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Resumo

RICKES, Leticia Neutlzling. Respostas fisiolégicas e moleculares de
pessegueiro cv. Chimarrita enxertado sobre diferentes portaenxertos
submetidos ao déficit hidrico. 2015. 106f. Tese (Doutorado) - Programa de PGs-
Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS,
2015.

A fruticultura € um importante componente do agronegoécio brasileiro, assumindo
destaque cada vez maior no Rio do Grande do Sul, principalmente na regido Sul
deste Estado. Esta regido se destaca por ser a maior detentora da producdo de
péssegos do Brasil, porém ainda apresenta a menor produtividade média dos
pomares, quando comparado a outros Estados. Isso se deve principalmente pelas
condicBes edafoclimaticas da regido, onde ha presenca de solos com horizonte ‘A’
pouco profundo e com problema de drenagem, que dependendo do periodo do ano,
podem sofrer situacbes de déficit hidrico em periodos criticos para a cultura,
prejudicando o desenvolvimento e a produtividade da mesma. A restricdo hidrica
afeta diretamente o metabolismo das plantas, como por exemplo, a diminuicdo da
taxa assimilatoria liquida, o fechamento estomatico, a utilizacdo e particdo de
carboidratos e em nivel molecular, a expressdo de genes relacionados ao déficit
hidrico. Desta forma, este trabalho visou caracterizar respostas diferenciais a nivel
fisiolégico e molecular em plantas do género Prunus persica enxertadas sobre
diferentes portaenxertos submetidas ao déficit hidrico, a fim de auxiliar na escolha
de gendtipos mais tolerantes a essa condicao hidrica. O trabalho foi dividido em trés
experimentos, no primeiro, foram avaliados os parametros das trocas gasosas da
cultivar copa Chimarrita enxertada sobre cinco diferentes portaenxertos (Tsukuba 1,
Tsukuba 2, Tsukuba 3, Aldrighi 1 e Selecdo UFPel 0402) submetidos ao déficit
hidrico, com esquema fatorial: 2 x 8, sendo duas condi¢cfes hidricas (controle e
déficit hidrico) e oito dias de avaliacao (0, 1°, 29, 39, 4°, 6°, 7° e 9°, sendo os dois
altimos, periodo de recuperacdo: 24h e 72h, respectivamente). As diferentes
combina¢gbes de portaenxertos com a cultivar copa Chimarrita, demonstraram
comportamento fisiolégico diferencial para a tolerancia inicial ao déficit hidrico. A
combinagdo ‘Chimarrita’/Adrighi 1’ apresentou-se com uma maior de tolerancia
inicial ao déficit hidrico. A reducdo da taxa assimilatéria liquida perante o déficit
hidrico ndo esta relacionada principalmente a limitacdo estomatica, sugerindo-se
que ocorrem também limitacbes ndo estomaticas. No segundo experimento,
objetivou-se analisar genes normalizadores para estudos de expressao génica
através da técnica de RT-qgPCR em folhas de ‘Chimarrita’, enxertadas sobre ‘Aldrighi
1’ e ‘Tsukuba 2’ submetidos ao déficit hidrico por um periodo de nove dias. Nao
houve influéncia das diferentes combinagdes ‘Chimarrita’/portaenxertos para
expressao dos genes normalizadores nas condi¢cdes impostas do presente estudo,
sendo os genes TUA e CYP2 considerados os mais adequados mediante as
condigbes impostas. Por outro lado, os genes Ef-7a e ACT foram 0s menos
indicados para as mesmas condi¢des. No terceiro experimento, objetivou-se verificar
através da técnica de RT-gPCR a expressdo de sete genes-chave envolvidos no
processo de resposta ao déficit hidrico em folhas de pessegueiro cultivar copa
‘Chimarrita’ enxertadas sobre os portaenxertos ‘Aldrighi 1’ e ‘Tsukuba 2’. Os
resultados demonstraram que houve inducao de resposta diferencial da combinagé&o



‘Chimarrita’/portaenxertos em relagdo a expressao dos genes envolvidos no
metabolismo do ajustamento osmotico, tais como, SDH, SIP1 GTL e P5SC. O gene
S6PDH, apresentou expressao bastante pronunciada e similar para ambas as
combinagdes copa/portaenxertos no quarto dia de estresse, evidenciando a
participacdo e importancia do sorbitol no ajustamento osmético para uma possivel
tolerdncia ao déficit hidrico. No entanto, expressdo dos genes relacionados ao
metabolismo de sorbitol e de prolina, podem ser utilizados como marcadores
moleculares para tolerancia ao déficit hidrico em portaenxertos de Prunus persica.

Palavras-chave: Prunus persica, estresse abidtico, trocas gasosas, RT-gPCR.



Abstract

RICKES, Leticia Neutlzling. Physiological and molecular responses of peach tree
cv. Chimarrita grafted on different rootstocks submitted to water deficit. 2015.
106f. Thesis (Doctoral) - Programa de P6s-Graduacao em Fisiologia Vegetal.
Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, 2015.

Fruit growing is an important component of Brazilian agribusiness, assuming
increasing prominence in the Rio Grande do Sul, mainly in the southern region of this
state.This region stands out as the largest holder of the production of peaches in
Brazil, but also has the lowest average productivity of the orchards when compared
to other states. This is mainly the soil and climatic conditions of the region, where
there is presence of soils with horizon 'A' superficial and with drainage problem,
which depending on the time of year, may suffer water stress situations at critical
periods for culture, impairing development and productivity of the same. Water
restriction intake directly affects the metabolism of plants, such as the decrease in
net assimilation rate, stomatal closure, use and carbohydrates partition and
molecular level the expression of genes related to drought. Therefore, this study
aimed to characterize differential responses to physiological and molecular level in
the genus Prunus persica plants, grafted on different rootstocks subjected to water
stress in order support choose the most tolerant to this condition water. The work
was divided into three experiments, the first evaluated the parameters of gas
exchange of the cultivar cup Chimarrita grafted on five different rootstocks (Tsukuba
1, Tsukuba 2, Tsukuba 3, Aldrighi 1 and Selecdo UFPel 0402) submitted to water
deficit, with factorial design: 2 x 8, two water conditions (control and water deficit )
and eight days of evaluations (0, 1, 2, 3, 4, 6, 7 and 9, the latter two, recovery time:
24 hours and 72 hours respectively). The different combinations of rootstocks with
the cultivar cup Chimarrita demonstrated physiological performance differential for
initial tolerance to water deficit. The combination 'Chimarrita’/Aldrighi 1 'presented
with an initial greater tolerance to water deficit. The reduced net assimilation rate
before the water deficit is not related mainly to stomatal limitation, suggesting that
also occur not stomatal limitations. The second experiment aimed to analyze
normalizing genes for gene expression studies by RT- gqPCR technique in leaves
‘Chimarrita’ grafted on 'Aldrighi 1' and 'Tsukuba 2' and subjected to water stress for a
period of nine days. There was no influence of different combinations
‘Chimarrita’/rootstocks for normalizing gene expression of the imposed conditions of
this study, and the TUA and CYP2 genes considered best suited by the conditions
imposed. However, the EF-7a gene and the ACT less suitable for the same
conditions. In the third experiment aimed to verify through RT- gPCR technique the
expression of seven key genes involved in the response process to water deficit in
peach leaves cultivar cup 'Chimarrita’ grafted on rootstocks ‘Aldrighi 1' and ‘Tsukuba
2'. The results showed induction differential response of the combination
‘Chimarrita’/rootstocks compared to the expression of genes involved in the
metabolism of the osmotic adjustment, such as SDH, SIP1, GTL and P5SC. The
S6PDH gene, presented quite pronounced and similar expression for both
compounds canopy/rootstocks on the fourth day of stress, suggesting a participation
and importance of sorbitol in osmotic adjustment for possible tolerance to water



deficit. However, expression of genes related to the metabolism of sorbitol and

proline, can be used as molecular markers for tolerance to water deficit in rootstocks
of Prunus persica.

Keywords: Prunus persica, abiotic stress, gas exchange, RT-gPCR.
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Consideracdes Finais



INTRODUCAO GERAL
A cultura do pessegueiro

O pessegueiro (Prunus persica L.), pertence a divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, ordem Rosales, familia Rosaceae, subfamilia Prunoidea, género
Prunus. Dentro do género Prunus, existe uma grande diversidade de espécies que
pertencem a subfamilia Prunoideae da familia Rosaceae (REHDER, 1940). Muitas
espécies deste género sdo economicamente importantes, como por exemplo, 0s
damasqueiros, cerejeiras, pessegueiros, nectarineiras e ameixeiras, devido seus
frutos serem muito apreciados (LEE, WEN, 2001). Por outro lado, varias espécies de
Prunus [P. dulcis DA Webb; P. persica (L.) Batsch; P. cerasifera Ehrh; P. domestica.;
P. insititia L.; e os seus hibridos, etc.] tem grande importancia para uso como
portaenxertos, principalmente por serem mais adaptados a diversas condicfes

ambientais, a pragas e doencas do solo.

No ano de 2012, a producdo de péssegos e nectarinas tiveram grande
destaque dentre as frutiferas de clima temperado em nivel mundial, ultrapassando
210 milhdes de toneladas, segundo dados da FAOSTAT (2015), evidenciando a
importancia econémica no mercado mundial de frutas. Em 2013, a producéo de
péssegos no Brasil foi de 217.706 toneladas. Dentre os Estados brasileiros, o Rio
Grande do Sul (RS) se destaca por ser o principal produtor, com aproximadamente
137 mil toneladas, em uma area de 13.164 hectares, seguido dos Estados de Séo
Paulo (26.84 toneladas), Santa Catarina (21.985 toneladas) e Minas Gerais (20.139
toneladas) (IBGE, 2015).

No RS, o principal pélo de producdo é a metade sul do Estado, onde a
persicultura é realizada principalmente em pequenas propriedades de agricultura
familiar, constituindo uma excelente alternativa para fixar m&o de obra no campo,
gerando renda e emprego (TERRA et al.,, 2014). Sendo que no municipio de
Pelotas/RS, a cultura do pessegueiro tem se direcionado principalmente a producdo
de péssegos para atender a industria regional de doces e conservas (ROCHA et al.,
2007).

O sucesso na exploracdo de um pomar de pessegueiro depende de muitos

fatores, dentre eles a sua localizacdo, cuja instalacdo requer um cuidadoso exame
1
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das condi¢cdes ambientais, como clima, solo e topografia. H4 necessidade de um
bom sistema radicular profundo para suportar curtos periodos de déficit hidrico, pois
periodos de déficit hidrico prolongados, principalmente no final da primavera e inicio
do verdo, podem trazer consideraveis prejuizos, tornando-se imprescindivel o uso do
sistema de irrigacdo no sentido de fornecer a cultura um adequado suprimento de
agua para que se obtenha frutos de melhor qualidade e menores riscos de prejuizos
causados por pragas e doencas (HERTER et al., 2003, TIMM et al., 2007).

A importancia da cultura do pessegueiro no RS contrasta com o fato de que
ndo se utilizam portaenxertos selecionados e adaptados as diferentes condicdes
edafocliméaticas de cultivo, tolerantes a pragas e doencas, com capacidade de
induzir a cultivar copa precocidade de producdo, porte reduzido e eficiéncia na
producdo de frutas de qualidade (HOFFMANN et al., 2003). Diante disso, ha
necessidade de maiores pesquisas juntamente com programas de melhoramento
genético, visando o desenvolvimento de cultivares copa e de portaenxertos que,
guando combinados, otimizem a producdo mediante as diferentes condicbes

edafoclimaticas.

Portaenxertos

A fruticultura moderna baseia-se na utilizagdo de portaenxertos, possibilitando
o cultivo de inUmeras cultivares copa e espécies nos mais variados climas e regifes.
Portanto, o seu uso em fruticultura pode influenciar na adaptabilidade de uma cultura
as condicdes edaficas de uma regido e, consequentemente, nas caracteristicas
vegeto-produtivas da copa (PICOLOTTO, 2009).

Segundo Hartmann et al. (2002), o uso de portaenxertos tem grande
importancia no cultivo de espécies frutiferas, visto que estes podem interferir no
desenvolvimento e vigor da copa, na precocidade de produgcdo, na quantidade e
qualidade da produgéo, no adiantamento ou atraso da maturagdo dos frutos, na
resisténcia a pragas e doencas do solo, bem como na capacidade de adaptacéo as

condi¢cbes edafoclimaticas desfavoraveis.

A utilizacdo de portaenxertos na cultura do pessegueiro, dentre outros
fatores, visa possibilitar o cultivo em locais em que as condi¢bes edafoclimaticas e
fitossanitarias sejam limitantes ao desempenho produtivo do pomar, por fatores tais
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como: solos infestados com fitonematodides (Meloidogyne spp.), fungos (Armillaria,
Rosellinia, Phytophthora), bactérias (Agrobacterim tumefaciens, Pseudomonas
syringae), viroses e insetos (Synanthedon spp., Capnodis spp.), adaptacdes
edafoclimaticas (tolerancia a solos calcarios, acidos, alagamento, déficit hidrico,
baixa fertilidade e temperaturas, replantio) (LORETI, 2008, RATO et al., 2008).

Considerando a importancia da utilizagdo de portaenxertos na cultura do
pessegueiro, a avaliacdo de novos materiais faz-se necesséria, uma vez que a
producdo de mudas no Estado do RS, na maioria das vezes é realizada atraves de
portaenxertos provenientes de carocos obtidos por sementes da industria
conserveira (FACHINELLO et al., 2000), portanto sem nenhum critério de selecao
para utilizacdo como portaenxertos. Além disso, h& caréncia no conhecimento das
caracteristicas agronémicas induzidas por diferentes portaenxertos com a maioria

das cultivares copa de pessegueiro (SCHMITZ et al., 2012).

Diversos trabalhos tém sido conduzidos no Brasil visando avaliar as respostas
agrondmicas induzidas por diferentes portaenxertos sobre as cultivares copa
(RODRIGUES et al., 2004, ROSSI et al., 2004, GALARCA et al., 2012, PICOLOTTO
et al., 2012, SCHMITZ et al., 2012). Cultivares com Aldrighi e Capdeboscq tem sido
utilizadas por serem genétipos bastante utilizadas como portaenxertos nas primeiras
décadas da expansdo da persicultura gaucha (ROSSI et al., 2004), sendo que
atualmente novos genotipos selecionados para uso com portaenxertos tem sido
introduzidos de diferentes partes do mundo, a exemplo de Tsukuba 1, 2 e 3
(MAYER; BIANCHI; CASTRO, 2014), Flordaguard, Myrobalano, Nemaguard,
Nemared bem como genoétipos selecionados no Brasil, tais como Aldrighi 1 e
Selecdo UFPel (MAYER; BIANCHI; CASTRO, 2014), entretanto ainda pouco €
conhecido sobre as respostas induzidas por estes diferentes genoétipos nas
condicbes brasileiras. Portanto, na tabela 1 s&o apresentadas algumas

caracteristicas do material vegetal utilizado no presente estudo.



Tabela 1. Caracteristicas da cultivar copa ‘Chimarrita’ e dos cinco portaenxertos utilizados no presente estudo.

Genotipo Caracteristicas Referéncia
Foi criada no Centro Nacional de Fruticultura de Clima Temperado na década de 80. E originaria do
cruzamento entre ‘Babcock’ e ‘Flordabella’. Apresenta vigor médio e é altamente produtiva. Nas condi¢Ges do RASEIRA: NAKASU:
Chimarrita sul do RS, produz muito bem em anos em que o acimulo de frio hibernal seja de 200 horas. A floragédo plena ’ '

ocorre em meados de agosto, e a colheita dos frutos inicia-se ao final de novembro ou na primeira semana de
dezembro.

BARBOSA (2014)

Tsukubal,2e3

Foram selecionados no Jap&o. As cultivares ‘Tsukuba’ de 1 a 6 sdo caracterizadas pela coloragdo vermelha
das folhas jovens. Apresentam vigor diferenciado entre si. ‘Tsukuba 1° é a mais vigorosa, € resultado do
cruzamento entre Akame (folhas vermelhas) e Okinawa. ‘Tsukuba 2’, é intermediaria, e ‘Tsukuba 3’ é a
menos vigorosa dentre as trés. Os portaenxertos da série ‘Tsukuba’, apresentam alguma tolerancia aos
nematoéides causadores de galhas (Meloidogyne spp.)

MAYER; BIANCHI;
CASTRO (2014)

Aldrighi 1

Foi selecionada na década de 1940 no municipio de Pelotas/RS, € originaria de sementes de péssego
procedentes da Argentina, logo apoés introduzida na Estag@o Experimental de Pelotas, é intensivamente usada
nos programas de melhoramento genético do RS. Apresenta vigor médio, e média producdo, suscetivel a
gomose (causada por Fusicoccum amygdali), a ferrugem-da-folha e moderadamente suscetivel a podridao-
parda dos frutos, possui baixa resisténcia a asfixia. A plena floracdo ocorre geralmente nos ultimos dias de
julho, podendo ocorrer na primeira quinzena de agosto. A colheita dos frutos inicia-se na primeira quinzena de
janeiro. E uma cultivar voltada para a indstria na regido. A cultivar € bem adaptada as condigcdes de inverno
ameno da regido Sul do Brasil.

RASEIRA; NAKASU:
BARBOSA (2014)

Selecdo UFPel
0402

E um genotipo obtido na Universidade Federal de Pelotas a partir de uma populacio de seedlings derivados
por livre polinizacdo da cultivar Okinawa. Apresenta floracdo e periodo de maturacdo precoce
(aproximadamente um més antes da cultivar Okinawa, nas condi¢des climéticas de Pelotas/RS). Apresenta
resisténcia aos nematéides do género Meloidogyne spp.

