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RESUMO

As mudancas climaticas globais sdo responsaveis pelo aumento da frequéncia de episddios de
seca e de elevadas concentracGes de 0zonio troposférico, que podem ocorrer simultaneamente,
reduzindo o crescimento das plantas, limitando a producédo agricola e afetando o suprimento de
alimentos para a crescente populagdo mundial. Esses estresses ambientais podem levar a
superproducdo de espécies reativas de oxigénio, promovendo o estresse oxidativo e causando
desequilibrio metabolico. As membranas celulares sdo os primeiros alvos de danos induzidos por
estresses e a preservacdo da integridade celular atraves da remodelacdo dos lipidios de membrana
é essencial para a sobrevivéncia da planta sob condicdes adversas. O objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos da seca, do 0zonio e dos estresses combinados em dois cultivares de feijdo-
de-corda dotados de diferentes graus de tolerdncia a seca: EPACE-1 (tolerante) e 1T83-D
(sensivel) através de respostas fisiologicas e de um estudo focado no teor e na composicédo de
lipidios de membrana, assim como na expressdo de genes relacionados a biossintese e a
degradacdo desses lipidios. A seca e 0 ozbnio (120 ppb), isolados ou combinados, foram
aplicados nas plantas ap6s trés semanas de germinacdo, durante duas semanas. Apos 7 e 14 dias
de tratamentos, parametros fisioldgicos foram determinados. Os lipidios extraidos de folhas
foram analisados por cromatografia gasosa/espectrometria de massa. O acumulo de transcritos
(VuMGD1, VuMGD2, VuDGD1, VuDGD2, VuCLS, VuFAD7, VUFADS, VuPLD1 e VuPAT1) foi
detectado em folhas por PCR em tempo real. Em ambos os cultivares, a seca inibiu o crescimento
e a fotossintese através do fechamento estomatico, o que pareceu envolver a expressdo génica da
fosfolipase D (VuPLD1). O ozénio causou injaria foliar e degradacdo de galactolipidios,
principalmente em 1T83-D. Neste cultivar, os danos implicaram no aumento da relacdo
DGDG:MGDG e da expressdo de VuDGD2. Além disso, uma diminuicdo parcial no teor de
fosfolipidios em resposta ao ozbnio foi associada ao aumento da expressdo de VuPLD1,
sugerindo-se uma substituicdo de fosfolipidios por DGDG. Diferentemente, o cultivar EPACE-1
em presenca de oz6nio, concomitantemente com a degradacdo de galactolipidios, mostrou um
aumento nos teores de lipidios de reserva e de DPG (cardiolipina). A combinacdo dos estresses
levou a resultados semelhantes aos encontrados com a seca aplicada isoladamente, em ambos 0s
cultivares, o que provavelmente reflete a forte restricdo da absor¢do de ozodnio devido ao

fechamento dos estbmatos induzido pela seca. Em conclusdo, os presentes resultados ressaltam o



proeminente papel dos lipidios de membrana nos processos de ajustamento metabolico que

ocorrem para regular a tolerancia das plantas a seca e ao 0zénio.

Palavras-chave : Estresses combinados. Lipidios de membrana. Ozonio. Seca. Vigna

unguiculata.



ABSTRACT

Study of the membrane lipid metabolism and associated genes in Vigna unguiculata (L.)
Walp under combined abiotic stress (drought/ozone)

Global climate changes are responsible for the increased frequency of episodes of drought and
high concentrations of tropospheric ozone, which can occur simultaneously reducing plant
growth, limiting agricultural production and affecting the food supply for an increasing world
population. These environmental stresses can lead to the overproduction of reactive oxygen
species, promoting oxidative stress and causing metabolic imbalance. Cell membranes are the
primary targets of damage induced by stresses and the preservation of cell integrity through
remodeling of membrane lipids is essential for plant survival under adverse conditions. The
objective of this study was to investigate the effects of drought, ozone and the combined stresses
in two cowpea cultivars with different degrees of drought tolerance: EPACE-1 (tolerant) and
IT83-D (susceptible) through physiological responses and a study focused on the content and
composition of membrane lipids, as well as on the expression of genes related to the biosynthesis
and degradation of these lipids. Drought and ozone (120 ppb), isolated or in combination, were
applied on three-week-old seedlings during two weeks. After 7 and 14 days of treatments,
physiological parameters were determined. Lipids extracted from leaves were analyzed by gas
chromatography/mass spectrometry. Transcript accumulation (VuMGD1, VuMGD2, VuDGD1,
VuDGD2, VuCLS, VuFAD7, VUFADS, VuPLD1 and VuPAT1) was detected in leaves by real time
PCR. In both cultivars, drought inhibited the plant growth and photosynthesis through stomatal
closure, which appeared to involve the gene expression of phospholipase D (VuPLD1). Ozone
caused foliar injury and degradation of galactolipids, mainly in IT83-D. In this cultivar, the
damage resulted in an increase in DGDG:MGDG ratio and in VuDGD?2 expression. Furthermore,
a partial decrease in the phospholipids content in response to ozone was associated with an
increase in VUPLD1 expression, suggesting a replacement of phospholipids by DGDG.
Differently, EPACE-1 cultivar in the presence of ozone, concomitantly with the degradation of
galactolipids, showed an increase in storage lipids and DPG (cardiolipin) contents. The two
stresses in combination led to results similar to those observed in response to the drought

treatment alone, in both cultivars, which likely reflected the severe restriction of ozone uptake



resulting from drought-induced stomatal closure. In conclusion, the present results highlight the
prominent role of membrane lipids in the metabolic adjustments that occur for the plant tolerance

to drought and ozone.

Keywords : Combined stresses. Drought. Membrane lipids. Ozone. Vigna unguiculata.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que a populacdo mundial devera crescer acima de 9 bilhdes em menos de
40 anos. Além disso, padrdes médios de vida também estdo aumentando, impactando o consumo
de alimentos, a demanda por gréos para alimentagdo do gado e, em ultima andlise, o uso de terras
agricolas. Portanto, para atender a essas exigéncias, ha uma necessidade Obvia e urgente de
aumentar ainda mais a produtividade das colheitas (COMINELLI et al., 2012). No entanto, as
mudancas climéticas globais representam um sério desafio para a producdo agricola em todo o
mundo, afetando o crescimento e a produtividade das plantas, causando perdas anuais estimadas
em bilhdes de dolares (MITTLER; BLUMWALD, 2010; NELSON et al., 2014). O aumento da
temperatura e a precipitacdo alterada estdo entre 0s principais componentes das mudancas
climaticas globais atualmente e ambos contribuem para aumentar regionalmente a frequéncia e a
intensidade dos episddios de seca. A disponibilidade de &gua constitui um fator limitante da
produtividade das plantas, e a seca, em particular, é considerada um dos estresses abioticos mais
maléficos no rendimento das culturas (ARAUS et al., 2002). A poluicédo do ar é outro aspecto da
perturbacao antropogénica do ambiente, sendo o 0zénio troposférico considerado o poluente mais
prejudicial para as plantas (WILKINSON et al., 2012). Como as altas temperaturas e irradiancia
promovem tanto a producdo de ozénio como o déficit hidrico, a ocorréncia de elevada exposicdo
ao o0zodnio durante os episddios de seca é comum em regides semiaridas. Com isso, as plantas
pertencentes a essas regides desenvolveram mecanismos elaborados para detectar as variacdes de
seu ambiente e responder a essas mudancas através de ajustes apropriados.

Dada a importancia das membranas celulares na percepcdo dos estresses, sendo 0s
primeiros alvos de espécies reativas de oxigénio, a manutencdo da sua integridade € entdo um
elemento-chave para a tolerancia das plantas, ja que os lipidios de membrana podem atuar na
remodelacdo da fluidez dessas membranas e na reorganizacdo dos componentes celulares
(UPCHURCH, 2008).

No presente trabalho, foram examinados os efeitos da seca, do ozbnio e da
combinagdo de ambos os estresses sobre o feijdo-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.], que é
uma leguminosa essencial nas regibes semiaridas dos tropicos e subtropicos, representando a
principal fonte econdmica e de alimento no Nordeste do Brasil (SPRENT; ODEE; DAKORA,
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2010). Equanto o impacto do estresse hidrico sobre o feijao-de-corda tem sido amplamente
documentado (CRUZ DE CARVALHO; LAFFRAY; LOUGUET ,1998; MONTEIRO DE
PAULA et al., 1990; MATOS et al., 2001; TORRES-FRANKLIN et al., 2007, 2009), os efeitos
da exposicdo cronica ao ozbnio e de interacdo entre o o0zbnio e a seca no cultivo dessa
leguminosa ainda ndo foram bem explorados. O estudo comparativo de dois cultivares com
diferenciada sensibilidade ao estresse hidrico permitiu testar se a tolerancia a seca pdde ser
correlacionada com uma maior tolerancia ao ozonio (CRUZ DE CARVALHO; LAFFRAY;
LOUGUET ,1998). Para tanto, além da caracterizacdo das respostas fisioldgicas relacionadas a
producdo de biomassa, as trocas gasosas e a fotossintese dos dois cultivares, uma atencdo
especifica foi dada para o teor de lipidios de membrana (galactolipidios: MGDG e DGDG;
fosfolipidios: PC, PG, PE, PI, PA e cardiolipina), sua composi¢do em acidos graxos e o grau de
insaturacdo, bem como a expressdo de genes associados a biossintese (MGDG sintase, DGDG
sintase, cardiolipina sintase, dessaturases de &cidos graxos) e a degradacdo (fosfolipase D e
lipidio acil-hidrolase tipo patatina) desses lipidios. Além disso, para o estudo da expressdo do
gene da cardiolipina sintase, o0 cDNA correspondente foi clonado, sequenciado e caracterizado
pelo uso de técnicas de bioinformatica.

A partir dessa proposta, o estudo dos efeitos da seca, do ozonio e da combinacéo de
ambos sobre os lipidios de membrana e seu metabolismo pode ser essencial para identificacdo de
lipidios indicadores de tolerancia a esses estresses. Portanto, é evidente que ha urgente
necessidade na compreensdo dos processos de adaptacdo desencadeados pelas plantas em
resposta a situacdes desfavoraveis, considerando sobretudo a preméncia do aumento da producédo
agricola em funcdo do crescimento da populacdo mundial. Dessa forma, o presente trabalho
representa uma contribui¢do importante no ambito da compreensdo dos mecanismos fisioldgicos,
bioquimicos e moleculares de adaptacdo das plantas a condi¢des adversas. Tal conhecimento €
fundamental para aplicacdo biotecnologica com vistas a producdo de plantas resistentes aos

referidos estresses.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ozbnio

A molécula de 0z6nio (O3) é uma variedade alotrépica do oxigénio, composta de trés
atomos, presente naturalmente na atmosfera. Esses trés atomos de oxigénio estdo espacialmente
dispostos de modo a formar um tridngulo is6sceles de 1,278 A com um angulo de 116,8°. A
temperatura ambiente, 0 O3 € um gas incolor altamente eletrofilico com potencial de 6xido-
reducdo de 2,076 V. Em contato com meio aquoso, o Oz possui meia-vida muito curta e se
decompde rapidamente para formar espécies reativas de oxigénio, que sdo muito reativas (VON
GUNTEN, 2007).

2.1.1 O 0z6nio estratosférico

O ozobnio estratosférico (entre 15 e 35 km de altitude) constituinte da camada de
0zOnio representa aproximadamente 80% do contetido global de ozénio da atmosfera e protege a
biosfera dos efeitos nocivos da radiagéo solar absorvendo as radiagdes UV-B (200 < A < 320 nm)
(Figura 1). Os clorofluorcarbonos (CFC) e outros poluentes do ar que se difundem na camada de
0zOnio sdo responsaveis pela destruicdo dessa camada, 0 que aumenta a quantidade de raios UV
que atingem a superficie da terra e afetam negativamente a maioria dos organismos Vivos
(ROWLAND, 2006; SOLOMON, 1999).

2.1.2 O ozbnio troposférico
2.1.2.1 Formagéao do ozonio
Ao contrério do oz6énio estratosférico, que protege contra a radiacdo solar ultravioleta

de ondas curtas, 0 0zonio troposférico (entre 0 e 15 km de altitude) é um poluente atmosférico e

um gas de efeito estufa (Booker et al., 2009) (Figura 1).
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O ozonio troposférico € formado pela interacdo entre os raios UV do sol e os didxidos
de nitrogénio (NO,) resultantes de atividades antropogénicas (como industria e transportes em
zonas urbanas). O NO; absorve raios UV e sofre decomposi¢do em monoxido de nitrogénio (NO)
e oxigénio ativo (O%) (reacdo 1) que, em contato com o oxigénio molecular (O.), produz 0zdnio
(O3) (reacdo 2). A reacdo é reversivel quando o O3 e 0 NO reagem para formar O, e NO; (3). No
entanto, compostos organicos volateis (COVs) emitidos principalmente de fontes naturais, como
pelas plantas e também pela industria, podem formar espécies reativas de oxigénio (radicais
como HO, ou RO;") que vao competir com o O3 na formacéo de NO, (reagéo 4), o que faz que o
O3 se acumule na atmosfera, sendo transportado para zonas rurais e florestas. As 4 referidas
reacOes abaixo discriminadas, envolvidas na producdo de 0z6nio, sdo mais intensas sobretudo na
primavera e no verao, estacdes caracterizadas pelas condi¢cdes atmosféricas de alta temperatura,
alta irradiancia e baixa velocidade do vento (FINAISON-PITTS; PITTS, 1993; JENKIN;
CLEMITSHAW, 2000) (Figura 2).

(1) NO,+hv > NO+0O

2)0+0,+M—03+M

onde M é um parceiro de colisdo nédo afetado pela reagéo
(3) NO + O3 — NO, + O,

(4) NO — NO;



Figura 1 - Distribuicdo de 0z6nio na atmosfera de acordo com a altitude.
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Figura 2 - Representacdo esquematica do ciclo do ozdnio troposférico.
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2.1.2.2 Evolucéo das concentracdes em 0zonio troposférico

A evolucdo do ozénio troposférico ao longo do tempo (Figura 3) € alvo de interesse
por parte dos pesquisadores, uma vez que 0 0zOnio é um gas que gera efeito estufa e aumentos
significativos em suas concentracdes ao longo do século passado contribuiram para mudancas
climaticas (PARRISH et al., 2012). A escala do problema tem crescido ao longo dos ultimos 25
anos, como resultado do aumento da densidade populacional, da industrializacao e das atividades
ligadas ao transporte em muitas partes do mundo, especialmente nos paises menos desenvolvidos
(FISCUS et al., 2005).



Figura 3 - Histdrico e previsdo das concentracdes troposféricas de o0zonio de 1840 a 2100.
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A concentragdo média de ozbdnio troposférico é maior no hemisfério norte,
urbanizado e industrializado, do que no hemisfério sul (OLTMANS et al., 2006). Em regides
temperadas do hemisfério norte, a concentracdo de ozonio durante o dia atinge valores que
variam entre 20 e 45 ppb, com variabilidade dependente da localizagdo geogréfica, da altitude e
da extensdo da influéncia humana (VINGARZAN, 2004). Do periodo pré-industrial ao ano 2000,
a concentracdo média de 0zonio aumentou aproximadamente de 38 nmol.mol™ para 50 nmol.mol
! Projecdes futuras quanto a essa concentracdo indicam que em 2100 o teor de ozonio atinja o
valor de 80 nmol.mol™ (FISCUS et al., 2005).

2.1.3 Efeitos tdxicos do 0zonio troposferico sobre as plantas

O ozbnio troposférico pode danificar as plantas, causando impactos ecologicos e
econdmicos significativos, que variam desde a diminuicdo de produtividade até a morte da planta
(PAOLETTI; MANNING, 2007).

2.1.3.1 Sintomas fenotipicos

As consequéncias mais visiveis de poluicdo pelo o0z6nio troposférico sobre a
vegetacdo sdo os danos que se manifestam como manchas cloréticas ou necréticas na superficie
das folhas em forma de pontos, que podem se fundir para formar areas lesionadas maiores
(Figura 4). Esses sintomas foram confirmados em 27 espécies vegetais que cresceram em campos
agricolas de toda Europa e sdo causados por inducdo de radicais livres da morte celular ndo-
regulada e/ou programada (MILLS et al., 2011). Tais lesdes visiveis sdo responsaveis pela
reducdo da producdo agricola, mesmo que ocorram no inicio da fase vegetativa de crescimento
das culturas (WILKINSON et al., 2012).

2.1.3.2 Producéo de biomassa

A exposicdo crbnica ao ozonio é responsavel pela reducdo da biomassa vegetal e

pelas perdas significativas de crescimento e de rendimento para numerosas espécies de
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importancia agrondmica (WILKINSON et al., 2012). A reducdo na biomassa da raiz (o que
indiretamente reduz o rendimento) é devido a diminuicdo da translocacdo de carbono da parte
aérea para a raiz via floema, ou alteracdo no teor hormonal, como o etileno, que controla o
crescimento das raizes (WILKINSON; DAVIES, 2010). Redugdo induzida pelo ozbdnio na
biomassa da raiz causa indiretamente impacto na parte aérea e consequentemente na producédo de
grédos via reducdo da capacidade da planta para absorver nutrientes e agua necessarios para o
crescimento e o rendimento vegetal (WILKINSON et al., 2012).

No ano 2000, estimou-se que a perda de produtividade induzida pelo 0z6nio em 23
culturas de 47 paises europeus, que foi aproximadamente de 6,7 £ 2,5 milhdes/ano, isto &,
correspondeu a 2% da producdo agricola desse ano (HOLLAND et al., 2006). Considerando que
20% é o valor estimado na perda da producédo agricola na Europa, 5% ou mais desse valor deve-
se a poluicdo pelo ozénio (MILLS et al., 2007). A concentracdo crescente de ozdnio, ao longo
dos anos, deverd reduzir cada vez mais o rendimento das culturas devido ao estresse oxidativo

nos tecidos foliares e reprodutivos (FISCUS et al., 2005).

2.1.3.3 Fotossintese e condutancia estomatica

Dentre os interesses de estudo dos efeitos danosos do ozdnio nas plantas, estad a
fotossintese. Em geral, a exposicao cronica ao 0zénio causa perdas da capacidade fotossintética
devido, principalmente, a reducdo da eficiéncia de carboxilacdo diretamente relacionada com a
perda de atividade da Rubisco ou a uma diminuicdo da sua concentracdo nas folhas, resultando
num aumento da concentracdo interna de CO, (Ci) e no fechamento estomético (BAGARD et al.,
2008; DIZENGREMEL, 2001; FISCUS et al., 2005; LEITAO et al., 2007; PELL et al., 1994)
(Figura 4). No entanto, existe um efeito direto do 0z6nio sobre o funcionamento de células-
guarda, levando a alteragdes na dindmica dos estdbmatos, gerando diminuicdo do rendimento
fotossintético e da condutancia estomatica (LOMBARDOZZI et al., 2012). Contudo, a reducéo
da capacidade fotossintética é parcialmente compensada pelo estimulo da respiracdo através da
atividade da PEPC (DGHIM et al., 2012; DIZENGREMEL, 2001).

O ozb6nio também tem efeitos nocivos no transporte fotossintético de elétrons,

especialmente na funcdo do PSII (FISCUS et al., 2005). Estudos com Phaseolus vulgaris
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mostraram diminuicdo significativa de F,/Fy, que representa a eficiéncia de captura da energia de
excitacdo pelo PSII nas folhas adaptadas ao escuro, sugerindo danos ou desativacdo do
fotossistema (GUIDI et al., 2000, 2002).

2.1.3.4 Senescéncia foliar

Um dos efeitos mais comuns do ozdnio é promover a senescéncia foliar (PELL et al.,
1997). Morgan et al. (2003) atribuiram a perda de produtividade da soja a senescéncia acelerada,
representada pela diminuicéo do teor de clorofila das folhas expostas ao ozonio. A degradacao da
clorofila e da Rubisco poderia ser resultado direto da exposicdo ao o0zénio, iniciando a
senescéncia foliar, ou poderia resultar do disparo da senescéncia foliar pelo 0z6nio por outras
vias (PELL et al. , 1994).

2.1.4 A acgdo do ozbnio nas células

2.1.4.1 Difusao nos tecidos foliares e estresse oxidativo

Durante a luz do dia, quando a fotossintese esta ativa e quando ndo ha seca extrema,
0s estdmatos das folhas estdo amplamente abertos para permitir a absor¢do do CO, e a liberacéo
do O,. Ao mesmo tempo, as moléculas de ozdnio entram nas folhas das plantas por meio dos
estdmatos. Assim, os estdmatos sdo a primeira barreira mecanica de defesa no controle da entrada
de ozbnio nas plantas (RENAUT et al., 2009) (Figura 4). Dentro das folhas, 0 ozbnio é altamente
reativo e pode interagir rapidamente com agua, tiois, compostos fenolicos e metais de transicdo
no apoplasto e com as paredes e membranas celulares gerando espécies reativas de oxigénio
(EROs), tais como peroxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OHe), radical perhidroxila
(HOO-), radical superéxido (O2¢), radical hiperéxido («O,H) ou oxigénio singleto (*O) (FISCUS
et al., 2005; LANGEBARTELS et al., 2002; ASHMORE, 2005; WITTIG et al., 2009, 2007).
Essas EROs podem reagir com os lipidos de membrana para gerar perdxidos lipidicos, que
podem desencadear uma série de reacGes que produzem intermediarios oxigenados reativos.

Esses radicais livres nocivos e seus produtos reagem com proteinas, DNA e lipidios de membrana
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causando reducéo da atividade fotossintética, vazamento de eletrolitos, aceleracdo da senescéncia
e efeitos adversos nos processos metabolicos, geralmente associados a exposicdo ao 0z06nio
(SHARMA,; DAVIS, 1997). No entanto, sob condicGes controladas, EROs sdo moléculas de
sinalizacdo produzidas pelas reacBes que ocorrem nas cadeias de transporte de elétrons dos
cloroplastos, durante a fotossintese, das mitocondrias, durante a respiracdo celular, bem como dos
peroxissomos, durante a fotorrespiracdo (ASADA, 2006; BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010;
DEL RIO et al., 2006). A acdo das EROs como moléculas toxicas e/ou de sinalizacdo depende do
delicado equilibrio entre sua producéo e sua eliminacdo. Por causa dos papéis multifuncionais das
EROs, é necessario que as células controlem firmemente o teor de EROs para prevenir o dano
oxidativo e permitir a sinalizacdo celular (MITTLER, 2006; SHARMA et al., 2012).

2.1.5 Respostas das plantas ao 0zénio

2.1.5.1 A detoxificacéo

A principal resposta bioquimica das plantas como estratégia adaptativa a qualquer
tipo de estresse ambiental € o aumento das atividades e das quantidades de enzimas antioxidantes
(superoxido dismutase, catalase, guaiacol peroxidase, ascorbato peroxidase, etc) e seus
metabolitos ou de antioxidantes ndo enzimaticos (ascorbato, glutationa, carotendides, tocoferdis e
compostos fendlicos) (SHARMA et al.,, 2012; SHARMA; DAVIS, 1997). Apesar de
concentragfes elevadas de ozbnio serem tdxicas para 0S organismos Vivos, as plantas
desenvolveram reagdes de adaptacdo eficazes, permitindo-lhes desintoxicar esse poluente do ar
(FISCUS et al., 2005; KANGASJARVI et al., 1994).

Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, o acido ascorbico apoplastico constitui a
primeira linha de defesa contra o ozonio (DIDYK; BLUM, 2011; FISCUS et al., 2005;
SHARMA; DAVIS, 1997) (Figura 4). Ele é primeiramente sintetizado no interior das células
(SMIRNOFF et al., 2001), seguido do transporte do citoplasma para o espaco extracelular por
transportadores especificos localizados na membrana plasmatica (HOREMANS et al., 2000). O
acido ascorbico no apoplasto das folhas € um fator importante na detoxificagdo do o0z6nio

extracelular e de EROs, na prote¢do das membranas plasmaticas contra danos oxidativos e na
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prevencdo de lesdes visiveis. Pode ser usado tanto como um eliminador quimico direto do 0zénio
ou como um substrato para as enzimas extracelulares (por exemplo, a ascorbato peroxidase) que
atenuam as quantidades de EROs e, por conseguinte, afetam a propagacdo do sinal inicial de
ozonio (FISCUS et al., 2005; SHARMA,; DAVIS, 1997). Vérios estudos tém mostrado uma
correlacdo entre o ascorbato apoplastico e as concentraces de ozbnio da atmosfera (LUWE et
al., 1993). A exposi¢cdo ao 0zonio levou ao aumento dos teores de ascorbato apoplastico nas
folhas de Sedum album (GREPPIN; CASTILLO, 1988) e nas folhas de trigo (FANGMEIER et
al., 1994). Esses e outros resultados sugerem que o ascorbato provavelmente desempenha um
papel importante na concessao de resisténcia ao estresse oxidativo imposto pela exposi¢do ao
ozo6nio. No entanto, a quantidade de acido ascdrbico no apoplasto de folhas pode ser bastante
pequena em determinadas espécies vegetais, 0 que sugere que o sequestro extracelular de ozénio
e de EROs pelo ascorbato ndo deve ser um fator significativo em todas as plantas (FISCUS et al.,
2005).



Figura 4 - Efeitos do oz6nio sobre as folhas das plantas.
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2.2 A seca

2.2.1 Definicao e caracteristicas

A seca é um evento climatico extremo, recorrente na Terra, caracterizada por
precipitacbes pluviométricas abaixo do esperado durante meses ou anos, muitas vezes
acompanhada com temperaturas elevadas. O periodo seco é temporario e ocorre em muitas partes
do mundo, mesmo em regides Umidas. Essa seca meteoroldgica induz outros tipos de seca:
hidroldgica e agricola. A seca hidroldgica é caracterizada pela reducdo da vazéo de rios e do
armazenamento de dgua em aquiferos, lagos ou reservatorios abaixo dos valores médios obtidos
ao longo de anos precedentes. Ja a seca agricola é caracterizada pelos solos secos decorrentes da
seca meteoroldgica, com alta taxa de evaporacdo, levando a reducdo da producdo agricola (DA,
2010).

A seca impacta tanto os recursos hidricos de superficie quanto os subterraneos e pode
levar a diminuicdo da oferta de &gua, a ma qualidade da &gua, e, consequentemente, a mas
colheitas e reducédo de produtividade, além de afetar uma série de atividades econémicas e sociais
(MISHRA; SINGH, 2010).

