genuchten, ou utilizar
outro modelo matematico, para a areia em condicdes de déficit hidrico severas.

Devido a néo retencdo de umidade por parte da areia, a sua utilizacéo
deve estar condicionada ao monitoramento do teor de umidade e ao controle da
sua queda, evitando-se a imposicdo do estresse de forma demasiadamente

rapida, possibilitando o estudo das respostas as diferentes fases do estresse.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO DE METABOLITOS RESPONSIVOS A ESTRESSE
HIDRICO EM Eucalyptus urograndis

RESUMO

O agravamento das mudancas climéticas e o aumento populacional
provocardo o aumento da demanda mundial por 4gua. Considerando que 70% da
agua utilizada no planeta se destinam a produgdo vegetal, a descoberta de
processos adaptativos a condi¢des de restricdo de agua, visando implementa-los
em espécies de interesse agronémico, vem sendo objeto de estudos. Ao se
verificar a importancia na economia nacional das atividades da silvicultura, em
especial de espécies do género Eucalyptus, e diante da existéncia de clones com
diferentes niveis de tolerancia ao estresse hidrico, é vital a compreensdo dos
mecanismos empregados pelas plantas em resposta ao estresse. Durante o estudo
de metabdlitos produzidos em plantas submetidas a diferentes niveis de restricdo
de agua, foi possivel observar, por meio de analises de LC-MS, a existéncia de
guarenta possiveis moléculas responsivas ao estresse, das quais, de acordo com
as analises estatisticas realizadas, nove foram identificadas como efetivamente
responsivas ao estresse hidrico. Dentre estas moléculas estdo: o acido 6-
fosfoglucdnico, cuja diminui¢cdo na concentragdo permite associar a queda das
taxas de metabolismo e a consequente decadéncia da planta; a indolina,
provavelmente relacionada a rotas catabdlicas envolvendo o &cido indol-acético
(AlA), na forma da espécie conjugada entre AlA-fenilalanina; o aminoécido
valina, o fenil-p-D-glicopiranosideo e o p-toluil-B-D-glicopiranosideo,
provavelmente associados ao combate de espécies reativas de oxigénio. Além
destes, outros possiveis metabolitos responsivos ao estresse hidrico foram
encontrados, devendo ser validados por meio de novos estudos. Todos estes
compostos citados tém potencial de atuar como marcadores de nivel de estresse
ou ser utilizados para a prospeccdo de mecanismos genéticos que possam
conferir a plantas de interesse melhor adaptac&o ao estresse hidrico.

Palavras-chave: Perfil metabolémico. Eucalyptus urograndis. LC-MS. Estresse
hidrico.
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ABSTRACT

The worsening of climate change and global population growth causes a
gradual increase in global demand for water, either for direct human
consumption or for food production in general. Agricultural production
consumes about 70% of the entire water that is used on the planet, therefore, it
has been the subject of many studies worldwide the discovery of adaptive water
restrictions, aiming to implement them in species of agronomic interest.
Verifying the importance of forestry activities in the national economy,
especially the Eucalyptus genus, and also the existence of clones with different
levels of tolerance to water stress, it is vital to understand the mechanisms used
by plants in response to this stress. During the study of metabolites produced in
plants submitted to different levels of water restriction was observed by LC-MS
analysis, the existence of forty possible responsive molecules to stress, which,
according with statistical analyzes, nine were identified as effectively responsive
to water stress. Among these molecules are: 6-fosfogluconico acid, which
decrease in concentration allows associating the drop in metabolism rates and
the consequent decline of the plant; indoline, probably related to catabolic
pathways involving indole-acetic acid (IAA), in the form of the species coupled
between EIA-Phenylalanine; the valine amino acid, phenyl-B-D-glucopyranoside
and p-toluoyl-B-D-glucopyranoside, probably associated with combat reactive
oxygen species. Besides these, other potential metabolites responsive to water
stress were found and should be validated by further studies. All these
mentioned compounds have the potential to act as stress level markers or used
for prospecting for genetic mechanisms that may confer to plants of interest
better adaptation to water stress.