MAYER; BIANCHI;
CASTRO (2014)




Estresse hidrico e seus efeitos na cultura do pessegueiro no RS

Embora o Estado do RS se destaque por ser o maior produtor de péssegos
no ambito nacional (137 mil toneladas - IBGE, 2015), essa producédo poderia ser
ainda maior se ndo houvessem problemas relacionados ao plantio em locais com
condicdes de estresses tanto biéticos como abidticos. Regides com regularidade da
temperatura e pluviosidade durante as estacdes do ano sdo mais adequadas para o
cultivo de espécies frutiferas. Nesse contexto, a Regido Sul do RS, caracteriza-se
por ser de clima subtropical e apresenta grandes irregularidades dos fatores
ambientais, dentro de uma mesma estacao e ao longo dos diferentes anos.

Nesta Regido, parte das areas destinadas ao cultivo do pessegueiro esta
situada em locais onde ha existéncia de solos hidromorficos e solos apresentando
horizonte ‘A’ pouco permeaveis, pouco profundos, com problemas retencéo de agua
e de drenagem (CUNHA; SILVEIRA, 1996), além do mais, a média de precipitacdo
anual, & bastante elevada (1.500 mm) e muitas vezes mal distribuida ao longo do
ano. Em casos de precipitacbes intensas num curto periodo de tempo, solos com
deficiéncia de drenagem podem permanecer alagados por diversos dias, resultando
em situacdo de estresse por alagamento em periodos delicados para a cultura,
como por exemplo, fase de florescimento (TIMM et al., 2007a, MARTINAZZO, et al.,
2013).

Por outro lado, nos meses de novembro a janeiro, € comum ocorrer déficit
hidrico, que coincide com o periodo de pré-colheita e colheita dos frutos exceto em
pomares em que se faz uso da irrigacao (TIM et al., 2007 a,b, MARTINAZZO, et al.,
2013). Em levantamento de dados até 2005, realizados por Timm et al. (2007a),
verificou-se que a probabilidade de ocorréncia de déficit hidrico maiores do que 20
mm, em solos com capacidade de campo de 100 mm, se aproxima de 50% das
areas de cultivo pessegueiro nos meses de dezembro e janeiro, comprometendo a
gualidade e a produtividade dos pomares. Portanto, os estudos sobre o controle e
efeitos do déficit hidrico na cultura do pessegueiro merecem maior destaque em
funcdo da importancia social e econémica desta cultura para o RS e, em especial, a

regido Sul do Estado.



Mudancas climaticas x déficit hidrico em plantas: efeitos fisiolégicos

As plantas sob condicdes naturais estdo expostas a varios estresses
ambientais que afetam seu metabolismo desencadeando mudancas bioquimicas e
moleculares com a finalidade de evita-los ou tolera-los (MENESES et al., 2006,
KRASENSKY, JONAK, 2012). Dentre os estresses ambientais que acometem as
plantas, destacam-se o0 estresse hidrico por déficit e alagamento, as altas
temperaturas, além da salinidade, alcalinidade e pH baixo dos solos.

Segundo dados do IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change), a
média de temperatura da superficie global deve aumentar de 1,1 a 6,4°C no final
deste século. O aquecimento global aumentaria a frequéncia e intensidade do déficit
hidrico com um aumento de 1 a 30% das areas secas da Terra até 2100 (CHAVES;
MAROCO; PEREIRA, 2003, FISCHLIN et al., 2007).

Sob o contexto de mudancas climéticas, o déficit hidrico tem impacto negativo
sobre os sistemas agricolas, tendo em vista que as respostas das plantas a esse
estresse diferem em varios niveis de organizacdo, ou seja, dependendo da
intensidade e da duracdo do estresse, bem como da tolerancia da espécie e do
estadio de desenvolvimento da planta, sendo que as respostas sobre elas podem
ser reversiveis ou irreversiveis (FISCHLIN et al., 2007, SHAO et al., 2008, RIPOLL et
al., 2014).

As respostas das plantas ao déficit hidrico sdo complexas, envolvendo
mudancas adaptativas e/ou efeitos deletérios. Os principais mecanismos
relacionados a esse estresse envolvem as relacdes hidricas da planta, fotossintese
e acumulo de metabdlitos especificos, como substancias compativeis (acucares,
prolina, glicina betaina), além do mais, aumento na biossintese de horménios, como
0 acido abscisico (ABA) e etileno. Quando o déficit hidrico se desenvolve
lentamente, as plantas podem apresentar respostas de aclimatacédo que tem efeitos
no crescimento, com reducao da expanséo foliar e aumento do crescimento radicular
(POTTERS et al., 2007, SHAO et al., 2008).

Um dos mecanismos mais importantes de tolerancia ao déficit hidrico a nivel
fisiolégico € o fechamento estomatico (ROUHI et al.,, 2007, CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2009, MARTINAZZO et al., 2013), resposta que € mediada pelo ABA
(LEUNG, GIRAUDAT, 1988; ZHANG; OUTLAW, 2001, SALAZAR; HERNANDEZ;
PINO, 2015), o qual desencadeia uma cascata de sinaliza¢cfes da raiz até o dossel



da planta via transpiracdo para entdo promover o fechamento estomatico,
controlando o influxo e efluxo de K* nas células guarda, assim como os de CI e
malato na plasmalema e tonoplasto destas células, para o balanco i6nico. Este
processo controla a entrada e saida de agua nas células guarda e consequente
movimento estomatico (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Além de influenciar o movimento estomatico, o ABA promove o crescimento
das raizes e inibe o do caule pela supresséo da producéao de etileno (SHARP, 2002,
TAIZ; ZEIGER, 2009, SALAZAR; HERNANDEZ; PINO, 2015). O ABA também pode
ser acumulado para induzir o sistema antioxidante, a fim de atenuar os efeitos
danosos provocados pela formacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO)
durante o estresse hidrico, no entanto, H,O, também interagem no fechamento
estomatico em resposta ao ABA (HUSSAIN et al., 2011).

O déficit hidrico prolongado induz reducédo do conteudo relativo de agua no
mesofilo, no entanto, as plantas podem ajustar-se osmoticamente com objetivo de
retardar a desidratacdo. A medida que o déficit hidrico torna-se rigoroso a
desidratacdo celular do mesofilo inibe a fotossintese (ANJUM et al., 2011), porém o
ajuste osmdtico auxilia a manutencéo da abertura estomatica e o funcionamento do
aparelho fotossintético, permitindo que este opere mesmo em condicdes de baixo
potencial hidrico, até certos limites (TURNER, 1997, ANJUM et al., 2011).

O crescente aumento da desidratacdo do mesofilo reduz a taxa fotossintética,
em plantas sob déficit hidrico, uma vez que o decréscimo de COz2 afeta o transporte
de elétrons nos tilacéides, o ciclo de reducdo do carbono e o fechamento
estomético, fazendo com o que a quantidade de assimilados disponiveis para
exportacdo, como trioses-fosfato do cloroplastideo para o citosol diminua, e por
consequéncia a sintese de sacarose (ANJUM et al., 2011).

A medida que decresce o contetdo de agua na planta, suas células
contraem-se e diminui a pressdo de turgidez contra as paredes celulares, este
processo concentra solutos nas células e a membrana plasmatica torna-se mais
espessa e mais comprimida, reduzindo a area foliar em resposta ao déficit hidrico. A
area foliar menor ira transpirar menos, fazendo com que haja conservacao de agua
no solo por um periodo mais longo (TAIZ; ZEIGER, 2009), entretanto essa reducao

da area foliar acaba afetando diretamente a fotossintese.



O déficit hidrico aumenta também a senescéncia e a abscisdo foliar
(WRIGHT; SMITH; McWILLIAM, 1983), porque o solo com deficiéncia hidrica nao
pode fornecer nitrogénio suficiente para suprir as necessidades de crescimento da
cultura, havendo necessidade de remobilizacdo de nitrogénio no interior da planta,
principalmente das folhas mais velhas para os pontos de crescimento (WOLFE;
HENDERSON; HSIAO, 1988).

Visando atenuar os efeitos do déficit hidrico sobre ao crescimento das
culturas, a busca por cultivares com maior tolerancia a esse estresse é de grande
valia para uso em areas onde tais situacdes ocorrem. No entanto, isso pode ser
realizado através de pesquisas que busquem elucidar os possiveis mecanismos
chave envolvidos nas respostas ao déficit hidrico, para auxiliar na identificacdo e
selecdo de gend6tipos com tolerancia frente a essas condi¢cdes ambientais (JIMENEZ
et al., 2013, NAKASHIMA et al., 2014).

Expresséo génica x Déficit hidrico

A expressdo génica pode ser descrita como um conjunto de processos que
ocorrem para que um organismo, tecido ou célula, inicie, aumente, diminua ou cesse
a elaboracdo de produtos finais de seus genes, RNAs e/ou proteinas (MARTINS,
FILHO, 2010), onde a informacédo hereditaria contida em um gene é processada em
um produto génico funcional, ou seja, a proteina. A transcricdo € o inicio da
expressao génica (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2013).

Ao serem submetidas a estresses biodticos ou abibticos, as plantas iniciam um
complexo processo de adaptacdo, mudancas morfolégicas e fisiolégicas, incluindo a
expressdo de genes que podem conferir a elas o carater de tolerancia ou
susceptibilidade ao estresse (KRASENSKY, JONAK, 2012). A identificacdo e o
entendimento de como esses eventos sdo ativados/desativados, e como interagem
entre si, & essencial para auxiliar na identificagcdo e/ou desenvolvimento de
variedades mais tolerantes. Dessa maneira, genoétipos que diferem em tolerancia
devem apresentar diferencas qualitativas e quantitativas na expressado génica
(NEPOMUCENO; NEUMAIER; FARIAS, 2001, JIMENEZ et al., 2013, ARISMENDI et
al., 2015).

A tolerancia ao déficit hidrico em Prunus spp. € uma complexa via que precisa

ser melhor elucidada, pois esta relacionada a expressao de diversos genes, onde
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respostas moleculares e celulares sdo inUmeras, sendo dependentes de ac¢fes
conjuntas e da interagcéo de caracteres morfolégicos (area reduzida da folha e indice
de cera, sistema radicular eficiente), fisiologicos (transpiracdo reduzida, elevado e
eficiente uso de agua, fechamento estomatico e eficiéncia fotoquimica) e
bioguimicos (acumulo de solutos como prolina, poliaminas e agucares, entre outros,
aumento da atividade da nitrato redutase e aumento no armazenamento de hidratos
de carbono) (MENESES et al., 2006).

ApOs a percepcao do estresse, outros mecanismos também sdo acionados pela
planta, tais como, producdo de horménios e/ou mensageiros secundarios que podem
dar inicio a cascata de eventos moleculares (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2007).

As respostas fisiolégicas das plantas frente ao déficit hidrico sao
acompanhadas de mudancas na expressao de genes (Figura 1) de trés categorias:
(i) de percepcdo e transducdo de sinais, (ii) de controle transcricional e (iii) de
mecanismos de resposta direta ao estresse (WANG; VICONUR; ALTMAN, 2003).
Inmeros genes induzidos pelo déficit hidrico, e outros tipos de estresses abidticos
podem desencadear uma comunicagdo cruzada (cross-talk) entre as vias de
sinalizacdo, gerando a interagdo de diferentes elementos envolvidos na expresséo
de genes, podendo levar a interacdo dos mesmos (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2007).

PROTEINAS FUNCIONALS PROTEINAS REGULADORAS

TRANSPORTADORES
DE CANAIS DE AGUA

ENZIMAS
DETOXIFICATNES . .
BIOSSINTESE

ENZIMAS CHAVES
PARA A BIOSINTESE
DE OSMOLITOS
(PROLINAE
ACUCARES)

ESTRESSE
HIDRICO

FATORES DE
PROTECAO DE
MACROMOLECULAS
(PROTEINAS LEAE
CHAPERONAS)

PROTEASES

Figura 1. Representagdo esqueméatica dos genes envolvidos nas respostas a tolerancia ao déficit
hidrico. Produtos génicos séo classificados em dois grupos, o primeiro inclui proteinas de provavel
tolerdncia ao estresse (proteinas funcionais), o segundo grupo contém fatores protéicos envolvidos
na regulacdo de traducao de sinais e expressdo génica de provavel funcdo na resposta ao estresse

(proteinas regulatorias) (Adaptado de WANG; VICONUR; ALTMAN, 2003).



Os padrdes de regulacao da expressdo dos genes induzidos durante o déficit
hidrico sdo complexos, sendo que alguns genes respondem a esse estresse
rapidamente, enquanto outros sdo lentamente induzidos ou reprimidos (HU, 2002).
Genes de resposta rapida (early-response genes) sdo induzidos em minutos,
enquanto que genes de reposta tardia (delayed-response genes) sao ativados mais
lentamente (em horas) e apresentam expressdao prolongada. Esses genes de
resposta rapida, geralmente séo fatores de transcricdo que, posteriormente, ativam
0S genes de resposta tardia que, por sua vez, constituem a maioria dos genes
responsivos ao estresse, sugerindo a existéncia de varias vias de resposta que
parecem distintas, mas que envolvem uma complexa rede de sinais regulatérios
(ZHU, 2002).

Por participarem de etapas iniciais do processo de percepc¢ao e sinalizacao,
os fatores de transcricdo (TFs) sao responsivos a sinais ambientais e, assim,
regulam a expresséo/repressdo de varios grupos de genes envolvidos em estresses.
Vérios TFs tém sido associados a tolerancia ao déficit hidrico em plantas, tais como
DREB, ERF, bZIP, MYB, MYC, NAC, WRKY (JIN et al., 2014, SHIRIGA et al., 2014,
BIANCHI et al., 2015, YAO et al., 2015).

Muitas estratégias tém sido utilizadas para isolar e identificar genes que estao
envolvidos na reposta ao estresse hidrico, porém o maior desafio € integrar a funcéo
biolégica desses genes e gerar uma compreensdo global sobre o processo de
sinalizacao do estresse (BOHNERT et al., 2006, VALLIYODAN; NGUYEN, 2006).

Com os avangos nas técnicas de sequenciamento de acidos nucléicos,
aumentou grandemente a possibilidade de identificar e caracterizar sequéncias
génicas associadas a caracteristicas de importancia agronémica, devido ao grande
interesse em se analisar a atividade e a interag&o transcricional em larga escala em
diferentes espécies de plantas (MEYERS et al., 2004). Desse modo, nos ultimos
anos varias técnicas vém sendo desenvolvidas para permitir a analise global e/ou
pontual da expressdo génica mediante estresse. A capacidade de medir
simultaneamente a expressao de milhares de genes depende de sistemas analiticos
poderosos, e a disponibilidade de novas tecnologias para esse fim tem fornecido
muitas novas estratégias de estudo da resposta génica (MITRA et al., 2003).

A técnica de RT-qPCR é precisa para quantificar niveis de expressao de um
determinado gene, oferecendo rapidez e reprodutibilidade (MALLONA et al., 2010).
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O RT-gqPCR ¢ baseado no processo da transcrigdo reversa (RT) seguida da Reacgéo
em Cadeia da DNA-polimerase (PCR), com a incorporacdo de moléculas
fluorescentes, os sinais de fluorescéncia sdo gerados por fluoréforos que séo
especificos para a fita dupla de DNA ou por primers marcados por fluorescéncia em
regibes especificas (KLEIN et al.,, 2002). O sinal € proporcional a quantidade de
produto de PCR e o equipamento detecta o acimulo do produto amplificado durante
cada ciclo da reacdo (BUSTIN, 2002). Os dados sédo entdo, medidos na fase
exponencial da reacédo de PCR.

Por meio do conhecimento das alteragcdes moleculares de respostas ao estresse
hidrico, modificacdes genéticas de tolerAncia a estes estresses tém apresentado
resultados promissores que podem ser aplicados na agricultura (JIMENEZ et al., 2013).

No entanto, considerando a importancia da cultura do pessegueiro no ambito
brasileiro e no Estado do RS, estudos relacionados a estresses abidticos, tais como
déficit hidrico e/ou alagamento, poderdo auxiliar os programas de melhoramento para
identificacdo e selecdo de genodtipos mais tolerantes, bem como, fornecer tais
informacdes aos pesquisadores e produtores envolvidos no setor produtivo de frutas
de caroco no Brasil. Portanto, caracterizar respostas diferenciais a nivel fisiol6gico e
molecular em plantas do género Prunus sp., enxertadas sobre diferentes
portaenxertos submetidas ao déficit hidrico, podera auxiliar na escolha de genotipos

mais tolerantes a restricao hidrica.
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CAPITULO 1

Déficit hidrico afeta as trocas gasosas em plantas de pessegueiro cultivar

Chimarrita enxertada sobre diferentes portaenxertos

INTRODUCAO

Dentre as principais espécies de interesse agrondmico do género Prunus, o
pessegueiro € considerado a mais importante para a economia mundial. No Estado
do Rio Grande do Sul (RS), o cultivo de péssegos € uma das atividades agricolas
que mais se destacam nos ultimos anos, sendo o Estado responsavel por uma
produgéo de aproximadamente 137 mil toneladas, com cerca de 60% da produgé&o
nacional desta fruta (IBGE, 2015). No RS, o principal polo de producédo é a metade
sul do Estado, onde a persicultura é realizada principalmente em pequenas
propriedades de agricultura familiar, constituindo uma excelente alternativa para fixar
mao de obra no campo, gerando renda e emprego (TERRA et al., 2014).