Nos ultimos anos, as secas intensas tém sido observadas em todos os continentes,
afetando grandes areas da Europa, Africa, Asia, Australia, América do Sul, América Central e
América do Norte (LE COMTE, 1997) (Figura 5). Em regides secas, como Australia, Africa do
Norte, América do Sul e partes da China e da América do Norte, as precipitacdes anuais ocorrem
durante apenas 25 dias. Mesmo em locais onde a pluviometria é mais presente, como no Noroeste
dos Estados Unidos e da Europa, € interessante notar que a maior parte da precipitacdo total anual
geralmente ocorre em menos de 80 dias. Além disso, as fortes chuvas ocorrem raramente e sao
poucos milimetros por dia. Areas onde a maioria da precipitagdo anual ocorre entre 10 al5 dias
sdo menos vulneraveis as secas (SUN et al., 2006). Em 1988, uma forte seca ocorreu na regido
Central e Leste dos Estados Unidos, com perdas muito graves para a agricultura e indudstrias
relacionadas. Cerca de 67% da precipitacdo anual normalmente ocorre em cerca de 20-30 dias no
Sudeste dos Estados Unidos, 30-40 dias no Nordeste e 40-55 dias no Noroeste, enquanto que no
Sudoeste seco, a maior parte da precipitacdo anual geralmente ocorre em menos de 10 dias.
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Assim, no Sudoeste seco, a falta de chuvas fortes podem ter um impacto significativo no clima
deste ano, razdo pela qual as areas secas sao vulneraveis a seca. As analises mostram que a
alteracdo no numero de dias de chuva é mais importante do que a variacdo da intensidade da
producdo de seca em 1988 (SUN et al., 2006).

A maior variabilidade de dias chuvosos é encontrada em regides aridas e semi-aridas,
enquanto que as mudancas de dias de ano para ano sdo geralmente pequenas em areas Umidas.
Isso é consistente com a idéia de que as secas sd&0 muito menos provaveis de ocorrer em regides
umidas do que em regifes secas, enfatizando a importancia de episodios de chuvas fortes na
determinacdo da disponibilidade de agua por regido (SUN et al., 2006).
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Figura 5 - Evolucédo da seca ao longo dos anos.
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2.2.2 Efeitos da seca sobre as plantas

Os efeitos fisiologicos da seca nas plantas incluem o fechamento dos estbmatos, a
diminuicdo da atividade fotossintética, a alteragdo da elasticidade da parede celular e até mesmo a
geragdo de metabdlitos toxicos, causando a morte da planta (AHUJA et al., 2010).

2.2.2.1 Sintomas fenotipicos

O efeito da seca pode resultar em alteracdes morfologicas que afetam a parte aérea ou
subterranea: reducdo da area foliar e do nimero de perfilhos, ondulagdo das folhas e/ou melhor
desenvolvimento do sistema radicular (SLAMA et al., 2005).

2.2.2.2 Producédo de biomassa

Um dos efeitos fisioldgicos da seca sobre as plantas sdo a redugdo do crescimento
vegetativo, em especial o crescimento da parte aérea. Em geral, o crescimento da folha é mais
sensivel do que o crescimento das raizes. A reducdo da expansdo foliar é favoravel as plantas sob
condicBes de déficit hidrico, jA que a area foliar é exposta, resultando numa transpiracdo
reduzida. No que diz respeito a raiz, o crescimento relativo pode causar uma melhoria, o que
facilita a capacidade do sistema de raizes extrair mais agua das camadas profundas do solo
(MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

2.2.2.3 Condutancia estomatica e fotossintese

A primeira resposta de quase todas as plantas a escassez aguda de agua € o
fechamento de seus estdmatos para evitar a perda de agua através da transpiracdo. Essa reacao
funciona mais ou menos precocemente ao aparecimento do periodo de seca, de acordo com a
estratégia inerente (e aclimatacdo) das plantas a um estresse hidrico (CRUZ DE CARVALHO,

2008). O fechamento dos estbmatos pode resultar da evaporacdo direta da agua a partir das
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células-guarda, sem a participagdo metabdlica. Esse processo de fechamento estomético é
referido como fechamento hidropassivo. O fechamento dos estdmatos também pode ser
metabolicamente dependente e envolve processos que resultam na inversdo dos fluxos de ions
que causam a abertura dos estdbmatos. Esse processo de fechamento dos estbmatos, que requer
ions e metabolitos, € conhecido como fechamento hidroativo e parece ser regulado por ABA. O
ABA favorece o efluxo de fons K* das células-guarda, o que causa perda da pressdo de turgor,
levando ao fechamento dos estématos. O fechamento nem sempre depende da percepcdo dos
sinais de déficit hidrico resultante das folhas. Na verdade, o fechamento também responde
diretamente a dessecacdo do solo antes mesmo de existir uma reducdo significativa na pressdo de
turgescéncia do mesofilo foliar (MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

A limitacdo estomatica foi geralmente aceita como principal determinante da reducéo
da fotossintese sob estresse hidrico. Isso foi atribuido a uma diminuicdo tanto na taxa de
fotossintese das folhas quanto na concentragcdo interna de CO,, o que, finalmente, inibe o
metabolismo fotossintético total (REDDY; CHAITANYA; VIVEKANANDAN, 2004). Foi
demonstrado que a diminuicdo da taxa de fotossintese sob seca é principalmente devido a
deficiéncia em CO,, ja que a eficiéncia fotoquimica poderia ser trazida ao normal apds rapida
transicdo das folhas para um ambiente rico em CO, (MEYER; GENTY, 1998). Além disso, a
diminuicdo dos niveis intracelulares de CO; resulta na superreducdo dos componentes da cadeia
de transporte de elétrons, e os elétrons sdo transferidos ao oxigénio no fotossistema I, o que
produz EROs (LI; SHERMAN, 2000). Além disso, foi relatado que a reducdo na atividade da
Rubisco resulta em fotossintese limitada em condicBes de seca severa (BOTA; FLEXAS;
MEDRANO, 2004).

2.2.2.4 Senescéncia foliar

A senescéncia foliar induzida pela seca ocorre progressivamente e é caracterizada por
alteracbes macroscopicas, celulares, biogquimicas e moleculares especificas. O amarelecimento
das folhas (isto é, a degradacdo da clorofila) e as alteragdes especificas na ultraestrutura celular
(por exemplo, a condensacdo da cromatina, o inchaco do tilacdide, a acumulacdo de
plastoglobulos), no metabolismo (por exemplo, a degradacdo de proteinas, a peroxidacéo
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lipidica) e na expressdo dos genes ocorrem durante a senescéncia foliar nas plantas vitimas de
seca. As citocininas e 0 ABA mostraram estar envolvidos na regulacdo da senescéncia das folhas
induzida pela seca, embora o papel potencial de outros hormdnios vegetais nao deva ser excluido.
As espécies reativas de oxigénio, cuja concentracdo aumenta durante a senescéncia das folhas
induzida pela seca, sdo também conhecidas por serem reguladoras desse processo que €
importante para evitar grandes perdas por transpiracdo, contribuindo para a manutencdo do
balanco hidrico na planta (MUNNE-BOSCH; ALEGRE, 2004).

2.2.2.5 Integridade dos sistemas membranares

A pressao exercida sobre a membrana € um dos efeitos graves da seca envolvidos na
fisiologia das plantas. Numa situacdo em que o déficit de agua torna-se muito intenso ou
prolongado, as plantas podem murchar, as células podem sofrer retracdo e isso pode levar a
estresse mecanico sobre as membranas celulares. A remocéo de agua da membrana perturba a
estrutura normal da bicamada e resulta numa membrana excepcionalmente porosa quando
ressecada. O estresse no interior da bicamada lipidica pode também resultar no deslocamento de
proteinas da membrana, o0 que contribui para a perda da integridade membranar, a seletividade, a
perturbacdo da compartimentacdo celular e a perda de atividade das enzimas. Além de danos a
membrana, proteinas citosolicas e organelas podem apresentar uma atividade reduzida ou podem
ainda sofrer uma desnaturacdo completa quando desidratadas. A elevada concentracdo de
eletrolitos celulares devido a desidratacdo do protoplasma também pode causar disturbios no
metabolismo celular (MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

2.2.3 A acdo da seca nas células

2.2.3.1 Percepcéo e sinalizagéo do estresse hidrico

A adaptacéao das plantas as mudangas no estado hidrico do ambiente exige a deteccéo

rapida e sensivel da situacdo de estresse (GOLLDACK et al., 2014). De fato, 0 aumento da
producdo de EROs celular é captado pela planta como um sinal de aviso que desencadeia um
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ciclo de defesa e de respostas de aclimatacdo, o que permite que a planta se adapte as alteraces
do ambiente (CRUZ DE CARVALHO, 2008). Proteinas receptoras e sensores localizados nas
membranas desempenham um papel importante nas diferentes vias de sinalizacdo pela
transmissdao de informacBes a suas proteinas-alvo citoplasmaticas através dos processos
cataliticos tais como a fosforilacdo. A sinalizacdo da membrana plasmatica levantou a hipétese
de estar envolvida no processo inicial da percepcdo do estado hidrico no exterior da célula
(OSAKABE, 2014). Crescentes evidéncias do envolvimento dos lipidios de sinalizacdo na
deteccdo primaria das mudangas ambientais e na iniciacdo e regulacdo de cascatas de sinalizacdo
hormonal tém surgido. O ABA é também considerado um sinal chave envolvido na regulacdo da
resposta das plantas a diferentes estresses, em particular no funcionamento da regulacdo
estoméatica de plantas submetidas ao déficit hidrico (WILKINSON; DAVIES, 2002).
Curiosamente, a interacdo entre a sinalizacdo dependente de ABA e as vias do metabolismo
lipidico mantém a estrutura e a funcdo das membranas celulares. Assim, a alteracdo do
metabolismo lipidico primario desencadeada por ABA ajuda a enfatizar a reorganizacdo das
membranas adaptadas aos estresses e a manter o fornecimento de energia celular nas condicGes

de estresse abidtico e de limitacdo do abastecimento de &gua (GOLLDACK et al., 2014).

2.2.3.2 Producéo de EROs e estresse oxidativo

O aumento da producdo de EROs conduz a estresse oxidativo nas plantas em
crescimento. Sob seca, essa producdo é aumentada de varias maneiras. A limitacdo da
assimilacdo de CO, devido ao fechamento dos estdbmatos permitird reduzir a regeneracdo de
NADP™ através do ciclo de Calvin, causando assim superrreducdo da cadeia fotossintética de
transporte de elétrons e resultando na producdo acelerada de EROs no cloroplasto. Durante a
fotossintese e em caso de seca, hd maior vazamento dos elétrons ao oxigénio pela reacdo de
Mehler. No entanto, & muito dificil avaliar a parte de EROs gerada pela reacdo de Mehler daquela
gerada por fotorrespiragdo. De fato, a via fotorrespiratoria também é aumentada, em particular,
quando a oxigenagdo da ribulose 1,5-bisfosfato é méxima devido a limitacdo da fixacdo do COs..
O cloroplasto ¢ um compartimento celular muito firme contra EROs devido a diferentes enzimas

de detoxificacdo e a metabdlitos presentes. Entretanto, em virtude da seca, uma das reais ameacas
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para o cloroplasto é a producdo do radical hidroxila nos tilacoides pela reducdo do perdxido de
hidrogénio pela SOD e pelo ascorbato. O radical hidroxila ¢ a ERO que tem uma meia-vida mais
curta, mas também tem um potencial de oxidacdo muito forte para reagir com praticamente todas
as moléculas bioldgicas. Além disso, ndo ha nenhuma reacdo enzimética conhecida para remover
o0 altamente reativo radical hidroxila e sua acumulagdo inevitavelmente levara a reacdes adversas
que danificam as membranas tilacoidais e o aparelho fotossintético, 0 que causa 0 estresse
oxidativo (CRUZ DE CARVALHO, 2008; SHARMA et al., 2012).

2.2.4 Respostas das plantas a seca

A adaptacdo das plantas a seca € um processo complexo gque envolve muito mais
mudancas do que apenas um crescimento atenuado. Trata-se, no &mbito celular, da regulacdo da
expressdo génica, de aumentos transitorios da concentragdo de ABA, do acumulo de solutos
compativeis e proteinas protetoras, do aumento dos niveis de antioxidantes e da remocdo de
canais de consumo de energia. Todas essas modificacfes sdo essenciais para restabelecer a

homeostase ap06s o desequilibrio causado pelo estresse (CONDE et al., 2011) (Figura 6).

2.2.4.1 Estratégias de adaptacéo

As plantas respondem a deficiéncia hidrica e se adaptam as condi¢des semi-aridas por
alteracbes fisioldgicas, bioquimicas, anatdbmicas e morfoldgicas, incluindo transicbes na
expressdo génica. As plantas também se adaptam a diferentes tipos de estratégias de vida para
enfrentar e resistir a seca. Duas dessas estratégias sdo a prevencdo e a tolerancia a seca. A
prevencdo da seca é a capacidade da planta em manter o potencial hidrico alto nos tecidos em
condigdes de seca, enquanto que a tolerancia a seca € a capacidade de uma planta em manter as
suas fungdes normais mesmo com baixo potencial de 4gua nos tecidos. A prevengdo é geralmente
obtida por alteragdes morfoldgicas na planta, como a reducdo da condutdncia estomaética, a
reducdo da superficie foliar, o amplo desenvolvimento do sistema radicular e aumento das
relacbes raiz/parte aerea. Por outro lado, a tolerancia é conseguida através de mecanismos

fisiologicos, bioquimicos e moleculares especificos das células e dos tecidos, incluindo a
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expressdo de genes especificos e a acumulagdo de proteinas especificas sob seca (LEVITT, 1980;
REDDY; CHAITANYA; VIVEKANANDAN, 2004).

2.2.4.2 Respostas celulares

Para lutar contra o perigo representado pelas EROs, as plantas possuem diferentes
enzimas de detoxificacdo (peroxidases, superoxido dismutase, catalases) e metabolitos
(carotendides, ascorbato, a-tocoferol, glutationa, flavondides) (CRUZ DE CARVALHO, 2008;
SHARMA et al., 2012). No entanto, a eliminacdo de EROs ocorre especialmente em funcéo do
compartimento celular, do estagio fisiologico e das espécies vegetais. A capacidade de uma
espécie de planta em manter ou restabelecer a homeostase redox pode torna-la tolerante ao
estresse. Assim, as mudancas comparativas nas atividades das enzimas antioxidantes em resposta
ao estresse hidrico foram muitas vezes utilizadas para a selecdo de plantas resistentes a seca
(KAR, 2011). O aumento da atividade ou da expresséo génica de enzimas do sistema de defesa
antioxidante foi relatado durante a seca em muitas espécies de plantas (CONTOUR-ANSEL et
al., 2006; D'ARCY-LAMETA et al., 2006; SHARMA; DUBEY, 2005). O estudo comparativo
das respostas antioxidantes em genotipos tolerantes e sensiveis a seca revelou alta capacidade
antioxidante nos genotipos tolerantes, com as atividades APX e CAT aumentadas, maior teor de
ascorbato e baixo teor de H,O, e de MDA (SAIRAM; DESHMUKH; SAXENA, 1998). Além
disso, as plantas transgénicas superexpressando as enzimas antioxidantes adquiriram uma maior
tolerdncia a seca, bem como ao estresse oxidativo, que as respectivas plantas selvagens (CRUZ
DE CARVALHO, 2008).

Além da defesa antioxidante, as plantas tendem a lidar com o estresse hidrico pelo
processo conhecido como ajuste osmético. Neste processo, as plantas reduzem o seu potencial
osmotico celular pela acumulacdo de solutos. Certos processos metabdlicos sdo acionados em
resposta ao estresse, 0 que aumenta a concentracédo liquida de soluto na célula, permitindo assim
a circulacdo de a4gua na folha, resultando em aumento da sua turgescéncia. Um grande nimero de
compostos sdo sintetizados, os quais desempenham um papel fundamental na manutencdo do
equilibrio osmotico e na protecdo das membranas e das macromoléculas. Esses compostos

incluem prolina, glutamato, glicina betaina, carnitina, manitol, sorbitol, frutanos, polidis, trealose,
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sacarose, oligossacarideos e fons inorganicos, tais como K*. Tais compostos ajudam a manter as
células em seu estado hidratado e, por conseguinte, eles funcionam para proporcionar resisténcia
contra a seca e a desidratacéo celular (MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

Figura 6 - llustragdo da resposta das plantas a seca.

ﬁ Estresse hidrico é

CO,

<>

Estomato Claro/Escuro

Ajuste
metabdlico

Eliminagéo de EROs \

Fotossintese

Ajuste na taxa de crescimento

Adaptacao ao estresse

A resposta estomatica, a eliminacdo de EROs, as alteragdes metabdlicas e a fotossintese sdo afetadas quando as
plantas sdo submetidas a estresse hidrico. Essas respostas coletivas levam a um ajuste na taxa de crescimento das
plantas como uma resposta adaptativa para a sobrevivéncia.

Fonte: Osakabe et al. (2014).
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2.3 Os estresses combinados

2.3.1 Caracteristicas

Hé& poucos estudos sobre as reacdes das plantas aos estresses ambientais aplicados em
combinacdo. Tal pesquisa € particularmente importante visto que, na natureza, oS estresses
abiodticos simultaneos sdo comuns (AHUJA et al.,, 2010). A aclimatacdo das plantas a
combinacdo de diferentes estresses abidticos exigiria resposta apropriada adaptada a cada uma
das condicOes de estresse individuais envolvidas, e projetada para a necessidade de compensar ou
ajustar alguns aspectos antagonistas da combinacdo de estresse. Portanto, € 16gico supor que a
exposicdo simultanea de uma planta a condi¢cbes de estresse abiotico ira resultar na coactivacao
de diferentes vias de resposta ao estresse, que podem ter um efeito sinergistico ou antagonista
sobre a outra (MITTLER, 2006).

2.3.2 Incidéncia do oz6nio e da seca em escala mundial

A ocorréncia de altas concentracdes de o0z6nio durante os episodios de seca é
frequente, visto que eles sdo em parte causados pelos mesmos fendmenos meteorolégicos, ou
seja, periodos de dias longos com alta incidéncia solar e baixa cobertura de nuvens (BOHLER et
al., 2013). A mudanca nas condic@es climaticas devido a causas essencialmente antropicas, como
0 aumento das emissdes de CO,, resulta em elevacdo da temperatura. O aumento da temperatura,
em seguida, contribui para a formacéo do o0zonio troposférico e para a intensificacdo dos epiddios
de seca devido a precipitacfes alteradas (KISSOUDIS et al., 2014; MATYSSEK et al., 2005).
N&o apenas as regides aridas estdo sujeitas a seca, porém cada vez mais 0s periodos secos sao
relatados em regides temperadas, como a Europa Ocidental e Central. Eles também deverdo
tornar-se mais frequentes e graves, principalmente devido a mudanca climatica
(KREUZWIESER; GESSLER, 2010). Nas areas rurais, 0s niveis elevados de ozonio podem
ocorrer na primavera/inicio do verdo, antes do inicio da seca. A natureza do efeito desses

estresses sobre as plantas parece depender do genotipo e da especificidade dos regimes fatoriais
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e, ao longo das estagdes do ano, das épocas de ocorréncia, da duracdo e da intensidade dos dois
estresses em relacédo ao outro (MATYSSEK et al., 2005).

2.3.3 Interagdo do ozonio e da seca combinados em escala celular

Tem sido sugerido que a seca poderia proteger as plantas contra os danos induzidos
pelo ozbnio, causando o fechamento estomatico e impedindo assim a entrada de 0z6nio nas
folhas (KARLSSON et al., 1995; KHAN; SOJA, 2003; PAAKKONEN et al., 1998 ; PEARSON;
MANSFIELD, 1993; REICHENAUER et al., 1998). No entanto, a descoberta das reducdes da
sensibilidade dos estdmatos ao acido abscisico sob ozonio dependente de etileno indica que a
condutancia estomatica ao déficit hidrico do solo é maior sob alta concentracdo de oz6nio, e as
plantas continuam a perder agua, apesar do potencial de desidratacdo e do aumento do fluxo de
ozonio (WILKINSON; DAVIES, 2009, 2010) (Figura 7). Estudos mostraram que o 0z0nio
causou uma "lentiddo" estomatica, que levou ao fechamento incompleto dos estdmatos,
exacerbando os efeitos da seca (WAGG et al., 2012; WILKINSON; DAVIES, 2009). Essas
observacGes remeteram em questdo a idéia generalizada de que o o0zdnio sempre induz o
fechamento dos estbmatos (WITTIG; AINSWORTH; LONG, 2007) e tém implicacdes
importantes para o uso da dgua nos sistemas naturais e agricolas (WILKINSON; DAVIES, 2010).

A interacdo entre 0 0zOnio e a seca € muito dependente da gravidade e da duracgdo do
aparecimento dos dois fatores de estresse (MATYSSEK et al., 2005), mas, em geral, 0 estresse
combinado revelou-se pior do que os seus componentes individuais (PAAKKONEN et al., 1998).
Seus impactos fisiol6gicos nas plantas sdo complexos e merecem atencdo, uma vez que as
concentragdes de ozonio na troposfera vao continuar a aumentar no futuro (AINSWORTH,;
ROGERS; LEAKEY, 2008; ASHMORE 2005).
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Figura 7 - Modelo dos efeitos da producéo de etileno induzida por ozdnio no fechamento dos estdmatos induzido por
ABA.

OZONIO

|
ETILENO

SOLO SECO SOLO SECO

A: Sob estresses, como a secagem do solo, 0 ABA é superregulado e fecha os estdmatos para que as folhas retenham
a agua. B: No entanto, em certos gendtipos suscetiveis, o etileno induzido pelo 0z6nio provoca células-guarda
estomaticas a perderem sua sensibilidade ao ABA de forma que os poros dos estdmatos permanecem abertos por

mais tempo. As plantas absorvem mais 0zénio e perdem mais dgua do que teriam feito na auséncia de ozdnio.
Fonte: Wilkinson et al. (2012).



53

2.4 Os lipidios de membrana

2.4.1 Generalidades sobre os lipidios

Os lipidios desempenham trés funcfes gerais. Em primeiro lugar, devido ao seu
estado relativamente baixo, os lipidios sdo usados para 0 armazenamento de energia,
principalmente na forma de ésteres de triacilglicerol e de ésteres de esterdide, em goticulas
lipidicas. Estes basicamente funcionam como reservatorios anidros para o armazenamento eficaz
de reservas caldricas e como esconderijos de acidos graxos e de esterdis que sao necessarios para
a biogénese da membrana. Por outro lado, a matriz das membranas celulares é formada por
lipidios polares, que sdo compostos por uma porcdo hidrofébica e uma porcdo hidrofilica. A
propensdo dos grupamentos hidrofébicos para se auto-associar (entropicamente dirigida pela
agua) e a tendéncia de porcBes hidrofilicas em interagir com 0s meios aquosos e umas com as
outras sdo a base fisica da formacdo espontadnea das membranas. Esse principio basico dos
lipidios anfipaticos € uma propriedade quimica que permitiu as primeiras células separar 0s seus
componentes internos do ambiente externo. Esse mesmo principio é utilizado no interior da
célula para produzir organelas discretas. Essa compartimentacdo permite a separacao de reacfes
quimicas especificas com a finalidade de melhorar a eficiéncia bioquimica e a difusdo limitada de
produtos de reacdo. Além da funcéo de barreira, os lipidios fornecem membranas com potencial
de brotamento, de tubulacéo, de fissdo e de fusdo, caracteristicas que sdo essenciais para a divisao
celular, a reproducdo biolégica e o trafico membranar intracelular. Os lipidios também permitem
proteinas especificas de membrana se agregarem e outras se dispersarem. Finalmente, os lipidios
podem atuar como primeiros e segundos mensageiros na transducdo do sinal e nos processos de
reconhecimento molecular. A degradacdo dos lipidios polares anfipaticos permite fendmenos
bipartidos de sinalizacdo, que podem ser transmitidos dentro de uma membrana por partes
hidrofobicas da molécula e ainda propagados através do citosol por componentes sollveis da
molécula. Além disso, alguns lipidios sdo usados para definir os dominios de membrana, que
recrutam proteinas citosolicas que em seguida organizam a sinalizagdo secundaria ou 0s
complexos efetores (VAN MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2008).
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2.4.2 Os lipidios de membrana dos vegetais

2.4.2.1 Glicerolipidios: fosfolipidios e glicolipidios

Os lipidios constituintes das membranas celulares sdo os glicerolipidios. Eles contém
nas suas moléculas um esqueleto de glicerol, residuos de acidos graxos e um grupamento polar,
de onde vem sua designacao de lipidos polares. A maior parte dos acidos graxos vegetais tem um
comprimento de cadeia de 16 al8 4tomos de carbono e contém entre uma a trés ligag6es duplas
na posi¢do cis. Cinco acidos graxos, os acidos palmitico (16:0), estearico (18:0), oléico (18:1),
linoléico (18:2) e linolénico (18:3) e, em algumas espécies, o acido hexadeca-triendico (16:3),
representam mais de 90% das cadeias de acila dos glicerolipidios de quase todas as membranas
vegetais. Em folhas, os &cidos graxos mais abundantes sdo na ordem: &cido linolénico, &cido
linoléico e acido palmitico (HARWOOD, 1996).

Os glicerolipidios das membranas celulares pertencem a dois grupos, segundo a
natureza de sua cabeca polar: os fosfolipidios e os glicolipidios. Nos fosfolipidios (ou
glicerofosfolipidios, mais especificamente), o grupamento polar compreende uma molécula de
acido fosférico e um radical X, que pode ser colina [trata-se entdo da fosfatidilcolina (PC)],
etanolamina [fosfatidiletanolamina (PE)], inositol [fosfatidilinositol (P1)], serina [fosfatidilserina
(PS)] ou uma ou duas moléculas de glicerol [fosfatidilglicerol (PG) e difosfatidilglicerol (DPG ou
cardiolipina), respectivamente] (Figura 8). Se o grupo polar compreende um agucar, trata-se dos
glicolipidios (ou galactolipidios, mais especificamente), dos quais 0os mais abundantes s&o o
monogalactosil-diacilglicerol (MGDG) e o digalactosil-diacilglicerol (DGDG). Em tecidos
vegetais, hd também uma sulfolipidio, o sulfoquinivosil-diacilglicerol (SQDG) (Figura 9)
(DORMANN; BENNING, 2002).

Os principais lipidios em eucariotos sdo os fosfolipidios, com PC sendo o mais
abundante, seguido de PE, PS, Pl e PA (VAN MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2008). PG
também esta presente em eucariotos e é utilizado como um precursor para a sintese de DPG (ou
cardiolipina), que €é encontrado exclusivamente na membrana interna das mitocondrias
(NOWICKI; MULLER; FRENTZEN, 2005).



55

Os galactolipidios sdo a classe mais abundante de lipidios na biosfera por causa da
sua elevada proporcdo (80%) nas membranas plastidiais (principalmente tilacoides). As
membranas plastidiais (membranas dos envelopes externo e interno e os tilacdides) sao
caracterizadas por um baixo teor de fosfolipidios e uma elevada propor¢do de galactolipidios: a
membrana do envelope externo é enriquecida em DGDG e PG, enquanto que o constituinte
principal da membrana do envelope interno e dos tilacdides é o MGDG. O envelope interno e a
membrana dos tilacoides ndo diferem significativamente: eles compreendem os dois
galactolipidios (MGDG e DGDG), um sulfolipidio (SQDG) e PG como o unico fosfolipidio
nessas membranas (BLOCK et al, 2007).

Figura 8 - Estrutura dos glicerofosfolipidios.
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Fonte: Nelson; Cox (2010).
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Figura 9 - Estrutura dos galactolipidios e de um sulfolipidio.
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Fonte: Nelson; Cox (2010).