Keywords: Metabolomic profile. Eucalyptus urograndis. LC-MS. Drought
stress.
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1 INTRODUCAO

As plantas estdo frequentemente expostas a Varios tipos de estresse,
bidticos ou abidticos, que afetam seu crescimento, desenvolvimento e
produtividade (GUIMARAES-DIAS et al., 2012; RAO; CHAITANYA, 2016).
A seca é uma importante limitacdo ambiental, afetando a produtividade e a
distribuicdo da populagdo das plantas, em alguns casos podendo reduzir o
retorno da cultura em até 50% e, aliada a salinizacdo, afeta mais de 10% da terra
cultivavel em todo o mundo (BARTELS; SUNKAR, 2005).

No Brasil ha cerca de 7,2 Mha de florestas plantadas, sendo 71% desta
area ocupados com plantio de arvores do género Eucalyptus. Entre os estados,
Minas Gerais responde por 28,2% desta area, seguido por Sdo Paulo, com 20,4%
e pela Bahia, com 11,8% (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PRODUTORES
DE FLORESTAS PLANTADAS - ABRAF, 2013). O eucalipto apresenta bom
desempenho em produgédo, com faturamento proximo a US$2,5 bilhdes (5% do
PIB) e gerando, aproximadamente, 2 milhfes de empregos diretos e indiretos
(SOARES; SILVA; CORDEIRO, 2014).

As plantacOes florestais com espécies de crescimento rapido, como o
eucalipto, apresentam maior consumo de agua, comparadas & vegetacdo de
menor porte, as florestas naturais e as plantagcbes com espécies de crescimento
lento (CALDER, 2007). No entanto, é possivel afirmar que o eucalipto é uma
espécie florestal que ndo consome mais agua por unidade de biomassa que as
outras espécies, inclusive apresentando melhor eficiéncia do uso da &gua
(WHITEHEAD; BEADLE, 2004).

Respostas moleculares, dentre elas a sintese de metabdlitos secundarios,
sdo importantes para proteger as plantas mediante sua exposi¢do ao estresse.
Estes compostos, dentre eles polifendis, alcaloides, terpenos, policetonas (dentre

as quais micotoxinas), sdo necessarios a sobrevivéncia em determinadas
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condicBes ambientais, pois sdo produzidos devido a relacdo interorganismos e
com o meio, inclusive em condigdes de estresse abidtico (RAO; CHAITANYA,
2016; VERPOORTE; ALFERMANN, 2000; WOLFENDER et al., 2015).

Mesmo com os avancos trazidos pelo melhoramento genético de plantas,
nem todo o potencial genético inserido nas plantas se converte em respostas
efetivas, como melhora na produtividade ou na capacidade de adaptagdo a uma
condicdo ambiental. Seria possivel compreender e modular estes
comportamentos de forma mais eficiente a partir da compreensdo de todo o
processo de regulacdo génica, no qual os metabdlitos tém grande importancia
(GARCIA-FLORES et al., 2015).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de identificar metabolitos
responsivos ao estresse hidrico em mudas monoclonais de Eucalyptus

urograndis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo das plantas de eucalipto sob estresse hidrico

Para a realizacdo deste trabalho foram selecionadas 67 mudas clonadas
de eucalipto, clone VM;, com 90 dias de idade. As mudas foram plantadas em
vasos contendo areia (seca, homogeneizada e peneirada) e aclimatadas em casa
de vegetacéo, durante 30 dias.

Durante a aclimatacdo, a irrigacdo por aspersdo foi interrompida e as
mudas foram mantidas com adubacdo utilizada em viveiros comerciais, sendo
irrigadas, a capacidade de campo, uma vez por semana. Destas mudas, foram
selecionadas as 54 que apresentavam maior uniformidade para compor 0s grupos
experimentais. ApoOs este periodo, a adubacdo foi interrompida e iniciada a
irrigacdo diaria, com 50 mL de &gua, por cinco dias, até o inicio da indugdo do
estresse.

Das 54 mudas selecionadas, nove tiveram a irrigacdo diaria mantida,
com 50 mL de 4gua, tendo sido identificada como o grupo “Controle Final (Cy)”.
Todas as outras mudas tiveram o suprimento de agua cortado.

