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RESUMO

FERREIRA, Jacqueline Alves Borges. Mitigacao das alteracdes climaticas em batata-doce
por meio de filme de particula de calcio. Sao Cristovao: UFS, 2022. 60p. (Tese —
Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).*

Diante do atual cenario das mudancas climaticas globais, prevé-se alteracdes no
comportamento adaptativo das plantas, com variagdes na fisiologia, na expressao de genes e
na anatomia foliar. Para compreender e avaliar estas modificagdes ¢ importante definir quais
genes sao responsivos € quais sdo as variagdes nas estruturas de tecidos, bem como as
variacoes em processos fisiologicos que podem ocorrer. Considerando a auséncia de
informagdes na literatura sobre tais variagdes em plantas de batata-doce fotoprotegidas por
filmes de particulas em situagcdes de restricdo hidrica, realizou-se o presente estudo. O
objetivo foi empregar tratamento fotoprotetivo com filme de particulas (CaO 10% p/v) na
superficie foliar de plantas de batata-doce e avaliar as variagdes na expressao génica, nos
parametros ecofisiologicos, nas trocas gasosas e na anatomia foliar. Para isto prospectou-se
em um estudo teodrico, os genes que estdo envolvidos em diferentes mecanismos adaptativos
em plantas. Foram identificados potenciais genes, para os quais se buscou correlagdes e co-
expressao usando os Softwares GeneMANIA e Cytoscape. Para os ensaios em campo, 0s
tratamentos foram implantados entre os meses de novembro de 2018 a marco de 2019, na
Estacdo Experimental Campus Rural do Centro de Ciéncias Agrarias Aplicadas da
Universidade Federal de Sergipe (UFS). Os parametros ecofisioldogicos com base nas
estimativas de trocas gasosas, diferenca entre temperatura do ar e da folha, indices de Falker,
fluorescéncia da clorofila a, expressdo génica (cdc2a) e anatomia foliar foram coletados em
diferentes estadios de desenvolvimento das plantas, com e sem restricdo hidrica. O uso da
fotoprotecdo por filme de particulas minimizou os efeitos deletérios causados pelos estresses
abioticos, contribuindo para o aumento da taxa fotossintética (4) e maior diferenca entre
temperatura do ar e da folha como um ajuste adaptativo positivo, mesmo sob condi¢des de
restricao hidrica. Observou-se redugdo nas estimativas de fluorescéncia da clorofila a
relacionadas a secdo transversal méxima (CSm) com filme de particulas, e significativo
aumento do rendimento quantico efetivo (¢PSII), taxa de transporte de elétrons (ETR),
rendimento quantico maximo (Fv/Fm) e quenching fotoquimico (gP). Neste mecanismo de
homeostase da planta, identificado com o uso fotoprotetivo do filme de particulas, houve
redug¢do na expressdo do gene cdc2a, relacionado ao estresse por intensidade luminosa, e
foram identificadas variagdes anatomicas no diametro da nervura central das folhas (DNC),
variavel importante para avaliar a condutancia hidraulica das plantas e crucial para prever a
eficiéncia do transporte de agua. Cada uma dessas alteracdes, em paralelo a restricdo hidrica,
fazem parte de um conjunto de respostas das plantas a favor da tolerncia ou adaptagdo em
situagoes de estresse. Assim, diante das condi¢des abidticas impostas para as plantas, a
fotoprote¢cdo com filme de particulas torna-se indicada como técnica de manejo a ser
empregada na cultura da batata-doce.

Palavras-chave: Ipomoea batatas L., restrigdo hidrica, fluorescéncia, expressao génica,
anatomia foliar.

* Comité Orientador: Luiz Fernando Ganassali de Oliveira Jinior — UFS (Orientador), Renata Silva Mann — UFS
(Coorientadora).



ABSTRACT

FERREIRA, Jacqueline Alves Borges. Climate change mitigation in sweet potato using
calcium particle film. Siao Cristovao: UFS, 2022. 99p. (Thesis — Doctor's degree in
Agriculture and Biodiversity).*

Given the current global climate change scenario, changes in plants' adaptive behavior are
expected, with variations in physiology, gene expression, and leaf anatomy. It is essential to
define which genes will be responsive and which are the variations in tissue structures and the
variations in physiological processes that may occur to understand and evaluate these
changes. This work was carried out considering the lack of information in Literature on such
variations in sweet potato plants photoprotected by particle films in situations of water
restriction. It was targeted to apply photoprotective treatment with particle film (CaO 10%
w/v) on the leaf surface of sweet potato plants and to evaluate variations in gene expression,
ecophysiological parameters, gas exchange, and leaf anatomy. For that, it prospected in a
theoretical study that the genes are involved in different adaptive mechanisms in plants.
Potential genes were identified, and correlations and co-expression were sought using
GeneMANIA and Cytoscape software. For field trials, the treatments were implemented
between November 2018 and March 2019 at the Experimental Station Rural Campus of the
Applied Agrarian Sciences Center of the Federal University of Sergipe (UFS).
Ecophysiological parameters based on gas exchange estimates, the difference between air and
leaf temperature, Falker indices, the fluorescence of chlorophyll a, gene expression (cdc2a),
and leaf anatomy were collected at different stages of plant development, with and without
water restriction. Particle film photoprotection minimized the harmful effects caused by
abiotic stresses, contributing to an increase in photosynthetic rate (4) and a more significant
difference between air and leaf temperature as a positive adaptive adjustment, even under
conditions of water restriction. There was a reduction in the fluorescence of chlorophyll a
estimates, related to the maximum cross-section (CSm) with particle film and a significant
increase in the effective quantum yield (¢PSII), electron transport rate (ETR), maximum
quantum yield (Fv/Fm), and photochemical quenching (gP). In this plant homeostasis
mechanism, which was identified with the photoprotective use of particle film, there was a
reduction in the expression of the cdc2a gene related to light intensity stress, and anatomical
variations were identified in the diameter of the leaf midrib (DNC), which is an essential
variable for assessing the hydraulic conductance of plants and also crucial to predicting water
transport efficiency. In parallel with water restriction, each of these changes is part of a set of
plant responses in favor of tolerance or adaptation in stress situations. Thus, because of the
abiotic conditions imposed on the plants, photoprotection with particle film is a management
technique for sweet potato crops.

Keywords: Ipomoea batatas L., water restriction, fluorescence, gene expression., leaf
anatomy.