2.4.3 Biossintese dos lipidios membranares

2.4.3.1 Vias procariotica e eucariotica

Nos vegetais, a biossintese dos acidos graxos ocorre nos plastidios. Uma vez
sintetizadas, essas moléculas sdo, em grande parte, exportadas para o reticulo endoplasmatico
(ER). Os glicerolipidios sdo sintetizados a partir do glicerol-3-fosfato sobre o qual dois acidos
graxos sdo esterificados. O acido fosfatidico (PA), assim formado, serve como precursor para a
neossintese de todos os glicerofosfolipidios. Os fosfolipidios e os glicolipidios sdo gerados a
partir do diacilglicerol (DAG) ou do CDP-diacilglicerol, derivado do PA. Os dados cinéticos in
vitro de incorporacgéo de acetato nos lipidios plastidiais mostram que os plastidios isolados podem
sintetizar glicolipidios contendo um esqueleto DAG C18/C16, mas sdo incapazes de sintetizar PA

e DAG contendo apenas C18. Assim, existem duas vias de sintese do PA, uma nos plastidios e
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outra no reticulo endoplasmatico. Apds os locais de sintese do PA, a distribuicdo dos acidos
graxos é diferente. Foram definidos dois grandes grupos estruturais de lipidios. O primeiro possui
em posicdo sn-2 apenas acidos graxos C16, com a posicdo sn-1 do glicerol podendo ser
esterificada com &cidos graxos C18 ou C16. Ele é dito de estrutura "procariota” por analogia com
a composicdo de &cidos graxos dos glicerolipidios das cianobactérias. O PA sintetizado pela via
procariotica ou € utilizado na sintese de PG ou é convertido em DAG pelas PA-fosfatases. Esse
pool de DAG procaridtico € usado como precursor para a sintese de MGDG, DGDG e SQDG em
plantas 16:3. O segundo grupo possui &cidos graxos C18 na posicdo sn-2 e € dito de estrutura
"eucariota”, j& que esta estrutura é tipica dos glicerolipidios extraplastidiais eucariotos. Esse PA é
utilizado na sintese de fosfolipidios, tais como PC, PE e PI, que sdo caracteristicos de varias
membranas extracloroplastidiais. Uma grande proporcdo dos PC sintetizados no ER retornam
para os cloroplastos, onde sdo utilizados como precursores da sintese dos lipidios plastidiais (LI-
BEISSON et al., 2013; OHLROGGE; BROWSE, 1995).

2.4.3.2 As dessaturases de acidos graxos (FADS)

As dessaturases de &cidos graxos sdo enzimas que convertem uma ligacdo simples
entre dois atomos de carbono (C-C) em uma ligacdo dupla (C=C) numa cadeia de acil graxo. A
ligacdo dupla resultante é muitas vezes chamada de ligacdo insaturada, e as reacOes catalisadas
por essas enzimas sdo conhecidas como reacdes de dessaturacdo. Essas reacbes requerem
oxigénio molecular e ocorrem sob condicOes aerdbias. A insaturacdo dos acidos graxos dos
glicerolipidios é essencial para o bom funcionamento das membranas bioldgicas. A temperaturas
fisioldgicas, os glicerolipidios polares que contém acidos graxos saturados ndo podem formar a
bicamada, que é a estrutura de base das membranas bioldgicas. A introducdo de um ndmero
apropriado de ligacOes insaturadas nos acidos graxos dos glicerolipidios da membrana diminui a
temperatura de transicdo a partir do gel (solido) para a fase liquida-cristalina e fornece
membranas com a fluidez necessaria. A fluidez das membranas é, por sua vez, importante na
ativacdo de certas enzimas ligadas a ela (LOS; MURATA, 1998).

Os é&cidos graxos insaturados sdo sintetizados pela insercdo sequencial de ligagdes

duplas nos derivados de acidos palmitico e estearico. O primeiro desses eventos de dessaturacéo
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ocorre nos plastos e cloroplastos pela estearoil-ACP dessaturase sollvel. Depois disso, para
sintetizar os &cidos graxos 16:2/18:2 e 16:3/18:3, que sdo essenciais para as membranas de
plantas, uma segunda e uma terceira ligacdo dupla séo introduzidas por A12 e -3 dessaturases
membranares, respectivamente. Essas dessaturases podem ser encontradas tanto no
plastidio/cloroplasto (chamada "via procaridtica™) quanto no reticulo endoplasmaético ("via
eucaridtica™). A primeira dessas vias é utilizada principalmente nos tecidos fotossinteticamente
ativos, enquanto que a via microssomal predomina nos tecidos ndo-verdes e nas sementes em
desenvolvimento (VENEGAS-CALERON et al., 2006).

Em Arabidopsis thaliana, trés dessaturases distintas, ativas na Ultima etapa de
conversdo do acido linoléico (18:2) para o acido linolénico (18:3) foram identificadas: FAD3,
FAD7 e FADS8. Cada uma dessas enzimas sdo codificadas por um Unico gene cuja expressdo é
regulada diferencialmente (MEKHEDOV; ILARDUYA; OHLROGGE, 2000). Enquanto que
FAD3 codifica uma isoenzima localizada no reticulo endoplasmatico (enzima microssomal),
FAD7 e FADS8 codificam as -3 dessaturases plastidiais (MCCARTNEY et al., 2004).

2.4.3.3 Biossintese da fosfatidilcolina (PC)

O PC pode ser sintetizado por duas vias diferentes, seja por metilacdo do PE, pela
PE-N-metiltransferase (colina quinase), seja pela adicdo de CDP-colina ao DAG (KINNEY,
1993).

A clonagem dos genes da colina quinase em soja revelou a existéncia de maltiplas
isoformas solUveis, todas especificas da colina, mas podendo ser inibidas em diferentes graus
pela etanolamina, metiletanolamina e dimetiletanolamina (MONKS et al., 1,996). O pool de
colina livre estando no entanto limitada nas células, as colinas quinases intervém principalmente
na regulacdo da sintese do PC em caso de estresse, por exemplo de estresse osmético, a via
majoritaria sendo a de metilacdo da fosfoetanolamina (TASSEVA et al., 2004). As trés
metilacOes sucessivas da fosfoetanolamina para produzir a fosfocolina séo catalisadas por uma
Unica enzima soltvel, uma fosfoetanolamina N-metiltransferase S-adenosilmetionina dependente.
Essa enzima catalisa as trés metilagOes a partir da fosfoetanolamina, além das duas metilacGes a
partir da fosfatidilmetiletanolamina (BOLOGNESE; MCGRAW, 2000; NUCCIO et al., 2000). A
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fosfocolina é entdo convertida em CDP-colina por uma CTP:fosfocolina citidililtransferase. A
caracterizacdo dessa enzima purificada mostrou que ela poderia fixar o CTP na fosfocolina, mas
também na fosfometiletanolamina e na fosfodimetiletanolamina (WANG; MOORE, 1990). Duas
isoformas foram identificadas em Arabidopsis e quatro em Brassica napus (INATSUGI et al.,
2002). Por fim, a CDP-colina é transferida para um DAG por uma aminoalcoolfosfotransferase
(KINNEY, 1993).

2.4.3.4 Biossintese do fosfatidilglicerol (PG)

Nas plantas, a biossintese do PG ocorre nas membranas do envelope interno dos
plastos, no reticulo endoplasméatico e nas membranas internas das mitocéndrias. O PG ¢é
sintetizado a partir da citosina-5'-difosfato (CDP)-diacilglicerol e do glicerol-3-fosfato,
envolvendo a acdo de uma PG-fosfato sintase ligada a8 membrana e uma PG-fosfato fosfatase, em
procariotos e eucariotos. Nas plantas em C18 tal como nas plantas em C16, o PG plastidial tem a
mesma estrutura do tipo procarioto que aquela do PA sintetizado no envelope (FRENTZEN,
2004).

Em Arabidopsis, dois genes foram caracterizados codificando para as PG-fosfato
sintases: PGP1 e PGP2. PGP2 codifica a isoenzima dos microssomos, enquanto que PGP1
codifica uma pré-proteina que tem como alvo tanto os plastos quanto as mitocondrias
(FRENTZEN, 2004; MULLER; FRENTZEN, 2001).

2.4.3.5 Biossintese do difosfatidilglicerol (DPG ou Cardiolipina)

Em eucariotos, a biossintese de DPG (ou cardiolipina) ocorre exclusivamente na
membrana mitocondrial interna por trés reacdes sequenciais. A primeira etapa, limitante da
velocidade da reacdo, ¢ catalisada pela fosfatidil-glicerolfosfato (PGP) sintase, que transfere um
grupo fosfatidil da citidina-difosfato diacilglicerol (CDP-DAG) ao glicerol-3-fosfato, o que
produz PGP, que é rapidamente desfosforilado pela PGP fosfatase a fosfatidilglicerol (PG).
Finalmente, a cardiolipina sintase (CLS) transfere um grupo fosfatidil do CDP-DAG ao PG, o
que produz o DPG (NOWICKI; MULLER; FRENTZEN, 2005).
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A CLS preferencialmente utiliza o CDP-dioleoilglicerol (C18/C18) e o PG C18/C18
em relacdo ao CDP-dipalmitoilglicerol (C16/C16) e ao PG C16/C18. Assim, o DPG possui um
esqueleto DAG rico em C18 (FRENTZEN; GRIEBAU, 1994).

Em Arabidopsis, o gene CLS, que codifica para a enzima responsavel por essa
atividade, foi identificada no locus At4g04870 (KATAYAMA et al., 2004; NOWICKI;
MULLER; FRENTZEN, 2005). Ele foi anteriormente referido como PGP3, mas ndo tem
atividade de fosfatidilglicerol sintase. O enderecamento dessa enzima € mitocondrial, segundo
estudos in silico e in vivo (BEISSON et al., 2003; KATAYAMA et al., 2004).

2.4.3.6 Biossintese da fosfatidiletanolamina (PE)

As plantas sintetizam o PE ap6s uma etapa de descarboxilacdo que pode ser efetuada
quer no PS quer na serina (MUDD; DATKO, 1989). A descarboxilacdo da serina é a via
principal, catalisada por uma enzima soluvel, a serina descarboxilase, especifica das plantas. A
etanolamina livre sintetizada é entdo fosforilada por uma etanolamina quinase. A
fosfoetanolamina é em seguida transformada em CDP-etanolamina por uma CTP:
fosfoetanolamina citidililtransferase. A Ultima atividade envolvida na sintese do PE é a CDP-
etanolamina:DAG-etanolamina fosfotransferase catalisada por uma aminoalcoolfosfotransferase
(RONTEIN et al., 2003a.).

Duas isoformas foram identificadas em couve chinesa e em soja; elas sintetizam tanto
0 PE quanto o PC a partir de DAG e de CDP-etanolamina, CDP-metiletanolamina, CDP-
dimetiletanolamina ou CDP-colina (CHOI et al., 2000;. DEWEY et al., 1994).

2.4.3.7 Biossintese da fosfatidilserina (PS)

Nas plantas, o esquema de sintese do PS ainda néo esta claro. O PS seria sintetizado a
partir de duas vias diferentes: uma reacdo de permuta de cabegas polares e uma reagdo que
envolve o CDP-DAG (MOORE, 1982).

Delhaize et al. (1999) mostraram a presenca de uma PS-sintase catalisando a adi¢éo
de uma serina em CDP-DAG, clonando o gene correspondente no trigo e detectando a atividade
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de sintese de PS nas plantas transgénicas. O destino do PS como precursor do PE e do PC ainda
ndo foi claramente definido nas plantas, embora uma atividade PS descarboxilase ja tenha sido
caracterizada nas membranas mitocondriais e que seu gene tenha sido clonado em Arabidopsis e
Lycopersicon esculentum (RONTEIN et al., 2003Db).

2.4.3.8 Biossintese do fosfatidilinositol (PI)

A Pl sintase cataliza a reagdo entre um inositol livre e CDP-DAG. Essa atividade foi
medida nas fracdes do reticulo de folhas de espinafre e requer cations divalentes (Mg** e Mn%)
para sua atividade (MOORE, 1982).

Os fosfoinositidios sdo um grupo importante e de estrutura complexa. O Pl representa
93% dos fosfoinositidios enquanto que o PIP (principalmente o PI-3P e o PI-4P) e o PIP2 (PI-
(4,5) P2) é inferior a 1%. O PI-3P é formado a partir de uma Pl 3-quinase, cujo gene foi clonado
em soja e Arabidopsis, mas a compartimentacdo celular da enzima € ainda desconhecida. O PI-4P
é sintetizado utilizando PI-4-quinases, cujas 12 isoformas foram identificadas em Arabidopsis por
similaridade de sequéncia. Finalmente, o PIP2 é formado a partir de PI-4P por uma atividade PI-
4P 5-quinase, para a qual 9 isoformas foram previstas, mas apenas uma caracterizada
funcionalmente em Arabidopsis (KINNEY, 1993).

2.4.3.9 Biossintese do monogalactosildiacilglicerol (MGDG)

A sintese do MGDG ocorre em uma Unica etapa por uma 1,2-DAG 3-B-
galactosiltransferase (ou MGDG sintase), que transfere um residuo galactosil do UDP-Gal para o
DAG através de uma ligacéo glicosidica pl — 3 (MIEGE et al. 1999).

Marshall et al. (1994a) mostraram que a atividade da MGDG sintase foi capaz de
utilizar diferentes espécies de DAG com diferentes afinidades. No entanto, o DAG procarioto
18:1/16:0 sintetizado nos cloroplastos € utilizado com maior especificidade que o 16:0/18:1,
sendo o0 maior grau de afinidade para 0 18:2/18:2 (MARSHAL et al., 1994b).

A partir das analises de sequéncias, as enzimas MGDG sintases tém sido classificadas
em duas familias: do tipo A com MGD1 e do tipo B com MGD2 e MGD3 em Arabidopsis. As
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duas familias diferem (1) pela presenca de um peptidio de transito clivavel para o tipo A e sua
auséncia para o tipo B, (2) pela localizagdo na membrana interna do envelope para o tipo A,
enquanto que o tipo B estd provavelmente associado a membrana externa (3), por uma expressao
elevada para o tipo A em condi¢fes-padrdo de cultura e nos tecidos verdes e (4) por uma
expressao ativada para as enzimas do tipo B em caréncia de fosfato (AWAI et al., 2001).

Em um mutante de Arabidopsis contendo uma insercdo no gene mgdl, a atividade da
MGDG sintase ¢é reduzida em 75%, salientando que MGD1 é a principal MGDG sintase das
folhas (JARVIS et al., 2000). A localizacdo de MGD1 na membrana interna do envelope foi
confirmada nas células de folhas de Arabidopsis. Em revanche, MGD2 e MGD3, as enzimas do
tipo B, estdo provavelmente localizadas na membrana externa. O papel das MGDG sintases do
tipo B € menos evidente. Essas enzimas tém melhor afinidade pelo DAG eucarioto (18:2/18:2)
em relacdo ao procarioto (18:1/16:0) (AWAI et al., 2001). Além disso, essas enzimas Sao
precocemente e fortemente induzidas durante a deficiéncia de fosfato e sdo provavelmente
envolvidas no fornecimento de MGDG para a sintese de DGDG (AWAI et al.,, 2001;
KOBAYASHI et al., 2004; SHIMOJIMA et al., 2013).

2.4.3.10 Biossintese do digalactosildiacilglicerol (DGDG)

A biossintese do DGDG ¢ realizada pela DGDG sintase, que adiciona um segundo
residuo de galactosil do UDP-Gal para uma molécula de MGDG através de uma ligacao
glicosidica al — 6 (KELLY et al., 2003; KELLY; DORMANN, 2002).

A caracterizagdo do mutante dgdl de Arabidopsis, severamente afetado na sintese do
DGDG, permitiu a identificagcdo do primeiro gene da DGDG sintase (DORMANN et al., 1995).
Esse mutante é alterado na fotossintese (DORMANN et al., 1995; HARTEL et al., 1997) e na
importacdo das proteinas nos cloroplastos (CHEN; LI, 1998). Por semelhanca com dgdl, um
segundo gene (dgd2) foi identificado no genoma de Arabidopsis (DORMANN et al., 1999). O
gene dgd2 ndo é essencial para a sintese do DGDG em condic¢Bes-padrdo de cultura. A anélise
dos mutantes nulos dgdl e dgd2 indicam que in vivo DGD1 age preferencialmente no MGDG
C18/C18 enquanto que DGD?2 parece ter uma afinidade pelo MGDG com C16 em posicédo sn-1 e
C18 em posic¢éo sn-2 (KELLY et al., 2003). Experimentos de importagdo in vitro e analises
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bioquimicas mostraram que as duas enzimas estavam localizadas nos plastos, presumivelmente
na membrana externa do envelope (FROEHLICH et al., 2001; KELLY et al., 2003).

2.4.4 Degradacdo dos lipidios de membrana
2.4.4.1 Fosfolipase D

As fosfolipases sdo classificadas em trés grandes categorias de acordo com a
especificidade da posicdo da hidrdlise da molécula de fosfolipidio. As fosfolipases D (PLD) e C
(PLC) agem na cabeca polar dos fosfolipidios, enquanto que as fosfolipases A1 (PLA1) e A2
(PLA2) removem os acidos graxos das posi¢oes sn-1 e sn-2, respectivamente (MATOS; PHAM-
THI, 2009).

A fosfolipase D € a principal familia de enzimas que hidrolisam os fosfolipidios para
produzir o lipidio de sinalizacdo &cido fosfatidico (WANG et al., 2006). O genoma de
Arabidopsis contém 12 genes PLD que foram agrupados: PLDa (1,2,3), PLDS (1,2), PLDy
(1,2,3), PLDd, PLDe e PLD{ (1,2) (QIN; WANG, 2002; WANG et al., 2006). Os diferentes
grupos de PLD tém diferentes exigéncias para os efetores de atividade, tais como Ca®*, 4cido
graxo livre e fosfoinositidios. As PLD também diferem na preferéncia do substrato (HONG et al.,
2010). Essas diferencas bioquimicas, com os seus padrées distintos na expressao e na localizacdo
subcelular, podem proporcionar uma base para as funcdes distintas para diferentes PLD na
resposta das plantas a seca (EL-MAAROUF et al., 1999; SANG et al., 2001), a salinidade
(HONG et al., 2008; YU et al., 2010), a privacdo de nitrogénio (HONG et al., 2009) e a
deficiéncia de fosfato (LI et al., 2006) . As PLDal e PLD$ desempenham um papel na mediagdo
da resposta da planta ao ABA e promovem o fechamento estomatico, mas elas ocupam diferentes
etapas na via de sinalizacdo (GUO et al., 2012). A PLD¢ esta envolvida na resposta a EROs
(ZHANG et al., 2003), enquanto que PLDal favorece a producdo de EROs (ZHANG et al.,
2009).



64

2.4.4.2 Lipidio acil-hidrolase tipo patatina

Considerando a composicdo lipidica particular de folhas de plantas, ndo é
surpreendente que, além das fosfolipases, as plantas possuam uma variedade de enzimas
lipoliticas capazes de hidrolisar galactolipidios. As enzimas desse tipo foram purificadas a partir
de tecidos de plantas e, além da sua atividade de galactolipase, elas foram encontradas
frequentemente ser capazes de agir sobre os fosfolipidios, mas ndo sobre TAGs. Por conseguinte,
elas foram designadas como lipidio acil-hidrolases (LAHSs), para indicar que essas enzimas
poderiam retirar os dois grupamentos acila a partir de diferentes tipos de lipidios de membrana. A
patatina de tubérculos de batata tem sido amplamente estudada. Ele exibe atividades fosfolipase e
galactolipase, mas é incapaz de desacilar TAGs. As patatinas de Arabidopsis incluem uma
familia de nove genes subdivididos em dois grupos. As proteinas provenientes do grupo |
possuem o padrdo GxSxG conservado, enquanto que no grupo Il existem substituicdes de alguns
desses aminoacidos (MATOS; PHAM-THI, 2009).

Matos et al. (2001) relataram a clonagem de um cDNA da patatina (VUPAT1) a partir
de folhas de feijdo-de-corda. Os transcritos desse gene foram acumulados nas folhas sob seca e a
proteina VUPAT1 teve uma atividade preferencial de galactolipase. Os dados sobre as proteinas
do tipo patatina indicam que essas proteinas podem ter um papel importante no metabolismo dos
lipidios de plantas. No entanto, ainda ha muito trabalho a ser feito para esclarecer o papel exato
de cada isoforma. No caso particular de Arabidopsis thaliana, os genes da patatina parecem ser
expressos de forma diferente, dependendo do tecido vegetal e das proteinas que eles codificam
para poder variar também nas especificidades de substrato. Demonstrou-se que trés genes da
patatina sdo induzidos pelo déficit de agua e que AtPAT IIA possui atividade LAH direcionada
aos galactolipidios e fosfolipidios. O perfil de expressao desse gene sugere um duplo papel para
essa proteina: a degradacéo lipidica da membrana associada a um estresse severo e a senescéncia
e, potencialmente, a sinalizacdo dos lipidios (MATOS et al., 2008). Além disso, resultados
recentes monstraram que as enzimas relacionadas a patatina estdo envolvidas em diferentes
fungdes celulares, incluindo as respostas das plantas a auxina, aos agentes patogénicos, aos

estresses abioticos e a mobilizacdo dos lipidios durante a germinacdo das sementes. Essas
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enzimas possuem atividade fosfolipase A relacionada a patatina e sdo chamadas pPLA
(SCHERER et al., 2010).

2.4.5 Efeitos do 0zonio sobre os lipidios de membrana

A acdo direta do 0zonio sobre as células vegetais pode causar diferentes efeitos sobre
os lipidios de membrana e seu metabolismo: diminuigdo dos teores de lipidios (CARLSSON et
al., 1994), inibicdo da biossintese (MUDD et al., 1971), estimulacdo da atividade lipolitica
(HELLGREN; SELLDEN; SANDELIUS, 2001), diminuicio do teor de &cido linolénico (18:3)
(CARLSSON; WALLIN; SANDELIUS, 1996) e peroxidagdo lipidica (CALATAYUD;
BARRENO, 2004).

Em relacdo as variacdes do teor e da composicdo lipidica, tem sido relatado que o
0z6nio aumentou o teor de fosfolipidios em Pharbitis nil e diminuiu em Phaseolus vulgaris na
fase inicial da exposicdo ao 0zbnio, a0 mesmo tempo que ndo alterou a quantidade de
glicolipidios, dos éacidos graxos insaturados e de MDA em ambas as plantas. Os autores
concluiram que o 0z6nio ndo deve oxidar diretamente os acidos graxos insaturados na fase inicial
de exposicdo, mas pode modificar o metabolismo dos lipidios polares, principalmente dos
fosfolipidios (NOUCHI; TOYAMA, 1988). Alguns anos mais tarde, estudos sobre o mecanismo
de danos causados pelo 0z6nio demonstraram que um dos primeiros eventos foi a estimulacdo da
atividade de galactolipase enddgena nas folhas e que os &cidos graxos liberados do MGDG pela
galactolipase levaram a mudancas drasticas nos lipidios, isto é, uma grande reducdo de MGDG e
uma acumulacéo de TAG (SAKAKI et al., 1990; SAKAKI; KONDO; YAMADA, 1990).

No entanto, as vezes, 0 0z6nio ndo causa efeitos sobre 0s parametros estudados. Por
exemplo, Sakaki, Kato e Saji (2007) encontraram essencialmente as mesmas alteracdes lipidicas
nas folhas dos cultivares de Phaseolus vulgaris expostos ao 0z6nio com diferentes niveis de LAH
enddgena. No entanto, os resultados ndo excluem a possibilidade de que a LAH examinada tenha
um papel na resposta ao estresse, incluindo o ozonio. Como outro exemplo, os resultados de
Wolfenden e Wellburn (1991) mostraram que as alteragOes significativas do grau de insaturacao e
da percentagem de &cido linolénico (18:3) ndo foram encontradas em resposta ao tratamento com

0zOnio nas arvores de Picea abies que foram expostas ao 0zonio durante os verdes de trés anos
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consecutivos e cuja composi¢cdo em &cidos graxos do MGDG foi analisada durante os 14 Gltimos
meses.

Quando ambos os galactolipidios sdo analisados em resposta ao 0zonio, observa-se
que uma perda consideravel de moléculas formando monocamadas de galactolipidios foi
encontrada em concentragcdes de 0z6nio (em meio aquoso) superiores a 0,1 ppm, com maior
efeito medido para MGDG. Isso esta de acordo com quantidades maiores de MDA encontradas
nos extratos de filmes de MGDG oxidados em relacdo ao DGDG. Com base nisso, concluiu-se
que um grupo de galactose mais presente nas moléculas de DGDG age de forma protetora sob
condigdes oxidantes (RUDOLPHI-SKORSKA; FILEK; ZEMBALA, 2014).

Estratégias de compensacao da composicao lipidica das membranas celulares também
podem ser encontradas. Hellgren, Selldén e Sandelius (2001) analisaram as composi¢fes em
acidos graxos de duas classes de fosfolipidios, PE e PC. As analises mostraram que 0 0z6nio
causou diminuicdo da relacdo de PC:PE nas membranas plasmaticas. Eles sugeriram que a
proporcdo de PC em outras membranas aumenta para equilibrar a redugdo observada na
membrana plasmatica.

Por fim, sendo o o0z6nio uma molécula altamente reativa, danos nas membranas
celulares séo frequentemente encontrados. Calatayud e Barreno (2001) observaram um aumento
da peroxidacdo lipidica causada pelo ozdnio em tomate, o que contribuiu para a reducdo da
biomassa total da planta. Esses mesmos resultados foram encontrados por estes autores em alface
alguns anos mais tarde (CALATAYUD; BARRENO, 2004).

2.4.6 Efeitos da seca sobre os lipidios de membrana

As pesquisas realizadas desde longo tempo permitem obter uma série de conclusdes
sobre os efeitos do estresse hidrico sobre os lipidios de membrana. Varios trabalhos tém se
dedicado ao estudo do metabolismo lipidico em plantas de Vigna unguiculata submetidas a seca
(CAMPOS; PHAM THI, 1997; EL-MAAROUF et al., 1999, 2001; FRANCA et al., 2008;
MATOS et al., 2001; MONTEIRO DE PAULA et al., 1990, 1993; SAHSAH et al., 1998;
TORRES-FRANKLIN et al., 2007, 2009). Outros trabalhos sobre a mesma tematica foram
realizados em Arabidopsis thaliana (GIGON et al., 2004; MATOS et al., 2008), Cocos nucifera
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(REPELLIN et al., 1997), Phaseolus vulgaris (JUNIOR et al., 2008), Arachis hypogaea
(LAURIANO et al., 2000), Gossypium hirsutum (PHAM-THI et al., 1985), Olea europaea
(GUERFEL et al.,, 2008), Triticum durum (QUARTACCI et al., 1995) e Avena sativa
(LARSSON; NYSTROM:; LILJENBERG, 2006).