As mudas foram submetidas a déficit hidrico por seis dias, quando
apresentaram sinais severos de restricdo de agua e foram reidratadas a
capacidade de campo, para avaliacdo de sua resposta.

A partir da observacdo do aspecto fisioldgico da muda, foram
determinados trés pontos para calculo do potencial osmético: EH; (inicio da
murcha nas folhas, aspecto geral bom, gema apical ereta), EH, (murcha
avancadas das folhas, aspecto geral grave, gema apical ereta) e EH; (murcha

avancadas das folhas, aspecto geral grave, gema apical pendente).
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2.2 Coleta das amostras

Nos pontos definidos, nove mudas foram coletadas aleatoriamente,
excetuando-se as do grupo C; e agrupadas trés a trés, formando as replicatas
técnicas. Destas, a parte aérea foi retirada, congelada em nitrogénio liquido e
armazenada, a -80 °C, até a extracdo. Os grupos analisados foram Controle
Inicial (C;) — dia 0; Estresse Hidrico 1 (EH;) — dia 4; Estresse Hidrico 2 (EH,) —
dia 5; Estresse Hidrico 3 (EH;) — dia 6; Controle Final (Cy) — dia 6 e Resiliéncia
(RES) — dia 12.

2.3 Analise metaboldmica

A extracdo dos metabolitos seguiu o protocolo MCW (BADINELLI,
2008), com algumas alteracdes. As folhas e o apice de cada planta foram
macerados com almofariz e pistilo em nitrogénio liquido até a obten¢do de um
p6 fino e homogéneo. Foram pesados 75 mg de tecido macerado, aos quais
foram adicionados 3 mL de solucdo MCW (metanol, cloroférmio e agua, 12:5:3
(VIVIV)).

A suspensdo obtida foi agitada em vortex, por 10 segundos, e
armazenada, por 72 horas, a 4 °C. Ap6s o periodo de repouso, a amostra foi
novamente agitada, por 10 segundos, em vortex e centrifugada, a 16.100 g, a 4
°C, por 10 minutos. Do sobrenadante formado, 2 mL foram transferidos para um
novo tubo falcon de 15 mL e adicionados 500 pL de cloroférmio e 750 L de
agua. Apos agitacdo em vortex, por 10 segundos e centrifugacgdo, a 16.100 g, 4
°C, por 10 minutos, o tubo foi deixado em repouso, por 2 horas, para separacéo
das fases orgéanica e aquosa.

A fase aquosa foi coletada, filtrada em filtro de seringa (membrana PES,

hidrofdbica, 0,22 um de poro) e analisada via LC-MS em um sistema UFLC
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série 20 (Shimadzu) acoplado a um espectrdmetro de massa microTOF Q-II
(Bruker). As amostras, cujo volume injetado foi de 25 pL, foram separadas em
uma coluna Ascentis Express C18 de 15 cm x 2,1 mm, 2,7 um (Supelco) em
fase reversa, equipada com pré-coluna Ascentis Express C18 — 5 mm x 2,1 mm,
2,7 um (Supelco), mantida a 35 °C.

O fluxo de fase movel foi de 200 pL.min™ e o gradiente de eluicéo,
utilizando agua com 0,1% de &cido férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de
acido formico (B), foi composto por: 0-2 min: 2% B; 2-4 min: 2 — 50% B; 4-
17 min: 50 — 98% B; 17-20 min: 98% B; 20-21 min: 98% - 2% B; 21-24 min:
2% B.

Os analitos foram detectados em modo positivo, no intervalo de 50 a
1.000m/z, estando o gas de secagem (N,) a 8 L.min™ a 180 °C, a voltagem do
capilar a -4.500 V e a energia de fragmentagdo na célula de colisdo variavel
entre 20 e 70 eV, tendo os dados de MS/MS sido obtidos para os ions
precursores cuja intensidade estivesse acima de 1x103.