* Advisor Committee: Luiz Fernando Ganassali de Oliveira Junior — UFS (Advisor), Renata Silva Mann — UFS
(Co-advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

O Nordeste do Brasil ¢ uma regido semidrida constantemente afetada pela alta
incidéncia solar e periodicamente afetada pela ocorréncia de secas, com perdas parciais e
totais na agricultura. Apesar de chover a mesma quantidade que outras regides brasileiras,
apresenta ma distribuigcdo e irregularidade pluviométrica com variabilidade espago-temporal
de chuvas, o que corrobora com a vulnerabilidade climatica (MARTINS et al., 2019; COMIN
etal.,2020; COSTA et al., 2021).

Com a intensificacdo das limitagdes abioticas, muitas culturas agricolas tém seu
crescimento e desenvolvimento prejudicado, o que torna o cultivo agricola um grande desafio
(SADEGHI et al., 2016; JARDIM et al., 2021). A batata-doce (Ilpomoea batatas L.) é uma
cultura que apresenta expressiva representatividade no Nordeste do Brasil, sendo
moderadamente tolerante devido a sua rusticidade e capacidade de adaptagdo aos diferentes
ambientes (MIRANDA et al., 1995; SHAO et al., 2018). Contudo, com um nivel de estresse
elevado, as alteragdes climaticas podem induzir meios naturais de adaptacdo pelas plantas.

Para auxiliar neste processo adaptativo e reduzir os efeitos deletérios das mudancas
ambientais, a técnica de filme de particulas de calcio tem sido aplicada na superficie das
folhas. Tem-se verificado a eficacia da técnica em melhorar o desempenho fisioldgico de
cafeeiro conilon e batata-doce em condic¢des de irrigagdo (SILVA et al., 2019; OLIVEIRA et
al., 2021; OLIVEIRA et al., 2022). A técnica também contribui para expressiva redugao das
taxas de transpiragdo e estresse térmico em tomateiro, a0 mesmo tempo que promove
condi¢des mais favoraveis de trocas gasosas e maior eficiéncia do uso da 4agua sob restricao
hidrica (OLIVEIRA DA SILVA et al., 2019; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019).

De forma geral, os filmes de particulas tém atuado no aumento da taxa de fotossintese
liquida (4), otimizacdao da condutincia estomatica (gs), com redugdo dos danos fotoquimicos
e melhoria dos pardmetros da fluorescéncia de clorofila a (BRILLANTE et al., 2016). Por
outro lado, informagdes na literatura sobre variagdes na expressdo de genes e anatomia foliar
envolvidas em respostas adaptativas com filme de particula de célcio ainda sdao pouco
discutidas.

A expressao de genes em células-guardas podem influenciar no controle da abertura e
densidade estomadtica, permitindo trocas gasosas de forma mais eficiente. Alteragdes na
anatomia foliar podem facilitar o transporte de dgua no interior das plantas, aliado também ao
aumento da eficiéncia fotoquimica. Assim, pesquisas sobre expressdo génica e anatomia foliar
tém se tornado uma importante chave complementar para estudos de escofisiologia vegetal,
principalmente relacionado ao balango hidrico e a capacidade adaptativa das folhas
(GAVILANES, 1999).

Considerando a auséncia de trabalhos na avaliagdo da eficacia do filme de particula
de calcio em batata-doce sob restricao hidrica, e avaliagdes sobre o comportamento adaptativo
das plantas envolvendo variagdes na fisiologia, na expressdo de genes e anatomia foliar,
realizou-se o presente estudo. O objetivo foi empregar tratamento fotoprotetivo com filme de
particulas (CaO 10% p/v) na superficie foliar de batata-doce e avaliar as variagdes na
expressao génica, nos parametros ecofisiologicos, nas trocas gasosas € anatomia foliar sob
condigoes de restri¢ao hidrica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da batata-doce

A batata-doce (Ipomoea batatas L.) ¢ uma espécie Eudicotiledonea (CHASE et al.,
2009) que pertence ao género Ipomoea e familia Convolvulacea. O género possui cerca de
400 espécies de caracteristica trepadeira herbacea, sendo elas anuais ou perenes (LEBOT,
2009). A espécie ¢ originaria da América Tropical (MIRANDA, 1989) e, atualmente, o mais
importante centro secundario de diversidade genética estd localizado na Ilha da Nova Guiné
(ROULLIER et al., 2013). I. batatas surgiu apos hibrida¢do natural entre /. trifida e I. triloba.
Assim, esta cultura fica distribuida entre os climas tropical e subtropical do globo,
apresentando tolerancia a seca (CAVALCANTE, 2006).

Sua morfologia ¢ bastante diversa com variagdo entre formatos e tipos de coloragdo.
Suas hastes podem ser ascendentes, entrelagadas ou rasteiras, enquanto suas folhas sdo
numerosas, simples ou alternadas, com coloragdo variando do verde ao roxo. As flores sdo do
tipo hermafrodita completa, e os frutos sdo capsulas glabras ou hirsutas, deiscentes com cinco
a dez mm de didmetro, possuindo no seu interior cerca de quatro sementes. O sistema
radicular ¢ formado por raizes tuberosas de caracteristica fibrosa, resultante do espessamento
das raizes adventicias responsaveis pela absor¢ao de agua e nutrientes (LEBOT, 2009;
COBENA RUIZ et al., 2017).

O ciclo fenologico da batata-doce dura em média 120 dias, podendo ser dividido em
quatro estadios principais. O primeiro estadio ¢ caracterizado por um rapido desenvolvimento
do sistema radicular nas plantas. O segundo estadio - com o sistema radicular bastante
desenvolvido - apresenta rapido crescimento das ramas e expansdo da area foliar. O terceiro
estadio ¢ caracterizado pelo espessamento das raizes, enquanto o quarto estadio se caracteriza
por ser regenerativo e apresentar brotagdes, nas quais ddo origem a novas plantas (LEBOT,
2009; COSME; NESTOR, 2012).

Uma combinagdo de caracteristicas climdticas ¢ necesséaria para que ocorra o pleno
desenvolvimento do ciclo fenologico da batata-doce. Temperaturas em torno de 20-24 °C,
baixa luminosidade, fotoperiodo curto e pouca umidade do solo favorecem a formagdo de
raizes tuberosas aproximadamente 65 dias apds o plantio. Além disso, os solos do tipo franco-
arenoso e franco-argiloso sd3o os mais indicados para implantagdo de um novo cultivo
(COBENA RUIZ et al., 2017).