Todavia, essa regido caracteriza-se por apresentar extensas areas de solos
pouco permeaveis, pouco profundos e com problemas de drenagem (CUNHA,;
SILVEIRA, 1996). Ao longo dos anos € comum ocorrer periodos de estiagem,
durante o ciclo vegetativo do pessegueiro, provocando déficit hidrico no solo,
influenciando o crescimento da planta e na produtividade.

Considerando que a fase de pré-colheita e colheita dos frutos na regiao Sul
do RS da-se, principalmente, entre os meses de novembro a janeiro, esse periodo
coincide com a maior escassez de recursos hidricos na maioria dos anos, devido a
menor precipitacdo (TIMM et al., 2007a,b). Além do mais, a alta irradiancia e as altas
temperaturas acabam afetando negativamente a qualidade e a produtividade dos
pomares, uma vez que o numero de produtores que fazem uso de algum sistema de
irrigacao ainda é limitado (TIMM et al., 2007b).

Herter et al. (2003) destacam a importancia do uso da irrigagdo nos periodos
de déficit hidrico prolongados, no sentido de fornecer a cultura um adequado
suprimento de agua para que se obtenha frutos de qualidade e com menores riscos

de prejuizos.
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O estresse por déficit hidrico afeta a produtividade de muitas culturas, com um
Impacto negativo e bastante significativo para o crescimento e desenvolvimento das
plantas em todo o mundo (CATTIVELLI et al.,, 2008). O déficit hidrico provoca
alteracdes no comportamento vegetal, sendo que a irreversibilidade dos efeitos
negativos do estresse vai depender do gendtipo, da duracdo, da intensidade e do
estadio de desenvolvimento da planta, além das diversas interagfes solo-planta-
atmosfera e de outras condi¢des climaticas (SHAO et al., 2008).

A restricdo hidrica afeta diretamente o metabolismo das plantas, pois na
medida em que o solo seca, torna-se mais dificil a absor¢cdo de dgua do solo devido
a sua menor disponibilidade, pelo aumento da forca de retencdo aos coléides do
solo (BERGAMASCHI, 1992). O déficit hidrico pode induzir respostas em todos 0s
niveis de organizacdo celular, porém em nivel fisioldgico afeta principalmente os
processos que envolvem as trocas gasosas, a condutancia estomatica, transpiracao,
potencial hidrico, osmético e da area foliar, aceleracdo da senescéncia e a abscisdo
foliar (ANJUM et al., 2011, JIMENEZ et al., 2013).

O fechamento estomatico é o principal mecanismo para controlar as trocas
gasosas sob estresse hidrico, levando a diminuicdo na taxa fotossintética liquida, na
respiracdo, na absorcdo de ions, no metabolismo dos nutrientes, entre outros
(CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009). Devido a menor capacidade fotossintética
em condicdes de déficit hidrico, menor intensidade luminosa é utilizada no processo
fotossintético, sendo assim, as plantas ndo podem utilizar toda a energia luminosa
para a producdo de ATP e NADPH,, acarretando na fotoinibicdo (OUKARROUM et
al., 2007, MARTINAZZO et al., 2013).

A diminuicdo na condutancia estomética leva a uma diminuicdo na
concentracdo intercelular de CO; (Cj) e na transpiracdo. Sendo que a C; € um
parametro que demonstra a disponibilidade de dioxido de carbono para 0 processo
fotossintético, onde a reducdo deste parametro, pode indicar a ocorréncia de
limitacdo estomatica (CHAVES et al., 2009), de forma que a resisténcia estoméatica e
do mesofilo reduzam a concentracdo de CO, que pode afetar os cloroplastos.
Martinazzo et al. (2013), verificaram reducgdo nas taxas de assimilagdo de CO, em
plantas de ameixeira expostas ao déficit hidrico, sendo que esta diminuicdo foi
dependente do fechamento estomatico, que diminuiu a Ci e restringiu a perda de

agua através da transpiragéo.

20



O déficit hidrico pode afetar também a utilizacdo e conteudo de
fotoassimilados, no qual estd relacionado a menor assimilacdo de CO, e a
mobilizacdo de reservas para o crescimento e a manutencdo das plantas sob
estresse. O crescimento das raizes em plantas sob deficiéncia hidrica mediante
baixa atividade fotossintética pode ocorrer devido ao direcionamento preferencial
dos fotoassimilados recém-produzidos para as raizes, e também através da
mobilizacdo de reservas de outros 6rgaos para as raizes (FILHO et al., 2008).

Devido as condi¢des climaticas da regido Sul do RS, pode-se considerar que
existe um periodo critico de deficiéncia hidrica para a cultura do pessegueiro, na
grande maioria dos anos, contribuindo para a redugcao da produtividade de forma
significativa.

Uma das fases importantes em relacdo a disponibilidade de agua € no
periodo de saida de dorméncia, que coincide com a polinizacdo das flores e a
frutificacdo efetiva. Nessa fase, a falta de agua pode contribuir para aumento do
abortamento floral ou limitar a taxa de divisdo celular dos frutos. Na fase de rapido
crescimento dos frutos, mas principalmente duas a trés semanas antes da
maturacdo dos frutos, o adequado suprimento de agua contribui significativamente
para o aumento no tamanho dos frutos. A terceira fase importante é apés a colheita,
quando a planta armazena energia para o proximo ciclo produtivo. Neste periodo, a
planta necessita absorver nutrientes do solo e continuar com boa producédo de
fotoassimilados, que servirdo de reservas para suportar a brotacéo e o florescimento
na préxima estacao de crescimento, e a disponibilidade de agua é fator fundamental
para isto (TIMM et al., 2007a).

A busca por portaenxertos que apresentem niveis diferenciais de tolerancia
ao déficit hidrico é fundamental para reduzir perdas na produtividade e na qualidade
de frutos de pessegueiro (JIMENEZ et al., 2008; MORENO; GOGORCENA;
PINOCHET, 2008, JIMENEZ et al., 2013). As diferencas na capacidade do sistema
radicular dos portaenxertos em absorver agua, podem ser responsaveis pelas
variacdes no grau de tolerancia a seca da cultivar copa (CARBONNEAU, 1985). Tal
capacidade pode conferir tolerancia ao déficit hidrico, o qual tem sido demonstrado
em outras plantas lenhosas, tais como videira (IACONO; BUCCELLA,
PETERLUNGER, 1998, SOUZA; SOARES; ALBUQUERQUE, 2001), cerejeira
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(GONCALVES, 2003), amendoeira (ROUHI et al., 2007), macieira (WANG et al.,
2012) e citros (SUASSUNA et al., 2014).

Somado a isso, 0 estudo sobre os processos envolvidos nas respostas
fisiolégicas e bioquimicas em pessegueiros submetidos ao déficit hidrico, através do
uso de ferramentas de andlise do aparato fotossintético das plantas, podem fornecer
uma melhor compreenséo e facilitar os procedimentos de triagem para a selecao de
portaenxertos mais tolerantes (JIMENEZ et al., 2013). Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do déficit hidrico sobre os parametros de trocas gasosas
da cultivar copa Chimarrita enxertada sobre cinco diferentes portaenxertos de

Prunus persica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas no presente trabalho, plantas de pessegueiro da cultivar
copa Chimarrita com trés anos de idade, enxertada sobre cinco portaenxertos de
Prunus persica (Tsukuba 1, Tsukuba 2, Tsukuba 3, Aldrighi 1 e Selecdo UFPel
0402). As plantas foram desplantadas do viveiro, no segundo ano ap0s a enxertia e
transplantadas para vasos de polietiieno com capacidade de 25 litros, contendo
como substrato terra do préprio viveiro, classificado como Argissolo
Vermelho-Amarelo distrofico (STRECK et al., 2008).

ApoOs completarem um ano e quatro meses de crescimento nos vasos, as
mesmas foram utilizadas para o experimento, que foi conduzido em casa de
vegetacao, durante o més de dezembro de 2013, no Campus Capéo do Ledo, da
Universidade Federal de Pelotas.

As plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: (i) estresse por
déficit hidrico, que consistiu na suspenséo total da irrigagdo, a partir do inicio do
experimento (19/12/2013), e (ii) plantas irrigadas com 5 litros de agua diariamente
para cada vaso/combinacdo, mantendo a capacidade de campo (controle). Plantas
do tratamento por déficit hidrico foram mantidas sob as condi¢cdes de estresse por
seis dias, apos, foram submetidas as condigdes normais de irrigacdo, por trés dias
(caracterizando o periodo de recuperacao).

Foram avaliados os parametros de trocas gasosas, nos dias: zero, um, dois,
trés, quatro e seis dias de estresse, sendo 0 sétimo e nono dias, periodo de

recuperacdo. As avaliagdes foram medidas em folhas maduras, completamente
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expandidas, localizadas no terco médio de cada ramo, utilizando-se um analisador
portatil a infravermelho de CO, (modelo LI-6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA).
As leituras foram realizadas em duas folhas por planta, localizadas em ramos
diferentes, no periodo da manha entre 9:00 e 11:00h, com concentracdo de CO; na
camara de 380 umol mol™ e densidade de fluxo de fétons de 1.200 pymol m? s™,
utilizando-se a fonte luminosa LI-COR 6400-02, acoplada a camara de medida (LI-
COR, Inc., Lincoln, NE, USA LI-COR 6400-11).

Durante o experimento foram avaliadas a taxa assimilatéria liquida de CO; (A,
pumol CO, m? s?), condutancia estomatica (gs, mol H,O m? s?), concentracdo
intercelular de CO, (C;, pmol CO, mol™) e a taxa de transpiracéo (E, mmol H,O0 m? s’
1Y, em cada combinacéo ‘Chimarrita’/portaenxerto.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes por tratamento em esquema fatorial 2 x 8, sendo duas condi¢des
hidricas (controle e déficit hidrico) e oito avaliacées (0, 1°, 2°, 3°, 4°, 6°, 7° e 9°).
Cada combinacdo da cultivar Chimarrita com os diferentes portaenxertos foram
avaliados individualmente. Os resultados foram submetidos a anélise de variancia
(p<0,05), sendo utilizado o teste de Tukey para comparacdo de médias entre os
tratamentos de cada dia de estresse de cada cultivar, através do Sistema de Analise
Estatistica - WinStat — Vers&o 2.0 (MACHADO; CONCEICAO, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa fotossintética liquida nas plantas controle da cultivar Chimarrita, sobre
os diferentes portaenxertos, variaram entre 7,9, e 14,5 pmol CO, m? s,
apresentando valores maiores no inicio do experimento, com decréscimo até o final
do mesmo (Figuras 1A, 2A, 3A, 4A e 5A). Entretanto, os valores registrados ficaram
dentro de uma faixa condizente ao descrito em diferentes espécies de Prunus, a
exemplo dos trabalhos de Romero et al. (2004), que relataram uma assimilacao de
até 14 pmol CO, m? s em plantas adultas de Prunus dulcis, mantidas a campo na
Espanha. De Herralde; Biel; Savé (2003) registraram valores entre 14,8 e 20,3 umol
CO, m? s em plantas de amendoeira (P. amygdalus) e Rieger; Bianco; Okie (2003),

valores superiores a 10 pmol CO, m? s™, em Prunus persica. Em portaenxertos do
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hibrido ‘GxN-9" ou ‘Monegro’ (P. dulcis x P. persica), Martinazzo et al. (2011),

relataram valores de até 12,6 pmol CO, m?s™.

Sob condicdo de déficit hidrico, as plantas da cultivar Chimarrita,
apresentaram um decréscimo similar para os valores de A e gs, até o sexto dia de
estresse, independente do portaenxerto. No primeiro e segundo dias apos o inicio do
déficit hidrico, as combinagbes ‘Chimarrita’/portaenxertos comportaram-se de
maneira semelhante aos seus controles, com excecdo das plantas de ‘Chimarrita’
enxertadas sobre ‘Tsukuba 3’ (Figura 3A e B) e ‘Aldrighi 1’ (Figura 4A e B) que
apresentaram uma reducdo menos pronunciada nos valores de A e gs no segundo
dia de déficit hidrico (variando de 10,15 pmol CO, m? s*, 0,25 mol H,0 m? s* e
11,95 pmol CO, m? s?, 0,28 mol H,O m™ s, respectivamente), sendo tais valores
superiores as demais combinacgdes de enxertia.

As reducdes mais marcantes dos valores de A e gs nas plantas sob efeito do
déficit hidrico ocorreram a partir do terceiro dia, atingindo valores minimos no quarto
e sexto dias. O contrario foi observado por Messchmidt et al. (2015), em plantas da
cv. Mirabolano 29-C sob condi¢des de déficit hidrico, valores de A e gs, 47% e 84%
respectivamente, menores do que as plantas controle, no primeiro dia de avaliagéo,
atingindo valores proximos a zero no oitavo dia.

Nas plantas do tratamento controle de ‘Chimarrita’ enxertada sobre ‘Selecao
UFPel 0402’ (Figura 5A e B), verificou-se os menores valores de A e gs ao longo de
todo o periodo de avaliacdo. Além disso, no segundo dia de restricdo hidrica, foi a
combinacdo que registrou as menores meédias para esses parametros analisados (A
9,36 pmol CO, m?s™, gs 0,25 mol H,O m? s™, controle; e A 5,44 pmol CO, m? s™ gs
0,12 mol H,O m™? s™, déficit hidrico), o qual leva a sugerir que este portaenxerto
induz menor tolerancia a tal estresse, comparado principalmente, as respostas
induzidas por ‘Tsukuba 3’ e ‘Aldrighi 1°. A ‘Selecao UFPel 0402’ apresenta o menor
vigor em relacdo aos demais portaenxertos avaliados (dados ndo apresentados), o
qual pode ser um dos fatores associados a indu¢cdo dos menores valores de A e gs
na cultivar Chimarrita.

Para as diferentes combinagdes ‘Chimarrita’/portaenxertos, tanto para A como
para gs, no periodo de recuperacdo de 72h, as plantas alcancaram valores muito
semelhantes aos seus respectivos controles, com excec¢ao para os dados de A da
combinagao ‘Chimarrita/Tsukuba 1’, que apresentou uma taxa fotossintética 25%
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menor em relagdo ao controle. Porém, as combinag¢des ‘Chimarrita/Tsukuba 3’
(Figura 3A e B) e ‘Chimarrita/Selecdo UFPel 0402’ (Figura 5A e B) apresentaram
uma tendéncia de recuperacdo mais rapida do que as demais, ambas com maiores
valores de A e gs no periodo de 24h de recuperacao.

Em plantas de Prunus spp., Messchmidt et al. (2015) verificaram que o déficit
hidrico causou uma reducédo de 43% nos valores de A aos oito dias de estresse,
quando comparado aos valores das plantas controle. Quando submetidas a
recuperacdo, a A das plantas anteriormente expostas ao déficit hidrico alcangou
valores similares ao controle trés dias apds a reposicdo da agua no solo,
corroborando os dados do presente estudo. De acordo com Torrecillas et al. (1996),
a rapida recuperacao apés uma condicdo de estresse pode estar relacionada a uma
maior tolerancia ao déficit hidrico, entretanto, tal efeito devera ser melhor investigado
no caso da ‘Selecdo UFPel 0402, em fungdo dos padrbes mais baixos de A e gs
induzidos na cultivar copa.

Assim como observado neste presente estudo, Rouhi et al. (2007)
constataram o mesmo comportamento em plantas de Prunus scoparia e Prunus
lycioides, onde a gs apresentou uma tendéncia a diminuir sob déficit hidrico mais
intenso com indugédo por PEG 6000, mas esta diminuicdo na gs nao refletiu em um
aumento no uso eficiente da agua, evidenciando que ndo houve uma limitacédo

estomatica.
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Figura 1. Taxa fotossintética liquida (A), conduténcia estomatica (gs), transpiracéo (E) e concentracéo
intercelular de CO, (Ci) de plantas de pessegueiro cultivar copa ‘Chimarrita’ enxertada sobre o
portaenxerto ‘Tsukuba 1’, submetidas ao déficit hidrico por seis dias. Setas indicam periodo de
recuperacdo (7=24h e 9=72h respectivamente). Médias comparadas dentro de cada dia, sendo que
o0s asteriscos indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n = 4). Barra
indica erro padrdo da média.
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Figura 2. Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estoméatica (gs), transpiracdo (E) e concentragcéo
intercelular de CO, (Ci) de plantas de pessegueiro cultivar copa ‘Chimarrita’ enxertada sobre o
portaenxerto ‘Tsukuba 2’', submetidas ao déficit hidrico por seis dias. Setas indicam periodo de
recuperacdo (7=24h e 9=72h respectivamente). Médias comparadas dentro de cada dia, sendo que
os asteriscos indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n = 4). Barra
indica erro padrdo da média.
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os asteriscos indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n = 4). Barra
indica erro padrdo da média.
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o0s asteriscos indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n = 4). Barra
indica erro padrao da média.
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intercelular de CO, (Ci) de plantas de pessegueiro cultivar copa ‘Chimarrita’ enxertada sobre o
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de recuperagdo (7=24h e 9=72h respectivamente). Médias comparadas dentro de cada dia, sendo
que os asteriscos indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n = 4).
Barra indica erro padrédo da média.

Em relacdo aos valores da concentracdo intercelular de CO, (C) e
transpiracdo (E), todas as combinagbes ‘Chimarrita’/portaenxertos apresentaram
uma drastica diminuicdo nas plantas submetidas ao déficit hidrico (Figuras 1C e D,
2C e D,3Ce D, 4C e D e 5C e D) com excec¢do para os dados de C;, a partir do
terceiro até o sexto dia de estresse, 0 que coincide com o comportamento observado
para a A e gs. Os valores de C; para as plantas estressadas, sempre se mostraram
superiores ao controle em todas as combinac¢des ‘Chimarrita’/portaenxertos durante
o terceiro, quarto e sexto dia, e até mesmo, no periodo de recuperacéo de 24h.