Os dados brutos obtidos foram analisados por meio software Profile
Analysis 2.1 (versdo 265) para calibracdo dos espectros, alinhamento dos
cromatogramas e geragdo dos buckets, que sdo provaveis compostos obtidos nas
analises dos espectros de MS. Para se obter um bucket é necessario o
alinhamento de duas caracteristicas inerentes a cada composto: o tempo de
retencdo cromatografico, resultado da variagdo na interacdo preferencial do
analito pela fase estacionaria ou pela fase moével cromatografica, e o valor da
relacdo m/z (massa/carga) do ion formado, resultado da interagdo da molécula
com a fase movel podendo ser positivo, no caso da acepcdo de um préton ou
negativo, no caso da doacgao de um préton.

A partir da geracdo dos buckets, as analises estatisticas foram realizadas
na plataforma online MetaboAnalyst 3.0

(http://www.metaboanalyst.ca/faces/home.xhtml). Para identificagdo dos buckets
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de interesse, 0s espectros de MS e MS/MS foram utilizados para busca on-line,

utilizando-se o algoritmo gratuito MetFrag (http://msbi.ipb-halle.de/MetFrag/).



64

3 RESULTADOS

Para cada um dos pontos de coleta foi calculado o potencial hidrico em
funcdo da umidade medida em cada grupo amostral (Tabela 5), relacionados aos
pontos amostrais nos quais as plantas apresentaram os sinais de estresse hidrico
(Figura 10).

Tabela 5 - Potencial hidrico Wy calculado para cada um dos pontos de coleta das
amostras submetidas ao estresse hidrico.

Amostra Teor umidade (médio) Yy
Ci 19,90% - 0,036 kPa
Cf 21,30% -0,032 kPa
EH, 3,40% - 1,950 kPa
EH, 1,04% - 1500,000 kPa
EH; 0,52% -
Resiliéncia 20,60% -0,034 kPa

Figura 10 - Condicéo fisioldgica das mudas de eucalipto no momento da coleta
das amostras, sendo (A) a condi¢do EH, (B) a condigdo EH, e (C)
a condicdo EH; (barras de escala com 9 cm).

Os cromatogramas e 0s espectros de massa gerados durante as analises
via LC-MS foram analisados por meio do software ProfileAnalysis, visando
comparar os perfis metabolémicos das amostras analisadas em triplicata. A

andlise gerou um conjunto de 40 buckets (Tabela 6).
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Tabela 6 - Dados de tempo de retencdo e relagdo massa/carga (m/z) para 0s

guarenta possiveis compostos

identificados

alinhamento de tempos de retengéo e m/z

nas andalises de

Tempo (min) m/z Tempo (min) m/z
1,36 151,045 8,78 316,321
1,36 165,061 9,16 427,123
1,37 128,020 9,17 270,545
1,37 133,035 9,34 225,112
1,54 219,027 9,76 255,122
1,61 381,079 9,86 239,128
1,62 277,033 10,41 437,193
1,94 365,105 10,41 119,086
6,44 120,082 10,43 415,211
6,49 217,104 12,85 253,107
7,09 447,092 13,46 299,162
7,11 415,156 13,46 221,117
7,34 549,160 14,57 579,293
7,41 527,246 14,57 301,141
7,77 439,154 15,39 463,302
7,87 288,290 17,04 485,111
8,00 244,263 18,76 683,543
8,11 304,284 18,76 353,266
8,31 401,143 18,76 313,273
8,60 257,102 18,76 331,284

Cada bucket gerado, em funcgéo da variacdo de sua intensidade em cada

uma das amostras, foi correlacionado com os grupos amostrais pré-definidos

(Figura 11), por meio de projecao ortogonal, OPLS-DA.
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Resultado da analise estatistica OPLS-DA, mostrando o
agrupamento de cada um dos grupos amostrais em relacdo aos
possiveis metabolitos encontrados.
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Diante do agrupamento dos grupos amostrais em fun¢do do seu perfil
metabolémico, foi realizada a analise de significancia, ANOVA (p<5%),
visando determinar qual ou quais buckets seriam determinantes para o

agrupamento das amostras (Figura 12).