A cultura estd entre as mais relevantes no contexto da seguranca alimentar, sendo
capaz de produzir mais biomassa e nutrientes por hectare, do que qualquer outra cultura
alimentar no mundo (GAD; GEORGE, 2009). Além disso, a batata-doce pode ser destinada a
outras aplicagdes industriais e bioenergéticas, como na industria de alimentos, papel, tecido,
cosméticos, plasticos, além da producao de etanol (CARDOSO et al., 2005).

O Brasil ¢ um tradicional produtor de batata-doce. A China, no entanto, ¢ o maior
produtor com 58% da producao na escala mundial. No cenério nacional, o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2018, demonstrou que a produtividade de batata-doce
foi de 805 mil toneladas distribuidas em vinte e quatro estados brasileiros. As regides
Nordeste, Sul e Sudeste do Brasil, respectivamente, sdo responsaveis por aproximadamente
95,8% de toda a producdo no pais. No Norte e Centro-oeste a produtividade ¢ mais baixa, com
cerca de 8,5 mil e 23,9 mil toneladas de batata-doce.

No estado de Sergipe em 2017, a batata-doce ocupou cerca de 3,5 mil ha de area
plantada, atingindo uma producao de 40.865 toneladas, isso representou aproximadamente
5,3% da producao total brasileira (SIDRA, 2022). No periodo de 2003 a 2013, Sergipe esteve
entre os cinco estados da federacdo com maior area plantada de batata-doce no Brasil, sendo a
cultivar ‘Ourinho’ a mais comum entre os agricultores da regido. Além disso, os municipios
de Itabaiana/SE e Moita Bonita/SE foram responsaveis por cerca de 80% da producao do
estado no mesmo periodo (PAM/IBGE, 2020).



2.2 Estresses abioticos

No campo, os estresses abiodticos raramente ocorrem de forma isolada e podem advir
principalmente da alta ou baixa temperatura, radiacao ultravioleta-B (UV-B) e intenso déficit
hidrico, provocando danos que limitam as atividades agricolas (MONTEIRO; CRUZ;
SANTOS, 2014). Assim, os diferentes tipos de estresses afetam o vigor da planta, a absor¢do
de assimilados, a fotossintese, a condutancia estomatica, a translocacdo, a taxa de nitrogénio
foliar, a forca de dreno, o metabolismo de nutrientes, entre outros (WIJEWARDANA et al.,
2008; GONZALEZ-DUGO et al., 2010; DUQUE; SETTER, 2013; GAJANAYAKE et al.,
2014; CHEN et al., 2020; UPADHYAY et al., 2021).

O sucesso de um cultivo depende do tipo e das combinagdes dos estresses abioticos,
além do nivel de adaptagdo das plantas (REIS et al., 2016; CHIRINO et al., 2017). Dessa
forma, as plantas podem se adaptar aos estresses abioticos de maneira imediata ou tardia. A
resposta imediata estd associada a producdo de moléculas sinalizadoras de estresse: espécies
reativas de oxigénio (ROS), etileno, adcido jasmonico e metil-jasmonato (MeJA) que ativam a
expressdo de genes envolvidos no metabolismo primario e secundario da planta. Por outro
lado, a resposta tardia estd associada ao aumento de enzimas envolvidas na biossintese e
acimulo de metabolitos secundarios (CISNEROS-ZEVALLOS et al., 2014; JACOBO-
VELAZQUEZ et al., 2015).

Quando as respostas ocorrem de forma imediata, h& uma maior chance de breve
reparacao dos danos, antes mesmo de tornar-se uma resposta permanente. Contudo,
independentemente de como as respostas aos estresses abidticos sao moduladas pelas plantas,
estas provavelmente se relacionam com caracteristicas genéticas e informagdes presentes no
genoma, associadas com outros mecanismos de respostas fisioldgicas ou respostas
morfoanatdmicas visando a adaptagdo aos diferentes fatores ambientais (TAIZ; ZEIGER,
2013).

Além disso, as respostas aos fatores abidticos dependem do grau de intensidade do
estresse (ARAUJO FILHO; CARVALHO, 1997; KHAN et al., 2016) e da espécie cultivada,
isso porque as plantas podem desenvolver mecanismos de adaptacdo ou de tolerancia
especificos (SILVA et al., 2011), minimizando assim os prejuizos.

A batata-doce ¢ moderadamente tolerante aos estresses abioOticos causados pela
restricdo hidrica e alta luminosidade. No entanto, a combinacdo destes fatores e consequente
aumento da temperatura resultam em baixa produtividade (SHAO et al., 2018). Estudos
relataram que o estresse abidtico no estddio vegetativo de batata-doce afeta a iniciagdo e
produgdo das raizes, e os estresses no meio e no final do estddio fenoldgico determinam a
quantidade de biomassa e o rendimento de raizes tuberosas (GAJANAYAKE et al., 2013;
GAJANAYAKE; REDDY, 2016).

Por outro lado, diferentes cultivares de batata-doce podem responder de maneira
especifica ao estresse. Assim, também se torna fundamental compreender as respostas de
cultivares regionais, analisando sua capacidade de adaptagdo a uma rapida mudanga climatica
no ambiente (ATKINSON; URWIN, 2012).

2.3 Restricao hidrica como agente estressor

O estresse causado pela restricao hidrica tem despertado interesse ao agricultor por ser
responsavel pelos fortes impactos sobre o crescimento e produtividade das plantas. No
Nordeste brasileiro a deficiéncia hidrica proveniente das condi¢des ambientais do semidrido ¢
considerada como a maior causadora da baixa produtividade das plantas, alterando a taxa
fotossintética e o crescimento vegetal em decorréncia do menor teor relativo de d4gua, menor
pressao de turgor e potencial hidrico foliar (PIMENTEL, 1999; PIMENTEL et al., 2002).

O estresse hidrico ¢ causado pela relagdo entre evapotranspiragcdo e déficit de agua
disponivel no solo, e se destaca por ser o tipo de estresse mais comum nos ecossistemas
agricolas e ocasionar sérias disfungdes nas plantas, ou por causar alteragdes fisiologicas,
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morfoanatdmicas e moleculares que acarretam baixa absor¢do e transporte de agua e
nutrientes (ARAUJO FILHO; CARVALHO, 1997; MONTEIRO; CRUZ; SANTOS, 2014).