Em todas as plantas submetidas ao déficit hidrico, a tendéncia da E coincidiu
com as reducdes observadas na gs ao longo do periodo experimental, atingindo os
menores valores no sexto dia, apresentando aumento da E a partir do primeiro dia
de recuperacdo (24h), quando se retomou a irrigacdo das plantas estressadas,
igualando os valores de E ao do controle no periodo de 72h de recuperacao. De
acordo com Suassuna et al. (2014), esta relacdo direta entre E e gs € esperada em
virtude do fechamento parcial dos estbmatos, o qual restringe tanto a saida de vapor
d’agua, quanto a entrada de CO, no interior da célula. Além do mais, a intensidade

da E varia com a acdo de fatores internos, area superficial, distribuicdo e namero
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dos estOmatos e de fatores externos, como: luz, umidade do ar, temperatura e
disponibilidade de 4gua no solo.

Sob condicao de déficit hidrico, tem sido demonstrada a relacdo direta entre a
reducdo na C; em razdo do fechamento estomatico, gerando decréscimos na
assimilacdo do CO, e no rendimento quantico do fotossistema Il (BAKER, 1991,
TEZARA et al., 2003). Quando ocorre aumento na C;com diminuicdo de gs como foi
observado no presente estudo, sob déficit hidrico, o decréscimo de A indica que esta
limitacdo ndo € devida somente ao aumento da resisténcia estomatica, mas
também, ao efeito do estresse hidrico sobre a A, visto que um alto valor de C;,
associado aos baixos valores de (s, indicaria um decréscimo na eficiéncia de
carboxilacdo (NI; PALLARDY, 1992, LEIDI et al., 1993), como foi verificado neste
estudo (Figuras 1, 2, 3, 4 e 5).

Outra provavel consequéncia do aumento de C; com o fechamento estomatico
€ a reducado de A, devido a predominancia de limitagces ndo estomaticas, com a
ocorréncia de resisténcia mesofilica (RAMANJULU; SREENIVASULU; SUDHAKAR,
1998), justificada pela baixa condutancia do mesofilo, a qual reduz a capacidade
difusiva de CO, (PEEVA; CORNIC, 2009). O acumulo desse gas na camara
subestomatica provoca o fechamento estomatico, resultando na inibicdo da
condutancia estoméatica e diminuicdo na atividade das enzimas envolvidas no
processo de fixacdo de CO,, como a enzima rubisco na forma carboxilativa, o que
aumentaria a sua funcdo como oxigenase e, consequentemente, na fotorrespiragao,
acarretando assim um desbalanco energético (ZISKA; TOMECEK; GEALY, 2010,
SAGE; SAGE; KOCACIMAR, 2012).

Em plantas de ameixeira cultivar América (P. salicina) sob déficit hidrico,
Martinazzo et al. (2013) verificaram que os valores de C; reduziram ao longo do
periodo de estresse, acompanhado também da reducéo na atividade fotossintética,
a qual estd associada com a diminuicdo da eficiéncia de carboxilacdo. Em plantas
do portaenxerto ‘GxN-9’, Martinazzo et al. (2011) verificaram reducdo da atividade
fotossintética, a partir do quinto dia sob déficit hidrico, e que a mesma relacionou-se
com a diminuicao da eficiéncia de carboxilacédo, porém sem alteracdo significativa na
Ci.

Jiménez et al. (2013) verificaram que plantas de quatro portaenxertos hibridos
de Prunus, apds 16 e 26 dias de déficit hidrico, apresentaram diminuicdo em todos
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0s parametros avaliados: A, gs, E e Ci. Rieger; Bianco; Okie (2003), também
verificaram apos 24 dias, diminuicdo nos parametros de A (49%) e gs (83%) em
plantas de Prunus ferganensis para 0 mesmo estresse.

Diferentes autores relataram que mesmo em curto prazo, a diminuicdo da
fotossintese ndo pode ser atribuida somente as limitagcbes estomaticas (NI;
PALLARDY, 1992, RAMANJULU,; SREENIVASULU; SUDHAKAR,
1998 e YORDANOV; VELIKOVA; TSONEV, 2000, ROUHI et al., 2007), o que pode
ser percebido neste estudo, através do aumento de C; e ao mesmo tempo,
diminuicdo da gs. Segundo Chaves et al. (2009) essa resposta pode ser atribuida a
um heterogéneo fechamento estomatico e/ou interferéncia da condutancia cuticular.
A importancia relativa dos estématos em relacdo as limitagbes ndo estomaticas
parece depender tanto da intensidade, duracdo do estresse e da tolerancia da
espécie/gendtipo ao déficit hidrico, sendo estas, geralmente menos importantes para
as plantas com maior tolerancia a esse estresse ou durante tensées mais leves
(RAMANJULU; SREENIVASULU; SUDHAKAR, 1998).

Baseado nos parametros de trocas gasosas avaliados, foi possivel observar
uma tendéncia de maior toleréncia ao déficit hidrico até o terceiro dia de estresse
nas plantas enxertadas com ’Aldrighi 1’, a qual possivelmente esta associada ao
médio vigor deste gendtipo (ROSSI et al., 2004, ROCHA et al., 2007, SCHMITZ et
al., 2012) que esta associado ao maior volume do sistema radicular (dados nao
apresentados). Verificou-se ainda que as plantas de ‘Chimarrita’ enxertadas sobre
‘Tsukuba 3’ e ‘Selegcao UFPel 0402’, demonstraram maior rapidez na recuperagao
(24h) ao déficit hidrico. No entanto, ‘Tsukuba 3’ parece induzir uma maior tolerancia
inicial ao déficit hidrico e maior capacidade de recuperacdo poOs estresse, porém
essas respostas necessitam de uma investigagdo mais aprofundada, em nivel
fisiologico e molecular, visando o melhor entendimento das interagbes de diferentes
genaotipos sob condicbes de estresses por déficit hidrico.

Somado a isso, outro ponto a investigar sdo as respostas induzidas em
‘Chimarrita’ pelo portaenxerto ‘Selecao UFPel 0402’, onde se observou os menores
valores de A e s, inclusive nas plantas do tratamento controle, o qual pode ser

utilizado como parametros indicativos de menor tolerancia ao déficit hidrico.
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CONCLUSOES

Pode-se concluir que as diferentes combinacfes de portaenxertos com a
cultivar copa Chimarrita demonstraram comportamento fisiolégico diferencial para a
tolerancia inicial ao déficit hidrico. A combinagao ‘Chimarrita’/Adrighi 1° apresentou-
se com uma maior tolerancia inicial ao déficit hidrico.

A reducdo da taxa assimilatéria liquida durante o déficit hidrico ndo esta
relacionada principalmente a limitacdo estomatica, sugerindo-se que ocorrem
também limitacbes ndo estométicas.

O déficit hidrico por até seis dias, afeta os parametros relacionados as trocas
gasosas nas plantas das diferentes combinacdes da cultivar
‘Chimarrita’/portaenxertos de Prunus, porém de forma reversivel, uma vez que apo6s
72h do retorno da irrigacdo das plantas, todas as combinacdes avaliadas
demonstraram total capacidade de recuperacédo do desempenho fisiolégico.
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CAPITULO 2

Genes de referéncia para estudos de expressao génica em plantas de Prunus

persica sob déficit hidrico

INTRODUCAO

O pessegueiro (Prunus persica L. Batsch) é uma das espécies frutiferas de
clima temperado mais importantes do mundo (LUO et al., 2014). No entanto, entre
os fatores abi6ticos,o estresse hidrico € um fendbmeno comumque afeta seriamente
o rendimento da producéo desta cultura. Pessegueiros sao altamente sensiveis ao
estresse hidrico em determinados estadios fenologicos, como no florescimento, que
pode levar ao abortamento de flores e frutos, no periodo de intensa divisédo celular e
nafase que antecede a maturacdo dos frutos(DICHIO et al., 2006; TIMM et al.,
2007a, MERCHIER et al., 2009, WANG; GARTUNG, 2010).

Fisiologicamente o estresse hidrico inibe o crescimento e desenvolvimento
das plantas, afetando diretamente o processo fotossintético, levando a reducédo da
area foliar, condutancia estomaética, transpiracdo, potencial hidrico e osmdtico,
acelerando a senescéncia e a abscisao foliar (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO,
2009), resultando em significativas limitacdes fisiolégicas que podem causar severas
guedas na produtividade das plantas (NAKASHIMA; YAMAGUCHI; SHINOZAKI,
2014).

As plantas tém evoluido sob as diferentes condicdes ambientais impostas a
elas e, assim, desenvolveram estrategicamente processos genéticos e moleculares
extremamente complexos e de grande importancia para sobreviverem a estas
condicdes (LE et al., 2012). Muitos dos processos primarios que as plantas utilizam
frente as condi¢cbes adversas ndo sdo constitutivamente ativos todo o tempo, mas
sao induzidos quando estas estdo presentes, ativando cascatas de transducéao de
sinais, que, por consequéncia, ativam/reprimem inimeros genes de resposta ao
estresse, conduzindo a alteragbes bioquimicas e fisiologicas (NAKASHIMA,
YAMAGUCHI; SHINOZAKI, 2014).

No género Prunus, existem varios estudos utilizando estratégias que
possibilitam identificar genes expressos em resposta a diferentes tratamentos e/ou
condicdes de estresse (ALMADA et al., 2013; JIMENEZ et al., 2013, NIU et al., 2014;
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ARISMENDI et al., 2015), entretanto € necesséario que, dentro de tais experimentos,
alguns genes sejam selecionados como candidatos, os quais devem ser validados
em analises mais pontuais para quantificar sua expressdo em resposta ao estresse.

Uma das técnicas mais utilizadas para determinacéo da expresséo génica € a
técnica de RT-gPCR (quantitative RT-PCR), baseada no processo de transcricdo
reversa (RT), seguida da Reagdo em Cadeia da DNA-polimerase (PCR), onde h&
incorporacdo de moléculas fluorescentes covalentemente ligadas ou ndo a
nucleotideos, as quais podem ser quantificadas durante a cinética da reacdo. Os
produtos formados sdo monitorados a cada ciclo, o que permite uma deteccao
rapida e precisa do cDNA amplificado, com alta sensibilidade e especificidade na
analise de transcritos (GACHON; MINGAN; CHARRIER, 2004).

A confiabilidade da técnica de RT-gPCR é dependente de estratégias
experimentais especificas, que visam minimizar varia¢cdes na qualidade, estabilidade
e integridade do RNA, e na eficiéncia da sintese de cDNA (DERVEAUX;
VANDESOMPELE; HELLEMENS, 2010). Entre estas estratégias, a selecdo de
genes de referéncia adequados para normalizar os dados € de grande importancia
para obter resultados precisos.

Um gene de referéncia adequado deve ser expresso a um nivel constante
entre as amostras, e a sua expressdo nao pode ser afetada pelas diferentes
condicBes experimentais (BUSTIN, 2002). Considerando que tanto a sequéncia do
gene de referéncia como a sequéncia do gene de interesse/alvo estardo presentes
na amostra testada, ambos apresentardo o mesmo padrédo de variacdo dentro do
experimento, exceto em relacéo ao nivel de expresséo (EXPOSITO-RODRIGUEZ et
al., 2008). A utilizacdo de genes de referéncia inadequados pode resultar em erros
de quantificacdo e, consequentemente, os dados de expressao podem ser mal
interpretados (JAIN et al., 2006; AMIL-RUIZ et al., 2013 ).

Os genes de referéncia utilizados, geralmente, sdo aqueles envolvidos em
processos celulares béasicos, como no metabolismo primario e manutencdo da
estrutura celular (EXPOSITO-RODRIGUEZ et al., 2008). Aqueles mais comumente
testados em estudos de RT-gPCR em plantas incluem actina (ACT), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), fator de elongacéo (EF-71a, EF-4a), tubulina (a-TUA
e B-TUB), ubiquitina (UBQ5, UBQ10), RNA ribossomal (18S, 40S) e ciclofilina (CYP)
(JAIN et al., 2006, TONG et al., 2009,LE et al., 2012, HUANG et al., 2014, HU et al.,
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2014, NIU et al., 2014, MORAES et al., 2015, YE et al., 2015, GALLI et al., 2015). No
entanto, estudos mostram que a expressao de muitos destes genes de
referéncia,podem exibir expressao diferencial entre genaétipos, tecidos, 6rgdos e
estadios de desenvolvimento (TONG et al., 2009, LE et al., 2012, HU et al., 2014,
NIU et al., 2014, GALLI et al.,, 2015; MORAES et al., 2015; YE et al.,, 2015).
Portanto, é crucial a escolha de genes de referéncia apropriados para a
normalizac&o de cada cultura e condicao experimental.

Nas ultimas décadas, muitos métodos matematicos e softwares tém sido
desenvolvidos para analisar a variabilidade da expressdo de genes de referéncia,
tais como o NormFinder, o qual avalia a variacdo total de expressdo dos genes
através da soma da variancia (ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT, 2004). O
BestKeeper, utiliza os valores do desvio padrdo e coeficiente de variacdo, para
calcular a variancia intrinseca de expressdo (PFAFFL et al., 2004). O algoritimo
geNorm, seleciona dois genes mais estaveis, ou a combinacdo multipla de varios
genes estaveis, calculando a estabilidade média de expressao (M) através da média
aritmética de cada gene normalizador comparados par a par (VANDESOMPELE et
al., 2002). O método comparativo de ACy calcula a expresséao relativa de pares de
genes, dentro de cada tratamento, medindo a estabilidade do gene pela média dos
valores do desvio padrdo da comparacao entre um gene normalizador e 0s outros
genes candidatos (SILVER et al., 2006).

Mediante isso, 0 objetivo do presente estudo foi analisar a expressao de oito
genes de referéncia, a fim de identificar normalizadores adequados para estudos em
folhas de plantas de pessegueiro submetidos ao déficit hidrico.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal e Condi¢cdes Experimentais

Pessegueiros da cultivar copa Chimarrita, com quatro anos de idade
enxertadas sobre dois portaenxertos de Prunus persica (Aldrighi 1 e Tsukuba 2),
foram utilizadas no presente estudo.

No segundo ano apos a enxertia, as plantas foram desplantadas do viveiro e
transplantadas para vasos de polietileno, com capacidade de 25 litros, contendo
como substrato solo do préprio viveiro, classificado como Argissolo
Vermelho-Amarelo distrofico (STRECK et al., 2008). Apés completarem dois anos de
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crescimento nos vasos, as mesmas foram utilizadas para o experimento, que foi
conduzido em casa de vegetacao, entre os meses de janeiro e fevereiro de 2015, no
Campus Capéo do Ledo, da Universidade Federal de Pelotas.

As plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: (i) estresse por
déficit hidrico, que consistiu na suspenséo total da irrigagdo, a partir do inicio do
experimento, e (ii) plantas irrigadas com 5 litros de agua diariamente para cada
vaso/combinacdo, mantendo a capacidade de campo (controle). Plantas do
tratamento por déficit hidrico foram mantidas sob as condi¢cdes de estresse por nove
dias.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
trés repeticbes bioldgicas por tratamento em esquema fatorial 2 x 3, sendo duas
condi¢cBes hidricas (controle e déficit hidrico) e trés periodos de avaliagdes (4°, 7° e
9° dias de estresse). Apb6s cada coleta, amostras de folhas da cultivar copa
Chimarrita enxertadas sobre o0s dois portaenxertos, foram acondicionadas
imediatamente em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em ultrafreezer
a - 80°C até o momento da extracdo do RNA. Os resultados das combinacdes da
cultivar copa e dos portaenxertos (combinacbes Chimarrita/portaenxertos) foram
analisados separadamente.

Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

Todos os procedimentos que envolveram a extracdo e manipulacdo do RNA
total foram executados em capela de exaustdo, utilizando-se sempre vidrarias e
material autoclavado por 40 minutos, tratados com agua ultra pura com DEPC.

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de tecido foliar, de acordo com o
protocolo de CHANG; PURYEAR; CAIRNEY (1993), com pequenas modificagdes. O
tecido foliar foi macerado com nitrogénio liquido até a obteng&o de um po fino, onde
foi transferido para tubos de polipropileno de 2 mL, acrescentado-se 900 pL de
tampdo CTAB pré-aquecido, e as amostras foram homogenizadas em vortex e
incubadas em banho-maria a 65°C durante 30 minutos, ap6s resfriadas,
acrescentou-se igual volume (900 pL) de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). As
amostras foram imediatamente centrifugadas por 10 minutos a 12.000g a 4°C para a

separacao das fases aquosa e organica.
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A fase superior aquosa foi transferida para um novo tubo, adicionado igual
volume de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), sendo que tal volume foi ajustado em
funcdo do volume de sobrenadante recuperado, agitado e centrifugado novamente
por 10 minutos a 12.000g a 4°C. O sobrenadante (aproximadamente 400 pL) foi
transferido para um novo tubo, no qual se adicionou cloreto de litio 3M (120 L), os
extratos foram misturados por inversdo dos tubos e entdo encaminhados para o
freezer (-20°C), onde permaneceram overnight para precipitacdo dos &acidos
nucléicos. No dia seguinte, as amostras foram imediatamente centrifugadas a
12.000g durante 30 minutos a 4°C. Os tubos foram retirados cuidadosamente da
centrifuga (o pellet € muito gelatinoso e se desprende com facilidade da parede dos
tubos) e virou-se 0 tubo uma Unica vez para observar o pellet. Descartou-se o
sobrenadante, acrescentou-se ao pellet precipitado 500 pL de tamp&o composto por
TE + SDS 1% + NaCl 1M pré-aquecido a 65°C. Adicionou-se igual volume (500 pL)
de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), e entdo as amostras foram centrifugadas a
12.000g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante (+/-450 pL) foi transferido para
um novo tubo, e entédo adicionado 350 L de isopropanol (volume é ajustado perante
o volume recuperado do sobrenadante). As amostras foram novamente
centrifugadas a 12.000g durante 10 minutos a 4°C. Logo, retirou-se o isopropanol
dos tubos, os quais foram lavados com etanol 70% gelado (500 pL). As amostras
foram novamente centrifugadas a 12.000g por 1 minuto a 4°C, com o auxilio de uma
micropipeta, retirou-se o residuo de etanol com bastante cuidado para ndo perder o
pellet. Deixou-se o pellet secando com o tubo inclinado sob uma folha de papel
absorvente por aproximadamente 50 minutos em camara de fluxo laminar.