Anélises de acidos graxos nas folhas de plantas submetidas a seca apresentaram
resultados divergentes, dependendo da espécie vegetal e da intensidade do estresse (MONTEIRO
DE PAULA et al., 1990; REPELLIN et al., 1997). No entanto, o consenso geral € que a plantas
tolerantes a seca mantém a composi¢cdo lipidica da membrana, devido a mecanismos
antioxidantes eficazes (CONTOUR-ANSEL et al., 2006; D'ARCY-LAMETA et al., 2006), ao
controle das atividades hidroliticas (EL-MAAROUF et al., 1999; MATOS et al., 2001; SAHSAH
et al., 1998) e a capacidade de aumento dos niveis de insaturacdo por uma estimulacdo da
expressao de genes de dessaturacdo (TORRES-FRANKLIN et al., 2009). Nas espécies sensiveis
a seca, 0s processos de degradacdo levam a reducdes do teor de lipidios polares e de &cidos
graxos poliinsaturados, especialmente nos galactolipidios de folhas (MONTEIRO DE PAULA et
al., 1993; TORRES-FRANKLIN et al., 2007).

As enzimas envolvidas na degradacdo de lipidios de membrana e 0s genes
correspondentes sdo relativamente bem conhecidos nessas plantas submetidas a seca (EL-
MAAROUF et al., 1999, 2001; MATOS et al., 2001, 2008). Por outro lado, o envolvimento da
sintese dos acidos graxos poliinsaturados na manutencdo da composicdo da membrana em
condicdes de seca também € importante. As membranas celulares de folhas de plantas e, em
particular, as membranas de cloroplastos contém altos niveis de acidos graxos triendicos. A
insaturacdo contribui para a estabilidade das membranas celulares e para a atividade 6tima das
proteinas ligadas a membrana. Assim, o aumento do teor dos &cidos graxos poliinsaturados
poderia ajudar a manter a fluidez e a permeabilidade adequadas das membranas sob condigdes de
seca (TORRES-FRANKLIN et al., 2009).
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2.5 Vigna unguiculata (L.) Walp

2.5.1 Descrigao

2.5.1.1 Classificagédo botanica e origem

A espécie Vigna unguiculata (L.) Walp € uma eudicotiledénea vulgarmente
conhecida como feijdo-de-corda (Figura 10). Ela pertence a familia Fabaceae, a subfamilia
Faboideae, a tribo Phaseoleae e a subtribo Phaseolinae (VERCOURT, 1970). O género Vigna €
composto por mais de 200 espécies que sdo nativas de regides quentes em todos o0s continentes
(FERY, 2002). A localizacdo exata do centro de origem do feijao-de-corda € dificil de
determinar. Com base em variacGes genéticas e morfoldgicas em relacdo ao numero e a
distribuicdo geogréfica das variedades selvagens, bem como suas caracteristicas primitivas,
acredita-se que as espécies mais primitivas de Vigna unguiculata selvagem surgiram no Sul da
Africa. Essa espécie era comum em outras partes da Africa, na Europa e na india e somente
trazida para a América tropical por volta do ano 1700 pelos espanho6is com o comércio de
escravos (SINGH; MOHAN; DASHIELL, 1997).

2.5.2 Importancia econdmica e nutricional

2.5.2.1 Cultura de subsisténcia

O feijdo-de-corda € destaque na regidao Nordeste do Brasil, onde € a principal cultura
de subsisténcia na regido do Semi-arido. Também é essencial para apoiar a producdo de gado e
cereais em regides semi-aridas, servindo de forragem, protecdo contra a eroséo e eliminacéo de
algumas plantas parasitas (SILVA, 2005). A area plantada com feijao-de-corda no mundo € de
cerca de 12,5 milhdes de hectares, com 8 milhdes (64% do total mundial) na Africa Ocidental e
Central. As outras partes do mundo, onde o feijdo-de-corda é fortemente presente, estdo
localizadas na América do Sul, na América Central e na Asia, com areas também no Sudoeste da
Europa, no Sudoeste dos Estados Unidos e na Oceania (CITADIN; IBRAHIM; ARAGAO, 2011;
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SPRENT; ODEE; DAKORA, 2010). Entre todos os paises, 0s principais produtores sdo a
Nigeria, o Niger e o Brasil (QUIN, 1997). No Brasil, os principais produtores de feijao-de-corda
sdo os estados do Ceara (159.471 t), Piaui (58.786 t), Bahia (50.249 t) e Maranhdo (35.213 t), que
também tém as maiores &reas cultivadas (IBGE, 2001).

2.5.2.2 Valor nutritivo

O feijdo-de-corda é uma excelente fonte de proteinas (23-25%, em média) que
contém todos os aminoacidos essenciais, hidratos de carbono (62%), vitaminas, minerais, fibras
alimentares e pequena quantidade de lipidios e auséncia de colesterol. Ele é cultivado
principalmente para a producdo de graos, secos ou verdes, visando 0 consumo humano no seu
estado natural, na forma de enlatados ou desidratados (DUTRA; TEOFILO 2006).

2.5.2.3 Fixag&o de nitrogénio

O feijao-de-corda promove a fixacdo de nitrogénio por simbiose com bactérias de
nddulos (Bradyrhizobium sp.). Foi visto que o plantio de feijdo em cadeia mantém a reserva de
nitrogénio no solo e € capaz de aumentéa-lo (SINGH; MOHAN; DASHIELL, 1997).

2.5.3 Clima

2.5.3.1 As capacidades de resisténcia a seca

Apesar de ser considerada uma cultura tolerante a seca, as pesquisas mostraram que o
aparecimento de déficit hidrico durante a cultura do feijdo-de-corda, especialmente nos periodos
de floracéo e de enchimento de gréos, pode causar uma diminui¢do acentuada do rendimento. O
estresse hidrico também reduz o peso dos nddulos, o nitrogénio acumulado, a producdo de
nitrogénio e a producdo de matéria seca das plantas de feijdo-de-corda, especialmente quando o
estresse hidrico é imposto entre a segunda e a quinta semana apés o plantio (STANFORD et al.,
1990). Em estudo com base no efluxo de solutos de discos foliares tratados com polietilenoglicol,
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Vigna unguiculata revelou-se mais tolerante do que outras espécies de feijdo (VASQUEZ-
TELLO et al., 1990). Também neste critério, EI-Maarouf et al. (1999) caracterizaram o cultivar

EPACE-1 como sendo mais tolerante ao estresse hidrico que o cultivar IT83-D.

2.5.3.2 Impacto do ozbnio sobre o feijao-de-corda

Em relacdo ao ozbnio, as respostas do feijdo-de-corda ndo séo conhecidas. Alguns
trabalhos com Glycine max, uma espécie proxima de Vigna unguiculata, mostraram a
sensibilidade dessa cultura fabacea ao 0zénio em comparacdo com outras culturas (MILLS et al.,
2007, 2011).
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Figura 10 - Pranchas botanicas representando Vigna unguiculata (L.) Walp, anteriormente chamada Vigna sinensis.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal

Sementes de dois cultivares de Vigna unguiculata L. (Walp) foram utilizadas:
EPACE-1, desenvolvido e cedido pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Ceara e adaptada as
regides semi-aridas do Nordeste do Brasil; e 1T83-D, originario de regides Umidas da China e
fornecida pela equipe IPE — UMR 7816 da Université Paris-Est Créteil. Estudos anteriores
mostraram que esses dois cultivares toleram diferencialmente a seca: EPACE-1 sendo fortemente
tolerante e IT83-D sendo moderadamente tolerante a esse estresse ambiental (VASQUEZ-
TELLO et al., 1990).

3.2 Condicdes de cultura e tratamentos

As sementes de Vigna unguiculata foram esterilizadas com hipoclorito de calcio
Ca(OCl); 0,5% (v/v) durante 5 minutos para eliminacao de possiveis patdgenos presentes em seu
tegumento e entdo lavadas em agua corrente e depois com agua destilada (3 vezes). As sementes
descontaminadas foram germinadas individualmente em potes de plastico de 5 L contendo 0,4 Kg
de solo enriquecido (N/P/K 14/16/18; 1,2 kg.m™, Gramoflor) fertilizado com 15 g de granulos
nutritivos de liberacdo lenta (Nutricote T-100, N/P/K/MgO 13/13/13/2, Fertil). As plantas foram
cultivadas durante duas semanas em camaras de germinacdo (Figura 11) sob condigdes
controladas de luz (250 pmol.m™?.s™ no nivel das plantas por 14 horas), temperatura (25/20 °C
dia/noite) e umidade (UR 80%) e com irrigacdo diaria, mantendo-se o solo na capacidade de
campo. A aplicacdo de &gua foi feita de maneira a evitar a irrigacéo direta das folhas. Apés esse
periodo de desenvolvimento, as plantas foram transferidas para camaras fitotronicas (area bruta:
1,44 m? e 2 m de altura) (Figura 12), onde passaram por um periodo de aclimatacdo de uma
semana nas mesmas condicdes de luz, temperatura e umidade descritas acima. Em seguida, as
plantas de 3 semanas foram submetidas aos seguintes tratamentos por 14 dias: controle (C), seca
(S), ozbnio (O) e ozbnio e seca combinados (OS). As plantas controle foram expostas ao ar
ambiente e receberam 400 mL de agua por dia. A seca foi aplicada pela suspenséao da irrigacao e
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0 ozobnio foi imposto pela exposicdo das plantas a 120 £ 10 ppb de ozénio por fumigacdes
quotidianas de 12h (11-23h). O ozoénio foi produzido a partir de O, puro por dois geradores de
ozonio (0OZ500; Fischer, Bonn, Alemanha e CMG3-3; Innovatec Il, Rheinbach, Alemanha) e
continuamente monitorado por um analisador de ozbnio (O341M, Environnement SA, Paris,
Franca). Para as dosagens moleculares e bioquimicas, a primeira folha trifoliolada completamente
desenvolvida (folha n°® 1, a partir da base do caule) foi coletada ap6s 7 e 14 dias de tratamentos,
imediatamente congelada em nitrogénio liquido e conservada a -80 °C para as analises

posteriores.

Figura 11 - Camara de germinacdo onde as plantas foram cultivadas durante duas semanas sob condi¢des controladas
de luz (250 pmol.m™s™ no nivel das plantas durante 14 horas), temperatura (25/20 °C dia/noite) e umidade (UR
80%).

Fonte : Fotografia tirada pelo autor.
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Figura 12 - Camaras fitotronicas onde as plantas foram submetidas a um periodo de aclimatagdo de uma semana e
submetidas aos diferentes tratamentos

por 14 dias.

Fonte : Fotografias tiradas pelo autor. Legenda: A: Corredor que leva as 8 cAmaras; B: Porta de uma camara com as
plantas em seu interior; C: Cultura individual de plantas no interior de uma camara.

3.2.1 Procedimento de fumigacéo de ozonio

As plantas de EPACE-1 e de IT83-D foram distribuidas entre as 8 cémaras
fitotrénicas climatizadas e iluminadas por 5 lampadas a vapor de sédio (Son-T Agro, Philips)
produzindo um PPFD de 250 umol.m?.s™ ao nivel das plantas. Um dispositivo de fumigacéo de
ozo6nio funciona em 4 camaras dentre as 8. O ozdnio € produzido por dois geradores (0Z500
Fischer e CMG3-3 Innovatec Il) que separam as moléculas de oxigénio (O;) e as reassociam de
maneira aleatoria, produzindo as moléculas de ozénio que sdo injetadas no sistema de ventilagdo
das camaras. As plantas foram fumigadas continuamente durante 14 dias com periodo de
fumigacéo diaria de 12 horas, comecando 2 horas apos o inicio do fotoperiodo. A concentracdo
de ozbnio (120 + 10 ppb) foi medida duas vezes por hora através de um analisador de UV
(O341M, Environnement SA) associado a uma estacdo de aquisicdo de dados informatizada.
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3.3 Analises fisioldgicas

3.3.1 Medida da massa seca da parte aérea

O conjunto da biomassa aérea (caule e folhas) de plantas EPACE-1 e 1T83-D foi
separada das raizes, desidratada a 60 °C durante 48h e a sua massa foi medida em balanca
analitica apos 7 e 14 dias de tratamentos. Trés plantas por tratamento e por cultivar foram

medidas.

3.3.2 Medida do teor relativo de dgua

O teor relativo de agua (TRA) das folhas de plantas EPACE-1 e 1T83-D foi medido
apos 7 e 14 dias de tratamentos em discos foliares de 2 cm de diametro. A coleta foi feita em uma
folha trifoliolada desenvolvida (terceira ou quarta), na razdo de 1 disco por foliolo. Trés plantas
por tratamento e por cultivar foram medidas. Os discos rapidamente pesados para obtencdo da
sua massa fresca (MF) foram depois dispostos sobre papel filtro embebido com agua e deixados a
4 °C por 12 horas no escuro. Eles foram em seguida delicadamente enxugados e pesados para
obtencdo da massa tdrgida (MT). A secagem dos discos foi obtida em estufa a 60 °C por 12
horas, afim de se obter as massas secas (MS). Com isso, o teor relativo de agua foi calculado
com a seguinte féormula (WEATHERLEY, 1950):

TRA % = (MF-MS). 100/ (MT-MS)

3.3.3 Medida da fluorescéncia da clorofila

A emissdo da fluorescéncia in vivo foi medida apos 7 e 14 dias de tratamentos em um
dos foliolos da primeira folha trifoliolada completamente desenvolvida (4 plantas por tratamento
e por cultivar foram medidas), utilizando-se um fluorimetro de impulsdo modulada (FMS 1,
Hansatech). Os dados foram registrados em tempo real pelo programa Modfluor32.

Primeiramente, o tecido fotossintetizante (folha) foi mantido no escuro por um

i ini i és de uma pinga com sistema de clip “abre-fecha”. Durante a
eriodo minimo de 30 minutos através d ping t de clip “abre-fecha”. Durant
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adaptacdo ao escuro, todos os centros de reacdo dos fotossistemas séo totalmente oxidados. A
emissdo de fluorescéncia pela clorofila é entdo minima, definida como Fy (emissdo de luz pelas
moléculas de clorofilas a excitadas, antes da energia ser dissipada para o centro de reacdo do
fotossistema Il - PSII).

Em seguida, um pulso de luz saturante (> 10 000 pmol.m?.s™ por 1 s) foi aplicado

para obter a fluorescéncia maxima das folhas adaptadas ao escuro (F). A luz actinica (400

umol.m?2.s™) foi em seguida ligada para conduzir a fotossintese. Quando as folhas atingiram o
estado de equilibrio, a fluorescéncia no estado estacionario (F;) foi registrada. Um pulso de luz
saturante (>10 000 pmol.m™.s™ por 1 s) e um pulso escuro foram em seguida aplicados para obter
a fluorescéncia maxima (Fn’) e minima (Fo’) das folhas adaptadas a luz, respectivamente. Assim,
a relagdo F./Fr, que indica o rendimento quantico méaximo do fotossistema I, pode ser calculada
de acordo com a seguinte formula:

FJ/F.= (F-F)/IF,,

O rendimento quantico do PSII (®ps);), que corresponde a fracdo da energia luminosa
usada para a fotoquimica em uma folha adaptada a luz, pode ser calculado como mostrado
abaixo:

Opgy = (F°-F)/F,

3.3.4 Medida da condutancia estomatica ao vapor de agua

A condutancia estomatica ao vapor de agua foi medida apds 7 e 14 dias de
tratamentos em um dos foliolos da primeira folha trifoliolada completamente desenvolvida de
plantas EPACE-1 e 1T83-D utilizando-se um porémetro SC-1 portéatil (Decagon Devices, Inc.).
Quatro plantas por tratamento e por cultivar foram utilizadas e as medidas foram
sistematicamente efetuadas nas primeiras horas da manha (entre 9h e 11h), antes do inicio da

fumigacgéo de ozonio, no interior das camaras fitotronicas.
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3.3.5 Indices de exposi¢ao ao 0zonio e de dose de 0zonio

O indice AOT40 (dose cumulativa de ozbnio acima do limiar de concentracdo de
0z6Onio de 40 ppb, em ppb h sob uma iluminagdo minima de 50 W.m™) foi calculado pela soma
das diferencas entre as médias horarias de concentracdo de ozénio (em ppb) e um limiar de 40
ppb para todas as horas de luz, num periodo de tempo especificado (Mapping Manual of the
Convention on Long-Range Transboundary Air Pollution, 2004).

A absorgédo instantdnea de ozobnio foi calculada a partir do monitoramento da
concentracdo de 0z6nio e da condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), conforme descrito em
Bagard et al. (2008). O fluxo de 0zénio no mesofilo das folhas (Fos) é dado por:

Fos = gos ([Os]atm - [O3]int)

onde, gos é a condutancia estomatica ao 0zénio, [Oz]am € a concentracdo de 0z6nio na
camara e [Os]int € a concentracdo de ozdnio na folha. O ozbnio reage rapidamente na folha
(LAISK; KULL; MOLDAU, 1989) e [Os]inx é geralmente suposta ser nula (GRULKE;
PAOLETTI; HEATH, 2007). A condutancia estomatica ao ozonio estd relacionada a gs pela
seguinte férmula:
0o3=0, 663 gs

onde 0, 663 € a razdo entre o coeficiente de difusdo no ar de 0z6nio acima daquele do
vapor de d&gua (MASSMAN, 1998). A partir das duas equacdes anteriores, a absorcéo instantanea
de 0zonio (em nmol.m™.s™) pode ser expressa como:

Fos =0, 663 gs [O3]am

Como as plantas foram cultivadas sob condi¢fes controladas de luz, umidade e
temperatura, supde-se que gs permaneceu estavel durante os periodos diarios de fumigacdo. Por
conseguinte, um anico valor de gs foi usado para calcular as absor¢des horérias de 0zénio num
determinado dia. A condutancia estomatica ao vapor de agua foi registada conforme descrito na
secdo anterior, apds 7 e 14 dias de tratamentos. [Oz]am foi obtida a partir da concentracdo média
horaria de ozénio registrada nas camaras de fumigacdo. A absor¢cdo horaria de ozénio (em
mmol.m?2.h™) foi estimada pela integracdo da absorcdo instantanea (Fo3) acrescida de uma hora.
O fluxo estomatico acumulado ou dose fitotéxica de ozénio (POD, em mmol.m?) foi

determinado adicionando-se as absor¢cdes horarias de 0z6nio. Em auséncia de relacdo dose-
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resposta disponivel para Vigna ou espécies proximas, o POD foi calculado sem limiar de fluxo
instantaneo de ozonio (Mapping Manual LRTAP, 2004).

3.3.6 Acumulacéo de peroxido de hidrogénio nas folhas

A acumulacdo de peroxido de hidrogénio (H,0,) nas folhas de plantas EPACE-1 e
IT83-D foi estudada apds 14 dias de tratamentos utilizando a coloracdo por 3.,3’-
diaminobenzidina (DAB). A solugdo DAB (1 mg.mL™) foi infiltrada nos discos foliares de 1 cm
de didmetro por vécuo e os discos foram entdo deixados impregnar durante 24 horas no escuro.
Em seguida, os discos foram descoloridos em trés banhos sucessivos de etanol 95% e estocados
em glicerol 30%. As fotos foram adquiridas com um microscépio estereoscopico sob 0,8 x de

ampliacdo (Nikon SMZ1000) acoplado a uma camera digital (Nikon D70S).
3.4 Andlises bioquimicas
3.4.1 Extracao dos lipidios totais de folhas de feijdo-de-corda

Os lipidios totais de folhas de plantas EPACE-1 e IT83-D foram extraidos segundo o
método de Bligh e Dyer (1959), com modificacbes. As folhas foram maceradas em nitrogénio
liquido e aproximadamente 1g do pé resultante foi adicionado a 10 mL de agua destilada em
ebulicdo durante 2 minutos para interromper as atividades das enzimas lipoliticas. O homogenato
entdo obtido foi transferido para um tubo de vidro para centrifuga contendo 10 mL de metanol e
10 mL de cloroférmio. O tubo foi fortemente agitado para extrair os componentes hidrossolUveis
(fase metanol/agua) e os componentes lipossoluveis (fase cloroférmica). Uma centrifugacdo (em
centrifuga Jouan BR4) a 2000xg durante 15 minutos foi realizada em temperatura ambiente. A
fase inferior cloroférmica foi coletada em um tubo de vidro e o material vegetal foi novamente
extraido apos adicdo de 10 mL de cloroférmio, agitacdo e segunda centrifugagdo. A fase
cloroférmica foi coletada, misturada a primeira e o cloroférmio evaporado sob corrente de

nitrogénio. Os lipidios foram solubilizados em 1 mL de etanol/tolueno (1:4 v/v) e conservados a
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4 °C. Butilhidroxitolueno (BHT) a 0,01% foi adicionado as solugdes de extragdo para prevenir a

oxidacdo dos lipidios.

3.4.2 Separacdo das classes lipidicas por cromatografia de camada fina

O extrato lipidico (300 pL) proveniente de folhas de plantas EPACE-1 e IT83-D foi
utilizado para a separacdo das classes lipidicas por cromatografia de camada fina (CCF) (fase
estacionaria: placas de silica 20 x 20 cm, G40, Merck), com 95 mL de solucédo de Lepage (1967)
[cloroférmio/acetona/metanol/acido acético/agua (50/20/10/10/5 v/v)] como fase movel, dentro
de uma cuba para cromatografia hermeticamente fechada. As amostras migraram por
aproximadamente 2 horas até que a frente de migracdo se encontrasse a 2 cm da borda superior
da placa. Apo6s a migracdo, as diferentes classes lipidicas, devidamente separadas em bandas,
foram visualizadas sob luz UV ap6s pulverizacdo de primulina (10 mg/100 mL de acetona 80%)
(Figura 13). As bandas correspondentes a cada classe lipidica sobre a placa foram coletatas para

andlise por raspagem com uma espatula.
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Figura 13 - As diferentes classes de lipidios visualizadas sob luz UV apds pulverizagdo com primulina na placa de
CCF.

Fonte: Fotografia tirada pelo autor. Legenda: MGDG, monogalactosil-diacilglicerol; DGDG, digalactosil-
diacilglicerol; PC, fosfatidilcolina; PG, fosfatidilglicerol; PI, fosfatidilinositol; PE, fosfatidiletanolamina; PA, &cido
fosfatidico; DPG, difosfatidilglicerol; LN, lipidios neutros.

3.4.3 Metilacéo dos acidos graxos

Os lipidios totais e as classes lipidicas separadas por CCF foram saponificados com
soda metandlica 0,5 N (2 mL por amostra a ser tratada) e aquecimento a 65 °C por 15 minutos em
banho-maria. Os &cidos graxos obtidos foram metilados com trifluoruro de boro/metanol
(BF3CH30OH) (2 mL por amostra a ser tratada) e aquecimento a 65 °C por 15 minutos em banho-
maria. Um padrdo interno constituido de acido heptadecandico puro (17:0; 0,1% m/v em
metanol) é adicionado as amostras antes de sua metilacdo na razdo de 100 pL nos extratos totais e
50 pL nas amostras das classes lipidicas. Os ésteres metilicos de acidos graxos foram em seguida
extraidos pela adicdo de 10 mL de pentano e 2 mL de &gua destilada, com agitacdo. A fase

superior pentanica foi coletada e colocada a secar sob uma corrente de nitrogénio. Apds
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evaporacao, os ésteres metilicos de acidos graxos foram recuperados em 1 mL de pentano e

conservados a -20 °C.

3.4.4 Analise dos &cidos graxos por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria

de massa

Os ésteres metilicos de acidos graxos (EMAGs) dos lipidios totais e das classes
lipidicas de folhas foram separados utilizando-se um cromatografo gasoso (Clarus 680, Perkin
Elmer) equipado com uma coluna capilar em silica fundida (60 m de comprimento x 0,25 mm de
didmetro interior x 25 pm de espessura, Elite-WAX ETR, Perkin Elmer). 1 pL das amostras e das
misturas-padrao foi evaporado a 250 °C no cromatografo e introduzido na coluna por um sistema
de injecdo. O hélio foi utilizado como gas vetor com fluxo constante de 1 mL.min™®. A
temperatura do forno foi programada para aumentar de forma continua a partir de 75 °C até 200
°C com um tempo total de execucdo de 60 min. Os EMAGs foram separados de acordo com o
comprimento da cadeia carb6nica e com o grau de insatura¢do. Na saida da coluna, os ésteres
metilicos foram analisados através de ionizacéo eletrdnica (70 eV) com espectrdmetro de massa
quadripolo (Clarus 600, Perkin Elmer) e identificados comparando-se os dados espectrais a uma
base de dados NIST (National Institute of Standards Technology, Gaithersburg, Maryland). Uma
solucdo de pentano foi injetada entre cada amostra para a lavagem da coluna.

Os calibradores foram preparados a partir de uma mistura de padrdes disponivel
comercialmente (F.AM.E. Mix, C8-C22 unsaturates, Supelco) utilizando-se o 4cido
heptadecandico (17:0) como padrdo interno. Os calibradores foram analisados em trés replicatas e
curvas-padréo lineares foram estabelecidas para os ésteres metilicos dos cinco principais acidos
graxos presentes nos lipidios de membrana de folhas de Vigna (16:0, 18:0, 18:1; 18:2, 18:3)
(MONTEIRO DE PAULA et al., 1990) .

Para maximizar a sensibilidade e a especificidade, os EMAGs foram quantificados
em modo de registro mono-ion (single-ion-recording, SIR), onde apenas os fragmentos i6nicos
de interesse, previamente selecionados e registrados de acordo com o seu tempo de retengéo, séo

retidos para analise. Os espectros de massa dos EMAGs foram identificados utilizando-se a
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biblioteca comercial dos espectros de massa fornecida com o software do fabricante (TurboMass,
Perkin Elmer).

Para determinar a concentracdo de &cido graxo (em mg/gMS) em uma dada folha, as
respostas (areas dos picos) dos EMAGs foram normalizadas separadamente da resposta do
padrdo interno 17:0 e quantificadas usando-se a relagéo de calibracdo correspondente de acordo
com a seguinte férmula:

[A.G.] =) [(Aac/Ai70)la] x5/ MS

onde Aac corresponde a area do pico correspondente ao acido graxo de interesse, Az
representa a area do pico correspondente ao 17:0, ‘a’ corresponde a inclinacdo da reta padrao:
Aac/Ai70=T ([A.G.]), ‘5’ é o fator de diluicdo do extrato total (200 pL utilizados sobre 1000 pL
de extrato total) e MS corresponde a massa seca da folha.

O célculo das concentracdes de acidos graxos das classes lipidicas foi efetuado a
partir da formula acima utilisando-se 3,33 como fator de dilui¢do, pois 300 pL sobre um total
de 1000 pL foram utilizados para a metilacdo. Para determinar o teor de um dado lipidio, as
quantidades de &cidos graxos foram adicionadas e o resultado foi multiplicado por um coeficiente
de correcdo segundo o tipo de lipidio: MGDG=1,41; DGDG=1,69; PC=1,56; PG=1,54; PI=1,69;
PE=1,09; PA=1,09; DPG=1,09.