Assim, sob restri¢ao hidrica hd uma disfun¢do da maquinaria fotossintética levando ao
fechamento estomatico (gs) e menor disponibilidade de CO: essencial para as atividades no
fotossistema II (PSII) (FISCHER et al., 2013; NELSON; JUNGE, 2015). Além disso, esta
condi¢do ambiental acarreta mau funcionamento dos sistemas de transporte de elétrons (ETR)
favorecendo a sintese de superdxido e H202 (DAT et al., 2000).

Uma reducao do rendimento quantico maximo (Fv/Fm) foi observada por Bento et al.
(2016) em espécies cultivadas sob déficit hidrico. Além disso, outros trabalhos associam a
menor disponibilidade de CO: (4) pelo déficit hidrico, com uma redugdo de rendimento
quantico efetivo (¢PSII). Logo, a energia absorvida (ABS/CSm) que seria utilizada na
fotossintese (A4), sera dissipada (DIO/CSm) devido ao aumento da emissao de fluorescéncia da
clorofila a, representada também pelo coeficiente de dissipacao (¢P) (CALATAYUD et al.,
20006).

Sdo muitas as estratégias encontradas pelas plantas para superar o estresse hidrico, e
englobam trés mecanismos principais: encurtamento do ciclo fenoldgico, antes que o déficit
hidrico se torne mais severo; manutencao de um potencial hidrico relativamente alto, apesar
de condigdes de estresse hidrico, por meio de fechamento estomatico e ajuste osmotico; e
redugdo da atividade quimica da agua, por meio do balango da concentragdo de solutos e
macromoléculas (ORTEGA-HERN; ANTUNES-RICARDO, 2021).

Em relagdo a cultura da batata-doce, trabalhos recentes demonstraram que o efeito da
restricdo hidrica reduziu caracteristicas de desenvolvimento da parte area em 29%,
caracteristicas das raizes em 24% e as caracteristicas fisiologicas e de troca gasosa, em 10%.
Além disso, com uma transpiragdo reduzida devido ao fechamento estomatico e a baixissima
umidade no solo, a batata-doce geralmente ¢ impulsionada a reduzir também a absorcdo de
nitrogénio pelas raizes, o que dificulta o transporte de solutos do solo e enchimento de raizes
tuberosas com melhoria da qualidade nutricional (REDDY, 2022).

O estresse hidrico intenso na fase inicial de estabelecimento das culturas afeta a
expansao foliar (JEUFFROY et al., 2002), resultando em uma reducdo substancial do vigor da
planta ou perdas econdmicas devido a menor concentracdo de clorofila, proteinas soluveis
totais e biomassa de produgdo (KORRES et al., 2017). A tendéncia do indice de clorofila com
relagdo ao déficit hidrico € varidvel. Porém, em I. batatas em condigdes de seca, a clorofila
total diminuiu em diferentes cultivares (REDDY, 2022).

Dessa forma, a adaptacdo e tolerancia a desidratagdo durante a restricao hidrica ¢
fundamental para prote¢do do citoplasma, aumento do potencial osmdtico da célula e
consequente aumento da absorcdo de agua, metabolizacdo de compostos degradados, e
regulacdo da expressdo génica (NEPOMUCENO et al., 2000). Por outro lado, numa
perspectiva molecular, ndo ha correlagdo entre a expressao de alguns genes e seus produtos,
com a garantia de sobrevivéncia da planta durante o estresse hidrico (BRAY, 1993).

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) ¢ um método
confidvel para a quantificacdo precisa da expressdo génica e para entender as funcgdes dos
genes em respostas ao ambiente (REDDY et al., 2016). Segundo Lau ef al. (2018) foram
identificados mais de 6.000 genes expressos no tecido foliar de batata-doce (/. batatas) em
situagdo de estresse hidrico. Um subconjunto de genes foi diferencialmente regulado entre as
variedades ‘Beauregard’ e ‘Tanzania’, argumentando, portanto, serem fortes candidatos a
estarem envolvidos em respostas a seca em batata-doce.

Acido abscisico e proteina induzivel por estresse ambiental (abscisic acid and
environmental stress-inducible protein — tas14) ¢ um gene que codifica proteinas abundantes
na embriogénese tardia (Late embryogenesis abundant — LEA) e tem sido associado com a
tolerancia a restri¢ao hidrica em batata-doce (LAU et al., 2018). O mecanismo de acdo da
proteina TAS14 pode estar relacionado ao aumento de agucares soluveis nas folhas que



coincide com maior potencial hidrico e turgor celular em plantas sob estresse hidrico
expressando TAS14 (MUNOZ-MAYOR et al., 2012).

Outro gene superexpresso em batata-doce ¢ o responsavel pelo fator de transcrigdo
dreb2a (Proteina de liga¢dao ao elemento responsivo a desidratacao - Dehydration-Responsive
Element Binding protein - DREB), induzida pela seca (LIU et al., 1998). O gene dreb codifica
para uma proteina regulatoria, a proteina DREB, a qual ¢ um fator de transcri¢do que esta
envolvido na ativagdo de outros genes relacionados a tolerancia ao estresse hidrico. Além
deles, varios componentes da via de sinalizagdo ABA, por exemplo, o fator de transcrigao
bZIP induzido por seca, ativam genes com elementos promotores ABRE (elemento
responsivo ABA) e sdo superexpressos em batata-doce (UNO et al., 2000; KANG et al.,
2002; XIANG et al., 2008).

Além do déficit hidrico afetar caracteristicas fisiologicas e de expressdao génica nas
folhas, em estudos relata-se que folhas desenvolvidas durante periodos de déficit hidrico
apresentam maior densidade estomatica, estomatos de menor tamanho e maior relagdo entre
didmetro polar e didmetro equatorial (GRISI et al., 2008; MELO et al., 2014). Na busca da
maior funcionalidade, os estomatos adquirem uma morfologia mais eliptica (fechada),
visando reter o maximo de 4gua existente no seu interior (CASTRO et al., 2009; BATISTA et
al., 2010).