Figura 12 - Identificacdo das relagdes m/z que foram determinantes para o
agrupamento das amostras que foi exibido na Figura 11.
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Assim, dos 40 buckets, nove apresentam significancia estatistica para o
agrupamento das amostras em relacdo aos grupos pré-determinados. Para estes
nove buckets, os dados de MS/MS foram analisados visando a identificacdo dos

metabolitos, cujos resultados sdo mostrados nas Tabelas 7, 8 e 9.
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Tabela 7 - Resultados das buscas em bancos de dados (Chemspider, KEGG,

GMD) baseadas nos espectros de fragmentacdo para 0s nove

compostos significantes - 12 parte.
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Tabela 8 - Resultados das buscas em bancos de dados (Chemspider, KEGG,
GMD) baseadas nos espectros de fragmentacdo para 0s nhove
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Tabela 9 - Resultados das buscas em bancos de dados (Chemspider, KEGG,

GMD) baseadas nos espectros de fragmentacdo para 0S nove

compostos significantes - 32 parte.
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4 DISCUSSAO

Com base nos dados obtidos, foi possivel comprovar a associa¢do do
perfil metabolémico das mudas em relagdo ao nivel de estresse hidrico ao qual
estavam submetidas, uma vez que os grupos C;, EH;, EH, e EH; se distanciaram
estatisticamente na analise de OPLS-DA (Figura 11). Apesar de ser claro o
afastamento do grupo EH; em direcéo aos demais grupos de estresse, a pequena
sobreposicdo entre os grupos C; e EH; provavelmente se deve ao pequeno tempo
de adaptacdo que foi dado as mudas, uma vez que decorreram apenas quatro dias
do t, até a coleta das amostras deste grupo. Os primeiros sinais de estresse foram
observados em E. camaldulensis, por Utkhao e Yingjajaval (2015), 8 dias ap6s a
imposi¢do da condig¢@o de estresse, a ¥y = - 0,140 Mpa, situacdo diferente da
encontrada neste trabalho, em que os primeiros sinais foram encontrados apenas
quatro dias apos a imposicdo da condi¢do de estresse. Isso indica que, no
trabalho com E. camaldulensis, um menor ritmo de queda no potencial hidrico
do solo permitiu maior adaptacao da planta a condig&o.

Além do tempo de adaptacdo, foi relevante a velocidade da imposicao da
condicédo de déficit hidrico no substrato. Como a areia ndo é capaz de reter 4gua
em sua estrutura, seja por absor¢do ou por adsorgdo, a agua disponivel foi
perdida rapidamente, fazendo com que o W, decrescesse de forma brusca.

Os grupos EH; (W4 = - 1500,000 kPa), EH; ¢ RES (W4 = - 0,034 kPa)
foram significativamente distintos dos demais, porém, apresentando alguma
relacdo entre si. Os grupos EH; e RES apresentaram maior semelhanca do que
em relacdo ao grupo EH,, provavelmente devido a natureza do grupo RES, que
contém as mudas pertencentes ao grupo EHs e que foram reidratadas. O grupo
EH, foi intermediario em relacdo as condi¢bes contrastantes, condigdo

reproduzida na distribuicdo de seu perfil metabdlico.
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4.1 Identificacdo dos metabolitos

Os metabdlitos encontrados representam parte dos responsivos ao
estresse nas condigbes do trabalho, pois, de acordo com Choi e Verpoorte
(2014), e praticamente impossivel encontrar um solvente e um procedimento que
efetivamente extraiam todos os metabdlitos, devido & grande variedade desses
compostos. A opcdo pela extracdo utilizando metanol, cloroférmio e &gua
(MCW) foi balizada em trés aspectos: € um método ndo agressivo, preservando
0 extrato; é diretamente compativel com as analises posteriores via LC-MS e
possibilita a extracdo de metabolitos polares e apolares, conforme afirmado por
(MUSHTAQ et al., 2014).

Além do método de extragdo, a metodologia de detecgdo influenciou a
identificacdo dos metabdlitos neste trabalho, uma vez que a espectrometria de
massa no modo positivo depende da ionizagdo do composto pela acepgéo de um
préton (H™), o que ndo ocorre da mesma forma em todas as moléculas. Assim, é
possivel admitir que ndo se tenha encontrado todos os compostos pertencentes a
uma determinada via metabdlica, ou metabdlitos ja identificados em outros
trabalhos, que utilizaram diferentes configuracdes de cromatografia e de
espectrometria de massa.