3.5 Analises moleculares

3.5.1 Extracdo de RNA total

O isolamento de RNA totais foi realizado com o kit de extragcdo — RNeasy Plant Mini
kit (Qiagen), seguindo-se as instrucdes do fabricante. As folhas, previamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazendas a -80 °C, foram maceradas em gral pré-resfriado contendo
nitrogénio liquido. Aproximadamente 70 mg do macerado foram transferidos para microtubos,
onde 450 uL de tampdo RLT (contendo isotiocianato de guanidina) e B-mercaptoetanol 1% (v/v)
foram adicionados. O B-mercaptoetanol inativa RNases. A mistura foi homogeneizada por
agitacdo em vortex durante 2 minutos, depois centrifugada (SpinMini Plus, Eppendorf) a 14 500

rpm durante 6 minutos. O sobrenadante foi coletado e colocado no topo de uma mini coluna do
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kit (QIAshedder spin column - lilas), acoplada a um tubo coletor de 2 mL. Uma centrifugacdo a
14 500 rpm por 2 minutos foi realizada e 225 pL de etanol 100% foram adicionados ao filtrado, o
que favorece a desnaturacdo e a ligacdo do RNA na proxima coluna. A mistura foi depositada
sobre uma outra coluna do kit (RNeasy mini spin column - rosa), acoplada a um tubo coletor de 2
mL e centrifugada a 14 500 rpm por 1 minuto para remocao de residuos de etanol. A coluna foi
transferida para um novo tubo coletor. O conteudo da coluna foi lavado com 350 pL de tampao
RW1 para centrifugacdo a 14 500 rpm por 1 minuto. Os RNA totais fixados na resina da coluna
foram tratados com 80 pL de DNase | em tampdo RDD (1:7 v/v) (Rnase-Free DNase Set,
Qiagen) durante 15 minutos, a temperatura ambiente (afim que a DNase atravesse inteiramente o
filtro e elimine os DNA restantes). Apds uma nova lavagem com 350 pL de tampdo RW1, trés
lavagens foram realizadas com 500 pL de tampao RPE. A cluigdo dos RNA totais foi realizada
com 30 pL de agua livre de RNase adicionada diretamente a coluna, deixando-a agir 5 minutos a
temperatura ambiente antes de uma centrifugacdo a 14 500 rpm por 1 minuto para a primeira
eluicdo. O filtrado foi depositado sobre a mesma coluna e novamente centrifugado a 14 500 rpm
por 1 minuto. O eluido final consiste no extrato de RNA total.

A concentracdo do RNA nos extratos totais foi avaliada por espectrofotometria
utilizando-se um NanoDrop™ ND-1000 (NanoDrop, Noryx) em comprimento de onda de 260
nm com 1 pL do extrato. A relagdo Agzsonm/A2sonm, que deve se situar entre 1,7 et 2,0, avalia a
pureza dos extratos. A integridade dos RNA extraidos foi avaliada por observacdo dos sinais
correspondentes as subunidades ribossomais 18S e 28S, apds eletroforese em gel de agarose
(1,5% m/v) em presenca de brometo de etidio (0,5 pg.mL™). A amostra (0,5 pg do extrato de
RNA totais) foi misturada ao tamp&o de carga (azul de bromofenol 2,5 mg.mL™, glicerol 60%,
agua destilada) e a eletroforese foi realizada em tampdo TAE 0,5x (TAE 50x: Tris-HCI 0,5M,
acido acético 50mM, EDTA 5mM, pH 7.4), numa cuba eletroforética acoplada a um gerador de
corrente (Mupid-one, Advance) regulado a 100 V por aproximadamente 30 minutos. Um
marcador de comprimento (fragmentos de DNA de 100 pb a 1000 pb, Smart Ladder, Eurogentec)
foi utilizado. A fluorescéncia do brometo de etidio foi detectada pela exposicdo do gel aos raios

ultravioleta e digitalizada por um sistema de imagem molecular (GelDoc, BioRad).
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3.5.2 Sintese do DNA complementar por transcricéo reversa

A sintese do DNA complementar (cCDNA) por transcricéo reversa (RT) foi realizada a
partir de 800 ng de RNA total extraido de folhas com o auxilio do kit SuperScript® Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen), segundo as instrugdes do fabricante.

A mistura seguinte: H,O sem RNase g.s.p. 11 pL, 800 ng de RNA total, 1 pL de
oligo dT18 20 pmol.uL™ e 1 pL de dNTP’s 10 mM foi colocada em termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf) a 65 °C durante 5 min, depois resfriada brutalmente a 4 °C por 1 minuto. A
essa mistura foram adicionados 4 pL de First Strand Buffer 5x, 1 uL de DTT 0,1 uM, 1 pL de
RNase Inhibitor e 4 unidades de SuperScript Il Reverse Transcriptase. A mistura foi incubada
no termociclador a 55 °C por 1 hora, depois a 70 °C por 15 minutos para desnaturacdo da

transcriptase reversa. Em seguida, os tubos foram armazenados a -20 °C.

3.5.3 Desenho dos iniciadores da cardiolipina sintase de Vigna unguiculata

As sequéncias gendmicas nas espécies da ordem Fabales, proximas a Vigna
unguiculata, foram obtidas por pesquisas na base de dados WGS (Whole Genome Sequencing) do
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e no Phytozome (http://www.phytozome.net/),
utilizando-se a ferramenta BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) com a sequéncia em
aminoacidos da cardiolipina sintase (CLS) de Arabidopsis thaliana (numéro de acesso:
NP_567273.1) como ‘isca’. Apenas um gene codificando para a CLS foi encontrado nessas
plantas. A anotacdo das sequéncias de éxons/introns dos genes codificando para a CLS das
espécies Phaseolus vulgaris, Glycine max e Cajanus cajan foi efetuada comparando-se suas
sequéncias genémicas obtidas com as sequéncias de RNAmM/ESTs disponiveis no GenBank. As
sequéncias deduzidas dos cDNA foram obtidas por eliminacdo de introns e juncdo dos éxons. As
sequéncias de aminoacidos deduzidas foram obtidas pela traducdo dos cDNA deduzidos
utilizando-se uma ferramenta de traducdo (http://web.expasy.org/translate/). Essas sequéncias de
aminoacidos em Phaseolus vulgaris, Glycine max e Cajanus cajan foram utilizadas para o
desenho dos iniciadores afim de se estabelecer a sequéncia de cDNA da CLS de Vigna

unguiculata. Para tanto, um alinhamento das sequéncias de aminoacidos da CLS de Phaseolus
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vulgaris, Glycine max e Cajanus cajan foi realizado (programa ClustalWz;
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). A partir das sequéncias-consenso identificadas, foi
observado que as extremidades N-terminal e C-terminal sdo bastante conservadas, 0 que permitiu
de criar um par de iniciadores no comeco e no fim da sequéncia, com 0 objetivo de clonar a

sequéncia codante completa (desde a primeira metionina ao codon de parada) em Vigna

unguiculata. As sequéncias de oligonucleotidios retidas (senso: 5’-
TAATGGTTCTGTTCCGCAAG-3’; antisenso: 5’-CAACTAGACCGAGTTTGATACT-3)
foram analisadas com 0 programa Net primer launch

(www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html) e em seguida enviadas a
empresa Eurofins MWG Operon para sintese. Os seguintes critérios foram avaliados para a
escolha das sequéncias oligonucleotidicas: porcentagem de residuos de G + C proxima de 50%;
Tm (temperatura de pareamento dos oligonucleotidios a matriz de DNA) compreendida entre 50

°C e 60 °C; probabilidade de dimerizacdo ou polimerizacao nula.
3.5.4 Amplificacdo do cDNA da cardiolipina sintase por PCR semi-quantitativa

O cDNA obtido a partir de folhas de plantas EPACE-1 ap6s 14 dias de tratamento
(ozbnio+seca) foi utilizado como matriz para a amplificagdo por PCR de uma sequéncia codante
inteira da cardiolipina sintase. O kit PCR Master Mix (Promega) incluindo DNA Polimerase de
tipo Taq (Thermus aquaticus DNA polimerase) a 50 unidades.mL™, dNTP 400 uM, MgCl, 3 mM
e um tampao de reacdo (pH 8.5) foi utilizado.

As misturas de reacdes PCR foram preparadas como segue: H,O sem RNase q.s.p.
25 pL, 2 pL de iniciador senso 5 uM, 2 uL de iniciador anti-senso 5 uM, 12,5 pL de Master Mix
2x (Tagq DNA polimerase 0,05 u.pL™?, tampéo de reacdo, MgCl, 4 mM e dNTP 0,4 mM) e 1 pL
de cDNA 50 ng.uL™. As reacdes PCR foram conduzidas no termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf) com o seguinte programa :

e Desnaturacdo preliminar: 95°C por 5 minutos.

e 40 ciclos de amplificacdo, incluindo as etapas sucessivas de: desnaturagdo: a 95
°C por 30 segundos, hibridizacdo: a 53 °C por 30 segundos, alongamento: a 72 °C por 2 minutos.

e Alongamento final : 72 °C por 10 minutos.
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Os resultados das amplificagdes por PCR foram verificados por eletroforese em gel
de agarose (1% m/v) em presenca de brometo de etidio (0,5 pg.mL™) com tampdo TAE 0,5x
(TAE 50x: Tris-HCI 0,5 M, &cido acético 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7.4) em uma cuba de
eletroforese acoplada a um gerador de corrente (Mupid-one, Advance) regulado a 100 V durante
aproximadamente 30 minutos. Um marcador de comprimento (fragmentos de DNA de 100 pb a
1000 pb, Smart Ladder, Eurogentec) foi utilizado. A fluorescéncia do brometo de etidio foi
detectada pela exposi¢cdo do gel aos raios ultravioleta e digitalizada por um sistema de imagem
molecular (GelDoc, BioRad).

3.5.5 Clonagem e sequenciamento do cDNA da cardiolipina sintase
3.5.5.1 Ligacdo de produtos de amplificacdo de PCR em um vetor de clonagem plasmidico

Um vetor plasmidico, pPGEM-T, do kit de clonagem pGEM-T® easy Vector system |
(Promega) foi utilizado para clonagem do DNA amplificado por PCR. A ligacao dos produtos de
PCR no vetor foi realizada nas seguintes condi¢bes: 5uL de tampéo de ligagdo 2x (Tris-HCI
60mM, pH 7.8, MgCl, 20mM, DTT 20mM, ATP 2mM, PEG 10%), 1 uL de solucéo do vetor
plasmidico (concentra¢do ndo comunicada pelo fabricante), 1 uL de DNA ligase T4 (3 unidades)
e 3 uL do produto de PCR. O todo foi incubado a 37 °C por 30 minutos.

3.5.5.2 Transformacéo de bactérias competentes

Bactérias competentes (Escherichia coli GT869, Stratagene) foram transformadas
com o plasmidio recombinante por choque térmico utilizando-se 10 pL do produto de ligacdo e
80 pL de bactérias competentes. A mistura realizada com o auxilio de uma ponteira de pipeta foi
incubada no gelo por 10 minutos, transferida para um banho-maria a 37 °C por 5 minutos e
imediatamente transferida para o gelo por 1 minuto. As bactérias transformadas foram cultivadas
em 400 pL de meio de cultura liquido LB (Luria-Bertani) (Bacto-Triptona 10 g.L™?, extrato de
levedura 5 g.L™, NaCl 170 mM, pH 7) a 37°C por 20 minutos (tempo de uma geracdo) afim de

expressar o gene de resisténcia a carbenicilina (antibiético analogo a ampicilina) presente no



87

plasmidio. Apo6s centrifugacdo (centrifuga SpinMini Plus, Eppendorf) a 14 500 rpm por 2
minutos, 300 pL do sobrenadante foram descartados. O restante da solucdo bacteriana
recombinate foi espalhada em meio de cultura sélido LB contendo carbenicilina 100 mg.mL™,
IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosidio) (100 mM) e X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
beta-D-galactopiranosidio) (4% m/v). As culturas bacterianas foram incubadas a 37 °C durante
16h.

O reconhecimento das coldnias bacterianas que integraram o vetor plasmidico
recombinante se faz com base na sua coloragdo, ja que o sistema pGEM-T® easy Vector system |
(Promega) é um sistema dito branco/azul (JACOB; MONOD, 1961). As coldnias brancas sdo
aquelas que potencialmente integraram um plasmidio recombinante, incluindo o produto de

amplificacdo por PCR.
3.5.5.3 Reagéo de PCR sobre coldnias bacterianas

Reacbes PCR foram realizadas sobre trés col6nias brancas para se verificar a
presenca do inserto. Cada uma das coldnias supostamente positivas foi repicada em meio LB
carbenicilina e ressuspensa em 45 pL de H,O sem RNase para concentrar o teor de DNA
plasmidico e aumentar a eficacia da PCR. 5 uL foram utilizados para a realizacdo das reacdes de
PCR nas seguintes condicdes: 1 pL de iniciador senso 5 uM, 1 pL de iniciador anti-senso 5 uM e
7 pL de Master Mix 2x (Taq DNA polimerase 0,05 u.uL™, tamp&o de reacdo, MgCl, 4 mM e
dNTP 0,4 mM) (Promega). As reacdes de PCR foram conduzidas em termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf) com o seguinte programa:

e Desnaturacao preliminar: 95°C por 5 minutos.

e 35 ciclos de amplificagéo, incluindo as etapas sucessivas de: desnaturagdo: a 95
°C por 30 segundos, hibridizag¢éo: a 50 °C por 30 segundos, alongamento: a 72 °C por 2 minutos.

¢ Alongamento final: 72 °C por 10 minutos.

Ao restante da solucdo de bactérias, 1 mL de meio LB liquido contendo 1 pL de
carbenicilina foi adicionado para incubacdo a 37 °C durante 1 hora. A amplifica¢do do inserto por
PCR foi verificada em gel de agarose 1%, utilizando-se 8 puL do produto de PCR. 50 uL dos

clones constatados positivos foram espalhados em placas de Petri e incubados a 37 °C durante a


http://fr.wikipedia.org/wiki/Jacques_Monod

88

noite, depois armazenados a 4 °C. O restante dos clones foi recolocado em cultura em 7,5 mL de

meio liquido LB com carbenicilina a 37 °C por 16 horas.
3.5.5.4 Minipreparagédo de DNA plasmidico

A minipreparacdo consiste em isolar e purificar o DNA plasmidico a partir de
bactérias. Para essa purificacdo, o sistema QIlAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) foi utilizado. 2
mL da cultura bacteriana foram centrifugados a 14500 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi
descartado. O precipitado bacteriano sera ressuspenso em 250 pL de solucdo de ressuspensao,
nos quais foram adicionados 250 pL de solucdo de lise e 10 pL de protease alcalina para inativar
as endonucleases e outras proteinas liberadas durante a lise das células bacterianas. A mistura foi
levemente agitada por inversdo do tubo (4 vezes) e deixada a temperatura ambiente por 5
minutos. A reagdo de lise foi parada pela adigdo de 350 pL de solucdo de neutralizagdo (que
permite a renaturagdo rapida do DNA plasmidico desnaturado durante a fase de lise) e leve
agitacdo. Apos centrifugacdo a 14500 rpm por 10 minutos, o sobrenadante contendo o DNA
plasmidico foi transferido para uma coluna do kit e centrifugado a 14500 rpm por 1 minuto. O
conteddo da coluna foi lavado com 750 pL de solucdo de lavagem contendo etanol por
centrifugacdo durante 1 minuto. O eluido foi descartado e a operacdo repetida com 250 uL de
solucdo de lavagem e centrifugacdo por 2 minutos. O DNA plasmidico foi eluido em 70 uL de
H,O sem RNase por centrifugacdo a 14 500 rpm durante 1 minuto, apds incubacdo de 1 minuto a
temperatura ambiente. A concentracdo em DNA plasmidico da solugdo eluida foi avaliada por
espectrofotometria (NanoDrop™ ND-1000, Nixor) a 260 nm utilizando-se 1 pL da amostra.

3.5.5.5 Sequenciamento do DNA

O DNA plasmidico purificado, contendo potencialmente uma sequéncia nucleotidica
codificando a cardiolipina sintase de Vigna unguiculata, foi enviado a empresa Genoscreen
(Lille, Franca) para sequenciamento (10 pL, de concentracdes variando entre 50 ng.uL™ e 200

ng.uL™). O sequenciamento foi realizado sobre as duas fitas a partir dos iniciadores universais T7
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e SP6 do plasmidio pGEM-Teasy. Apos analise manual dos eletroferogramas do sequenciamento,

as sequéncias nucleotidicas foram estudadas por bioinformatica.

3.5.6 Analise das sequéncias de nucleotidios de VUCLS por bioinformética

A sequéncia de aminoacidos da VUCLS sequenciada foi deduzida utilizando-se uma
ferramenta de traducdo (http://web.expasy.org/translate/). Um alinhamento das sequéncias de
aminoacidos da CLS de Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris, Glycine max e Cajanus cajan foi
realizado e a porcentagem de identidade entre essas espécies foi verificada utilizando-se o
programa ClustalW2 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Uma arvore filogenética,
utilizando-se as sequéncias de aminoacidos da CLS em uma espécie representativa das
dicotiled6neas (Arabdopsis thaliana, numéro de acesso Genbank: NP_567273.1), uma espécie
representativa das monocotileddneas (Oryza sativa) e das espécies representativas da ordem
Fabales, foi construida com o auxilio de um algoritimo neighbor-joining através do programa
MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2013). Para tanto, a
anotacdo das sequéncias de éxons/introns dos genes que codificam para a CLS das espécies
Arachis hypogaea, Cicer arietinum, Lotus japonus, Lupinus angustifolius, Medicago truncatula,
Oryza sativa, Trifolium pratense e Vigna angularis foi efetuada comparando-se as sequéncias
genbmicas obtidas com as sequéncias de RNAmM/ESTs disponiveis no GenBank. As sequéncias
deduzidas dos cDNA foram obtidas por eliminacdo de introns e a juncdo dos éxons. As
sequéncias de aminoacidos deduzidas foram obtidas pela traducdo dos cDNA deduzidos
utilizando-se uma ferramenta de traducéo (http://web.expasy.org/translate/).

3.5.7 Desenho dos iniciadores da cardiolipina sintase de Vigna unguiculata para PCR em

tempo real

Iniciadores especificos foram desenhados afim de se estudar a expressdo génica da
cardiolipina sintase de Vigna unguiculata por PCR em tempo real (ou PCR quantitativa, qPCR).
A partir da sequéncia do cDNA sequenciado, um alinhamento com as sequéncias do cDNA
codificando para a CLS de Phaseolus vulgaris, Glycine max e Cajanus cajan foi realizado
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utilizando-se o programa ClustalW2 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). As provaveis
junc@es éxon/éxon na sequéncia de VUCLS foram encontradas por comparagdo com as sequéncias
das outras especies. Uma sequéncia genémica foi obtida pela inser¢do dos introns hipotéticos
para orientar o programa PerlPrimer versdo 1.1.21 (MARSHALL, 2004) a desenhar os
iniciadores nas juncdes éxon/éxon, o que pode garantir que o iniciador ndo se ligue ao DNA
genémico em caso de contaminacdo durante a etapa de extracdo de RNA. Sequéncias de 20
nucleotidios foram selecionadas como iniciadores especificos para amplificar um fragmento de
116 pares de base (Tabela 1). As sequéncias de iniciadores foram verificadas: porcentagem de
residuos de G + C préximo de 50%; Tm (temperatura de pareamento dos oligonucleotidios a
matriz de DNA) compreendida entre 50 °C e 60 °C; probabilidade de dimerizacdo ou
polimerizacdo nula. As sequéncias de oligonucleotidios foram encomendadas a empresa MWG
Biotech AG (Ebersberg, Alemanha).

3.5.8 Analise da expressao de genes do metabolismo dos lipidios por PCR em tempo real

A expressdo dos genes do metabolismo dos lipidios de membranas de folhas foi
analisada por PCR em tempo real com auxilio do kit Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), contendo o tampdo de reacdo e a enzima, em placas de 96 pocos
(MicroAmp, Applied Biosystems) em termociclador StepOne Plus Real Time PCR (Applied
Biosystems).

A PCR em tempo real permite uma andlise quantitativa da expressao de genes de
interesse. A curva de amplificacdo PCR em funcdo dos ciclos sucessivos pode ser estabelecida a
partir das intensidades de fluorescéncia do SYBR Green presente no meio de rea¢do. O SYBR
Green é um agente que se intercala no DNA dupla-fita e que, apos excitacdo pela luz emitida
pelo sistema dtico do termociclador, emite uma fluorescéncia verde. A detecgéo da fluorescéncia
no fim da etapa de alongamento de cada ciclo da reacdo de PCR permite medir em tempo real a
guantidade de DNA sintetizado.

Os produtos de RT foram utilizados como matriz para as reacdes de gPCR utilizando-
se oligonucleotidios especificos de Vigna unguiculata e correspondentes a diversos genes (Tabela
1).
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Tabela 1 - Genes selecionados para analise de expressdo; produto génico; sequéncias (senso e anti-senso) dos
oligonucleotidios especificos de V. unguiculata utilizados como iniciadores nas rea¢des de gPCR; tamanho esperado
dos fragmentos amplificados por reacdo de qPCR; N° de acesso no GenBank.

Tamanho
Gene de Produto Iniciador senso (s) e do
) . o . N° de acesso
interesse génico Iniciador antisenso (as) fragmento
amplificado
Cardiolipina (s) 5 CCTTCTCCCGATTACTTTCC 3’
VUCLS . 116 pb -
sintase (as) 5> GTATCCATCCAGCCAATCAG 3’
MGDG (s) 5> GTCCATCCACTGATGCAGCAC 3’
VUMGD1 ) 165 pb DQ205521
sintase (as) 5> TTGCGCAACATCTGTTGTAGG 3’
MGDG (s) 5> GTCCATCCACTGATGCAGCAC 3’
VUMGD2 _ 232 pb EF466098
sintase (as) 5> ATTGACCCTTCACAAGAACC 3’
DGDG (s) 5 GTAATTTGCAATGTTCATGGTGT 3’
VuDGD1 o (as) 5" TCTGAACTTCATTAGCATCCTCTC 235 pb DQ205523
sintase
3 9
DGDG (s) 5> TGCACAGCCTACTAATGCTGAG 3’
VuDGD2 _ 243 pb EF466099
sintase (as) 5 TGCAAGGTATGTGGAATAGCAC 3’
o3 fattyacid  (s) 5> GCTTCAATCTTGAGTCCTATGG 3’
VUFAD7 119 pb EU180596
desaturase 7 (as) 5 CCAACCTTGGAGGAGCTGGAC 3’
o 3 fatty acid  (s) 5 ACCAGTTCTTGGTCAATATTACCG 3’
VuFADS8 213 pb EU180595
desaturase 8 (as) 5> CAGTGACTTCTCTCAGTCTTC 3°
Patatin-like
VUPATL linid | (s) 5 TTTGCTTGCTTTCCTCGAAT 3’ 205 ph
u ipid acy p
(as) 5 CGGGAAGATTTTTGGGGTAT 3’ AF318315
hydrolase
. (s) 5> TCTGCCAACATCAACCAGAG 3’
VuPLD1 Fosfolipase D 125 pb U92656

(as) 5 ATGCGGAAACCGTAGACTTG 3°

Fonte : Elaborada pelo autor.

Os niveis de expressdo de quatro potenciais genes de referéncia foram testados nas

amostras correspondentes a todas as condigfes experimentais estudadas (Tabela 2). O gene

VUEF1-« foi expresso constitutivamente em todas as condicdes e escolhido para interpretacéo dos
resultados pelo programa GeNorm (VANDESOMPELE et al., 2002).
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Tabela 2 - Genes de referéncia testados; produto génico; sequéncias dos oligonucleotidios especificos de V.
unguiculata utilizados como iniciadores nas reac6es de gPCR; tamanho esperado dos fragmentos amplificados por
reacdo de gPCR; N° de acesso ho GenBank.

Tamanho
Gene de Produto Iniciador senso (s) e do
) o o ) N° de acesso
interesse génico Iniciador antisenso (as) fragmento
amplificado

Fator de
(s) 5 GTAACAAGATGGATGCCACC 3’
VUEF1-a  alongamento 90 pb GH621148
5 (as) 5 CCACTTTCTTCAAATACGAGGAG 3’
da traducéo

) (s) 5> CTCAGCAGAGCGTGAAATTG 3’
VUACTIN1 Actina 87 pb FR839671
(as) 5 TTGGATGTCTCCAGCTCTTG 3’

Proteina
. (s) 5 ATTTGGTCACGGAGATCGAC 3’
VuS19 ribossomal 111 pb GH619001
(as) 5> ATGACCCACTTTTCCCTCAG 3°

S19
RNA da
subunidade (s) 5> AATGGTCCGGTGAAGTGTTC 3’ 122 pb
VUARN18S | JF430412
ribossomal  (as) 5> CCTACGGAAACCTTGTTACGAC 3’
18S

Fonte : Elaborada pelo autor.

Os meios de reacdo de 20 pL elaborados nos pogos das placas contém os seguintes
elementos: 3 puL de H,O sem RNase, 3 pL de iniciador senso 5uM, 3 pL de iniciador antisenso
5uM, 10 pL de SYBR Green 2x e 1 pL de matriz cDNA diluida a 4 ng.uL™ ou de H,O sem
RNase (para o controle negativo).

As condigdes de amplificacdo (40 ciclos) foram as seguintes:

e 10 minutos a 95 °C (ativacdo da Taq polimerase)

e 15segundos a 95 °C (fase de desnaturagao)

e 30 segundos a 57-62 °C (hibridizacdo dos iniciadores e do fluoroforo)
e 30 segundos a 72 °C (alongamento)

e 15segundosa95 °C

e I1minutoa60°C

e 15segundosa9s°C



93

A curva-padréo foi testada. Ela representa os valores de Ct (nimero de ciclos apds o
qual a fluorescéncia atinge um valor limiar fixado pelo aparelho) em funcdo do log das
concentracdes de moléculas-alvo fixadas, a partir de diluicGes seriadas de uma amostra padréo
(aqui, cDNA de Vigna unguiculata). Com a curva-padrdo, o Ct obtido de uma amostra de
concentracdo desconhecida vai ser traduzido em concentracdo de moléculas-alvo.

No total, 18 placas foram utilizadas para as analises de gPCR: 9 placas reservadas
para as amostras com 7 dias de tratamentos e 9 placas para as amostras com 14 dias de
tratamentos. Sobre cada placa foram depositados os meios de reagdo correspondentes a 1
replicata bioldgica (das 3 replicatas obtidas para cada ponto experimental) em duplicata técnica, a
trés dos nove genes de interesse e ao gene de referéncia escolhido (VUEF1-a), ao cDNA
calibrador (de concentracdo escolhida em testes anteriores de curva-padrdo) e ao controle
negativo (H,O sem RNase). Dos 96 pocos presentes em cada placa, somente 80 foram utilizados
(Figura 14).

Figura 14 - Vis&o simplificada da disposicdo das amostras em uma placa de gPCR.
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» c S 0 0s C s 0 0S | ona
E E 7/14 7/14 714 714 714 714 714 7114 calib C}IZD
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] |
I EPACE {1 1T83 .