Modifica¢des no mesofilo e nos parénquimas também tém sido observadas em estudos
com plantas submetidas ao estresse hidrico. A reducdo dos espagos intercelulares tem sido
apontada como uma alternativa para diminuir a evapotranspiragdo de agua e garantir a
eficiéncia no uso da agua, isso porque, hd uma maior compactacdo do mesofilo, e desta
maneira, hA um aumento da resisténcia interna ao movimento de vapor d’agua, reduzindo
assim, a evapotranspiracdo (CHARTZOULAKIS et al., 2002; BURNETT et al., 2005).

O estudo de outras estruturas foliares como o didmetro da nervura central (DNC) ¢
importante para avaliar a condutancia hidraulica das plantas e crucial para prever a eficiéncia
do transporte de 4gua (LECHTHALER et al., 2019). Assim, quanto maior DNC, maior tende
ser a taxa de transporte de agua e solutos no interior das plantas (SACK et al., 2012;
LUTTGE, 2008). Cada uma dessas modifica¢des anatdmicas, em paralelo a restricio hidrica,
faz parte de um conjunto de respostas que as plantas emitem a favor da tolerancia ou
adaptagdo em situacdes de estresse.

2.4 A temperatura como um agente estressor

A temperatura ¢ naturalmente proporcional a intensidade de calor, e este fator
favorece, inicialmente, desvios no teor de carboidratos, alteracdes nos niveis de hormonios
incluindo ABA, acimulo de substancias toxicas, alteragdes na coloracao das partes vegetais e
desenvolvimento de malformagdes. O calor também acelera o metabolismo celular e causa
desidratacao do tecido vegetal. Assim, com maior intensidade do estresse térmico, mais
estresse oxidativo ¢ gerado, pois também induz a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(CHAVES-BARRANTES ¢ GUTIERREZ-SOTO, 2017).

Como mencionado anteriormente, a cultura da batata-doce tem caracteristicas
tolerantes. A temperatura O6tima de crescimento para batata-doce varia entre 20-24 °C, no
entanto, quando a temperatura aumenta, influencia véarias reagdes redox e metabdlicas que
ocorrem no PSII, PSI, complexo citocromo e RuBisCo, levando a uma diminui¢cdo
significativa da taxa fotossintética (YIN et al., 2010; YANG et al., 2020). O estadio
reprodutivo do ciclo fenologico da batata-doce torna-se mais afetado pelos efeitos da alta
temperatura, e as consequéncias sdo muito mais significativas do que no estadio vegetativo
(REDDY, 2022).

Assim, este agente estressor afeta negativamente a fotoquimica PSII (Fv/Fm),
eficiéncia PSII (¢PSII), coeficiente de extingdo fotoquimica (¢P) e nao fotoquimica
quenching (NPQ), bem como a Inter conversao de pigmentos (YIN et al., 2010; OLIVEIRA
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et al., 2022). Ainda pode acontecer do estresse térmico desencadear a senescéncia das folhas,
principalmente quando associado a restricao hidrica (RABARA et al., 2021).

Com todas as consequéncias, as altas temperaturas levam ainda a desnaturacdo
imediata de proteinas e enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase, ascorbato
peroxidase, glutationa redutase e catalases (ALMESELMANI et al., 2006; NAGESH BABU;
RANGAIAH, 2008), e aumentam a quantidade de 4cidos graxos insaturados (SAVCHENKO
et al., 2002), que fazem com que os lipidios das membranas se tornem mais fluidos e
permeaveis, permitindo a perda de eletrolitos (LOS; MURATA, 2004; PORCH e HALL,
2013). Por este motivo, as membranas celulares sdo as primeiras estruturas a serem afetadas
pelo estresse térmico (WANG et al., 2011), provocando sinais que induzem a expressao de
genes de defesa (WAHID et al., 2007).

Dessa forma, com uma maior temperatura do ambiente, maior tende ser a temperatura
interna foliar. Filho et al. (2021) encontraram correlacdo positiva entre temperatura interna
foliar e perda de dgua no interior das cé€lulas vegetais devido a maior taxa de transpiracao,
com posterior fechamento estomatico. Um gene que codifica para uma proteina do canal de
efluxo anidnico, essencial para o fechamento adequado dos estobmatos em resposta a muitos
fatores, incluindo ABA gerado pelas altas temperaturas em batata-doce, ¢ o Canal anidnico
tipo S da célula guarda (Guard cell S-type anion channel - slacl). O slacl quando reprimido
também pode estar relacionado com modificacdes na fenologia foliar da batata-doce,
acarretando menor expansao foliar (NEGI et al., 2008; VAHISALU et al., 2008) ¢ menor
concentracao de clorofila (KORRES et al., 2017).

O gene responsavel pela expressao de proteinas do Canal de Potéssio (Potassium
channel — kat2) ¢é regulado negativamente, codificando um canal de K+ para dentro das
c€lulas-guardas de batata-doce e facilitando o fechamento dos estomatos sob altas
temperaturas (SCHROEDER et al., 1984). Por outro lado, o gene responsavel pela expressao
da Proteina de ligacdo a clorofila a-b, cloroplastica (Chlorophyll a-b binding protein,
chloroplastic - LHCBG6) codifica uma proteina associada ao fotossistema Il em Arabidopsis,
regula o0 movimento estomatico (JANSSON, 1999), e aumenta a condutincia estomatica -
mediada por ABA. Quando reprimido, o /hcsb6 pode estar relacionado com redugdes visiveis
no tamanho e na coloragdo esverdeada da folha provocada pelas altas temperaturas (XU et al.,
2012).

Além das modificacdes na morfologia externa das plantas, o aumento da temperatura
gera diferentes alteragdes anatdmicas e funcionais nas folhas. Semelhantes as produzidas pelo
estresse hidrico, estas alteracdes podem incluir: redu¢do do tamanho das células, alteragdes na
permeabilidade da membrana, aumento na densidade dos estomatos, tricomas e maior area do
xilema (WAHID et al., 2007). Além disso, pode haver maior espessamento da cuticula, com
intuito de reduzir a taxa transpiratoria. Da mesma forma, outros trabalhos evidenciaram o
aumento da espessura da epiderme adaxial, atribuindo este comportamento a prote¢ao contra
dessecagao (OLIVEIRA et al., 2014).

2.5 A radiacio como um agente estressor

A radiacdo solar ¢ indispensavel para as plantas, pois esta envolvida na regulagao de
varios processos vitais fundamentais, como germina¢do, crescimento, desenvolvimento,
fotossintese e floragdio (MULLER-XING et al., 2014).