O pellet de RNA foi dissolvido com a adi¢do de 30 pL de agua DEPC 0,01%
autoclavada, homogeneizadas em vértex e armazenadas em ultrafreezer. A
concentragcdo e pureza de RNA foram mensuradas em NanoDrop ND-1000
(260/280nm) enquanto que a qualidade e integridade foram verificadas em
eletroforese com gel de agarose 1,0%.

Os cDNAs fita simples foram sintetizados por transcricao reversa a partir de
1,5 ug de RNA total utilizando o kit GoScript™ Reverse Transcription System
(Promega), numa reagdo com volume final de 20 pL utilizando primers oligo-dT de

acordo com as instrugdes do fabricante.
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Escolha dos genes de referéncia/normalizadores

Foram selecionados oito genes de referéncia para serem testados neste
estudo, os quais séo citados na literatura como controle interno nas analises de RT-
gPCR e que, supostamente, ndo apresentam variacdo significativa mediante
diferentes condi¢cdes experimentais. Os genes selecionados foram: Actina (ACT),
Ciclofilina 2 (CYP2), Fator de elongacdo 1-a (EF1-a), Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), a-Tubulina (TUA), g-Tubulina (TUB), Ubiquitinal0 (UBQ10)
e 18S RNA ribossomal (18S) (Tabela 1).

Reacdes de RT-qPCR

O volume total para cada reacdo de RT-qPCR foi de 12 L, sendo 6,25 uL do
fluor6foro SYBR Green (Invitrogen®), 0,25 pyL (10 mM) de cada primer (forward e
reverse), 1 yL de cDNA (diluicdo 1:5, previamente definida), 4,15 yL de &gua ultra
pura e 0,1 uyL de ROX. A amplificacéo foi padronizada em equipamento CFX-96 Real
Time Thermal Cycler (Bio-Rad), utilizando-se as seguintes condi¢cdes de
amplificacdo: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1
minuto com insercdo da curva de melting de 65 a 95°C, com incremento de 5°C a

cada medida de fluorescéncia. Foram utilizadas trés repeti¢cdes biologicas.

Especificidade e Curva Padrédo de Eficiéncia

A especificidade dos primers foi avaliada através da curva de dissociagéo
(melting curve), sendo mantidos neste estudo somente aqueles primers com
amplicons especificos, ou seja, com um unico pico de dissociacao das fitas dos
produtos da PCR.

A eficiéncia da PCR (E) foi obtida a partir de quatro diluicdes seriadas de
cDNA (1:1; 1:5; 1:25 e 1:125) para gerar a curva padrdo de cada par de primer
testado. O valor de E foi estimado pela equacdo E = 10-%°® (RASMUSSEN,
2001), onde o slope corresponde a inclinagéo da reta obtida da regresséao entre os
valores de C; (Cycle Threshold) dos transcritos e os valores do logaritmo das
diferentes diluicbes de cDNA (curva padrédo de eficiéncia), sendo considerados
aceitaveis valores de eficiéncia entre 1,8 e 2,2, o que corresponde a uma eficiéncia

da reacéo entre 90-110% (Figuras 1 e 2).
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Analise dos dados

Para classificar e determinar o desempenho de cada gene de referéncia,
foram utilizadas a média dos valores de Ct (LE et al., 2012, NIU et al., 2014) para
cada amostra testada, obtidos através de cada ciclo de reacdo de RT-gPCR. Os
dados foram submetidos a analise de variancia, através do Sistema de Analise
Estatistica - WinStat — Versdo 2.0 (MACHADO; CONCEICAO, 2003). Foram
considerados estaveis aqueles genes normalizadores com menores valores de
desvio padréo e coeficiente de variagao.

Paralelamente as analises estatisticas, a estabilidade dos normalizadores
para ambas as combinacgdes ‘Chimarrita’/portaenxertos, foram avaliadas através da

ferramenta RefFinder, disponivel no site http://www.leonxie.com/referencegene.php,

o qual integra os algoritmos computacionais geNorm, NormFinder, BestKeeper e 0
método comparativo do ACy para comparar e classificar a estabilidade dos genes
candidatos a normalizadores. Os valores de Ct de cada gene foram utilizados por
estes algoritmos para determinar a estabilidade de expresséao relativa dos mesmos.
Destes quatro algoritmos, geNorm e NormFinder usam os valores de expresséo
relativa calculados a partir dos valores de C+, enquanto que BestKeeper e 0 método
comparativo do ACt usam diretamente os valores de Cr inseridos no RefFinder
(CHAO et al., 2012). Além da andlise separada em cada algoritmo utilizado, uma
classificagao geral do melhor normalizador para a condicdo experimental testada foi
obtida através de uma combinac¢do dos resultados dos quatro algoritmos. Os
calculos detalhados de cada um dos métodos encontram-se descritos em Chen et al.
(2011).

43


http://www.leonxie.com/referencegene.php

Tabela 1. Descrigdo dos oito genes de referéncia testados nas reacdes de RT-qgPCR em plantas de pessegueiro sob déficit hidrico.

GENE DESCRICAO Tom PRIMER FORWARD (5’-3’) PRIMER REVERSE (5°-3’) REFERENCIA
(Melting)
ACT Actina 57,5°C GTTATTCTTCATCGGCGTCTTCG CTTCACCATTCCAGTTCCATTGTC TONG et al. (2009)
EF-1a Fator de elongacéo 1a 56,2°C AATTGCCTTTGTTCCCATCTCTG TGGGCTCCTTCTAATCTCCTTA XU et al. (2008)
CYP2 Ciclofilina 2 56,3°C ACTCCAAAGCGTGTTAGAAAAGG GTCTCTTCCACCATAACGATAGG TONG et al. (2009)
GADPH Gliceraldeido-3-fosfato 57,0°C ATTTGGAATCGTTGAGGGTCTTATG AATGATGTTGAAGGAAGCAGCAC TONG et al. (2009)
desidrogenase
TUA a-Tubulina 56,9 °C TTCTCTCTACTCATTCCCTCCTTG GATTGGTGTATGTTGGTCTCTCG TONG et al. (2009)
TUB B-Tubulina 59,5°C CCGAGAATTGTGACTGCCTTCAAG AGCATCATCCTGTCTGGGTATTCC TONG et al. (2009)
UBQ10 Ubiquitina 10 57,0°C AAGGCTAAGATCCAAGACAAAGAG CCACGAAGACGAAGCACTAAG TONG et al. (2009)
18S rRNA 18S RNA ribossomal 59,0°C TAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTG CTAAGCGGCATAGTCCCTCTAAG TONG et al. (2009)
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RESULTADOS

Os primers testados amplificaram produtos especificos, confirmados pela
presenca de apenas um pico nas curvas de dissociacdo (melting curve),
comprovando a especificidade do produto (Figuras 1 e 2). Pela andlise da curva, ao
final da reacdo, avalia-se a fluorescéncia das amostras em relagdo ao aumento
continuo da temperatura, sendo que cada amplicon possui uma temperatura de
fusdo especifica, o que possibilita diferenciar os produtos resultantes da PCR
(PFAFFL, 2001).

A eficiéncia de amplificacdo de cada par de primers, com as amostras de
cDNA de cada uma das combinag¢des ‘Chimarrita’/portaenxerto foi baseada nos
valores obtidos do Logaritmo (log) das diluicbes de cDNA (1:1; 1:5; 1:25 e 1:125).
As eficiéncias de amplificagdo variaram entre 1,89 e 2,20, indicando que ao final de
cada ciclo, o transcrito molde foi duplicado (Figuras 1 e 2). Porém, houve uma
excecao para o gene de referéncia 18S, testado na combinagao ‘Chimarita/Aldrighi
1’, que apresentou uma eficiéncia acima do limite normalmente aceitavel (E= 2,39).
O mesmo nao foi verificado para a combinacdo ‘Chimarrita/Tsukuba 2’, que
apresentou valores de E=1,92.

Os coeficientes de determinacdo (R?), obtidos para a maioria dos genes
testados, foram acima do valor minimo aceitavel de 0,7 ou 70%, com exce¢ao para
0s genes EF-1a e 18S na combinac&o ‘Chimarrita/Aldrighi 1’, que apresentaram R?
abaixo do aceitavel (R*" 0,673 e 0,594, respectivamente) (Figura 1), conforme
proposto por PFAFFL (2001).

Em relacdo ao Desvio Padrao (DP) e Coeficiente de Variacdo (CV%),
observou-se que dentre os genes testados, os da TUA e CYP2 foram aqueles que
apresentaram os menores valores de DP (0,40 e 0,36, respectivamente) e CV%
(11,01 e 11,22, respectivamente) para a combinacgéo ‘Chimarrita/Aldrighi 1’ (Tabela
2). O mesmo também foi verificado para ‘Chimarrita/Tsukuba 2’, onde o gene TUA,
apresentou o menor valor de DP (0,20) e CV% (8,42), indicando maior estabilidade
de expressao deste gene para ambas as combinag¢des. Por outro lado, o gene ACT,
apresentou os maiores valores de DP, entre 2,36 (‘Chimarrita/Aldrighi 1’) e 1,25
(‘Chimarrita/Tsukuba 2’) e de CV% entre 45,71 (‘Chimarrita/Aldrighi 1’) e 63,44
(‘Chimarrita/Tsukuba 2) comparados aos demais genes testados.
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A principal caracteristica de um gene de referéncia é a estabilidade média de
expressdo (M) o qual ndo podera ser afetada pelo tipo de tecido, periodos de
desenvolvimento ou condi¢des fisiologicas. Neste estudo, foi utilizado RefFinder,
uma ferramenta baseada em softwares de facil operacdo, desenvolvida para
avaliacédo e triagem de genes de referéncia, que integra o Método comparativo ACt
(SILVER et al., 2006), BestKeeper (PFAFFL et al., 2004), NormFinder (ANDERSEN,;
JENSEN; ORNTOFT, 2004) e geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002).

Os resultados obtidos com os métodos do RefFinder foram semelhantes no
subconjunto de ambas as combinacdes de ‘Chimarrita’/portaenxertos de
pessegueiro do presente estudo. O gene que se apresentou mais instavel foi a ACT,
seqguido do Ef-7a (Figuras 3 A-E e 4 A-E), sugerindo que estes classicos genes de
referéncia ndo sdo adequados para normalizar os dados de RT-gPCR para as
combinacgdes e condi¢cdes experimentais avaliadas.

De acordo com o Método Comparativo AC+, o gene de referéncia mais estavel
na condicdo experimental testada (déficit hidrico), foi o gene TUA, apresentando
menor valor de M para ‘Chimarrita/Aldrighi1’ (1,19) e ‘Chimarrita/Tsukuba 2’ (0,79),
seguido do segundo gene mais estavel, o CYP2 (Figuras 3A e 4A). O valor de M é
definido por Chen et al. (2011), como a variagdo média de um determinado gene em
relacdo a todos os outros testados.

O padrao de estabilidade de expressdo verificado com o algoritmo do
programa BestKeeper foi diferente dos demais algoritmos, evidenciando que o0s
genes 18S, na combinacdo ‘Chimarrita/Aldrighi 1’, e UBQ10, na combinacdo
‘Chimarrita/Tsukuba 2’, foram os genes mais estaveis, e ACT seguido de EF-1a,
como 0S menos estaveis para ambas as combinagfes ‘Chimarrita’/portaenxertos
(Figuras 3B e 4B).
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Figura 1. Eficiéncia e especificidade de oito genes de referéncia em folhas de pessegueiro cultivar
Chimarrita enxertada sobre o portaenxerto ‘Aldrighi1’, submetidos ao déficit hidrico por diferentes

periodos.
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Tabela 2. Média ()f), Coeficiente de Variacdo (CV%) e Desvio Padrdo (DP) de oito genes de
referéncia testados em folhas de plantas de pessegueiro, cultivar Chimarrita, enxertadas sobre os
portaenxertos ‘Aldrighi 1’ e ‘Tsukuba 2’, e submetidos ao déficit hidrico.

ALDRIGHI1 | TUA  CYP2 UBQI0  TUB 188  GADPH  Ef-1a  ACT

Média X 3,69 3,26 3,84 2,98 311 3,98 5,91 5,17

CV% 11,01 11,22 1830 39,90 25,12 24,04 2510 4571

DP 0,40 0,36 0,70 1,18 0,78 0,95 1,48 2,36
TSUKUBA 2

Média X 2,45 2,10 1,40 1,56 1,47 1,96 2,31 1,97

CV% 842 2240 4701 2891 32,96 38,53 17,66 63,44

DP 0,20 0,47 0,66 0,45 0,48 0,75 0,40 1,25

De acordo com o algoritmo do programa NormFinder, o gene de referéncia
que apresentou menor valor de M foi o GAPDH (M= 0,584 - ‘Chimarrita/Aldrighi 1°),
seguido do TUA (M= 0,654) (Figura 3C). Ja para a combinacao ‘Chimarrita/Tsukuba
2’, 0 gene TUA, foi o mais estavel, apresentou o menor valor de M (0,463), seguido
do TUB (M= 0,537) e UBQ10 (M= 0,555). Nesta combinagdo, o gene GAPDH
apresentou-se altamente instavel, ocupando a sétima posicdo (M= 0,740) (Figura
4C), o mesmo foi verificado para os algoritmos do Método Comparativo ACy (M=
0,970) (Figura 4A) e geNorm (M= 0,812) (Figura 4D).

O programa geNorm utiliza o principio de que a razdo da expresséo de dois
genes de referéncia deve ser constante atravées de diferentes condicGes
experimentais e/ou o6rgaos/tecido, utilizando (M= 0,5) como ponto de corte. Com
base nos valores de M calculados para os oito genes testados, observou-se
TUA/CYP2 (M= 0,436; M= 0,355) (Figuras 3D e 4D, respectivamente) como 0s
genes mais estaveis para ambas combinagbes cultivar-copa/portaenxertos do
presente estudo, e como o mais variavel/instavel, ACT (M=1,42 e M= 0,91) (Figuras
3D e 4D, respectivamente).

Além de integrar os quatro métodos acima, o software RefFinder (Figuras 3E
e 4E) utiliza o valor de C+ para atribuir um valor adequado para um gene individual e
calcula a média geométrica dos seus valores para a classificacdo final, com base
nas classifica¢cdes de cada um dos quatro programas (CHEN et al., 2011).

Embora o RefFinder ndo indique um valor de corte para classificar um gene
de referéncia como estavel ou instavel, este software fornece um ranking dos genes
candidatos de acordo com a sua estabilidade. Neste caso, os genes candidatos com
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a classificagao mais baixa foram considerados como sendo expressos de forma mais
estavel sob as condicdes experimentais avaliadas, e assim, podendo ser
selecionados como genes de referéncia ideais. Tal como observado na Figura 3E, o
ranking global recomendado de estabilidade no subconjunto para ‘Chimarrita/Aldrighi
1’ foi determinada como: TUA > CYP2 > GAPDH > 18S > TUB > UBQ10 > Ef-71a >
ACT. Ja a estabilidade do subconjunto para ‘Chimarrita/Tsukuba 2’, apresentou-se
um pouco diferenciada, porém, os dois primeiros genes mais estaveis foram os
mesmos apresentados para a combinagdo ‘Chimarrita/Aldrighi 1’, sendo que o
ranking para ‘Chimarrita/Tsukuba 2’ foi: TUA > CYP2 > UBQ10 >TUB > 18S >
GAPDH > Ef-1a > ACT (Figura 4E). Portanto, utilizou-se o RefFinder como uma
ferramenta de confirmacdo para finalmente selecionar os genes de referéncia mais
adequados, uma vez que pequenas diferencas no grau de estabilidade de expressao

foram observadas entre as abordagens avaliadas.
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Figura 3. Estabilidade média de expresséo de oito genes de referéncia de acordo com os algoritmos
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1’, submetidos ao déficit hidrico.
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Figura 4. Estabilidade média de expresséao de oito genes de referéncia de acordo com os algoritmos
(A) Método Comparativo AC+, (B) Bestkeeper,(C) NormFinder, (D) geNorm e (E) RefFinder- Ranking,
em folhas de pessegueiro cultivar copa ‘Chimarrita’ enxertada sobre o portaenxerto ‘Tsukuba 2’
submetidos ao déficit hidrico.