Fonte: Confeccionado pelo autor. Legenda: O gene de referéncia, os genes de interesse e o calibrador foram
analisados simultaneamente na mesma corrida. C-controle, S-seca, O-0zdnio, OS-0z6nio+seca.
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Para o calculo da expressédo relativa (E.R.), os deltas (A) de C; (do calibrador e da
amostra) para 0 gene de interesse foram normalizados em relagdo aos A de C; para o gene de

referéncia (VUEF1-«), de acordo com a formula abaixo:

Ct - Ct .
2 4o catibrador "'amosta. (Para o gene de interesse)

E.R. caiibrador. = (Ct o )
2 " docalibrador  amostra.  (Para o gene de referéncia)

E.R. = Expressdo Relativa

Ct = nimero de ciclos necessarios para atingir o limiar de deteccéao
3.5.9 Analises estatisticas

Como descrito nas legendas das figuras apropriadas, os parametros foram medidos
em 3 ou 4 plantas por tratamento, consideradas como repeti¢es bioldgicas independentes. A
cada ponto de tempo e para um dado cultivar, os dados provenientes dos diferentes tratamentos
(controle, C; seca, S; oz6nio, O; oz6nio+seca, OS) foram submetidos a uma andlise de variancia
(ANOVA) unidirecional, seguida pelo teste post-hoc de Tukey (oo = 0, 05). Os sub-conjuntos
homogénios separados estdo indicados por letras (ou simbolos) apropriados. A andlise estatistica

foi realizada com o auxilio do programa R (R Core Team 2013).
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4 RESULTADOS

4.1 Respostas fisioldgicas de plantas de Vigna unguiculata a seca e ao 0zénio

As respostas fisioldgicas de plantas de Vigna unguiculata a seca e ao ozoénio,
sozinhos ou em combinacgdo, foram analisadas ap0ds 7 e 14 dias de tratamentos (Figuras 15 a 18).

O tratamento seca, sozinha (S) ou combinada ao ozonio (OS), teve um efeito
significativo nos dois cultivares de feijao-de-corda no &mbito da planta como um todo ja com 7
dias. Nesse periodo, esses tratamentos reduziram a producdo de biomassa, representada pela
massa seca da parte aéria (MSPA), dos dois cultivares em aproximadamente 40%, comparado ao
tratamento controle, e, apds 14 dias, a diminuicdo foi em torno de 70%. Em 1T83-D, uma reducéo
de aproximadamente 40% da MSPA foi observada em reposta ao 0z6nio ap6s 7 dias, comparado
ao controle (Figura 15).

O teor relativo de agua (TRA) dos dois cultivares de feijao-de-corda foi reduzido
significativamente em torno de 20% ap0s 14 dias de tratamento com seca isolada e combinada ao
0z6nio, quando comparado ao tratamento controle. Entretanto, o tratamento com ozénio néao
causou nenhum efeito significativo no TRA das plantas (Figura 16).

A capacidade fotossintética, também chamada de rendimento quéantico maximo do
PSII (expresso como F./Fy), das folhas dos dois cultivares ndo foi afetada de maneira
significativa pelos diferentes tratamentos (Figura 17a). Em revanche, a atividade fotossintética
(®psi) Nos dois cultivares foi reduzida significativamente em torno de 35% em resposta a seca
sozinha ou combinada ao 0z6nio, ap6s 14 dias, comparado ao controle (Figura 17b).

A condutancia estomatica (gs), em resposta aos tratamentos seca e seca+ozo6nio, foi
reduzida significativamente em torno de 60% em EPACE-1 ap6s 7 dias e aproximadamente 90%
nos dois cultivares apos 14 dias, comparado ao tratamento controle. Além disso, apds 7 dias, a
condutancia estomatica mostrou uma tendéncia a reducdo pelo tratamento com ozonio de 40 a
50% nos dois cultivares, comparado ao controle. No entanto, apds 14 dias, esse tratamento
causou uma tendéncia em reduzir a condutancia estomatica somente em EPACE-1, ja que em
IT83-D a condutancia estomatica das plantas submetidas ao 0zonio estava tdo alta quanto aquela
das plantas do controle (Figura 18).
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Figura 15 - Massa seca da parte aérea de plantas de Vigna unguiculata (cultivares EPACE-1 e 1T83-D) submetidas
aos seguintes tratamentos: controle, seca, 0z6nio, 0zbnio + seca.
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Fonte : Elaborada pelo autor. Legenda: controle (C, barras em preto), seca (S, barras em cinza escuro), ozénio (O,
barras em cinza claro), 0z6nio + seca (OS, barras em branco). As medidas foram realizadas 7 e 14 dias apés o inicio
dos tratamentos. As médias + SEM estdo indicadas (n = 3-4). As letras indicam os sub-conjuntos homogénios a cada
ponto de tempo para um dado cultivar (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc de Tukey, o = 0,05).
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Figura 16 - Teor relativo de agua de plantas de Vigna unguiculata (cultivares EPACE-1 e 1T83-D) submetidas aos
seguintes tratamentos: controle, seca, 0zénio, 0zdnio + seca.
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Fonte : Elaborada pelo autor. Legenda: controle (C, barras em preto), seca (S, barras em cinza escuro), ozénio (O,
barras em cinza claro), 0z6nio + seca (OS, barras em branco). As medidas foram realizadas 7 e 14 dias apés o inicio
dos tratamentos. As médias + SEM estdo indicadas (n = 3-4). As letras indicam os sub-conjuntos homogénios a cada
ponto de tempo para um dado cultivar (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc de Tukey, o = 0,05).
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Figura 17 - (a). Rendimento quantico maximo do PSII (F,/Fy,) e (b). Rendimento maximo do PSII (®ps),) de plantas
de Vigna unguiculata (cultivares EPACE-1 e 1T83-D) submetidas aos seguintes tratamentos: controle, seca, ozonio,

0zobnio + seca.
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Fonte : Elaborada pelo autor. Legenda: controle (C, barras em preto), seca (S, barras em cinza escuro), ozénio (O,
barras em cinza claro), 0zonio + seca (OS, barras em branco). As medidas foram realizadas 7 e 14 dias ap0s o inicio
dos tratamentos. As médias + SEM estdo indicadas (n = 3-4). As letras indicam os sub-conjuntos homogénios a cada
ponto de tempo para um dado cultivar (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc de Tukey, o = 0,05).
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Figura 18 - Condutancia estomética (gs) de plantas de Vigna unguiculata (cultivares EPACE-1 e 1T83-D) submetidas
aos seguintes tratamentos: controle, seca, 0z6nio, 0zbnio + seca.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: controle (C, barras em preto), seca (S, barras em cinza escuro), 0zénio (O,
barras em cinza claro), 0z6nio + seca (OS, barras em branco). As medidas foram realizadas 7 e 14 dias apés o inicio
dos tratamentos. As médias + SEM estdo indicadas (n = 3-4). As letras indicam os sub-conjuntos homogénios a cada
ponto de tempo para um dado cultivar (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc de Tukey, o = 0,05).
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4.2 Indices de exposicdo ao 0zonio e de dose de ozonio, lesdes foliares e acumulacéo de

peroxido de hidrogénio nas folhas

Ao longo dos 14 dias de tratamentos, a concentracdo de ozonio (média durante 12 h
de fumigacdo), bem como o indice de exposicdo ao 0z6nio (AOT40; concentracdes de ozbnio
acumuladas acima de um limiar de 40 ppb) foram analisados em quatro camaras de fumigacéo e a
dose fitotoxica de ozonio (PODy; expresso como fluxo estomatico de ozdnio acumulado) foi
também calculada (Tabela 3).

As plantas dos dois cultivares, EPACE-1 e 1T83-D, submetidas aos tratamentos com
0z6nio sozinho e combinado a seca, foram expostas a uma concentracdo média de 12h de o0z6nio
de 130,4 ppb. No final do periodo de fumigacéo, o indice de exposi¢do ao 0z6nio dessas plantas,
AOT40, fundamentado sobre as concentracdes de 0zo6nio, atingiu um valor de 16,7 ppm h em
média (Tabela 3).

Apo6s 14 dias de tratamento com ozonio isolado, a absor¢do estomatica de ozoénio,
POD,, foi de 3,8 mmol.m? em EPACE-1 e de 4,6 mmol.m? em IT83-D. Quando se compara 0s
valores de PODy de plantas expostas ao tratamento combinado com aqueles de plantas expostas
ao 0zonio isolado, uma diminuicéo de 23,7% (de 3,8 mmol.m™ para 2,9 mmol.m*) em EPACE-1
e de 32,6% (de 4,6 mmol.m™ para 3,1 mmol.m™) em IT83-D foi observada (Tabela 3).

A perda do aspecto brilhante das folhas, sintomas visiveis de lesGes sob a forma de
manchas marrons-escuras na face superior das folhas, bem como sintomas de acumulacdo de
peroxido de hidrogénio, constatados pela coloracdo por DAB nos discos foliares coletados apds
14 dias, foram analisados nos dois cultivares. Esses sintomas foram observados principalmente
nas plantas submetidas ao tratamento com ozonio, com uma maior extensdo em 1T83-D que em
EPACE-1. A amplitude da lesdo foliar foi muito menos significativa nas plantas do tratamento
combinado que nas plantas tratadas com ozonio isolado. Além disso, o peroxido de hidrogénio
nédo pdde ser detectado nas folhas submetidas ao tratamento combinado (Figura 19).

As plantas dos dois cultivares submetidas aos tratamentos controle e seca foram
expostas ao ar de carbono filtrado e portanto nem lesdes necroticas visiveis sobre as folhas nem

acumulacao de H,O, puderam ser observados (Figura 19).
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Tabela 3 - Média de 12 horas de concentracdo de 0zdnio, indice de exposi¢do ao 0z6nio (AOT40, concentragdes de
0z0Onio acumuladas acima de um limiar de 40 ppb) e absor¢do estomética (POD,, dose fitotdxica de ozdnio expressa
como fluxo estomatico de 0zdnio acumulado), onde as plantas de feijao-de-corda (cultivares EPACE-1 e I1T83-D)
foram submetidas aos seguintes tratamentos: controle (C), seca (S), ozbnio (O), 0z6nio + seca (OS).

Cultivar Tratamento [O3] (Média 12h) (ppb) AOT40 PODy
(ppm h) (mmol.m?.s?)

EPACE-1 C i ] -

S

@] 38+0,7

+ +

oS 130,4 £5,2 16,7+1,0 29405
IT83-D C i ) -

S -

@) 4612

oS 130,4 £5,2 16,7+1,0 31+14

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: As médias + desvio-padrdo estdo indicadas (n = 4). A concentracdo de 0zonio
e 0 AOT40 foram calculados a partir dos valores registrados em 4 cdmaras idénticas. A absorcéo estomatica de
0zbdnio (POD,) foi calculada a partir de 4 replicatas bioldgicas. As plantas do controle (C) e da seca (S) foram
alimentadas em ar filtrado de carbono ativado e as concentragdes de 0zdnio foram proximas de zero.
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Figura 19 - Deteccéo de perdxido de hidrogénio com uma coloragdo de DAB nas folhas de Vigna unguiculata
(cultivares EPACE-1 e IT83-D) expostas aos seguintes tratamentos: controle (C), seca (S), 0z6nio (O), 0zdnio + seca
(0S).

C S O OS
i
=
b2
=%
=
)
e 2
e
e

Fonte: Fotografias tiradas pelo autor. Legenda: Os discos foliares foram recolhidos e coloridos apds 14 dias de
tratamento. As fotos sdo representativas de trés repeticfes bioldgicas independentes. As setas pretas indicam as
manchas em marrom-escuro causadas pela acumulacdo de perdxido de hidrogénio. Nenhuma marcacédo especifica foi
observada nas folhas do controle tratadas com o acido ascorbico (dados ndo apresentados). DAB: 3,3 '-
diaminobenzidina.
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4.3 Teor de lipidios totais nas folhas de feijdo-de-corda

Os teores de lipidios totais de folhas de plantas de feijdo-de-corda (cultivares
EPACE-1 e IT83-D) em resposta aos diferentes tratamentos foram medidos. Nos dois cultivares,
nenhuma modificagéo significativa foi observada em resposta aos tratamentos em comparacéo ao
controle nem apds 7 nem apo6s 14 dias. No entanto, apos 14 dias, as plantas do cultivar EPACE-1
mostraram uma tendéncia em aumentar em torno de 35% seu teor de lipidios totais em resposta
ao ozonio, enquanto que as plantas do cultivar 1T83-D mostraram uma tendéncia a reducdo de

aproximadamente 45%, comparado ao controle (Figura 20).

Figura 20 - Teor de lipidios totais de folhas de plantas de Vigha unguiculata (cultivares EPACE-1 e 1T83-D)
submetidas aos seguintes tratamentos: controle, seca, 0zénio, 0zdnio + seca.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: controle (C, barras em preto), seca (S, barras em cinza escuro), 0zonio (O,
barras em cinza claro), 0zonio + seca (OS, barras em branco). As medidas foram realizadas 7 e 14 dias ap0s o inicio
dos tratamentos. As médias + SEM estdo indicadas (n = 3). As letras indicam os sub-conjuntos homogénios a cada
ponto de tempo para um dado cultivar (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc de Tukey, o = 0,05).
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4.4 Composicdo em acidos graxos dos lipidios totais

Alteracdes no total dos teores de acidos graxos dos lipidos totais das folhas foram
analisadas nos dois cultivares em resposta aos estresses de seca e de ozonio, isolados ou em
combinacéo (Tabela 4).

O acido graxo 18:3 foi o mais abundante nas folhas de Vigna unguiculata,
representando em torno de 80% dos &cidos graxos totais. Interessantemente, quando se compara
as plantas EPACE-1 apds 7 dias para 14 dias em todos os tratamentos, é possivel observar uma
diminuicdo acentuada da proporcao de 18:3 (que passou de aproximadamente 80% para em torno
de 50%) com o tempo, enquanto que o teor de 18:0 mostra um aumento na proporcao (que passou
de aproximadamente 1% para em torno de 30%). Apds 14 dias, as plantas EPACE-1 tratadas com
seca isolada ou em combinacdo com o0 0zdnio mostraram uma diminuicdo nas proporcdes do
acido graxo insaturado 18:1, que passou de aproximadamente 1% nas plantas controle para em
torno de 0,3% nas plantas tratadas. No cultivar 1T83-D, esses tratamentos causaram uma reducao
das proporcbes do acido graxo saturado 18:0 no mesmo periodo, comparado ao controle. O
tratamento com 0z6nio causou uma reducdo do acido graxo insaturado 18:3 (que passou de 84%
para 75%), compensada pelo aumento da propor¢do do &cido graxo saturado 16:0 (que passou de
8% para 15%) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Composicdo em acidos graxos dos lipidios totais nas folhas de plantas de Vigna unguiculata (cultivares
EPACE-1 e IT83-D) submetidas aos seguintes tratamentos: controle (C), seca (S), ozénio (O), 0z6nio + seca (OS).

AGT
Cultivar  Tempo (d) Tratamento %016:0 %18:0 %18:1 %18:2 %18:3
EPACE-1 7 C 8,0 0,7 0,3 35 87,6
S 8,1 1,0 0,2 4,2 86,5
O 8,1 0,9 0,2 4,3 86,6
OS 8,9 11 0,3 5,0 84,8
14 C 6,4 36,1 1,0 3,6 52,9
S 6,0 35,8 0,3 2,6 55,3
o 5,9 36,7 0,6 3,2 53,5
0OS 5,2 36,7 0,3 2,7 55,1
IT83-D 7 C 8,8 1,2 0,3 4,1 85,6
S 9,1 1,2 0,5 4,2 85,0
O 8,6 11 0,5 4,4 85,4
OS 7,9 1,1 0,2 4,1 86,7
14 C 8,3 3,2 0,6 3,9 84,0
S 8,5 1.3 0,4 4,4 85,4
O 15,0 3,9 0,5 54 75,2
0S 7,7 1,3 0,3 4,2 86,6

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: Os valores sdo expressos em porcentagem do teor total de &cidos graxos a
partir de trés repeti¢des bioldgicas independentes (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc de Tukey, a. = 0,05).
AGT, acidos graxos totais; 16:0, acide hexadecandico; 18:0, acido octadecandico; 18:1, &cido-9-octadecandico; 18:2,
acido-9,12-octadecadiendico; 18:3, acido-9,12,15-octadecatriendico.
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4.5 Teor de galactolipidios nas folhas de feijao-de-corda

Os teores dos galactolipidios monogalactosil-diacilglicerol (MGDG) et digalactosil-
diacilglicerol (DGDG), as classes de lipidios dominantes nos tecidos das folhas de feijao-de-
corda, foram analisadas em resposta aos diferentes tratamentos (Figura 21).

O tratamento de seca ndo teve nenhum efeito significativo sobre o teor de MGDG,
enguanto que o tratamento com o0zénio causou uma reducéo de seu teor nos dois cultivares. Apds
7 dias, o teor de MGDG j& comecou a mostrar uma tendéncia a diminuicdo nos dois cultivares em
resposta ao ozonio. Apos 14 dias, as redugdes foram mais acentuadas: o teor desse galactolipidio
foi reduzido 48% em EPACE-1 e 77% (significativemente) em 1T83-D, comparado ao controle.
Em reposta ao tratamento de 0zonio e seca combinados, a diminuicao do teor de MGDG é menos
importante que aquela resultante do tratamento com ozonio isolado nos dois cultivares: apés 14
dias de tratamento, o teor de MGDG foi reduzido 25% em EPACE-1 e 53% em IT83-D, em
comparagao ao controle (Figura 21a).

O teor de DGDG mostrou um perfil similar ao de MGDG em resposta aos
tratamentos, porém com reducfes em menor extensdo. Da mesma maneira, a seca nao teve efeito
sobre o teor de DGDG. No entanto, apds 14 dias, 0 0zdnio causou uma reducdo de 32% (ndo
significativa) em EPACE-1 e de 64% (significativa) em IT83-D, comparado ao controle. O
tratamento combinado, no mesmo peiodo, causou uma tendéncia a reducdo do teor de DGDG de
17% em EPACE-1 e de 50% em IT83-D, comparado ao controle (Figura 21b).
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Figura 21 - Teor de MGDG (a) e de DGDG (b) nas folhas de plantas de Vigna unguiculata (cultivares EPACE-1 e
IT83-D) submetidas aos seguintes tratamentos: controle, seca, 0z6nio, 0zdnio + seca.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: controle (C, barras em preto), seca (S, barras em cinza escuro), 0zénio (O,
barras em cinza claro), 0zonio + seca (OS, barras em branco). As medidas foram realizadas 7 e 14 dias ap0s o inicio
dos tratamentos. As médias + SEM estdo indicadas (n = 3). As letras indicam os sub-conjuntos homogénios a cada
ponto de tempo para um dado cultivar (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc de Tukey, o = 0,05). MGDG,
monogalactosil-diacilglicerol; DGDG, digalactosil-diacilglicerol.
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4.6 Relagdo DGDG:MGDG

A relacdo dos teores de DGDG sobre os teores de MGDG nas folhas de feijao-de-
corda foi calculada a partir dos resultados da figura 21 afim de expressar o efeito dos tratamentos
sobre a quantidade relativa desses galactolipidios nos dois cultivares (Figura 22).

No cultivar EPACE-1, nenhuma modificacdo na relacgdo DGDG:MGDG pdde ser
observada em reposta aos diferentes tratamentos apos 7 ou 14 dias. No entanto, em IT83-D, a
relacdo DGDG:MGDG aumentou significativamente 200% em resposta ao 0zénio apos 14 dias,
quando comparada ao controle. Os outros tratamentos ndo causaram efeito significativo nesse

cultivar (Figura 22).

Figura 22 - Relagcdo DGDG:MGDG nas folhas de plantas de Vigna unguiculata (cultivares EPACE-1 e 1T83-D)
submetidas aos seguintes tratamentos: controle, seca, 0zénio, 0zdnio + seca.

—

a

DGDG:MGDG

14d

EPACE-1 IT83-D

mC BS 00 OO0OS

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: controle (C, barras em preto), seca (S, barras em cinza escuro), 0zonio (O,
barras em cinza claro), 0zonio + seca (OS, barras em branco). As medidas foram realizadas 7 e 14 dias ap0s o inicio
dos tratamentos. As médias + SEM estdo indicadas (n = 3). As letras indicam os sub-conjuntos homogénios a cada
ponto de tempo para um dado cultivar (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc de Tukey, o = 0,05). MGDG,
monogalactosil-diacilglicerol; DGDG, digalactosil-diacilglicerol.
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4.7 Composi¢ao em &cidos graxos dos galactolipidios

A composicdo em acidos graxos dos galactolipidios MGDG e DGDG foi analisada
em resposta aos diferentes tratamentos (Tabela 5). Nos dois cultivares, o &cido graxo
poliinsaturado 18:3 foi o predominante na composicao de acidos graxos do MGDG (em torno de
95%) e do DGDG (em torno de 88%) dos cloroplastos das folhas (Tabela 5a, b).

A composicdo em acidos graxos do MGDG, componente majoritario das membranas
do cloroplasto, foi modificada principalmente pelo tratamento com o0zonio nos dois cultivares.
Em EPACE-1, uma leve diminuicdo foi observada na proporcdo de 18:3, que passou de 96,4%
nas plantas controle para 94,2% nas plantas tratadas com oz6nio apds 14 dias. Essa diminuicéo
foi compensada por um aumento de 16:0 de 1,6% no contrdle para 2,3% em resposta ao 0zonio.
Em IT83-D, o tratamento de 14 dias com 0z6nio causou uma reducao significativa da proporcao
de 18:3 em MGDG, que diminuiu de 95,5% no contrble para 81,6% no tratamento. Essa
diminuicdo induzida pelo 0zonio na porcentagem de 18:3 foi compensada pelo aumento de outros
acidos graxos em MGDG, principalmente os acidos graxos saturados 16:0 (que passou de 1,9%
para 6,4%) e 18:0 (que passou de 1,2% para 7,7%) (Tabela 5a). Em relacdo ao DGDG, a
composi¢cdo em acidos graxos permaneceu estavel durante os tratamentos nos dois cultivares
(Tabela 5b).
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Tabela 5 - Composi¢do em acidos graxos de MGDG (a) e de DGDG (b) nas folhas de plantas de Vigna unguiculata
(cultivares EPACE-1 e 1T83-D) submetidas aos seguintes tratamentos: controle (C), seca (S), 0z6nio (O), 0zdnio +
seca (OS).

(@) MGDG

Cultivar ~ Tempo (d) Tratamento 9%16:0 %18:0 %18:1 %18:2 %18:3
EPACE-1 7 C 15 0,8 0,1 1,2 96,3
S 1,4 1,0 0,1 1,2 96,3

O 1,9 1,6 0,2 1,2 95,2

0OS 15 1,2 0,2 1.2 95,8

14 C 1,6 0,8 0,2 1,0 96,4

S 1,3 1,2 0,2 1,4 95,9

O 2,3 1,7 0,3 1,5 94,2

oS 1,2 1,2 0,3 1,4 96,0

IT83-D 7 C 1,6 1,3 0,2 1,6 95,3
S 1,7 1,2 0,2 1,4 95,5

O 1,2 0,6 0,1 1,4 96,7

0OS 0,9 0,6 0,1 1,3 97,0

14 C 1,9 1,2 0,3 1,2 95,5

S 1,7 2,0 0,3 1,6 94,5

O 6,4 7,7 11 3,1 81,6

OS 2,1 2,4 0,4 1,8 93,4

(b) DGDG

Cultivar  Tempo (d) Tratamento 9616:0 %18:0 %18:1 %18:2 %18:3
EPACE-1 7 C 7,3 1,7 0,2 1,0 89,8
S 8,1 2,4 0,3 1,1 88,1

o 7,7 2,9 0,4 11 87,9

0S 8,8 2,8 0,3 1,2 86,9

14 C 7,7 2,2 0,3 1,1 88,7

S 6,9 2,8 0,3 1,3 88,7

0] 8,1 2,7 0,5 1,2 87,6

0OS 10,5 4,1 0,4 1,4 83,7

IT83-D 7 C 8,6 2,1 0,3 1,2 87,8
S 3,7 1,9 0,7 2,1 91,7

o 8,0 15 0,2 1,0 89,3

0S 6,8 1,6 0,4 11 90,1

14 C 8,1 4,0 0,5 15 85,9

S 6,5 3,5 0,4 1,4 88,2

0] 7,2 6,3 1,0 2,0 83,5

OS 7,8 4,7 0,6 1,6 85,2

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: Os valores sdo expressos em porcentagem do teor total de acidos graxos a
partir de trés repeticdes biologicas independentes. Os dados em negrito pertencem a sub-conjuntos que se fundem
parcialmente ao conjunto de dados de base, os dados em negrito com fundo cinza pertencem aos sub-conjuntos
estritamente distintos (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc de Tukey, a = 0,05). MGDG, monogalactosil-
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diacilglicerol; DGDG, digalactosil-diacilglicérol; 16:0, acide hexadecandico; 18:0, &cido octadecandico; 18:1, acido-
9-octadecanoico; 18:2, acido-9,12-octadecadiendico; 18:3, acido-9,12,15-octadecatriendico.

4.8 Proporcao de lipidios neutros nas folhas de feijdo-de-corda

A relacdo do total de &cidos graxos sobre os acidos graxos da membrana lipidica foi
utilizada como um meio de estimar a proporcdo de lipidios neutros, principalmente de di- e
triacilglicerol, em relacdo aquela dos lipidios polares (principalmente de galactolipidios) nos
tecidos foliares de plantas de feijdo-de-corda em resposta aos diferentes tratamentos (Figura 23).

No cultivar EPACE-1, a relacdo acidos graxos totais : acidos graxos de membrana
aumentou significativamente 167% em resposta a exposicdo ao ozbnio e tendeu a aumentar
108,7% em resposta ao tratamento combinado seca+ozonio, quando comparada ao tratemento
controle, apos 14 dias. Em IT83-D, os diferentes tratamentos nao tiveram efeito significativo
sobre essa relacdo. Entretanto, uma tendéncia a aumento de aproximadamente 90% foi observada
apos 14 dias de exposicdo ao 0z6nio e a seca em combinagdo, comparado ao controle. Essa
tendéncia ja comeca a partir da primeira semana de tratamento combinado, de aproximadamente
70% (Figura 23).
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Figura 23 - Relacdo AG totais : AG membranares nas folhas de plantas de Vigna unguiculata (cultivares EPACE-1 e
IT83-D) submetidas aos seguintes tratamentos: controle, seca, 0z6nio, 0zdnio + seca.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: controle (C, barras em preto), seca (S, barras em cinza escuro), ozoénio (O,
barras em cinza claro), 0z6nio + seca (OS, barras em branco). As medidas foram realizadas 7 e 14 dias apés o inicio
dos tratamentos. As médias £ SEM estdo indicadas (n = 3). As letras indicam os sub-conjuntos homogeénios a cada
ponto de tempo para um dado cultivar (ANOVA de sentido Gnico e teste post-hoc de Tukey, a = 0,05). AG, acidos

graxos.
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4.9 Teor de fosfolipidios nas folhas de feijdo-de-corda

Os teores de fosfolipidios nas plantas EPACE e IT83-D em resposta aos diferentes
tratamentos foram analisados (Figura 24). Nos dois cultivares, PC e PG foram os principais
fosfolipidios das membranas celulares da folha, mesmo se IT83-D mostrou um teor relativamente
elevado de PA nas folhas do controle apos 7 dias (Figura 24a, b).