A radiagdo solar ¢ composta por trés espectros eletromagnéticos incluindo a luz
visivel, ultravioleta (UV) e radiag@o infravermelha. A depender do comprimento de onda, a
radiagdo UV pode ser dividida em: UV-A (320400 nm) - faixa menos prejudicial as plantas;
UV-B (280-320 nm) altamente prejudicial as plantas; e UV-C (100— 280 nm) que ¢
completamente absorvida pelo 0zonio estratosférico (JENKINS, 2009).

Com as mudangas climaticas globais que assolam o nosso planeta, um maior
esgotamento da camada de ozonio atmosférico tem contribuido para maior entrada da
radiacdo UV-B (280-320 nm), atingido a superficie da Terra e causando efeitos prejudiciais
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intensos na agricultura (BALLARE et al., 2011; WILLIAMSON et al., 2014). Neste sentido,
a radiagdo UV-B altera os processos fisioldgicos e metabolicos nas plantas, resultando na
diminui¢do da eficiéncia do fotossistema II e capacidade fotossintética (ALLEN et al., 1998;
BOLINK et al., 2001; SAVITCH et al., 2001), devido ao processo acelerado da degradacao
de clorofila (OLSON et al., 1999; GERM et al., 2005).

Por outro lado, estudos recentes indicam que o estresse por UV-B na batata-doce ainda
foi capaz de induzir o crescimento da parte aérea e nao interferiu nos pigmentos das plantas,
no entanto, a taxa fotossintética foi 16% afetada negativamente (REDDY, 2022).

Estudos sugerem a ocorréncia de potenciais danos nos centros de rea¢dao do
fotossistema II em batata-doce sob alta radiagdo solar (OLIVEIRA et al., 2022; REDDY,
2022). Os valores ideais considerados para a eficiéncia quantica potencial do fotossistema II
(Fv/Fm) de varias espécies vegetais variam entre 0,75 e 0,85 (MAXWELL; JOHNSON,
2000; BAKER e ROSENQVIST, 2004). Uma variagdo menor ou maior tem sido relacionada
com um declinio significativo na taxa fotossintética, o que pode estar relacionado com a
reducdo na eficiéncia do transporte de elétrons (LI ez al., 2004).

Dessa maneira, a forte radiagdo solar pode prejudicar em diferentes escalas o
desenvolvimento das plantas e o fotossistema II, sendo necessdrio dissipar o excesso de
energia absorvida pelas folhas no intuito de evitar a fotoinibi¢ao; fendmeno pelo qual também
influencia demais parametros de fluorescéncia da clorofila a (FRANCO et al., 2005; COSTA
etal.,2015).

O excesso de luz geralmente contribui para o aumento da temperatura ambiente e o
déficit de pressao de vapor, levando ao fechamento dos estomatos. Dessa forma, se associada
com déficit hidrico e altas temperaturas, a alta radiagdo eleva a menor captacdo de CO:
(FAVARETTO et al., 2011). Neste sentido, qualquer distirbio na taxa fotossintética e outras
caracteristicas intimamente associadas, como a condutidncia estomatica, eventualmente
afetariam as caracteristicas relacionadas ao rendimento de batata-doce (REDDY, 2022),
levando a uma expressao de genes e modificacdes nas estruturas anatomicas visando melhor
adaptagao.

A deposicao e aumento da espessura de ceras e cuticulas, por exemplo, ajuda refletir
uma maior incidéncia de luz solar sob as folhas, por se tratar de uma camada brilhante e
refletora (OLIVEIRA, 2011), auxilia na menor transpiragdo foliar via epiderme, reduzindo
consequentemente a desidratacao celular. O aumento do ativador de transcricao envolvido na
ativagdo da biossintese de cera cuticular sob estresse (Myb-related protein 96 - MYB96)
também pode estar associado as condi¢des de estresse (GEORGII et al., 2017).

Por se tratar de um tecido de revestimento, a epiderme ¢ a primeira estrutura a sofrer
modificagdes contra uma vasta gama de estresses ambientais. Assim, para evitar danos
causados pela forte radiagdo UV-B, um maior espessamento das folhas ¢ evidenciado
(SCHUMAKER et al., 1997; JANSEN et al., 1998; FILELLA; PENUELAS, 1999). Também
¢ comum a ocorréncia de estobmatos em cavidades (criptas estomadticas) (CASTRO et al.,
2009). Dessa forma, o desenvolvimento de uma técnica de sombreamento pode ser uma
alternativa para minimizar os efeitos da alta radiacdo que causam danos ao PSII,
possibilitando ajustes na melhoria das condi¢Oes estressantes e retomada do metabolismo
fotoquimico e do crescimento vegetal.

2.6 Filme de particulas a base de calcio

A técnica de filme de particulas a base de 6xido de célcio e/ou carbonato de calcio (CaO
e CaCOs) consiste na formagdo de uma fina pelicula de nanocompostos sob a superficie das
folhas. Estes minerais inertes oriundos de fontes renovaveis (ALVARENGA et al., 2012; LU
et al., 2015; YOO et al., 2009; SAEB et al., 2013) t€ém demonstrado resultados promissores
na melhoria do desempenho fisiologico de plantas de cafeeiro conilon e batata-doce por meio
da fotoprotecao foliar (SILVA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2022).
A técnica também contribui para maior eficiéncia do uso da agua sob restricdo hidrica em



feijoeiro (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019), e ajuda a reduzir as taxas de transpiragdo e o
estresse térmico em tomateiro, a0 mesmo tempo que também promove condi¢cdes mais
favoréaveis de trocas gasosas (OLIVEIRA DA SILVA et al., 2019).

Ao minimizar os efeitos prejudiciais das condi¢des climaticas nas plantas, os filmes de
particulas a base de célcio apresentam potencial para elevar o rendimento das culturas.
Oliveira ef al. (2021), por exemplo, demonstraram que a aplicagdo de CaO foliar em batata-
doce irrigada aumentou a produtividade cerca de 2%, 62% e 43%, quando a concentragio de
CaO foi de 5%, 10% e 15% p/v, respectivamente.

Por outro lado, sob restricdo hidrica, a aplicagdo de CaCOs torna-se eficiente no
aumento da estabilidade fisioldgica dos processos fotossintéticos de tomateiros, o que indica
que mesmo em condi¢des ambientais limitantes, o filme fornece prote¢dao contra fotoinibi¢ao
e maiores taxas de fotossintese liquida (4) (OLIVEIRA DA SILVA et al., 2019).