DISCUSSAO

A importancia da analise de expressao génica tem crescido significativamente
nas ultimas décadas, sendo atualmente RT-gPCR, a técnica mais comumente
utilizada para analisar a expressao de transcritos (MALLONA et al.,, 2010). Esta
técnica é considerada bastante precisa e confiavel, além do mais, serve para validar
os dados obtidos por outros métodos. Sem duvida, as suas vantagens sao a alta

sensibilidade, a deteccdo em tempo real do progresso da reacado, velocidade da
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andlise e medicdo precisa do material examinado na amostra (GACHON et al.,
2004).

Estudos de expressao génica por RT-gPCR exigem o conhecimento dos
genes de referéncia expressos de forma estavel para a normalizacdo de dados de
genes alvo, sob condicdes experimentais especificas, pois a utilizacdo de genes de
referéncia nédo validados e inadequados pode resultar em uma duvidosa
interpretacdo dos dados (BUSTIN et al.,, 2009, DERVEAUX et al., 2010). Muitos
genes sdo costumeiramente conhecidos como constitutivos e, consequentemente,
muito utilizados como normalizadores em analises de RT-gPCR. Contudo, mesmo
genes envolvidos em processos basicos do metabolismo celular podem apresentar
variacdes significativas de expresséo, ndo sendo assim adequados para a utilizagcéo
como controle interno de determinadas condigdes experimentais (TONG et al., 2009,
HU et al., 2014, GALLI et al.,, 2015). A principal caracteristica de um gene de
referéncia é a sua estabilidade da expressédo, o qual ndo é afetado pelo tipo de

tecido, periodos de desenvolvimento ou condi¢des fisiologicas.

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é um dos genes de
referéncia comumente usado para normalizar os dados de RT-gPCR. O uso de
GAPDH em muitos estudos traz bons resultados (CRUZ et al., 2009), por outro lado,
em outros ndo € recomendado devido a variabilidade de expressdo imposta pelas
diferentes condi¢cdes experimentais (TONG et al., 2009; HU et al., 2014; HUANG et
al.,, 2014; GALLI et al., 2015; YE et al., 2015). Neste trabalho, GAPDH se
apresentou bastante instdvel na maioria dos algoritmos utilizados, e também
apresentou um alto CV%, 24,04 para ‘Chimarrita/Aldrighi 1’, e 38,53 para
‘Chimarrita/Tsukuba 2’. As possiveis razdes para essa alta variabilidade, devem-se
ao fato do GAPDH atuar como um componente da via glicolitica, convertendo
gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato com a concomitante reducdo de NAD”
a NADH,, e também participar de outros processos celulares, fazendo com que, o
perfil de expressdo deste gene possa ter sido influenciado mediante as condicdes
experimentais do presente estudo.

A actina & uma proteina intracelular bastante abundante nas células
eucaridticas e estas estdo em maior concentracdo no coértex celular. Genes que

codificam actina sao habitualmente utilizados como normalizadores em muitos
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estudos de expressédo (JAIN et al.,, 2006). Dentre os oitos genes de referéncia
testados no presente estudo, ACT foi considerado o gene mais instavel mediante os
quatro algoritmos analisados (Figuras 3 A-E e 4 A-E) e também apresentou o maior
CV% e DP (Tabela 2). Tong et al. (2009), também verificaram alta instabilidade
deste gene em plantas de pessegueiro. ACT também demonstrou instabilidade em
outros estudos, tais como realizados por Galli et al. (2015), em plantas de Fragaria
x ananassa Duch submetidos ao déficit hidrico, e por Jain et al. (2006), em plantas
de Oryza sativa em diferentes condigcbes experimentais. Por outro lado, em
sementes de Prunus sibirica L., ACT foi um dos genes mais estaveis baseados nos

algoritmos geNorm e NormFinder (NIU et al., 2014).

Em folhas e raizes de Dactylis glomerata L., os genes ACT e CPY2
apresentaram maior estabilidade, em plantas submetidas ao déficit hidrico (HUANG
et al., 2014). Estes mesmos genes, também foram os mais estaveis baseado nos
algoritmos geNorm e NormFinder, em flores e frutos em desenvolvimento de plantas
de cerejeira (YE et al., 2015). No presente estudo, o gene CYP2 também mostrou
alta estabilidade, no ranking de classificagcdo (RefFinder), apresentou-se como 0
segundo gene mais estavel (Figuras 3E e 4E). As ciclofilinas constituem uma familia
de proteinas encontradas em organismos bastante variados, desde procariotos até
humanos. Estas moléculas estéo ligadas a funcdo de modulagcédo da permeabilidade
das membranas nas mitocéndrias e também influenciam na conformacdo de
proteinas na célula (LEWIN, 1997), portanto muitas vezes, séo utilizadas como gene
de referéncia em muitos estudos.

A ubiquitina € uma proteina fundamental na regulacdo de processos
bioldgicos, estando diretamente envolvida em complexos de sinalizagcdo de outras
proteinas (SUN et al., 1997), além de participarem na estrutura e transcricdo da
cromatina, na reparacdo de DNA, regulacdo da endocitose e transporte de proteinas
(HERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). Ao investigarem a expressdo de 11 genes de
referéncia em diferentes amostras de Prunus persica, Tong et al. (2009) verificaram
que UBQ10 apresentou expressao estavel como normalizador nesta espécie. No
presente estudo esse comportamento nao foi verificado, pois UBQ10 néo
apresentou uma boa estabilidade perante todos os algoritmos analisados. Ao

contrario dos resultados encontrados por Galli et al. (2015), onde o gene UBQ11 foi
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0 segundo gene mais estavel de acordo com a classificacdo geral (RefFinder) em
plantas de morangueiro submetidos ao déficit hidrico.

Os ribossomos dos eucariontes apresentam quatro moléculas diferentes de
rRNA: 5S, 5.8S, 18S e 28S. Estas moléculas de rRNA juntamente com as proteinas
ribossomais, formam as duas subunidades ribossomais 40S e 60S. As moléculas de
rRNA tém diferentes papéis na sintese protéica.

Subunidades ribossomais, como o 18S sdo amplamente utilizados como
genes de referéncia. Porém o uso do gene 18S como referéncia nem sempre é
apropriado, pois como ele ndo tem a cauda poli-A o que impede a sintese de cDNA
com primers oligo-dT. Além disso, o gene 18S, sendo de origem ribossémica, nem
sempre € inteiramente representativo da populacdo de mRNA celular. No presente
estudo este gene apresentou variabilidade na estabilidade, sendo o mais estavel
apenas no algoritmo Bestkeeper para a combinacéo ‘Chimarrita/Aldrigh 1'. Galli et al.
(2015) nado indicaram como possivel gene de referéncia para plantas de
morangueiro sob condi¢des de estresse osmotico e déficit hidrico. Em pessegueiro,
sob diferentes condi¢cdes experimentais e tecidos, Tong et al. (2009) também
verificaram grande variabilidade para este gene.

O fator de elongacdo la de eucariotos € um membro altamente conservado
da familia das GTPases, que incluem fatores protéicos envolvidos no inicio,
alongamento e término da traducédo, além de atuarem em outras funcdes celulares,
como interacdo com proteinas do citoesqueleto, calmodulina e com o sistema
proteolitico dependente de ubiquitina (KEELING et al., 2004). Assim como foi
verificado por Niu et al. (2014), em plantas de Prunus sibirica L. e por HU et al.
(2014), em plantas de Fortunella crassifolia Swingle, submetidas a diferentes
estresses abioticos, o gene Ef-17a mostrou variabilidade na expressdo de
estabilidade, corroborando os resultados deste trabalho, como pode ser verificado
no ranking de estabilidade (RefFinder) (Figuras 3E e 4E).

As tubulinas compdem uma pequena familia de proteinas globulares. Os
membros mais usuais desta familia sdo a a-tubulina e a B-tubulina, que sdo as
proteinas que compdem os microtubulos, que desempenham papel crucial em varios
processos basicos como divisdo celular, transporte intracelular, movimento celular,
morfogénese e manutencdo do formato da célula (LUDWIG et al., 1987,
WHITTAKER; TRIPLETT, 1999). Neste trabalho foram analisados ambos genes de
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tubulina (a e B), sendo que o gene TUB (B- tubulina) foi mais instavel do que o gene
TUA (a-tubulina) nas condicbes experimentais impostas. TUA foi o gene mais
estavel para ambas as cultivares comparado a todos os outros testados, isso foi
demonstrado em todos os algoritmos analisados e também apresentou o menor DP
(0,20) e CV% (8,42) na combinagao ‘Chimarrita/Tsukuba 2’. Por outro lado, Ye et al.
(2015), verificaram alta estabilidade para este gene em tecidos e 6rgdos vegetativos
em plantas de cerejeira. No entanto, Tong et al. (2009) né&o verificaram estabilidade
deste gene em diferentes gendtipos, tecidos e fases de desenvolvimento dos frutos
em Prunus persica. Hu et al. (2014) também néo verificaram estabilidade do gene
TUA em Fortunella crassifolia Swingle submetidas ao déficit hidrico.

Os resultados obtidos no presente estudo nos levam a sugerir que 0s genes
constitutivos podem ser regulados de forma diferenciada em diferentes espécies de
plantas, confirmando que geralmente ndo ha um gene de referéncia universalmente
aplicavel para todas as condi¢cdes experimentais, e que os transcritos de referéncia
comumente utilizados, podem nem sempre mostrar a expressao constitutiva.
Portanto, a contradicdo destes e outros resultados, corroboram a importancia de
uma escolha correta do gene constitutivo para andlises de expressao de transcritos
por RT-gPCR. A utilizacdo de genes de referéncia inadequados conduz a diferencas
no perfil de expressao relativa. Estes resultados confirmam ainda mais a importancia
de validar previamente os genes de referéncia para as condicdes experimentais a
serem estudadas. Interpretacfes errbneas e inconsistentes podem ser levadas
adiante se uma validacao prévia ndo for realizada para as condicbes experimentais

impostas.

Assim, este estudo é de grande importancia para outras analises de
expressao génica, a fim de verificar se estes resultados se mantém em outras

espécies de Prunus sp. mediante as mesmas condi¢cdes do presente estudo.

CONCLUSOES

A andlise da estabilidade de expressdo de oito genes candidatos a
normalizadores para estudos de RT-gPCR, sugere os genes constitutivos TUA e

CYP2 como os mais adequados para estudos em folhas de pessegueiro cultivar

56



copa Chimarrita enxertadas sobre os portaenxertos ‘Aldrighi 1 e ‘Tsukuba 2’
submetidos ao déficit hidrico. Os genes Ef-7a e ACT sdo os menos indicados para

as condicdes experimentais testadas.
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CAPITULO 3

Resposta diferencial na expresséo de genes potencialmente envolvidos
no mecanismo de tolerancia ao déficit hidrico em plantas da cv. Chimarrita

(Prunus persica) enxertada sobre dois portaenxertos

INTRODUCAO

As plantas estdo constantemente expostas a fatores bioticos e abidticos, os
quais acabam desencadeando diferentes estresses que afetam o crescimento e 0
metabolismo, acarretando principalmente em reducgdes nos rendimentos das culturas
(WANG et al., 2007, PISTELLI et al., 2012). Neste contexto, a Regido Sul do RS,
caracteriza-se por ser de clima subtropical e apresenta grandes irregularidades dos
fatores ambientais, dentro de uma mesma estacéo e ao longo dos diferentes anos.
A exploracao de espécies frutiferas de clima temperado na regido pode ser realizada
desde que utilizados genoétipos adaptados ou tolerantes as condi¢cdes climaticas
locais, principalmente no que tange a exigéncia em frio, resisténcia e tolerancia a
diferentes estresses bidticos e abidticos (FACHINELLO; BIANCHI, 2005).

O pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch] é a frutifera de caroco com maior
expressdo econdmica no Mundo, estando entre aquelas mais produzidas e
consumidas in natura (SCHMITZ et al., 2012, LUO et al., 2014). No Brasil, o Estado
do RS se destaca por liderar a producao nacional desta frutifera, porém, apresenta
produtividade baixa em seus pomares (=10 t ha™) comparado aos Estados de S&o
Paulo e Minas Gerais, que apresentam médias proximas de 20 t ha™ (IBGE, 2015).

Segundo ROCHA et al. (2007), problemas de baixa produtividade em
pomares de pessegueiro na regido sul do RS, podem ser atenuados com a utilizagao
de mudas com qualidade garantida, portaenxertos e cultivares copa adaptados as
condicbes edafoclimaticas da regido, além do manejo adequado dos pomares.
Entretanto, ainda ndo existe uma indicacdo segura sobre quais sao os melhores
portaenxertos para frutas de caroco no Brasil.

A utilizacdo de portaenxertos na cultura do pessegueiro visa possibilitar o
cultivo em locais em que as condicfes edafoclimaticas e fitossanitarias possuem
alguma limitacdo ao desempenho produtivo do pomar. Um dos problemas
enfrentados pela cultura do pessegueiro na regido Sul do RS é estresse por déficit
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hidrico em periodos criticos para a cultura, como é o caso da pré-colheita e colheita
dos frutos, entre os meses de novembro e janeiro, afetando diretamente a qualidade
e produtividade dos pomares desta regido (TIMM et al., 2007a,b, MARTINAZZO et
al., 2013).

No periodo de saida da dorméncia, quando ocorre a polinizacdo e
fecundacao, a disponibilidade hidrica € fundamental para garantir a quantidade de
células que definirdo os frutos, sendo que nessa fase, a deficiéncia hidrica pode
aumentar o abortamento das flores, bem como reduzir o numero de células por fruto.
Outra fase em que o adequado aporte de agua é fundamental € na fase de
crescimento rapido dos frutos, que ocorre duas a trés semanas antes da maturagcao
destes. Nesta fase, o tamanho dos frutos é diretamente proporcional a
disponibilidade hidrica no solo (TIMM et al., 2007a, MERCHIER et al., 2009,
WHANG; GARTUNG, 2010).

Neste contexto, o estresse por déficit hidrico produz um impacto negativo
importante sobre os sistemas agricolas, tendo em vista que as respostas das plantas
a esse estresse diferem em varios niveis de organizacdo, ou seja, depende da
intensidade e da duracdo do estresse, bem como da espécie ou estadio de
desenvolvimento (SHAO et al.,, 2008, WHANG; GARTUNG, 2010, KRASENSKY;
JONAK, 2012, RIPOLL et al.,, 2014). Em nivel de planta, o déficit hidrico induz
diversas respostas fisiologicas e bioquimicas como o fechamento estomatico, a
reducdo do crescimento e da fotossintese e o0 aumento da respiracdo, afetando
consideravelmente o crescimento e o desenvolvimento (CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2009; NAKASHIMA; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, SHINOZAKI, 2014;
RIPOLL et al., 2014).

Plantas submetidas ao déficit hidrico podem manter a absorgéo de agua pelas
raizes por intermédio do ajustamento osmético no vacuolo e no citosol, no qual
envolve a acumulacdo de solutos compativeis, tais como: prolina, glicina betaina,
sacarose, sorbitol, rafinose, trealose, entre outros, conferindo a diminuicdo do
potencial hidrico dos tecidos em relacdo a solucdo do solo, com isso mantém o
crescimento celular, a abertura estomatica e a fotossintese, favorecendo a tolerancia
a desidratacdo e exploracdo de um maior volume de agua do solo (KRASENSKY;
JONAK, 2012, BANDURSKA, PLACHTA; WOSZCZYK, 2009, JIMENEZ et al., 2013).
Tais respostas ao déficit hidrico sdo complexas, pois envolvem a expressdo de
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genes que implicam na coordenacdo e na integracdo de varias vias bioquimicas e
fisiologicas, que contribuem para que a planta produza respostas de adaptacdo as
condi¢cBes impostas pelo estresse (KRASENSKY; JONAK, 2012).

Genes cuja expressao é aumentada durante o déficit hidrico, incluem aqueles
que codificam enzimas chaves na biossintese de &acido abscisico, etileno, rota
glicolitica, proteinas envolvidas no ajuste osmaético e na protecdo celular, inGmeras
proteinas de sinalizacdo celular, como quinases e fosfatases, e fatores de
transcricdo (KIM et al., 2007, JIMENEZ et al., 2013). Dessa forma, proteinas que
fazem parte de vias metabdlicas que levam a toleréncia ao estresse hidrico, sdo
sintetizadas (WANG; VINOCUR; ALTMAN, 2003, TRAN et al., 2007).

A expressdo diferencial de genes envolvidos nos mecanismos de defesa
contra a desidratacdo celular tém funcédo chave na tolerancia ao déficit hidrico. O
entendimento de como cada gene contribui na resposta final, nos niveis celulares,
fisiolégicos e agrondmicos, podem auxiliar no desenvolvimento de plantas com
maior tolerancia ao déficit hidrico (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SEKI
2003, KRASENSKY; JONAK, 2012). No entanto, saber como esses eventos séo
ativados/desativados e como interagem entre si, € essencial para a busca de
cultivares mais tolerantes, dessa maneira genétipos que diferem no grau de
tolerancia, devem apresentar diferencas qualitativas e quantitativas na expressao
génica (NEPOMUCENO; NEUMAIER; FARIAS, 2001).

A aplicacdo de técnicas de analise de transcritos para o estudo da tolerancia
ao déficit hidrico tem trazido prospeccdes importantes dentro dos mecanismos
bioguimicos e moleculares, podendo trazer resultados promissores que podem ser
aplicados nos programas de melhoramento genético (MATSUMURA et al., 2005,
JIMENEZ et al., 2013).