Em EPACE-1, os diferentes tratamentos ndo causaram efeito significativo sobre os
fosfolipidios de membrana PC, PG, PI, PE e PA. Entretanto, os trés tratamentos (seca, 0zonio e
ozbnio+seca) causaram uma tendéncia ao aumento de aproximadamente 110% dos niveis de
DPG de folhas de EPACE-1 apo6s 14 dias, comparado ao tratamento controle (Figura 24a). Em
IT83-D, a abundancia dos fosfolipidios ndo foi afetada de maneira significativa apos 7 dias. No
entanto, apds 14 dias, o tratamento com 0z6nio causou uma reducéo significativa do teor de PC
de aproximadamente 40%, de PG de aproximadamente 55%, de Pl e de PE de aproximadamente
40% e de PA de aproximadamente 15%, comparado ao controle. Além disso, o tratamento com
0z6nio combinado a seca causou uma diminuicdo significativa do teor desses fosfolipidios: de
aproximadamente 50% em PC e em PG, de aproximadamente 35% em PI, de aproximadamente
20% em PE e de aproximadamente 25% em PA. O teor de DPG ndo modificou em resposta ao
0z0Onio, mas aumentou em torno de 65% em resposta a seca e em torno de 50% em resposta ao

tratamento combinado ozdnio+seca, apos 14 dias, em comparacao ao controle (Figura 24a).
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Figura 24 - Teor de fosfolipidios nas folhas de plantas EPACE-1 (a) e IT83-D (b) submetidas aos seguintes
tratamentos: controle, seca, 0z6nio, ozénio + seca.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: controle (C, barras em preto), seca (S, barras em cinza escuro), 0zonio (O,
barras em cinza claro), 0z6nio + seca (OS, barras em branco). As medidas foram realizadas 7 e 14 dias apés o inicio
dos tratamentos. As médias + SEM estdo indicadas (n = 3). Os simbolos indicam a importancia do efeito de
exposicao ao 0zdnio como indicado pela anélise de variancia multivariada (MANOVA) do conjunto de dados (¢ p <
0,1; * p<0,05; ** p < 0,01). PC, fosfatidilcolina; PG, fosfatidilglicerol; PI, fosfatidilinositol; PE,
fosfatidiletanolamina; PA, acido fosfatidico; DPG, difosfatidilglicerol.
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4.10 Composicdo em acidos graxos dos fosfolipidios

A composi¢do em &cidos graxos dos fosfolipidios PC, PG, PE, PIl, PA e DPG foi
analisada em resposta aos diferentes tratamentos (Tabela 6). Nas folhas do controle, os acidos
graxos mais abundantes nos fosfolipidios foram o 16:0 e o 18:3, bem como o 18:0 em DPG
(Tabela 4a, b, c, d, e, f).

Em relagdo ao PC, a proporcao dos &cidos graxos saturados 16:0 e 18:0 aumentou em
resposta a seca isolada e combinada ao ozbnio apds 14 dias no cultivar tolerante EPACE-1, em
comparacdo ao controle. Em IT83-D, os tratamentos com oz6énio isolado e combinado a seca
causaram uma reducdo dos acidos graxos saturados, que foi compensada por um aumento dos
acidos graxos insaturados 18:2 e 18:3, apds 7 dias, comparado ao controle (Tabela 6a).

Em EPACE-1, os tratamentos seca e ozOniot+seca induziram uma reducdo da
proporcdo de 18:3 de PG apds 7 dias e um aumento apds 14 dias, quando se compara ao
tratamento controle. Essa reducdo em 18:3 observada apds 7 dias foi ponderada pelo aumento das
proporcles dos acidos graxos saturados. Em IT83-D, nenhuma modificacdo na proporcdo dos
acidos graxos de PG foi observada (Tabela 6b).

O tratamento de seca causou um aumento de 18:3 em PI, com uma reducdo dos
acidos graxos saturados, comparado ao controle, em EPACE-1, ap6s 7 dias, enquanto que a
situacdo inversa foi encontrada apds 14 dias de tratamentos. Em 1T83-D, esse tratamento causou
um incremento na porcentagem de 18:0 em PI (Tabela 6¢).

Em PE, o tratamento combinado reduziu a propor¢do de 18:3, aumentando a
porcentagem de 16:0, comparado ao controle, ap6s 7 dias, em EPACE-1. Apds 14 dias, 0 0zdnio
aumentou a proporcao de 18:3 ao mesmo tempo que ele diminuiu a porcentagem de 18:0. Em
IT83-D, apbs 7 dias de tratamento de seca, as propor¢des de 18:3 foram reduzidas, enquanto que
as proporcdes dos &cidos graxos saturados foram aumentados, em comparagdo ao controle
(Tabela 6d).

Em PA, o tratamento de seca causou um aumento das proporgcOes de 18:3,
compensado por uma reducdo dos niveis dos acidos graxos saturados 16:0 e 18:0, nos dois
cultivares, apos 14 dias (Tabela 6e).

Em relacdo ao DPG, os niveis proporcionais do &cido graxo insaturado 18:3 no

cultivar EPACE-1 foram aumentados em resposta aos diferentes tratamentos em comparagao ao
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controle, apds 14 dias. Essas mudangas foram compensadas pela redugéo das propor¢des do acido
graxo saturado 18:0. Além disso, nesse periodo, o tratamento com 0zdnio causou um aumento da
porcentagem dos acidos graxos insaturados 18:1 e 18:2, comparado ao controle. Em 1T83-D, o
tratamento combinado diminuiu as proporg¢des do acido graxo 18:3, aumentando a porcentagem
do &cido graxo saturado18:0, apos 7 e 14 dias, comparado ao controle (Tabela 6f).



117

Tabela 6 - Composi¢do em acidos graxos de PC (a), PG (b), PI (c), PE (d), PA (e) e DPG (f) nas folhas de plantas de

Vigna unguiculata (cultivares EPACE-1 e IT83-D) submetidas aos seguintes tratamentos: controle (C), seca (S),

o0zobnio (O), ozbnio + seca (OS).

(a)

(b)

PC
Cultivar ~ Tempo (d) Tratamento 9%016:0 %18:0 %18:1 %18:2 %18:3
EPACE-1 7 C 44,6 10,2 2,3 14,2 28,8
S 41,6 13,2 2,2 14,6 28,4
(@] 38,7 13,9 2,4 14,4 30,5
oS 38,0 13,4 2,4 18,9 27,3
14 C 31,8 12,8 3,5 15,6 36,2
S 35,4 16,3 3,3 10,0 35,1
(0] 31,1 10,9 3,3 15,5 39,2
oS 37,8 15,2 2,2 15,1 29,6
IT83-D 7 C 47,2 17,0 3,1 11,0 21,7
S 47,6 20,7 3,2 9,9 18,6
(@] 41,4 11,4 3,3 16,1 27,8
oS 37,7 10,8 2,1 15,9 33,6
14 C 39,9 16,5 45 18,7 20,4
S 37,3 17,7 3,1 20,1 21,8
(@] 41,4 17,0 3,7 15,6 22,4
oS 35,4 21,4 3,7 15,1 24,4
PG
Cultivar Tempo (d) Tratamento 9616:0 9%18:0 %18:1 %18:2 9018:3
EPACE-1 7 C 51,1 12,9 1,9 34 30,7
S 52,2 20,5 1,5 34 22,3
@) 49,2 15,8 2,0 4,1 28,9
0S 57,6 16,8 2,4 4,2 19,0
14 C 51,5 12,2 4,1 55 26,7
S 46,3 14,3 2,7 4,2 32,5
@] 51,3 15,1 4,6 53 23,7
0S 43,7 15,0 2,2 6,1 33,0
IT83-D 7 C 49,6 16,6 2,1 55 26,2
S 51,7 16,2 1,8 7,7 22,6
@] 49,0 125 2,2 4.4 31,9
0S 53,1 14,7 1,5 3,8 26,9
14 C 52,3 18,6 5,6 50 18,5
S 53,2 18,8 4,6 50 18,3
@] 43,3 27,6 4,2 51 19,8
0S 46,8 21,7 2,9 4,2 24,4




(©)

(d)

Pl
Cultivar  Tempo (d) Tratamento %016:0 %18:0 %18:1 %18:2 %18:3
EPACE-1 7 C 39,5 20,3 2,1 7,2 30,9
S 26,1 15,8 2,2 74 48,5
O 353 27,4 1,6 6,8 28,8
OsS 39,7 23,7 2,2 8,0 26,5
14 C 27,6 11,4 14 4,9 54,6
S 34,6 24,4 2,3 5,2 335
) 31,4 13,7 3,4 74 44,1
0sS 32,9 20,7 18 59 38,7
IT83-D 7 C 34,7 26,4 2,9 6,1 29,9
S 33,7 19,8 2,0 115 33,0
O 358 23,8 2,4 74 30,6
0sS 31,3 27,8 31 10,1 27,7
14 C 31,0 30,7 2,5 59 30,0
S 22,6 41,9 2,3 7,6 25,6
@) 314 27,5 3,2 6,7 31,2
0S 325 25,7 3,7 7,0 311
PE
Cultivar  Tempo (d) Tratamento %016:0 %018:0 %018:1 %018:2 %018:3
EPACE-1 7 C 33,6 13,6 31 16,5 333
S 35,7 12,6 2,2 16,8 32,7
@) 29,2 15,7 2,0 16,0 37,1
0S 40,1 16,7 31 20,3 19,7
14 C 319 21,6 2,9 12,0 31,6
S 333 21,8 15 8,6 34,7
O 31,0 12,5 2,4 13,8 40,2
0sS 32,6 22,9 2,9 10,1 315
IT83-D 7 C 29,6 19,3 3,6 15,6 31,8
S 32,2 30,9 3,4 11,8 21,7
O 30,1 12,9 2,1 20,2 34,7
0S 30,6 16,2 2,3 13,9 37,1
14 C 32,4 20,6 2,8 13,7 30,5
S 30,4 22,9 2,6 14,0 30,1
@) 34,8 23,8 2,3 10,6 28,5
0S 34,5 17,3 2,4 12,0 33,9

118
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(e) PA

Cultivar  Tempo (d) Tratamento 9%16:0 %18:0 %18:1 %18:2 %18:3
EPACE-1 7 C 33,8 15,1 2,1 12,3 36,7
S 39,1 19,4 1,0 10,2 30,3

O 30,4 14,8 1,8 13,5 39,4

0OS 30,9 13,4 2,0 16,4 37,3

14 C 23,6 13,3 2,6 11,7 48,8

S 20,7 12,0 1,8 12,3 53,3

O 23,5 13,3 2,3 12,2 48,7

OS 21,0 23,2 2,4 10,0 43,4

IT83-D 7 C 34,4 25,6 2,8 11,0 26,2
S 32,2 24,2 2,9 11,1 29,7

o 30,7 8,1 1,5 15,2 44,5

0OS 30,6 11,2 1,7 12,4 44,1

14 C 29,4 20,9 3,4 12,0 34,4

S 26,1 14,9 2,0 14,5 42,5

o 28,3 19,7 2,6 10,9 38,5

OS 29,5 28,5 3,0 7,5 31,5

() DPG

Cultivar  Tempo (d) Tratamento 9%016:0 %18:0 918:1 %18:2 %18:3
EPACE-1 7 C 29,7 32,0 53 13,0 20,0
S 32,1 28,7 4,1 12,8 22,3

O 27,9 33,3 3,7 12,1 23,1

OS 28,8 36,3 4,2 11,6 19,1

14 C 26,6 29,2 3,6 10,8 29,8

S 26,2 25,4 2,3 6,6 39,5

O 24,2 12,9 13,0 14,1 35,9

OS 27,9 12,6 2,2 12,4 45,0

IT83-D 7 C 31,8 19,5 2,8 9,4 36,5
S 29,3 32,6 2,9 12,6 22,5

@) 25,9 22,2 4,9 16,4 30,6

OS 27,2 37,3 3,7 10,7 21,2

14 C 26,9 29,8 52 14,2 23,9

S 29,2 28,5 4,9 13,7 23,8

O 27,6 27,6 5,6 14,4 24,8

OS 31,8 34,4 57 10,7 17,4

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: Os valores sdo expressos em porcentagem do teor total de acidos graxos a
partir de trés repeti¢des bioldgicas independentes. Os dados em negrito pertencem a sub-conjuntos que se fundem
parcialmente ao conjunto de dados de base, os dados em negrito com fundo cinza pertencem aos sub-conjuntos
estritamente distintos (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc de Tukey, o = 0,05). PC, fosfatidilcolina; PG,
fosfatidilglicerol; PI, fosfatidilinositol; PE, fosfatidiletanolamina; PA, 4cido fosfatidico; DPG, difosfatidilglicerol;
16:0, acide hexadecandico; 18:0, &cido octadecandico; 18:1, 4cido-9-octadecandico; 18:2, acido-9,12-
octadecadiendico; 18:3, acido-9,12,15-octadecatriendico.
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10.11 Identificacédo do gene de Vigna unguiculata codificando para uma cardiolipina sintase

O cDNA completo codificando putativamente a cardiolipina sintase (CLS) de V.
unguiculata foi amplificado utilizando-se oligonucleotidios especificos como sondas (ver
Materiais e Métodos). A analise manual dos eletroforegramas do sequenciamento mostrou que o
cDNA sequenciado apresenta 981 pb, que corresponde a fase de leitura aberta (ou ORF para open
reading frame) codificando um polipeptidio de 326 aa (Figura 25).

A anotacdo dos genes nas espécies da ordem Fabales permitiu verificar que a enzima
CLS é codificada por somente 1 gene. A comparac¢do da sequéncia em aminoacidos deduzida de
VUCLS indicou niveis de identidade de 93,52% com a CLS de Phaseolus vulgaris, 87,7% com a
CLS de Glycine max e 83,74% com a CLS de Cajanus cajan. O alinhamento realizado entre as
sequéncias de CLS dessas espécies mostra as regides-consenso identificadas (Figura 26). As
regides N-terminal (MVLFRKFL) e C-terminal (VVSNSV) do polipeptidio sdo bastante
conservadas nas plantas da ordem Fabales (Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris, Glycine max
e Cajanus cajan). Esses niveis de identidade e de homologia com as sequéncias conhecidas
permitem afirmar que essa sequéncia codifica para a cardiolipina sintase em Vigna unguiculata.

A identificacdo da sequéncia de cDNA completo e a comparacdo com as sequéncias
conhecidas permitiram escolher um par de iniciadores especificos para o gene da cardiolipina
sintase afim de estudar sua expressdo em condicBes de seca e de 0zonio em Vigna unguiculata
bem como de fazer um estudo filogenético entre as espécies vegetais.

A érvore filogenética construida com o auxilio de ferramentas de bioinformatica,
comparando-se as sequéncias de aminoacidos nas plantas da ordem Fabales, Arabidopsis thaliana
(ordem Brassicales) e Oryza sativa (ordem Cyperales), representa as relacdes de parentesco entre
as espécies (Figura 27). Ela mostra que a sequéncia da CLS em Vigna unguiculata é mais
proxima de Phaseolus vulgaris, seguida por Vigna angularis, Glycine max e Cajanus cajan. As
sequéncias da CLS em Lupinus angustifolius e Arachis hypogaea sdo muito proximas entre elas,
bem como as sequéncias em Cicer arietinum, Medicago truncatula e Trifolium pratense. Além
disso, a CLS em Arabidopsis thaliana, sendo uma dicotiledonea, &€ mais proxima da CLS nas
especies da ordem Fabales, também dicotiledoneas, do que em Oryza sativa, uma

monocotileddnea.



Figura 25 - Sequéncias nucleotidicas (em preto) e de aminoacidos (em azul) deduzidas do cDNA de VUCLS que
codifica a cardiolipina sintase em V.unguiculata.
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AAT AGC

ACC GCC

CAA TTA

ACT CAA

ACT ACT

TCG GTC

S 4

Fonte: EXPASy: SIB Bioinformatics Resource Portal.
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Figura 26 - Alinhamento da cardiolipina sintase (CLS) de Vigna unguiculata (Vu) e de autros representantes da
ordem Fabales: Phaseolus vulgaris (Pv), Glycine max (Gm) e Cajanus cajan (Cc).

VuCLS MVLFRKFLRATILADNTQARAKARTFLTSIY---AFPWYAPHHN--NRHSRSP-TNNRFLS 54
PvCSL MVLFRKFLKATILADHTQAQTKARTFLTSIS---AFPWYTPHHS--HRLCRSP-TNNRFLS 54
GmCSL MVLFRKFLKQILVDNTQTKTKARTFFTSTSTATAFPWCAPHHN--NRLFRS———---—-——-— 49
CcCSL MVLFRKFLKAILRE--KSKGRSRTFLTSTT---AFPWYAPHLNNYNRLFRSPPSNHRLLS 55
KKKKKKAK s KK . ces sakkk kK kKKK kK ko ok
VuCLS PGPGPG----PGPGPLFLSRPPWKLSQSATPLYLHENAVVFPKV-HPFNLLRSTPP-LPL 108
PvCSL PGPGPG----PGP--LFLSRPPWKLSQSATPLYLHENAVVFPKV-HSFDLLRSTPP-LPL 106
GmCSL PGPGPG----PGP--LFLARPPWKLSQSATPLYSHGN---—-————— AFNLLRST---APL 91
CcCSL PGPGPGPVPVPGPGPLFLTWPPWKLSQSATPLYLHRNAVVFPKVLHPENLLRSTTVTPPL 115
Kk Kk kK KK KKK KKKKKKKKKK KKK K K Lk s kR ok ok ok * %
VuCLS RFPDPAPSISTNPSLFHSEFVNLPNFISFSRLLSGPLLAWMISNEFYTPAIVGLALSGATD 168
PvCSL RFPDPVPSISTNPSLFHTEFVNLPNFISFSRLLSGPLLAWMISNELYTPAIVGLALSGATD 166
GmCSL QFPDPVPSHSNKPSIFHSFVNLPNFISFTRLLSGPLLAWMISNEFYTSAMVGLALSGATD 151
CcCSL RFPDPLPSNSNNSPIFHSEVNLPNFISFSRLLSGPLIAWIISNDEFYTSAMVGLAISGATD 175

VuCLS WLDGYVARKMKIDSVVGSYLDPLADKVLIGCVALAMVHKDLLHPGVVSLVVFRDVFLVGG 228
PvCSL WLDGHVARKMKIDSVVGSYLDPLADKVLIGCVALAMVHKDLLHPGLVSLVVFRDVFLVGG 226
GmCSL WLDGYVARKMKIDSVVGSYLDPLADKVLIGCVALAMVHRDLLHPGLVSLVVFRDVFLVGG 211
CcCSL WLDGYVARKMKIDSVVGSYLDPLADKVLIGCVALAMVHKDLLHPGLVCLVVLRDVFLVGG 235
****:*********************************:******:*.***:********
VuCLS AVFLRANSLGWKWKSWEDFFNLDGTARQKVEPLLLSKVNTVFQLALVAAALLQPEFGTQE 288
PvCSL AVFLRANSLGWKWKSWEVFFNLDGTARQKVEPLLLSKVNTVFQLALVAAALLQPEFGTTE 286
GmCSL AVFLRANSLGWKWESWEFDFFNLDGTCRQKVEPLFLSKVNTVFQLALVAAALLQPEFGTQE 271
CcCSL AVFVRANSLGWKWKSWIDFEFNLDGTCRQKVEPLFLSKVNTVFQLVLVAAALLQPEFGTPE 295

khkhkeoekkhkkhkhkhkkhhkkhkhohkhke hhkhkhkkhkkhh K hkhkhkhhkeoehkhhkhhkhkkhkhhkhk *,hkkhkhkhhkkhkihkhkhhk *

VuCLS TOPYITYLSYLVASTTVATTAAYGAQYFRRFTVVSNSV 326
PvCSL TOPYITYMSYLVASTTVATTAAYGAQYFRRFAVVSNSV 324
GmCSL TOLYVTYLSYLVASTTVASTAAYGAQYFRRLAVVSNSV 309
CcCSL TKSYITYLSYLVASTTVASTAAYGAQYFRRSVVVSNSV 333

ke Kekkoekhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkohkkhkhhkkhhkkhkhhkkhk * Kk Kk ok kk

Fonte: ClustalW2: Multiple Sequence Alignment. Legenda: Em amarelo estdo representadas as sequéncias
conservadas de 8 aminoacidos (MVLFRKFL) na regido N-terminal e de 6 aminoacidos (VVSNSV) na regido C-
terminal da proteina.



Figura 27 - Arvore filogenética das sequéncias de aminoécidos da cardiolipina sintase (CLS) em uma espécie
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representativa de dicotileddneas (At - Arabdopsis thaliana), uma espécie representativa de monocotiledéneas (Os -
Oryza sativa) e espécies representativas da ordem Fabales (Ah - Arachis hypogaea, Cc - Cajanus cajan, Ca - Cicer

arietinum, Gm - Glycine max, Lj - Lotus japonus, La - Lupinus angustifolius, Mt - Medicago truncatula, Pv -

Phaseolus vulgaris, Tp - Trifolium pratense, Va - Vigna angularis e Vu - Vigna unguiculata).
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Fonte: Tamura et al. (2013).
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4.12 Expressdo dos genes codificadores das enzimas implicadas no metabolismo dos lipidios

de membrana nas folhas de feijdo-de-corda

Modificag¢bes nos niveis de transcrito codificando para um certo nimero de proteinas
das vias de biossintese e de degradacéo dos lipidios de membrana foram analisadas com o auxilio
da PCR quantitativa em tempo real (Figura 28). Os genes codificando para duas proteinas da via
de biossintese dos galactolipidios (MGDG sintase, E.C. 2.4.1.46: VUMGD1 e VuMGD2; DGDG
synthase, E.C. 2.4.1.241: VuDGD1 e VuDGD?2), duas dessaturases cloroplésticas do &cido graxo
o-3 (E.C. 1.14.19.3: VuUFAD7 e VUFADS), duas lipases (fosfolipase D tipo a, E.C. 3.1.4.4:
VUPLD1; lipidio acil-hidrolase tipo patatina, E.C. 3.1.1.26: VUPAT1) e uma proteina da via de
biossintese da cardiolipina mitocondrial (cardiolipina sintase, E.C. 2.7.8.-: VuCLS) foram
estudados. Os valores obtidos para 0s genes-alvo foram normalizados em relacdo a expressdo do
gene de referéncia VUEF1-a (fator de alongamento).

O nivel de expressdo dos genes analisados nas folhas dos controles dos dois
cultivares foi mais elevado apds 14 dias que apés 7 dias, em particular o de VuDGD1, VUFADS e,
em menor extensdo, de VuMGD?2 (Figura 28).

Em EPACE-1, os tratamentos de seca isolada e combinada ao oz6nio, ap6s 7 e 14
dias, causaram uma diminuicdo significativa da expressdo dos genes VuMGD1 (de
aproximadamente 30% apds 7 dias e 65% ap0ds 14 dias), VUMGD2 (de aproximadamente 75%
apos 7 dias e 90% apods 14 dias) e VUFADS (de aproximadamente 60% a 80% apds 7 dias e 90%
ap6s 14 dias), bem como uma tendéncia a diminuicdo da expressao de VuDGD1 (de
aproximadamente 85%), VuDGD2 (de aproximadamente 30% e 70%), VuFAD7 (de
aproximadamente 70% e 80%) e VUPATL1 (de aproximadamente 40% e 70%) ap0Os 14 dias,
guando comparados ao controle (Figura 28a, b). Diferentemente, ap6s 7 e 14 dias, esses
tratamentos induziram um aumento da expressao de VUPLD1 (de 90% e 225% apds 7 dias e
1000% e 650% apos 14 dias) comparado ao controle (Figura 28a, b). O tratamento com ozénio
isolado causou uma diminuicdo significativa de aproximadamente 20% da expressdo de
VUMGD1 ap6s 7 dias (Figura 28a) e reprimiu a expressdo de VUPAT1 em aproximadamente

40%, apds 14 dias, comparado ao controle (Figura 28b).
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Em IT83-D, os tratamentos de seca isolada e combinada ao 0zénio também causaram
uma reducdo da expressdo da maioria dos genes estudados (Figura 28c, d). Uma diminuigéo
significativa foi observada para os genes VUMGD2 apds 7 dias (de aproximadamente 70%) e
VuDGD1 apés 7 dias (de aproximadamente 55%) e 14 dias (de aproximadamente 90%),
comparado ao controle. O gene VUFAD8 mostrou uma tendéncia a diminuicdo de
aproximadamente 55% apds 7 dias e de aproximadamente 90% apos 14 dias (Figura 28c, d). A
expressao de VUMGD1, VuDGD2 e VUFAD7 mostrou uma tendéncia a reducdo em torno de 70%
e VUPAT1 em torno de 90%, comparado ao controle, apés 14 dias (Figura 28d). Entretanto, a
expressdo do gene implicado na degradacdao dos fosfolipidios, VuPLD1, foi superregulado por
esses tratamentos: de aproximadamente 260% e 480% ap0s 7 dias e de aproximadamente 75% e
650% apos 14 dias, comparado au controle (Figura 28c, d). O tratamento com 0z6nio estimulou a
expressdao dos genes de biossintese VuDGD1 (de aproximadamente 70%), VuDGD2 (de
aproximadamente 2700%), VuCLS (de aproximadamente 190%) e VuUFAD8 (de
aproximadamente 280%) e do gene de degradacdo VUPLD1 (de aproximadamente 3100%), ap6s
14 dias, comparado au controle (Figura 28d). No entanto, no mesmo periodo de tratamento, a
expressao de VUPAT1 mostrou uma tendéncia a reducdo de aproximadamente 95%, quando

comparada au controle (Figura 28d).
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Figura 28 - Expressdo relativa de genes implicados no metabolismo dos lipidios nas folhas de plantas EPACE-1 (a,
b) e IT83-D (c, d) submetidas aos seguintes tratamentos: controle, seca, 0zénio, ozénio + seca.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: controle (C, barras em preto), seca (S, barras em cinza escuro), ozoénio (O,
barras em cinza claro), 0z6nio + seca (OS, barras em branco). As medidas foram realizadas 7 e 14 dias apés o inicio
dos tratamentos. As médias + SEM estdo indicadas (n = 3). Cada resultado é a média de duas repetigdes técnicas. A
expressdo de genes-alvo foi calibrada em relacdo a expressdo do gene de referéncia VUEF-1a. As letras indicam os
sub-conjuntos homogénios a cada ponto de tempo para um dado cultivar (ANOVA de sentido Unico e teste post-hoc
de Tukey, o = 0,05). VuMGD1, monogalactosil-diacilglicerol sintase tipo ; VuMGD2, monogalactosil-diacilglicerol
sintase tipo 2; VuDGD1, digalactosil-diacilglicerol sintase tipo ; VuDGD?2, digalactosil-diacilglicerol sintase tipo 2;
VUCLS, cardiolipina sintase; VUFAD7, dessaturase de acidos graxos o-3 tipo 7; VUFADS, dessaturase de &cidos
graxos w-3 tipo 8; VuPLD1, fosfolipase D tipo a; VUPATL, lipidio acil-hidrolase tipo patatina; VUEF1-a, fator de
alongamento da tradugo tipo 1 alfa.
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5 DISCUSSAO

Para melhor entender os efeitos da seca, do 0zonio e da combinacao desses estresses
na biossintese e degradacdo de lipidios de membrana de folhas, galactolipidios e fosfolipidios,
foram analisados seu teor e composi¢cdo em &cidos graxos, além do estudo da expresséo de genes
que codificam enzimas-chave das vias de seu metabolismo. A fim de encontrar marcadores de
tolerancia a esses estresses, trabalhou-se com dois cultivares de Vigna unguiculata, um tolerante
e outro suscetivel a seca. Resultados importantes em relacdo ao metabolismo dos lipidios e as
respostas fisiol6gicas das plantas foram obtidos comparando-se os dois cultivares, bem como

comparando-se os diferentes estresses aplicados. Esses resultados sdo discutidos abaixo.