Estes resultados ocorrem em resposta a maior reflexdo do excesso de radiacdao solar
promovido pelo filme de particula de calcio, o que reduz a radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR), mitiga potenciais danos ao aparato fotossintético e controla a temperatura interna
foliar (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019; SILVA et al., 2019).

Com a maior reflexdo da radiacdo solar, o filme de particulas traz melhoria na
manuten¢do dos indices de Falker, apresentando maior teor de clorofila (chl a, chl b e chl
total) e reducdo da relagdo chl a/b em diversas culturas. Resultados nesse sentido foram
relatados como indicadores de respostas adaptativas a redugdo da disponibilidade de luz (WEI
et al.,2010; ILIC et al., 2015).

Por outro lado, quando as plantas estdo sob estresse abiotico intenso, os valores do
transiente OJIP sdo apresentados na forma varidvel relativa, e verifica-se nitidamente o efeito
do tipo de estresse por meio da curva de transiente OJIP (LICHTENTHALER et al., 1998). O
teste OJIP para os parametros ecofisiologicos - € responsavel por analisar o aumento da
fluorescéncia tansitoria da clorofila a (Chl a) polifasica e o estado redox dos fotossistemas |
(PSI) e II (PSII), bem como a eficiéncia da transferéncia de elétrons da cadeia intersistémica
para os aceptores finais no PSI (KALAIJI et al., 2017).

Assim, os efeitos dos filmes de particulas avaliados pelo teste OJIP indicam que tais
filmes reduzem a atividade dos centros de reacdo (RCs), aumentando ou diminuindo a
absorcdo de energia (ABS), o transporte de energia de excitacdo (ETO) e sua captura (TRO)
(DINIS et al., 2016; 2018; SILVA et al., 2019). Filmes de particulas também melhoram a
dissipacdo de energia ndo fotoquimica da antena PSII (DIO), com base na secdo transversal
(CS) (DINIS et al., 2016; 2018). Com redugdes na emissdo de fluorescéncia em todas as
etapas da curva OJIP em plantas com filmes, possivelmente hd adaptacdo do metabolismo
fotossintético ao sombreamento imposto (OLIVEIRA DA SILVA et al., 2019). Dessa forma,
¢ notavel que o uso da técnica mitigue os efeitos das mudancgas climaticas e condi¢des
adversas nos cultivos agricolas.

Considerando a influéncia da técnica de filmes de particulas a base de calcio nos
diversos mecanismos adaptativos, ¢ possivel que o uso do filme também influencie a
expressdo e repressdo de genes envolvidos em mecanismos de tolerancia nas plantas. Assim
como, desenvolva a ocorréncia de modificagdes morfoanatomicas que permitam condigdes de
adaptagdo. Trabalhos neste sentido sdo incentivados a idealizagdo de novas descobertas,
considerando, principalmente, cultivares regionais.

Sendo assim, de maneira geral, as tendéncias fisioldgicas para plantas com filme de
calcio tornam-se indicativos positivos para o incentivo a ado¢do da técnica e manejo prévio
das culturas a fim de direcionar para o melhor cultivo e resultados na produgdo agricola
(SILVA et al., 2019). No entanto, pesquisas sobre expressao génica ¢ anatomia foliar tém se
tornado uma importante chave complementar para estudos de ecofisiologia vegetal,
principalmente relacionado ao balanco hidrico e a capacidade adaptativa das folhas
(GAVILANES, 1999).
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4. ARTIGO 1 ,
GENES PARA MONITORAR PARAMETROS ECOFISIOLOGICOS EM PLANTAS
SOB CONDICOES DE ESTRESSE ABIOTICO

Ferreira, J. A. B., Silva-Mann, R., & de Oliveira Junior, L. F. G. (2021). Genes to Monitor
Ecophysiological Parameters for Plants Under Abiotic Stress Conditions. American
Academic Scientific Research Journal for Engineering, Technology, and Sciences, 82(1),
78-98.

RESUMO

Nas plantas, diferentes mecanismos sdo ativados pela expressdo gé€nica em resposta a
estresses abidticos. O grande desafio ¢ estudar os padrdes fisioldgicos e os genes envolvidos
em cada via, para avaliar os mecanismos utilizados pelas plantas na superacao das condig¢des
estressantes. Para mitigar o impacto negativo das condi¢des ambientais adversas, a técnica de
filmes de particulas tornou-se uma potencial ferramenta para o manejo das culturas vegetais.
O objetivo deste trabalho ¢ identificar genes expressos e envolvidos em diferentes vias
ecofisiologicas que respondam a estresses abidticos. Os softwares GeneMANIA e Cytoscape
foram fundamentais no estabelecimento de redes genéticas. Além disso, uma representacao
grafica englobou outros genes intimamente ligados a fungdes semelhantes. Do ponto de vista
da tecnologia de filmes de particulas, os genes envolvidos em cada parametro ecofisiologico
podem, no futuro, elucidar novos mecanismos de resposta vegetal e, portanto, uma resposta
molecular mais adaptativa as condi¢des ambientais adversas.

Palavras-chave: Filmes de particulas, expressdo génica, gene de interesse, redes de interacao.
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ABSTRACT
Titulo: Genes to monitor ecophysiological parameters in plants under abiotic stress
conditions

In plants, different mechanisms are activated by gene expression in response to abiotic
stresses. The great challenge is to study the physiological patterns and the genes involved in
each pathway to evaluate the mechanisms used by plant the overcame de stressfully
conditions. To mitigate the negative impact of adverse environmental conditions, the particle
films technique has become a potential crop management tool for plants. The mean goal of
this work is to identify genes expressed and involved in different ecophysiological pathways
responding to abiotic stresses. GeneMANIA and Cytoscape software were fundamental in the
establishment of gene networks. In addition, a graphical representation encompassed other
closely linked genes with similar functions. From the perspective of particle film technology,
the genes involved in each ecophysiological parameter may, in the future, elucidate new plant
response mechanisms, and therefore, a more adaptive molecular response to adverse
environmental conditions.

Keywords: Particle filmes; genes expression; gene of interest; interaction networks.