As tecnologias para analisar o perfil transcricional permitem a analise de
populacbes de mRNA a partir de células ou tecidos selecionados, produzindo
medidas de expressdo génica em larga escala. A técnica de RT-gPCR é precisa
para quantificar niveis de expressao de um determinado gene, possibilitando obter
dados com rapidez e alta reprodutibilidade (MALLONA et al., 2010). Muitos estudos
foram realizados utilizando a técnica de RT-gPCR, a fim de verificar a expresséo
génica em portaenxertos de Prunus sob estresse hidrico, tais como realizados por
Pistelli et al. (2012), Almada et al. (2013) e Arismendi et al. (2015), no qual
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estudaram as respostas moleculares em plantas submetidas ao alagamento, por
outro lado, Jiménez et al. (2013) verificaram estas respostas em plantas sob
condicBes de déficit hidrico.

Perante isso, o presente trabalho teve por objetivo verificar através da técnica
de RT-gPCR a expressédo de genes-chave envolvidos no processo de resposta ao
déficit hidrico em plantas de pessegueiro cultivar copa ‘Chimarrita’ enxertadas sobre

os portaenxertos ‘Aldrighi 1’ e ‘Tsukuba 2.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal e Condi¢cbes Experimentais

Pessegueiros da cultivar copa Chimarrita, com quatro anos de idade
enxertadas sobre dois portaenxertos de Prunus persica (Aldrighi 1 e Tsukuba 2),
foram utilizadas no presente estudo.

No segundo ano apds a enxertia, as plantas foram desplantadas do viveiro e
transplantadas para vasos de polietileno, com capacidade de 25 litros, contendo
como substrato solo do préprio viveiro, classificado como Argissolo
Vermelho-Amarelo distrofico (STRECK et al., 2008). Apds completarem dois anos de
crescimento nos vasos, as mesmas foram utilizadas para o experimento, que foi
conduzido em casa de vegetacado, entre os meses de janeiro e fevereiro de 2015, no
Campus Capéo do Ledo, da Universidade Federal de Pelotas.

As plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: (i) estresse por
déficit hidrico, que consistiu na suspenséao total da irrigacdo, a partir do inicio do
experimento, e (i) plantas irrigadas com 5 litros de a4gua diariamente para cada
vaso/combinacdo, mantendo a capacidade de campo (controle). Plantas do
tratamento por déficit hidrico foram mantidas sob as condi¢des de estresse por nove
dias.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
trés repeticbes bioldgicas por tratamento em esquema fatorial 2 x 3, sendo duas
condicdes hidricas (controle e déficit hidrico) e trés periodos de avaliagbes (4°, 7° e
9° dias de estresse). ApOs cada coleta, amostras de folhas da cultivar copa
Chimarrita enxertadas sobre o0s dois portaenxertos, foram acondicionadas
imediatamente em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em ultrafreezer

a - 80°C até o momento da extracdo do RNA. Os resultados das combinacfes da
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cultivar copa e dos portaenxertos (combinagbes Chimarrita/portaenxertos) foram

analisados separadamente.

Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

Todos os procedimentos que envolveram a extragdo e manipulagédo do RNA
total foram executados em capela de exaustdo, utilizando-se sempre vidrarias e
material autoclavado por 40 minutos, tratados com agua ultra pura com DEPC.

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de tecido foliar, de acordo com o
protocolo de CHANG; PURYEAR; CAIRNEY (1993), com pequenas modificagdes. O
tecido foliar foi macerado com nitrogénio liquido até a obtencdo de um po fino, onde
foi transferido para tubos de polipropileno de 2 mL, acrescentado-se 900 pL de
tampdo CTAB pré-aquecido, e as amostras foram homogenizadas em vortex e
incubadas em banho-maria a 65°C durante 30 minutos, apds resfriadas,
acrescentou-se igual volume (900 uL) de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). As
amostras foram imediatamente centrifugadas por 10 minutos a 12.000g a 4°C para a
separacao das fases aquosa e organica.

A fase superior aquosa foi transferida para um novo tubo, adicionado igual
volume de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), sendo que tal volume foi ajustado em
funcdo do volume de sobrenadante recuperado, agitado e centrifugado novamente
por 10 minutos a 12.000g a 4°C. O sobrenadante (aproximadamente 400 puL) foi
transferido para um novo tubo, no qual se adicionou cloreto de litio 3M (120 pL), os
extratos foram misturados por inversdo dos tubos e entdo encaminhados para o
freezer (-20°C), onde permaneceram overnight para precipitacdo dos acidos
nucléicos. No dia seguinte, as amostras foram imediatamente centrifugadas a
12.000g durante 30 minutos a 4°C. Os tubos foram retirados cuidadosamente da
centrifuga (o pellet € muito gelatinoso e se desprende com facilidade da parede dos
tubos) e virou-se o tubo uma Unica vez para observar o pellet. Descartou-se o
sobrenadante, acrescentou-se ao pellet precipitado 500 yL de tamp&o composto por
TE + SDS 1% + NaCl 1M pré-aquecido a 65°C. Adicionou-se igual volume (500 pL)
de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), e entdo as amostras foram centrifugadas a
12.000g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante (+/-450 pL) foi transferido para
um novo tubo, e entédo adicionado 350 uL de isopropanol (volume é ajustado perante

o0 volume recuperado do sobrenadante). As amostras foram novamente
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centrifugadas a 12.000g durante 10 minutos a 4°C. Logo, retirou-se o isopropanol
dos tubos, os quais foram lavados com etanol 70% gelado (500 pL). As amostras
foram novamente centrifugadas a 12.000g por 1 minuto a 4°C, com o auxilio de uma
micropipeta, retirou-se o residuo de etanol com bastante cuidado para ndo perder o
pellet. Deixou-se o pellet secando com o tubo inclinado sob uma folha de papel
absorvente por aproximadamente 50 minutos em camara de fluxo laminar.

O pellet de RNA foi dissolvido com a adi¢cdo de 30 puL de adgua DEPC 0,01%
autoclavada, homogeneizadas em vortex e armazenadas em ultrafreezer. A
concentragdo e pureza de RNA foram mensuradas em NanoDrop ND-1000
(260/280nm) enquanto que a qualidade e integridade foram verificadas em
eletroforese com gel de agarose 1,0%.

Os cDNAs fita simples foram sintetizados por transcricdo reversa a partir de
1,5 ug de RNA total utilizando o kit GoScript™ Reverse Transcription System
(Promega), numa reagdo com volume final de 20 pL utilizando primers oligo-dT de

acordo com as instrucdes do fabricante.

Escolha e sintese dos primers

Para a sintese de primers, foi realizada a busca das sequéncias nucleotidicas
utilizadas em trabalhos publicados com plantas do género Prunus submetidos ao
estresse hidrico, de acordo com Pistelli et al. (2012) e Jiménez et al. (2013) (Tabela
1).

Quantificagéo relativa (RT-qPCR)

O volume total para cada reacédo de RT-qPCR foi de 12 pL, sendo 6,25 uL do
fluoréforo SYBR Green (Invitrogen®), 0,25 yL (10 mM) de cada primer (forward e
reverse), 1 yL de cDNA (diluicdo 1:5, previamente definida), 4,15 yL de agua ultra
pura e 0,1 uyL de ROX. A amplificacéo foi padronizada em equipamento CFX-96 Real
Time Thermal Cycler (Bio-Rad), utilizando-se as seguintes condi¢cdes de
amplificagéo: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1
minuto com inser¢do da curva de melting de 65 a 95°C, com incremento de 5°C a
cada medida de fluorescéncia. Foram utilizadas trés repeti¢cdes biologicas.

A partir dos valores de AC: obtidos foram calculados os valores de
Quantificacdo Relativa de Expresséo (QR), através da seguinte equacgédo: QR= 2"
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(AACT) (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002). Como normalizador interno da reacao,
foi escolhido o gene TUA, previamente selecionado (conforme dados

disponibilizados no Capitulo 2) entre outros sete genes candidatos a hormalizadores
(ACT, Ef-1a, CYP2, GAPDH, TUB, UBQ10 e 18S).

Especificidade e Curva Padréo de Eficiéncia

A especificidade dos primers foi avaliada através da curva de dissociagéo
(melting curve), sendo mantidos neste estudo somente aqueles primers com
amplicons especificos, ou seja, com um unico pico de dissociacdo das fitas dos
produtos da PCR.

A eficiéncia da PCR (E) foi obtida a partir de quatro diluicbes seriadas de
cDNA (1:1; 1:5; 1:25 e 1:125) para gerar a curva padrao de cada par de primer
testado. O valor de E foi estimado pela equacdo E = 10-%5°® (RASMUSSEN,
2001), onde o slope corresponde a inclinacdo da reta obtida da regresséao entre os
valores de C; (Cycle Threshold) dos transcritos e os valores do logaritmo das
diferentes diluicbes de cDNA (curva padrdo de eficiéncia), sendo considerados
aceitaveis valores de eficiéncia entre 1,8 e 2,2, o que corresponde a uma eficiéncia
da reagao entre 90-110% (Figuras 1 e 2).
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Tabela 1. Descrigdo da sequéncia nucleotidica de sete genes testados nas reacdes de RT-gPCR em plantas de pessegueiro sob déficit hidrico.

GENE DESCRICAO T°m PRIMER FORWARD (5°’-3’) PRIMER REVERSE (5’-3’) REFERENCIA
(Melting)
ACC oxidase 1-aminociclopropano-1- 63,5°C TTCCAGGATGACAAGGTCAGTGGT GTTTGGGCAATCACTCTGTTGCTCC  Pistelli et al. (2012)
carboxilico oxidase

GTL Glicosiltransferase 62,7°C  AACAGCTTCAGAGGAGTGGTCGTT  GATTGGTGTCCGGCCATCATCATT Pistelli et al. (2012)

SDH Sorbitol 54,8°C CGAAGTTGGTAGCTTGGTGAAGA CTTTGCACTGCTCACATCTCCA Jiménez et al. (2013)
desidrogenase

SIP1 Rafinose sintase 52,8°C GGTGCCATCCAGTCCTTTGT TGCCCTCAATCCTGCAACTT Jiménez et al. (2013)

SOT1 Transportador de 62,7°C GGTGTCTTAACAATGCCCGAGTCG TGGGGACCTGAACAACGTCTTCGG Pistelli et al. (2012)

Sorbitol

S6PDH Sorbitol-6-fosfato 54,3°C ACATGGCACGACATGGGAAAAGAC AATTGGCTCACTTGAGGCTTGAT Jiménez et al. (2013)
desidrogenase

P5CS Pirrolina-5-carboxilato ~ 54,1°C  CGAATTGCTGTGGATGCAAAAGT GCGAAGGTCAACCACAAGATCA Jiménez et al. (2013)

sintetase
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Figura 1. Eficiéncia e especificidade dos sete primers testados em folhas de pessegueiro cultivar copa ‘Chimarrita’ enxertada sobre o portaenxerto ‘Aldrighi
1’ submetidos ao déficit hidrico por diferentes periodos.
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Figura 2. Eficiéncia e especificidade dos sete primers testados em folhas de pessegueiro cultivar copa ‘Chimarrita’ enxertada sobre o portaenxerto
‘Tsukuba 2’ submetidos ao déficit hidrico por diferentes periodos.



RESULTADOS

Para avaliar a existéncia de respostas moleculares iniciais ao déficit hidrico, a
expressdo de genes envolvidos na sintese dos principais osmolitos acumulados
foram avaliados em folhas da cultivar copa Chimarrita enxertada sobre o
portaenxerto ‘Aldrighi 1’ e ‘Tsukuba 2’ mediante déficit hidrico por um periodo de
nove dias.

Os primers testados mostraram-se eficientes e especificos, com eficiéncias
préximas a 100%, variando entre 1,80 e 2,17 para ambas as combinacdes
‘Chimarrita’/portaenxertos (Figuras 1 e 2). Os coeficientes de determinacéo (R?),
para todos os primers testados, foram acima do valor minimo aceitavel de 0,7 ou
70% (PFAFFL, 2001). A especificidade da amplificacdo é determinada pela presenca
de um udnico pico na curva de dissociacdo (Melting). Nesta curva analisa-se a
fluorescéncia das amostras em relacdo ao aumento continuo da temperatura, sendo
gue cada amplicon possui uma temperatura de fusdo especifica, 0 que possibilita
diferenciar os produtos resultantes da PCR. As curvas de dissociacdo apresentadas
demonstraram que os pares de primers analisados possuem um pico Unico bastante
definido, confirmando especificidade do produto amplificado.

Em relagdo a expressao relativa dos sete genes analisados neste estudo, é
possivel verificar que ao longo do periodo de estresse, estes se apresentaram up-
regulated (regulacdo positiva) e down-regulated (regulagcdo negativa) perante o
controle (QR= 1,0). Para ambas as combinagdes ‘Chimarrita’/portaenxertos, a
expressdo dos genes ACC oxidase e SOT1 (Figura 3A e 3B) mostraram-se
reprimida (down-regulated) comparados ao controle, em todos os dias de avaliagcéo
do déficit hidrico (4°, 7° e 9° dias), sendo que a expressao do ACC oxidase no
sétimo dia de estresse para ‘Chimarrita/Tsukuba 2’ (Figura 3A), apresentou-se
quase nula (QR= 0,088), enquanto que para ‘Chimarrita/Aldrighi 1’, obteve-se
valores de expresséao cinco vezes menor (QR= 0,222) comparado ao controle (QR=
1,0). Para esta mesma combinacao cultivar/portaenxerto, o gene GTL (Figura 3D),
também se apresentou reprimido ao longo do tempo, enquanto que para
‘Chimarrita/Tsukuba 2’ foi o gene P5CS que teve sua expressao aumentada (Figura
3E), sendo que no sétimo dia, sua expressao relativa foi igual a do controle (QR=
1,0)
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Para ‘Chimarrita/Aldrighi 1’, os genes P5CS e SIP1 se mostraram altamente
expressos (up-regulated) em relacdo ao controle no sétimo dia de estresse, porém
para outros genes, tais como S6PDH (Figura 3G), essa alta expresséo foi verificada
no quarto dia de estresse. Ja para a combinacado ‘Chimarrita/Tsukuba 2’, o gene
S6PDH mostrou-se altamente expresso no quarto dia de estresse, enquanto 0s
genes SDH e GTL apresentaram aumento significativo na expressao apenas no
sétimo dia.

Para ambas as combinagbes ’'Chimarrita’/portaenxertos, o gene que
apresentou maior nivel de expressao foi o S6PDH, que no quarto dia de estresse
aumentou cerca de 6,74 vezes o nivel de expressdo comparado ao controle na
combinagdao ‘Chimarrita/Tsukuba 2', e 6,41 vezes para ‘Chimarrita/Aldrighi 1',
diminuindo drasticamente a sua expressao nos dias subsequentes do estresse (7° e
9° dias).
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Figura 3. Expressao relativa dos genes ACC oxidase, SOT1, SDH, GTL, P5CS, SIP1 e S6PDH em
folhas de pessegueiro cultivar copa ‘Chimarrita’ enxertadas sobre os portaenxertos ‘Adrighi 1’ e
‘Tsukuba 2’, submetidos ao déficit hidrico. As barras indicam erro padréo (n=3).
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DISCUSSAO

Estresses abidticos, como o déficit hidrico, desencadeiam uma série de
respostas nas plantas, comecando com a percepcdo do estresse, 0 que leva a
ativacdo de vias de sinalizacdo e alteracdo dos niveis de expressao dos genes,
consequentemente, alterando a fisiologia, o crescimento e desenvolvimento vegetal
(YAMAGUCHI; BLUMWALD, 2005, YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006).

Entre as mudancas metabolicas induzidas nas plantas quando submetidas a
estresses abioticos, destaca-se o acumulo significativo de uma mistura complexa de
acidos organicos, acgucares e aminoacidos, que tem sido denominado de
“ajustamento osmotico”, que pode estar relacionada como tipica resposta de
tolerancia ao déficit hidrico em plantas (MAHAJAN; TUTEJA, 2005, MENESES et al.,
2006, KRASENSKY; JONAK, 2012, JIMENEZ et al., 2013, MARIJUAN; BOSCH,
2013, SALAZAR; HERNANDEZ; PINO, 2015).

A funcdo primordial dos osmorreguladores ou solutos compativeis é de
manter o turgor celular e seus condutores de gradientes para captacdo da agua,
permitindo a continuidade dos processos de crescimento vegetal, expansao, divisdo
celular e fotossintese (KRASENSKY; JONAK, 2012, BANDURSKA, PLACHTA,;
WOSZCZYK, 2009, JIMENEZ et al., 2013). Genes envolvidos na sintese e no
actimulo de osmdlitos estdo entre os membros deste grupo (JIMENEZ et al., 2013).
Dentre as moléculas osmoprotetoras destaca-se o aminoacido prolina, que mediante
déficit hidrico reduz o potencial osmotico celular, mantendo o equilibrio hidrico, entre
o vacuolo e o citoplasma, bem como, servindo como reserva de carbono e
nitrogénio, utilizado no restabelecimento da planta apés o estresse (ASHRAF et al.,
2011, MARIJUAN; BOSCH, 2013).

Além dos processos envolvidos na sintese de prolina, varios outros genes séo
expressos em resposta ao déficit hidrico, dentre eles os que codificam transcritos de
enzimas que atuam na rota de producdo e/ou transporte de outras moléculas
envolvidas na osmoprotecdo, destacando-se 0s genes sorbitol desidrogenase
(SDH), rafinose sintase (SIP1), sorbitol-6-fosfato-desidrogenase (S6PDH), pirrolina-
5-carboxilato sintetase (P5CS), cuja expresséo foi avaliada no presente estudo.