Dessa forma, dos 40 possiveis compostos encontrados, nove se
mostraram significativamente relacionados a distribuicdo dos grupos amostrais.

As informagdes sobre os metabdlitos identificados encontram-se na Tabela 10.
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tatistica.

Tabela 10 - Identificagdo dos nove metabdlitos com significancia es
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4.1.1 fon m/z = 277.033

O é&cido 6-fosfoglucénico, ou 6-fosfogluconato, esté relacionado com a
via das pentoses fosfato, sendo o precursor da reacdo de oxidagdo catalisada pela
enzima 6-fosfogluconato desidrogenase (Figura 13).

Figura 13 - Reacdo do anabolismo do &cido 6-fosfogluconico.

NADPH
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Esta reacdo € um caminho alternativo do metabolismo da glicose e

produz NADPH, que é utilizado em processos celulares importantes, como a
biossintese de esterois, lipideos, aminoéacidos, multiplicacdo celular e rotas
antioxidantes, dentre outros (HELDT; HELDT, 2005).

Mudas de Oryza sativa L. expostas a estresse abidtico apresentaram
elevacdo na atividade da via das pentoses fosfato por meio da sintese da enzima
6-fosfogluconato desidrogenase, provocando aumento na sintese de NADPH,
precursor da biossintese de compostos responsivos ao estresse (HOU et al.,
2007).

Observou-se que a redugdo dos niveis de 6-fosfogluconato ¢é
proporcional ao agravamento do estresse, culminando nos menores niveis no
grupo EHs. Isto teria causado a diminuicdo da atividade da enzima 6-
fosfogluconato desidrogenase e a consequente queda no nivel de NADPH

disponivel para o metabolismo de resposta ao estresse. Na reidratacdo das
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plantas (RES), os niveis de acido 6-fosfoglucdnico se elevaram, indicando a

diminuicéo da atividade desta enzima.

4.1.2 fon m/z = 120,082

Com base nas buscas nos bancos de dados, este ion foi assinalado como
a molécula indolina (Tabela 8), sobre a qual ndo foram encontradas informagdes
bioldgicas, porém, devido & sua semelhanca com a molécula de &cido 3-
indolacético (AIA) e, diante da informacdo de que esta molécula sofre
fragmentagdes a partir de 6 eV (OULKAR; BANERJEE; KULKARNI, 2011), é
possivel inferir que a indolina detectada se deve a presenca do AlA.

Apesar disso, a variagdo observada na concentracdo de indolina em
relacdo ao agravamento do estresse hidrico ndo encontra respaldo na literatura,
no sentido de inferir que a indolina seria uma parte da molécula do AIA, pois 0s
niveis deste diminuem na incidéncia do estresse (WANG et al., 2008).

Porém, ao se analisar o cromatograma da andlise LC-MS, é possivel
notar a coeluicdo da indolina com a fenilalanina (Figura 14), cujos coeficientes
de distribuicdo entre as fases movel e estacionaria esperavam-se completamente

distintos, dada a natureza das duas moléculas (Figura 15).
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Figura 14 - Cromatograma do ion extraido (EIC) para m/z = 120,0819 e
espectro de massa mostrando a coeluicdo entre indolina e
fenilalanina.
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Figura 15 - Representacgdo das estruturas quimicas da indolina e da fenilalanina.
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Diante da coelui¢cdo incomum destas duas moléculas, considerou-se uma

possivel conjugagdo entre as mesmas, ja descrita para Arabidopsis thaliana, em

uma rota de metabolismo oxidativo do AIA, na qual hd conjugagdo deste a

fenilalanina, diminuindo o nivel de AIA livre no citosol (KAI et al., 2007), por

meio da formacdo do composto N-(6-hydroxi-indol-3-ilacetil)-fenilalanina (6-

OH-1AA-Phe). Esta diminuicdo é importante, pois sinaliza o estresse hidrico



77

para a planta, desencadeando, por exemplo, a sintese de acido jasménico, que
ativa genes de sintese de proteinas e na sinalizacdo para sintese de inibidores de
proteases, atuando na inducdo de resisténcia entre folhas de um mesmo
individuo e, até mesmo, entre individuos de uma populacdo inteira. O &cido
jasmonico atua, ainda, na inibicdo do crescimento e da germinacdo de sementes,
promogéo da senescéncia e abscisdo de folhas, tuberizagdo, amadurecimento de
frutos, entre outros (DU; LIU; XIONG, 2013).