5.1 Respostas fisioldgicas e moleculares a seca

Em ambas os cultivares de feijdo-de-corda, EPACE-1 e IT83-D, a seca causou um
fechamento gradual dos estdmatos, porém precoce (Figura 18). Conforme descrito em um estudo
anterior (CRUZ DE CARVALHO; LAFFRAY; LOUGUET, 1998), ambos os cultivares
apresentaram uma estratégia de evitar a seca através da precoce regulacdo da abertura dos
estbmatos, mas também uma capacidade de ajustamento estomatico, ja que as plantas
mantiveram seus estdmatos parcialmente abertos quando o estresse hidrico aumentou. Em
consequéncia, os dois cultivares foram capazes de limitar a perda de agua e manter a sua
capacidade fotossintética em um nivel elevado, como mostram as redu¢des moderadas no TRA e
no rendimento quantico do PSII, respectivamente (Figuras 16 e 17b). No entanto, a regulacdo
estomatica induzida pela seca restringiu as trocas gasosas e a assimilacdo de CO,, 0 que parou a
producdo de biomassa aérea apds a primeira semana de tratamento (Figura 15). Durante o
estresse hidrico, a diminuicdo da taxa de fixacdo de CO, é esperada depender de uma inibicéo
direta da fotossintese (componente ndo-estomatico) e de um fechamento dos estdmatos
(componente estomatico) (CRUZ DE CARVALHO; LAFFRAY; LOUGUET, 1998).

Apesar dessa forte restricdo sobre o crescimento das plantas, os resultados indicam
que os dois cultivares foram capazes de resistir a seca em ambito celular. Em primeiro lugar, as

folhas das plantas submetidas a seca ndo apresentaram sintomas visiveis de lesdes ou de
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acumulagdo de H,0, (Figura 19). Em segundo lugar, o teor e a composi¢do dos lipidios de
membrana ndo foram alterados nos tecidos foliares das plantas em tratamento de seca, com
excecdo de uma tendéncia ao aumento do teor de DPG (ou cardiolipina) (Figuras 20, 21 e 24,
Tabelas 4, 5 e 6). O fato de que (i) os genes relacionados com a sintese de galactolipidos e com a
dessaturacdo foram subexpressos em resposta a seca, enquanto que o teor dos galactolipidos e a
composicdo de acidos graxos ndo foram modificados e (ii) a atividade fotossintética (®ps);) foi
reduzida em tratamento de seca sem sintomas de lesdo foliar, enquanto que o teor de clorofila e 0
rendimento quéntico maximo do PSII (F./Fn,) mantiveram-se inalterados, sugere que ambos 0s
cultivares responderam a privacao de dgua ajustando adequadamente sua atividade metabolica.
Ao contrario dos resultados dos estudos anteriores (CRUZ DE CARVALHO;
LAFFRAY; LOUGUET, 1998; VASQUEZ-TELLO et al., 1990), IT83-D ndo parece mais
sensivel ao estresse hidrico que EPACE-1. E provavel que, nas condicBes experimentais
utilizadas, a gravidade da seca nao foi suficiente para revelar as diferencas na tolerancia a seca
entre os dois cultivares. Confomemente a isso, algumas caracteristicas das respostas do feijao-de-
corda a uma seca severa, como a diminuicdo do teor dos lipidios de membrana de folhas
(MONTEIRO DE PAULA et al., 1990; TORRES-FRANKLIN et al., 2007) e a indugdo da
expressao de VUPAT1 (MATOS et al., 2001), ndo foram observadas no presente trabalho. Os dois
cultivares mantiveram o nivel de insaturacdo de acidos graxos da membrana lipidica sob estresse
hidrico (Tabelas 4, 5 e 6), embora VUFAD7 e VuFADS8 tenham sido reprimidos (Figura 28), o que
pode indicar uma capacidade de aclimatacdo ao estresse (UPCHURCH, 2008). Além disso, a
seca estimulou a expressdo de VuPLD1 em ambos os cultivares (Figura 28). A superexpressao
dessa PLD tipo a a nivel transcricional, mesmo por um déficit hidrico moderado, foi observada
nas folhas de feijao-de-corda (EL-MAAROUF et al., 1999). O fato de que isso tenha ocorrido
aqui sem as mudangas esperadas nos fosfolipidios de membrana sugere um papel para VuPLD1
na sinalizagdo ao invés de um papel na degradagdo da membrana. Assim, PLDal, a fosfolipase D
mais abundante nas plantas, demonstrou estar envolvida na resposta a seca moderada através da
promocgdo do efeito do ABA no fechamento dos estdbmatos, enquanto que a degradacdo da
membrana induzida pela PLD foi realizada sob um estresse severo e prolongado (HONG,;
ZHENG; WANG, 2008). A PLDal medeia a sinalizagdo do ABA em parte através do
intermediario de seu produto lipidico, o acido fosfatidico (PA), o qual inibe um regulador
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negativo do fechamento estomatico induzido por ABA (ZHANG et al., 2005). Aqui, o teor de PA
efetivamente aumentou, mas isso ocorreu no final do tratamento e ndo foi bem correlacionado
com a expressdo de VuPLD1 (Figuras 24 e 28). Esta diferenca poderia resultar da presenca de
diferentes quantidades de PA, ja que este também é produzido de novo como um precursor da
sintese de fosfolipidios (MUNNIK; TESTERINK, 2005).

5.2 Respostas fisioldgicas e moleculares ao 0zénio

O tratamento com 0zOnio, em contraste com a seca, teve um impacto limitado sobre a
fotossintese e a producdo de biomassa, porém causou efeitos mais importantes nos ambitos
celular e molecular. Alguns desses efeitos foram encontrados em ambos os cultivares de feijao-
de-corda.

Em primeiro lugar, a exposi¢do ao 0zonio causou sintomas de lesdes foliares e de
acumulacdo de H,O, (Figura 19). A morte celular induzida pelo oz6nio tem sido relatada em
diversas espécies de plantas e esta associada com a acumulacdo de EROs (LANGEBARTELS et
al., 2002). Em segundo lugar, o tratamento com 0z6nio induziu uma diminuicdo dos teores dos
galactolipidios plastidiais, MGDG e DGDG, em ambos os cultivares (Figura 21). Reduc¢des dos
teores de galactolipidios também foram relatadas em folhas de plantas de espinafre e de feijdo-
vagem (SAKAKI et al., 1990; WHITAKER; LEE ROWLAND, 1990) submetidas a exposicao
aguda ao ozonio e em plantas de ervilha e de trigo submetidas a concentragdes moderadas de
0z6nio (CARLSSON et al., 1994). Estudos sobre os efeitos de exposi¢do aguda mostraram que a
diminuicdo de galactolipidios plastidiais ndo foi diretamente causada pelo ozénio, mas sim por
efeitos secundarios sobre 0 metabolismo lipidico (FONG; HEATH, 1981; NOUCHI; TOYAMA,
1988). Em folhas de espinafre tratadas com oz6nio, a reducdo do teor de MGDG foi
concomitante com um aumento acentuado da taxa de triacilglicerois (TAG), sintetizados a partir
dos produtos de degradacdo de MGDG (SAKAKI; KONDO; YAMADA, 1990). Ja que os TAG
ndo foram medidos diretamente neste trabalho, a relacdo entre os acidos graxos totais (incluindo
os acidos graxos nos TAG) e os acidos graxos de membrana foi utilizada para estimar a
proporcao de lipidios neutros, principalmente de di- e triacilglicerdis, em relacdo aquela dos
lipidos polares (principalmente de galactolipidios). Essa relagdo aumentou em resposta ao 0z6nio
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(Figura 23), apoiando a hipétese de que o0z6nio induziu a conversdo de MGDG em TAG nas
folhas de EPACE-1. As vias putativas para essa conversdao nas folhas tratadas com o0zénio
envolvem uma série de enzimas, incluindo uma ou mais enzimas desacilantes capazes de
hidrolisar os galactolipidios, provavelmente as lipidio acil-hidrolases (LAH) (MATOS; PHAM-
THI, 2009). A expressdo de VUPATL1, uma LAH purificada indutivel pela seca a partir de folhas
de feijdo-de-corda com uma elevada especificidade de substrato para galactolipidios (MATOS et
al., 2001), foi muito baixa em resposta ao 0z6nio neste estudo (Figura 28). Portanto, a (s) enzima
(s) desacilante (s) responsavel (is) pela degradacdo dos galactolipidos nas folhas de feijdo-de-
corda tratadas com ozoénio resta (m) ainda ser identificada (S).

Uma terceira resposta ao ozonio compartilhada pelos dois cultivares de feijao-de-
corda foi o fechamento parcial dos estdmatos. Meta-analises dos resultados publicados em
arvores (WITTIG et al., 2009) ou em soja (MORGAN; AINSWORTH; LONG, 2003) indicam
que uma reducdo moderada de gs é uma resposta geral das plantas ao ozbnio elevado. A
regulacdo da condutancia estomatica desempenha um papel importante na limitacdo do fluxo de
entrada de oz6nio e, portanto, do estresse oxidativo induzido por ele (GRULKE; PAOLETTI,
2010). Neste estudo, o tratamento com o0zonio nédo teve efeito sobre o ®ps), (Figura 17b), o que
exclui uma regulagdo negativa de gs devido as taxas de fotossintese reduzidas. Em vez disso, €
sugerido que o ozénio afetou diretamente as células-guarda (MCAINSH et al., 2002). Em
contraste com a resposta dos estdmatos a seca, o fechamento dos estbmatos induzido pelo 0z6nio
ndo esta correlacionado com a inducéo da expressao de VUPLD1 (Figuras 18 e 28), sugerindo que

a atividade da PLD né&o estava envolvida na resposta dos estbmatos ao 0zonio.

5.3 Diferencas de sensibilidade ao 0zonio entre os cultivares

A maior parte dos efeitos do 0zonio observados nas folhas de feijdo-de-corda foram
mais pronunciados no cultivar IT83-D do que no cultivar EPACE-1, incluindo a extensdo da
leséo foliar e a diminuicdo da quantidade de galactolipidios. Em IT83-D, a taxa de oxida¢&o nos
tecidos foliares pdde ter sido maior do que em EPACE-1 devido a um POD, superior (+ 21%)
(Tabela 3). Além disso, 1T83-D apresentou respostas ao 0z6nio que nao ocorreram em EPACE-1.
O mais impressionante foi que em IT83-D, a diminuicdo do teor de galactolipidios foi
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correlacionada com um aumento significativo na relagio DGDG:MGDG, como observado nos
cultivares de feijdo-de-corda expostos a o0z6nio agudo (NOUCHI; TOYAMA, 1988;
WHITAKER; LEE; ROWLAND, 1990). A diminuicdo relativa mais elevada em MGDG é
consistente com sua extrema sensibilidade a processos de degradacdo ativados por estresses
ambientais, como relatado em Arabidopsis (GIGON et al., 2004) e em feijdo-de-corda
(TORRES-FRANKLIN et al., 2007) submetidos a seca. Além disso, o tratamento com 0zénio
reduziu a quantidade do acido graxo 18:3 em MGDG no cultivar 1T83-D (Tabela 5a), também
encontrado nas folhas de plantas de ervilha (CARLSSON et al., 1994) e de trigo (SANDELIUS
et al., 1995) expostas a 0zonio moderado. Uma LAH purificada de folhas de feijdo-de-corda
apresentou a maior especificidade de substrato para (18:3/18:3)-MGDG (SAHSAH et al., 1994) e
as atividades de LAH em extratos de folhas de feijdo-de-corda reduziram seletivamente o
conteddo de 18:3 em MGDG (SAHSAH et al., 1998). Tomados em conjunto, esses resultados
sugerem que a reducdo da quantidade de 18:3 em MGDG reflete a degradacéo preferencial do
MGDG pelas LAHs ap0s a exposicao ao 0z6nio no cultivar sensivel de feijdo-de-corda, 1T83-D.
Foi demonstrado que estresses, tais como lesGes, queda de temperatura e seca
aumentam a expressdo da dessaturase plastidial de &cido graxo -3, FAD8 (NISHIUCHI; IBA,
1998; TORRES-FRANKLIN et al., 2009 ). Além disso, a superexpressao de FAD8 aumentou a
quantidade de 18:3 e a tolerancia a salinidade e a seca em plantas de tabaco transgénicas
(ZHANG et al., 2005). No presente trabalho, a estimulacdo da expressao de VUFADS8 encontrada
em IT83-D (Figura 28d) teria atenuado a perda induzida pelo ozdnio de 18:3 nos lipidios de
membrana. No entanto, essa superexpressdo ndo foi eficaz na manutencao da taxa de insaturacao
do MGDG (Tabela 5a). Ao lado do seu papel no ajustamento da insaturacéo dos acidos graxos, as
FADs w-3 parecem estar envolvidas na regulagdo das respostas de defesa das plantas através da
producdo de &cidos graxos triendicos que servem como precursores para a sintese de oxilipinas,
tais como o acido jasmonico (JA) (YAENO; MATSUDA,; IBA, 2004). O JA se acumula durante
a exposicdo ao ozonio e atua na contengéo da lesdo durante o processo de morte celular induzida
por 0zonio (KANGASJARVI; JASPERS; KOLLIST, 2005). Uma vez que VUFAD7 foi reprimido
pelo tratamento com oz6nio (Figura 28d), VUFAD8 poderia ter um papel especifico na inducéo de

respostas de defesa ao 0zonio através do JA nas folhas do cultivar sensivel.
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5.4 Participacdo de DGD2 e de PLDa na remodelacdo da membrana sob 0zénio em 1T83-D

Em EPACE-1, a expressdo dos genes relacionados a sintese dos galactolipidios
permaneceu inalterada ou foi reduzida pelo tratamento com 0zonio (Figura 28a, b), 0 que estéa de
acordo com a diminuicdo induzida pelo ozonio no teor de MGDG e de DGDG (Figura 21). Uma
tendéncia semelhante foi observada em 1T83-D para MGDG e 0s genes associados a biossintese
(Figuras 21a e 28c, d). No entanto, a relacdo DGDG:MGDG aumentou em resposta ao 0zonio
neste cultivar e isso coincidiu com uma forte superexpressdao de VuDGD?2 e, em menor grau, de
VuDGDL1 (Figuras 22 e 28c, d). As vantagens da substituicdo parcial de MGDG por DGDG nas
membranas de tilacdides séo que (i) DGDG é menos sensivel a degradacéo por LAHs (SAHSAH
et al., 1998) e (ii) DGDG é um lipidio formador de bicamada, enquanto que MGDG tem uma
tendéncia para formar estruturas nao-lamelares (WEBB; GREEN, 1991). Sob tratamento com
ozbnio, DGDG poderia, portanto, ajudar a manter as membranas dos tilacdides em um estado
fisico compativel com o funcionamento normal das proteinas de membrana (LEE, 2000).
Alternativamente, DGDG poderia substituir os fosfolipidios nas membranas extraplastidiais,
como observado em condi¢Oes de limitagdo de fosfato (HARTEL DORMANN; BENNING,
2001). A acumulacéo de lipidios ndo-fosforilados durante a privacéo de fosfato conduz a reducéo
de fosfoglicerolipidios de 90 a 50%. Estudos indicam que as quantidades de DGDG aumentam
acentuadamente durante a caréncia de fosfato. Quando o fosfato é limitado, os fosfolipidios de
membrana das plantas sdo reduzidos e, pelo menos em parte, substituidos por glicolipidios. Essa
alteracdo da composicdo lipidica ndo € limitada aos plastidios, ja que durante a privacdo de
fosfato, DGDG se acumula nas membranas extraplastidiais (HARTEL et al., 2000).

Os principais fosfolipidios (PC, PG, PE e PI) foram reduzidos em IT83-D em
resposta ao 0zonio (Figura 24b). No entanto, o fato de que os fosfolipidios diminuiram engquanto
que nem a relacio DGDG:MGDG ou a expressdo da DGDG sintase foram modificadas em
resposta ao tratamento de ozonio+seca (Figuras 22 e 28d) sugere que DGDG ¢ primariamente
envolvido na manutengdo da estrutura da membrana dos tilacoides em resposta ao 0zonio. Além
disso, DGDG poderia estar envolvido na remodelagédo das membranas extraplastidiais quando a
dose de ozbnio é maior do que um certo limiar, ou seja, no tratamento com 0z6nio, em que a

absorcéo estomatica de ozonio foi 50% maior do que no tratamento de ozbnio+seca. Varios
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fatores sustentam essa hipotese. Em primeiro lugar, uma forte superexpressdo de VuDGD2 foi
encontrada em 1T83-D em resposta ao 0z6nio aplicado isoladamente, mas ndo para o tratamento
de ozdnio+seca (Figura 28d). Considerando que DGD1 é responsavel pela sintese da maior parte
de DGDG plastidial, DGD2 parece estar envolvido em condic6es especificas de crescimento, tais
como a limitacdo de fosfato (KELLY; DORMANN, 2002) ou a seca severa (TORRES-
FRANKLIN et al., 2007). Em seguida, a estimulacdo de 25 vezes da expressao de VuDGD2 no
tratamento com o0zoOnio coincidiu com a superexpressdo equivalente de VuPLD1, que foi
associada a uma diminuicdo nos fosfolipidios de membrana (Figuras 28d e 24b). No tratamento
seca+0z0Onio, uma inducdo de 5 vezes de VUuPLD1 foi encontrada juntamente com a reducdo do
teor de fosfolipidios, mas VuDGD2 foi, neste caso, fortemente suprimido (Figura 28d). Tomados
em conjunto, esses resultados sugerem que a atividade da PLDao poderia desempenhar um papel
duplo sob estresse com o0z6nio, principalmente na degradacdo dos fosfolipidios de membrana,
como observado sob estresse hidrico severo (HONG et al., 2008) e também, em resposta a altas
doses de ozonio, na regulacdo de processos de remodelacdo da membrana que envolveriam a

expressao de DGD?2 e a substituicdo de fosfolipidios por DGDG.

5.5 Papel da cardiolipina na tolerancia ao ozénio em EPACE-1

Apbs 14 dias de tratamento, observou-se uma resposta especifica do cultivar EPACE-
1 identificada como uma caracteristica potencial de tolerancia ao 0zénio, ou seja, um aumento de
110% nos niveis de DPG (cardiolipina) (Figura 24a). O fato de que a exposi¢do ao 0zonio causou
uma reducédo do teor de galactolipidios e sua provavel conversdao em TAG nas folhas de feijéo-
de-corda sugere que as plantas responderam ao estresse ajustando adequadamente seus teores de
cardiolipina. No entanto, o aumento da quantidade de cardiolipina ndo pode ser associado a
expressao do gene da cardiolipina sintase (VUCLS), que nao foi modificada em resposta ao 0z6nio
(Figura 28b). Esses resultados sugerem que a cardiolipina, além do seu papel na estabilidade dos
complexos respiratorios, pode também desempenhar um papel nos processos de remodelacdo da
membrana para a tolerancia das plantas de feijdo-de-corda ao 0z6nio, o que poderia envolver a

substituicdo dos galactolipidios por cardiolipina.
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Estudos recentes tém destacado a importancia da cardiolipina ou da cardiolipina
sintase na resposta de plantas de Arabidopsis a estresses (PAN; HU; JONES, 2014; PINEAU et
al., 2013). Pineau et al. (2013) mostraram que a cardiolipina é necessaria para a funcéao
mitocondrial e para o desenvolvimento adequado de plantas de Arabidopsis, particularmente sob
condi¢bes de estresse. Para isso, eles caracterizaram trés mutantes deficientes no gene da
cardiolipina sintase, nomeados mutantes cls. Eles relataram que as mudas se desenvolvem
somente em condicBes de pouca luz e que ndo séo férteis quando sdo transferidas para o solo,
apresentando mudancas no transporte de elétrons mitocondrial. Além disso, o sistema
antioxidante e a morte celular programada também sdo exacerbados nos mutantes cls, indicando
uma pertubacdo global da resposta ao estresse. Pan, Hu e Jones (2014) utilizaram Arabidopsis
thaliana para examinar a distribuicdo subcelular da cardiolipina e da cardiolipina sintase e
analisaram a perda de funcdo nos mutantes cls para defeito de morfogénese mitocondrial e
resposta ao estresse. Eles mostraram que os mutantes cls apresentam uma alteracéo significativa
do crescimento, bem como uma integridade estrutural e morfogénese das mitocondrias alteradas.
Além disso, eles revelaram que a cardiolipina também desempenha um papel na resposta da

planta ao calor e a escuriddo prolongada, estresses que induzem a morte celular programada.

5.6 Atenuacdo pela seca dos efeitos do ozbnio através da reducdo de sua absorcgdo

estomatica

Além de reduzir a condutancia estomatica, o 0zénio também é conhecido por alterar
as respostas dos estdmatos a uma variedade de estimulos ambientais (DUMONT et al., 2013).
Em caso de seca, 0 0z6nio pode pertubar a via de transducao do sinal induzida por ABA para um
controle estomatico que interfere na capacidade das plantas em responder ao estresse hidrico
(WILKINSON; DAVIES, 2010). Neste estudo, a taxa e a intensidade do fechamento dos
estdmatos causadas por déficit hidrico ndo foram alteradas pelo ozénio no tratamento de
ozonio+seca (Figura 28d), sugerindo que o ozénio ndo interferiu na resposta estomatica a seca
induzida por ABA/PLD nas folhas de feijdo-de-corda. Por outro lado, o fechamento dos
estdmatos induzido pelo déficit hidrico diminuiu a absorcdo de ozoénio em EPACE-1 e em IT83-

D quando a seca e 0 0zodnio foram aplicados em combinacdo (Tabela 3). Consequentemente, 0s
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efeitos do o0z6nio observados no tratamento com o0z6nio foram menos pronunciados no
tratamento de ozonio+seca, incluindo as lesdes na folha, o acimulo de H,O, e o esgotamento de
galactolipidios (Figuras 21 e 19). Além disso, alguns dos efeitos do 0zdnio ndo sdo encontrados
no tratamento combinado de oz6nio+seca, tais como o aumento especifico a IT83-D da relagdo
DGDG:MGDG e a superexpressdo coordenada de VuDGD2, VuPLD1 e VUFADS (Figuras 22 e
28d). Por fim, varios efeitos comuns sdo observados em resposta a seca e a combinagdo de
ozonio+seca em ambos os cultivares: a reducdo da massa seca da parte aérea (Figura 15), do teor
relativo de agua (Figura 16) e do rendimento quéntico do PSII (Figura 17b) e o aumento do teor
de DPG (ou cardiolipina) (Figura 24). Tomados em conjunto, esses dados sugerem que O
fechamento dos estdmatos induzido pela seca atenuou os efeitos nocivos do 0zénio nos tecidos
foliares de feijdo-de-corda, o que é consistente com os resultados de meta-analises dos efeitos do
ozonio em arvores (WITTIG et al., 2007) e em culturas (FENG; KOBAYASHI, 2009). No
entanto, seria interessante mostrar se resultados semelhantes sdo observados quando o estresse
pelo ozénio é aplicado antes da seca. Essa situacdo, provavel em condic¢Ges naturais, poderia
levar a mudancas na resposta dos estdmatos a seca e/ou na capacidade antioxidante das células e
assim colocando em evidéncia um possivel impacto do 0z6nio na resposta das plantas a seca
(WILKINSON; DAVIES, 2009).
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6 CONCLUSAO

Nas condicBes experimentais utilizadas, nenhuma diferenca pdde ser observada entre
os dois cultivares em termos de tolerancia a seca. Alguns dos pardmetros aqui analisados foram
afetados pelo 0zonio, independentemente da dose ou do cultivar. No cultivar tolerante (EPACE-
1), essas respostas incluem a possivel conversdao dos galactolipidios em TAG, além de sua
substituicdo por cardiolipina, o que poderia contribuir para a tolerancia do cultivar ao 0zénio. No
cultivar sensivel (IT83-D), a exposicdo ao 0z6nio estimulou a expressdo da PLDa, uma possivel
explicagdo para as alteraces observadas nos fosfolipidios de membrana. Além disso, este estudo
forneceu evidéncias de que a PLDa, ao lado dos seus reconhecidos papéis na degradacdo de
fosfolipidios e na regulacdo da resposta estomatica ao déficit hidrico, também poderia contribuir
para a remodelacdo da membrana sob exposi¢cdo ao 0zOnio através de processos que podem
envolver a substituicdo parcial de fosfolipidios por DGDG. Os dois estresses em combinacgéo
conduziram a resultados similares aos observados em resposta ao tratamento de seca aplicada
isoladamente. Isso provavelmente reflete a severa restricdo da absor¢do de ozonio resultante do
fechamento dos estdmatos induzido pela seca. Juntos, esses resultados enfatizam a importancia
do papel dos lipidios de membrana nos processos de sinalizacdo e ajustes metabdlicos que

ocorrem em plantas sujeitas a estresses ambientais.
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ANEXO 1:

Detalhes sobre o vetor de clonagem plasmidico pGEM-TEasy e seu modo de funcionamento

O vetor de clonagem plasmidico pGEM-TEasy (Promega, Franca) compreende 3015 pb,
incluindo um gene de resisténcia a ampicilina, e seu método de seleccdo baseia-se na quebra do
quadro de leitura do gene lacZ quando o fragmento de cDNA esté presente, obtendo-se uma f3-
galactosidase inativa. O plasmidio possui uma timina livre em cada extremidade 3', enquanto que
0 amplicon possui uma adenosina na extremidade 5', adicionada pela DNA polimerase utilizada
nas reacbes de PCR, permitindo a ligacdo do amplicon ao plasmidio gracas a

complementariedade das bases A e T pela acdo de uma ligase.
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Apos transformacdo das bactérias competentes, as colonias que ndo integraram o vetor

recombinate apresentaram coloracdo azul, pois o IPTG induz a expressdo do gene lacZ
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transportado pelo plasmidio, que codifica a B-galactosidase. Essa enzima hidrolisa o substrato X-
Gal presente no meio de cultura, dando origem a um pigmento insoltvel azul brilhante, 0 5,5'-
dibromo-4,4'-dicloro-indigo. J& as colbnias que integraram o vetor recombinate, chamadas de
positivas, permaneceram com coloracdo branca, pois a insercdo do amplicon no sitio de
policlonagem do plasmidio interrompe o gene lacZ, produzindo uma B-galactosidase inativa, ndo

hidrolizando a X-Gal presente no meio de cultura.
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ANEXO 2:

Fotos das plantas e das folhas com 14 dias de tratamentos:
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ANEXO 3:

Resumo esquematico de resultados e discusséo:
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