Entre os inUmeros genes diferencialmente expressos em resposta ao estresse
hidrico, muitos estdo relacionados ao metabolismo de carboidratos, pois o déficit
hidrico pode provocar alteragfes nos niveis de carboidratos e, consequentemente,
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na expressdo dos genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo destas
moléculas.

A familia dos oligossacarideos da rafinose (RFOs) apresenta diversas
funcdes nas plantas, sendo utilizados para o transporte e armazenamento de
carbono e como solutos compativeis para a protecdo da planta contra estresses
abioticos, entre eles, o déficit hidrico. A biossintese de rafinose inicia-se a partir da
formacéo de galactinol, subsequentemente, o galactinol doa a unidade de galactose
para uma molécula de sacarose, formando a rafinose, sendo a enzima rafinose
sintase, responsavel por essa reacdo (CASTILLO et al.,, 1990, PETERBAUER,;
RICHTER, 2001). Neste estudo, o gene SIP1, que codifica para enzima rafinose
sintase, aumentou sua expressdo em 4,27 vezes no sétimo dia de estresse para a
combinagao ‘Chimarrita/Aldrighi 1’, evidenciando a participagcdo deste acucar na
osmoprotecdo mediante déficit hidrico. Corroborando isso, Jiménez et al. (2013)
também verificaram aumento significativo na expressdo deste gene em folhas de
portaenxertos de Prunus submetidos ao déficit hidrico durante 16 dias. Assim como,
Gimeno, Gadea e Forment (2009), que também verificaram aumento na expressao
deste gene em plantas de citrus submetidos ao déficit hidrico.

Por outro lado, a cultivar Chimarrita enxertada sobre ‘Tsukuba 2’ n&o
apresentou niveis significativos de expressao deste gene, que foi reprimido (down-
regulated) em relacdo as plantas controle, em todo o periodo de estresse,
evidenciando que ha resposta diferencial a nivel de expressdo génica mediante
diferentes combinacdes de cultivar copa/portaenxerto submetidos ao déficit hidrico.

Assim como SIP1, o gene P5CS também apresentou altos niveis de
expressdo, 3,18 vezes maior comparado ao controle, na combinagao ‘Chimarrita/
Aldrighi 1'. Esse gene codifica a enzima que regula a taxa de biossintese de prolina,
bem como, inibe a sua degradacdo (VERBRUGGEN; VILLARROEL; VAN
MONTAGU, 1993, KISHOR, 2005, SILVA et al.,, 2010). A sintese de prolina é
aumentada sob estresse osmatico, enquanto seu catabolismo é reprimido. Esse
efeito foi verificado na combinacdo ‘Chimarria/Tsukuba 2’, que apresentou a
expressao down-regulated para este gene em todos os dias de estresse. Jiménez et
al. (2013) ndo observaram alteracdo nos niveis de expressdo do gene P5CS
mediante déficit hidrico em folhas de quatro portaenxertos de Prunus, ao contrario

do que foi observado nas raizes, onde apresentaram expressao significativa para o
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portaenxerto ‘GF 677’ e também correlagdo positiva com os niveis de prolina. Em
estudo recente, as isoformas de OsP5CS1 e OsP5CS2 foram co-expressas em
tabaco, no qual, conferiram as plantas transgénicas, acumulo de prolina e reducéo
dos danos oxidativos nas células sob condices de estresses abioticos (ZHANG et
al., 2014).

A familia das Rosaceas inclui frutiferas importantes, como por por exemplo,
macieira, pereira, pessegueiro, damasqueiro, ameixeira e cerejeira, e o principal
acucar translocado via floema, é o sorbitol (BIELESKI, 1982, LOSCHER, 1987).
Nesta familia, as plantas sdo capazes de carrega-los passivamente no floema e
translocar o sorbitol e sacarose via simplasto, contribuindo assim para o potencial
osmotico da célula, evitando a regulacdo por retroalimentacdo (SLEWINSKI;
BRAUN, 2010). Em pessegueiro, este acucar representa cerca de 60-90% do
carbono exportado nas folhas (MOING et al, 1997). Recentemente, foram
identificados os cDNAs que codificam transportadores de sorbitol (PcSOT1 e
PcSOT2 ) em cerejeira (Prunus cerasus) (GAO et al., 2003 ), os quais apresentaram
alta expressao nos frutos.

No presente estudo, a expressao do gene SOT1, que codifica transportadores
de sorbitol, foi down-regulated em ambas as combinacdes da cultivar-
copa/portaenxertos ao longo do estresse, possivelmente por uma inativacdo do
sistema de regulacdo de carboidratos, ndo contribuindo para manter o potencial
osmotico perante o estresse imposto. Em condi¢cdes de déficit hidrico, espera-se que
estes transportadores aumentem a sua expressao, para que haja direcionamento de
sorbitol para o crescimento radicular, possivelmente como forma de aumentar a
capacidade das plantas para absorverem agua, portanto, isto nao foi verificado neste
estudo, sugerindo que possivelmente aos nove dias as plantas ndo estavam com um
indice de restricdo hidrica elevado, ou seja, ainda tinham niveis de sorbitol bons, n&o
influenciando a taxa de expressao dos transportadores. Por outro lado, em folhas e
raizes de portaenxertos somaclonais de Prunus submetidos ao alagamento por seis
dias, Pistelli et al. (2012) verificaram maior taxa de expressdo deste gene nas raizes
(aproximadamente 2,5 vezes) em relacao a parte aérea para o clone S.4.

A sorbitol desidrogenase é uma enzima oxiredutora que catalisa a oxidacao
de sorbitol em frutose com posterior obtencdo de energia para célula (LOSCHER,

1987). A expressdo do gene SDH diminuiu (down-regulated) perante o controle em
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ambas as combinac¢@es de cultivares, com excec¢do do sétimo dia de estresse para a
cultivar Chimarrita enxertada sobre ‘Tsukuba 2’, cujo nivel de expressao mostrou-se
up-regulated 1,38 vezes, enquanto que para combinacdo ‘Chimarrita/Aldrighi 1’ a
expressao foi down-regulated (0,94), evidenciando o comportamento diferencial da
combinagdo cultivar copa/portaenxerto mediante as condigbes impostas.
Corroborando os dados do presente estudo, Jiménez et al. (2013), ao analisarem a
expressao deste mesmo gene em raizes dos portaenxertos ‘Cadaman’ e ‘GF 677’
verificaram correlacdo entre os niveis de sorbitol com a expressao do mesmo ao 16
dias de déficit hidrico, no entanto, verificaram niveis menores de sorbitol com o
prolongamento do estresse (26 dias).

Outra importante enzima chave na biossintese de sorbitol € a sorbitol-6-
fosfato desidrogenase. Em néspereira, um aumento na acumulacdo de sorbitol
mediante tratamento com frio, foi correlacionado com um aumento na atividade de
S6PDH (HIRAI, 1983). A acumulacdo deste acucar em plantas é modificada em
resposta as condicbes ambientais. Por exemplo, em folhas de macieira, o0s
fotoassimilados sdo convertidos para sorbitol em vez de sacarose (PAN;
QUEBEDEAUX, 1995).

Neste estudo, o gene S6PDH mostrou-se altamente expresso em ambas as
combina¢gdes ‘Chimarrita’/portaenxerto no quarto dia de estresse, diminuindo
drasticamente no sétimo e nono dias. Embora ndo se tenha quantificado este
acucar, isso leva a sugerir que 0 aumento na atividade de S6PDH pode estar
intimamente relacionado com a quantidade de sorbitol presente nestas plantas.

Segundo Kanamaru et al. (2004), o aumento na atividade de S6PDH esta
intimamente relacionado ao processo fotossintético, pois ativa a sintese de sorbitol,
através do fornecimento de mais substratos, ou seja, dos fotossintatos ou
aumentando os produtos da hidrélise do amido. A alta expressao deste gene (4° dia
de estresse) observadas neste estudo em ambas as combinacbes
‘Chimarrita’/portaenxerto, pode estar relacionada com a diminuicdo da expressao do
gene que oxida o sorbitol (SDH - Figura 3C), assim como dos transportadores de
sorbitol (SOT1 - Figura 3B), como foi verificado no presente estudo. Segundo Li; Li
(2005), essa reduzida degradacdo de sorbitol, poderia explicar o aumento da
acumulacéo de sorbitol em folhas mediante déficit hidrico. No entanto, no sétimo dia

de estresse, para a combinacéo ‘Chimarrita/Tsukuba 2’, os niveis de expressao do
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gene SDH se mostraram elevados (1,38 vezes), comportamento contrario foi
verificado para a expressdo de S6PDH, onde neste mesmo dia apresentou valores
de expressdo 1,71, corroborando a argumentacado de Li; Li (2005), que sob déficit
hidrico o aumento da atividade do gene que catalisa o sorbitol (SDH) é inversamente
proporcional a acumulacgdo deste acgucar.

Jiménez et al. (2013) registraram baixa expressdo do gene S6PDH em
condicdes de déficit hidrico em folhas de portaenxertos de Prunus. Ja Zhang et al.
(2011) verificaram correlagdo com a alta expressdo de S6PDH e com o conteudo de
sorbitol em folhas de macieira submetidos ao estresse osmatico induzido por PEG-
6000, sugerindo que este gene desempenhou um papel importante na resposta ao
estresse osmotico.

Vérios sdo os grupos de glicosiltransferases nas plantas, e estas participam
de reacbes de transferéncia de acglcares para um vasto grupo de moléculas
receptoras (ROSS et al., 2001; ASPEBORG; SCHRADER; COUTINHO, 2005). Estas
enzimas sdo importantes na formacdo e degradacdo dos compostos pécticos e na
auséncia de sua atividade, podem reduzir o conteddo de &acidos galacturénicos,
principais constituintes da pectina, ou seja, menor adesao entre as células foliares e
radiculares, facilitando a desidratacdo dessas (BOUTON; LEBOEUF; MOUILLE,
2002). A expressdao do gene GTL neste estudo, apresentou-se bastante
pronunciada, 2,37 vezes no sétimo dia de estresse para a combinacdo
‘Chimarrita/Tsukuba 2’, evidenciando a participacdo deste gene na sintese de
compostos pécticos, no qual a possibilidade de aumentar a tolerancia ao estresse
hidrico, pode estar relacionada ao aumento de sintese de cadeias pécticas, nas
guais estes compostos podem atuar como agentes gelificantes bem como, anti-
dessecantes (LEUCCI et al., 2008).

Um dos principais mecanismos de defesa das plantas ao déficit hidrico € a
regulacdo estomatica para minimizar a perda de agua por transpiracdo, assim,
mantendo o turgor celular por um periodo maior (LARCHER, 2000, MARTINAZZO et
al., 2013). Com o fechamento estomético, ha uma diminuicdo da difusdo de CO,
para o mesofilo foliar, ocasionando assim, reducéo da taxa fotossintética, afetando o
acumulo de fotoassimilados (SANTOS et al., 2004). As plantas diminuem a area de
transpiragdo mediante um rapido e reversivel enrolamento das folhas, (as quais sédo

protegidas pela cuticula) e pelo estimulo da absciséo foliar. O aumento nos niveis de
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fitohormonios, tais como, etileno e ABA nas folhas, induz a abscisdo foliar e o
fechamento estomatico respectivamente, permitindo assim, um dominio maior na
perda de agua (CHAVES; FLEXAS, 2009, TAIZ; ZEIGER, 2009, SALAZAR;
HERNANDEZ; PINO, 2015).

A biossintese de etileno tem como precursor o aminoacido metionina: a
conversdo da metionina em S-adenosil-metionina (SAM) requer o gasto de uma
molécula de ATP e uma de H,O. O oxigénio é essencial no final da reacdo para que
ocorra a conversdo de l-amino-cliopropano-1-carboxilico (ACC) em etileno.
Portanto, duas enzimas sdo consideradas chave na sintese de etileno, a ACC
sintase, que forma ACC, e a ACC oxidase que forma etileno em presenca de
oxigénio (TAIZ; ZEIGER, 2009). Sob déficit hidrico, uma estreita relacdo entre a
expressdo de ACC e sintese de etileno foi demonstrada em Citrus (GOMEZ-
CADENAS et al., 1996). O ACC move-se via xilema, da raiz para a parte aérea,
mostrando uma associacdo entre sua expressdo e aumento nos niveis de etileno
foliar ( LIU et al., 2006).

Neste estudo, a expressao do gene que codifica para a ACC oxidase, ACO1
apresentou-se reprimido (down-regulated) para ambas as combinacdes
‘Chimarrita’/portaenxertos em todo o periodo de estresse.

No entanto, estudos comprovam que plantas submetidas a diferentes
estresses abibticos tém seus niveis de etileno alterados (GOMEZ-CADENAS et al.,
1996, GIL et al, 2009, PISTELLI et al., 2012, LARRAINZAR, et al., 2014).
Adicionalmente, tem sido verificado que a acdo de complexos receptores de etileno
resulta na inativacdo de sitios receptores envolvidos na transferéncia de sinalizacéo
ao etileno (BINDER; BLEECKER, 2003). Portanto, a acdo do etileno é
negativamente regulada pelo nimero de sitios receptores disponiveis, determinando
a resposta a este horménio (HUA; MEYEROWITHZ, 1998).

Desse modo, possivelmente plantas sob estresse hidrico exibam poucos
sitios receptores para o etileno, o que poderia diminuir sua sensitividade a este
fitohormonio, ndo resultando na abscisdo foliar como foi verificado neste estudo
(dados ndo mostrados), estando esta resposta relacionada com os baixos niveis de
expressao do gene que o codifica, evidenciando que aparentemente o etileno pode

agir como um regulador negativo em plantas sob este tipo de estresse.
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Pistelli et al. (2012), em trabalho realizado com alagamento em portaenxertos
de Prunus Mr.S. 2/5 e seus clones (S.1 e S.4), que divergem quanto a tolerancia ao
alagamento, verificaram alta expressdo do gene ACO1l (aproximadamente oito
vezes) em tecidos foliares do clone S.1 apds seis dias de exposicao a este estresse,
e que também estas plantas, foram severamente danificadas, mostrando
murchamento e forte epinastia das folhas, no qual pode ser correlacionado com 0s
altos niveis de expressao verificados.

Através deste estudo onde se avaliou a expressao de genes envolvidos em
processos de tolerdncia ao déficit hidrico com diferentes combinagfes de
copal/portaenxertos, foi possivel verificar que h& variabilidade genética nestas
combinagdes testadas, onde os genes SDH, GTL, P5SC e SIP1 mostraram padroes
de expressdo bastante diferenciados para as duas combinacbes de
copa/portaenxertos testadas. Além do mais, o gene S6PDH apresentou expressao
bastante pronunciada e similar para ambas as combinagdes copa/portaenxertos no
quarto dia de estresse, evidenciando a participacdo e importancia do sorbitol no
ajustamento osmotico para uma possivel tolerancia ao déficit hidrico.

Por fim, foi possivel evidenciar que o déficit hidrico causa mudancas
fisiologicas nas plantas, e isto apresenta bases moleculares e genéticas, além do
mais, pode ocorrer expressdo diferencial de genes numa mesma espécie,
dependendo do nivel (tempo) de estresse imposto, dessa forma, toda expressao

fenotipica esta relacionada a expressao génica e a sua interacdo com o ambiente.

CONCLUSOES

Mediante a condicdo de estresse imposta e com a tecnologia utilizada no
desenvolvimento do presente estudo, podemos concluir que:

- Houve inducdo de resposta diferencial da  combinacao
‘Chimarrita’/portaenxertos em relagdo a expressdo dos genes relacionados ao
ajustamento osmaotico, tais como, SDH, SIP1, GTL e P5CS.

- A expresséo dos genes relacionados ao metabolismo de carboidratos e de
prolina podem ser utilizados como marcadores moleculares para identificar

variabilidade para a tolerancia ao déficit hidrico em Prunus persica.
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Consideragbes Finais

O presente trabalho permitiu obter dados bastante valiosos e auxiliou na
elucidacdo de algumas respostas fisiolégicas e moleculares em plantas de
pessegueiro (Prunus persica) submetidos ao déficit hidrico. Foi possivel observar
diferentes comportamentos a nivel fisiolégico e molecular na combinacgéo da cultivar
copa Chimarrita enxertada sobre dois portaenxertos, sendo que essas respostas ao
déficit hidrico induzida por diferentes portaenxertos sao ainda muito escassas.
Estudos que visem a tolerancia de portaenxertos a estresses abidticos, entre eles, 0
déficit hidrico, sdo fundamentais para a descoberta de novos marcadores
moleculares.

Para tanto, € de fundamental importancia que outras analises sejam
realizadas para complementacdo deste estudo, tais como analises moleculares do
sistema radicular para verificar a expressdo dos genes envolvidos na tolerancia ao
déficit hidrico. Também é de grande valia, quantificar os principais agucares e
correlaciona-los com o nivel de expressao génica, além do mais, quantificar também
0s niveis de prolina tanto em raizes como nas folhas.

Genes envolvidos em outras rotas metabdlicas, tais como na biossintese de
ABA, Poliaminas, no metabolismo fotossintético, assim como as aquaporinas,
poderiam ampliar o entendimento das respostas, a fim de obter marcadores para
auxiliar na identificacédo e selecdo de gendtipos com maior tolerancia ao estresse por
déficit hidrico. Tudo isso corrobora a grande necessidade de ampliar as pesquisas
nessa area, sobretudo em funcdo das mudancgas climaticas globais que vém
ocorrendo a fim de obter portaenxertos de Prunus sp. com caracteristicas bem
adaptadas as condicdes climaticas das principais regides produtoras de

pessegueiro, para atender a demanda crescente de consumo desta fruta.
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