De posse destas informagcOes e das caracteristicas fisioldgicas das
plantas utilizadas neste experimento, e considerando a variagdo da concentracao
deste composto ao longo da evolugdo do estresse hidrico, é possivel inferir que a
indolina identificada no espectro de massa provavelmente esta relacionada a
sintese de 6-OH-IAA-Phe e & consequente sinalizagdo para acionamento dos
mecanismos de adaptacdo a condigdo de estresse hidrico.

Mesmo de posse dessas informacdes, é necesséria, para validagdo da
inferéncia realizada neste trabalho, a realizacdo de estudos cromatogréaficos para
avaliacdo da detecgdo do acido indol-acético, da fenilalanina e do conjugado

entre estas moléculas.

4.1.3 fons m/z = 257,102 e m/z = 271,110

Dois compostos identificados nas andlises de MS/MS tém moléculas
muito semelhantes: o fenil-B-D-glicopiranosideo (257,102 m/z) e o p-toluil-B-D-
glicopiranosideo (271,110 m/z). Estes compostos também apresentam
comportamento semelhante em relacdo a variacdo de sua abundancia comparada
ao nivel de estresse hidrico ao qual a planta esta submetida.

Apesar de ter sido preliminarmente identificada e tratada
estatisticamente como m/z = 270,545, é possivel afirmar, com base em analises

de LC-MS posteriores que foram realizadas para a confirmacdo desta relacéo,
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que o ion de interesse é a relacdo m/z = 271,110. Esta divergéncia pode estar
relacionada a configuracBes inadequadas nos parametros selecdo do ion
precursor para a obtengdo dos espectros de fragmentacdo. Estes dois ions
diferem em um grupo metil, podendo sugerir que sdo moléculas pertencentes a
alguma rota metabolica, que néo esta elucidada.

O fenil-B-D-glicopiranosideo, isolado em Phellodendron amurense por
Hwang e Lee (2015), é descrito como um possivel agente anti-inflamatorio,
devido a sua atuacdo, dentre outras, na diminuicdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS), que também estdo associadas ao estresse hidrico em plantas
(SUH et al., 2016; ZHANG et al., 2012). Este composto também foi associado a
mecanismos de resposta a estresse bidtico em cevada, causado por Fusarium
graminearum, estando presente apenas nos gendtipos resistentes. Além disso,
compostos derivados de fenil-p-D-glicopiranosideo estdo associados a respostas
a estresses oxidativos, a exemplo do 4-[((3,4-di-hidroxibenzoil)-oxi)metil]fenil
B-D-glicopiranosideo (LI; MA, 2016).

Dessa forma, é possivel inferir, diante das informacgdes do papel do
fenil-p-D-glicopiranosideo e de seus derivados em rotas presentes em situagoes
de estresse oxidativo e da variagdo de sua concentracdo em funcéo do nivel de
estresse hidrico, que estas duas moléculas participam de reagdes associadas a
mecanismos de adaptacdo da planta ao estresse, porém, novos estudos sdo

necessarios para a confirmacédo deste papel.

4.1.4 Ton m/z = 119,086

O espectro de MS/MS para este ion ndao foi conclusivo, permitindo
afirmar apenas que as moléculas associadas a este ion teriam formula CqH;, Ou
CsH1:NO, (Figura 16). Diante da pequena probabilidade de o composto de

férmula CgHy, estar associado a vias metabolicas devido a sua natureza quimica,
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foi preliminarmente associado a este m/z o composto CsH3,NO,, 0 aminoacido

valina.

Figura 16 - Representacdo das estruturas quimicas dos isGbaros propen-2-
ilbenzeno e valina.
CH
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Soma-se ao descrito anteriormente o fato de a sintese de valina ter sido
descrita em Corynebacterium glutamicum como dependente da concentragédo de
NADPH (BARTEK et al., 2010). Assim, com a diminuicdo da concentragdo do
6-fosfogluconato e a consequente reducdo na sintese de NADPH, devido & queda
na atividade da enzima 6-fosfogluconato desidrogenase, conforme descrito na
secdo 4.1.1, sdo esperados baixos valores para concentracdo de valina. A
recuperacdo do metabolismo e da sintese de NADPH faz com que a
concentragdo de valina novamente se eleve no grupo RES.

Seria possivel realizar a confirmacéo da identificagdo deste aminoacido
pela adicdo de padrdo ao extrato ou pela andlise via LC-MS de uma solugdo

padréo de valina.

4.1.5 lons m/z = 365,105, m/z = 401,143, m/z = 579,293, m/z = 485,111

N&do foi possivel confirmar o papel metabolémico dos compostos
identificados para estes ions. Apesar da confiabilidade analitica que a técnica
proporciona para a anotacdo dos compostos, novos trabalhos devem ser

realizados, buscando confirmar a anotagéo e elucidar a forma de atuacdo destes
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compostos na sinalizacdo, na adaptacdo ou na recuperacdo de uma condicdo de

estresse hidrico.
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5 CONCLUSAO

A identificacdo dos compostos fenil-p-D-glicopiranosideo e seu anélogo,
valina, indolina e acido 6-fosfoglucdnico, como responsivos a diferentes pontos
do processo adaptativo ao estresse hidrico, permite compreender melhor
algumas das rotas metabdlicas associadas ao estresse hidrico, sendo de extrema
importancia para a prospeccdo de genes responsivos a esta condicdo ou para a
compreensdo da regulacdo dos processos desencadeados.

Quanto aos compostos ndo associados a rotas conhecidas, estes podem
se apresentar como novos atores nos processos celulares, sendo de extrema
importncia que as estruturas propostas sejam validadas em experimentos
futuros, visando & sua confirmagé&o.

Todos estes compostos citados tém potencial de atuar como marcadores
de nivel de estresse ou de serem utilizados para a prospec¢do de mecanismos
genéticos que possam conferir a plantas de interesse melhor adaptagdo ao

estresse hidrico.
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CONCLUSOES GERAIS

A utilizacdo de areia como alternativa & vermiculita e ao PEG, em
experimentos para avaliacdo de estresse hidrico € vivel, pois apresenta baixo
custo, facil aquisicdo e ndo compete com a raiz da planta pela agua. Por permitir
a realizacdo de experimentos ex vitro, apresenta resultados mais proximos das
condi¢cbes de campo. Também, por ndo aderir a raiz da planta, sua utilizagdo é
adequada para experimentos que objetivem avaliagdo morfoldgica e/ou
fisioldgica deste tecido. Poréem, é necessario um controle continuo da umidade
da areia e do potencial hidrico ao qual a planta esta submetida, evitando que o
estresse seja abrupto e possibilitando a melhor adaptagdo da planta a esta
condicéo.

Foram detectados metabdlitos responsivos ao estresse hidrico, porém,
como esta deteccdo depende diretamente da metodologia de extracdo utilizada, é
importante que estes sejam também avaliados em diferentes condi¢Ges de
extracdo, para que seja refletida a condicdo real. Ainda quanto a extragdo, é
necessaria a normalizagdo desta com um padrdo externo, visando corrigir
eventuais erros do processo extrativo. Um limitante importante para estas
andlises ¢ a falta de bancos de dados adequados, dificultando a identificacdo dos
analitos e a interpretacdo das condigdes observadas.

Diante do exposto neste trabalho, novas pesquisas relativas a estresse
hidrico devem ser realizadas, visando estudar a cronologia e a intensidade da
sinalizacdo e da resposta da planta a diferentes niveis de estresse, para encontrar
e validar marcadores, rotas metabolicas ou genes de interesse que possibilitem a
compreensao e 0 aprimoramento da tolerancia ao estresse hidrico, que tende a se

agravar nos proximos anos.