4.1. Introducio

As plantas sdo organismos naturalmente sésseis e, portanto, suscetiveis a fatores de
estresses abidticos como seca, salinidade, altas e baixas temperaturas, metais pesados,
irradiacdo leve e alta. Ao longo dos anos, diversos estudos geraram bases substanciais de
conhecimento e compreensdo das respostas a diferentes estresses ambientais, € modelos para
explicar mecanismos que desencadeiam respostas das plantas (Llorens et al., 2020). Assim,
outros mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e morfoanatomicos podem ser ativados pela
expressao génica em resposta a estresses abidticos.

Portanto, compreender as respostas adaptativas das plantas a partir de uma perspectiva
fisiologica em uma perspectiva molecular e génica - nas quais multiplos genes interagem em
resposta ao ambiente - expande a compreensao da adaptacao das folhas ao estresse abidtico. A
maioria das respostas adaptativas, pelo menos em parte, ocorrem por meio do controle da
expressao génica (Song et al., 2014).

A intensificacdo dos estresses abiodticos leva a mudangas fisioldgicas nas plantas. As
alteracdes direcionais do metabolismo e a reconfiguragdo das vias bioquimicas resultam em
danos irreversiveis ou ajuste fisiologico em condigdes de estresse. Consequentemente, 0s
genes podem ser expressos diferencialmente em orgdos e tecidos de diferentes estagios
fenoldgicos. Portanto, as plantas podem desencadear varios sinais comportamentais por meio
da expressao ou repressao dos genes (Merwad et al., 2018).

Um dos principais fatores abidticos ¢ a restrigdo de agua disponivel para as plantas.
Este fator desencadeia alteracdes na condutancia estomatica, taxa fotossintética, pressao de
vapor de folha, eficiéncia do uso da 4gua e carboxilacdo, clorofila e fluorescéncia. Além
disso, em estagios posteriores, reduz o crescimento vegetativo (Tatrai et al., 2016). Portanto,
compreender a expressdao dos genes envolvidos no controle de diferentes pardmetros
ecofisiologicos ¢ essencial para verificar a adaptacao ambiental das plantas.

A técnica de PCR em tempo real, ou PCR quantitativo (QPCR), tornou-se ferramenta
confiavel na quantificacdo dos genes alvo. A transcriptomica melhora as respostas das
plantas a certas condigdes estressantes e complementa os resultados fisioldgicos
anteriormente buscados no campo (Matsunami et al., 2018).

Apesar das técnicas avancadas, ainda ¢ fundamental acessar outras ferramentas para
monitorar o desenvolvimento de plantas resistentes e mais produtivas, favorecendo o
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crescimento mesmo em condi¢des estressantes (Tatrai et al., 2016). Como estratégia de
curto prazo, o manejo de culturas por filme de particulas mitiga o impacto negativo das
condi¢des ambientais adversas.

A técnica utiliza nanoparticulas de minerais inertes e especializadas que sao
pulverizadas para cobrir a superficie das folhas. O filme de particulas promove a
aclimatacdo vegetal e aumenta o reflexo do excesso de radiagdo [ultravioleta e
infravermelho (IR)] e reduz a radiagdo fotossintética ativa (PAR) (Silva et al., 2019).

A quantidade de luz que atinge os centros de reacdao do cloroplasto ¢ reduzida,
evitando danos ao aparelho fotossintético das plantas. Essa tecnologia tem contribuido para
manter o teor de 4gua das folhas, a divisdo celular e o crescimento das plantas ativo (Dinis et
al., 2018). Esta revisdo teve como objetivo identificar genes envolvidos em diferentes
parametros ecofisiologicos em resposta a tensoes abioticas e criar redes genéticas para estudos
utilizando filmes de particulas em resposta as condigdes ambientais adversas.

4.2. Revisao de literatura

4.2.1. Condutincia estomatica (gs)

No geral, as plantas crescem sob condigdes estressantes quando ajustam a abertura e
fechamento de seus poros estomaticos, no entanto, em longo prazo, condigdes ambientais
severas como o aumento da temperatura, podem alterar o tamanho do ostiolo, a densidade e o
padrdo de distribuigdo estomadtica nas folhas, influenciando também a quantidade de CO:
absorvido (Yan et al., 2017).

Compreender a expressdo de genes relacionados a condutancia estomatica nas folhas
pode fornecer informagdes importantes sobre a aclimatacdo e adaptagdo das plantas a
mudangas ambientais especificas (Zhou et al., 2010).

Os genes expressos diferencialmente no controle estomatico afetam vdrios
mecanismos fisiologicos de autorregulagdo (TABELA 1). Além disso, a combinagdo desses
genes candidatos permite uma rede de interagdo genética formada por outros genes fortemente
conectados com fungdes semelhantes (FIGURA 1).

Mecanismo Gene

Biossintese ABA - regula a condutancia

" CCDI (NCEDI); NCED?2
estomatica (gs)

Presente em células-guardas e atuam no

fechamento estomatico mediado por ABA NF-YB3; SDIRI; CPK9

CPK10; SRK2E (OSTI); ARK2 (RK2);

Transcreve para via de sinalizagdo ABA SLACI: DREB2A

Promocdo do H20: em resposta a ABA e
controle do fechamento estomatico

Reducao de gs associado a maior densidade =~ EPFI; EPF2; EPFLY9 (ESTOMAGEN);

CDC2.5 (ASR); SRO1

estomatica CESA3 (ATHB);,; WOX14
Regulagdo positiva da abertura estomatica
em resposta a luz APK1b

Regulacdo da condutincia estomatica em

- LHCBG6; SLACI
condicdes de seca

TABELA 1. Genes envolvidos no mecanismo de condutancia estomatica.
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FIGURA 1. Rede de interacdo genética para o pardmetro: condutancia estomatica (gs), com
outros genes ligados com func¢des semelhantes.

Plantas a pleno sol expostas as condigdes de seca t€ém baixa condutancia estomatica
devido a biossintese do 4cido absisico (ABA). Este hormoénio desempenha papel na
condutancia estomdtica das folhas, otimizando a troca gasosa em resposta a umidade do solo.
Dois genes primarios associados a ABA, Biossintese9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase
(NCEDI e NCED?), foram expressos diferencialmente na folha e raiz das videiras cultivadas
sob estresse hidrico (Speirs et al., 2013).
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Xuanyuan et al. (2017) relataram na batata o Nuclear Factor Y subunit B-3 (NF-YB3),
com superexpressao em células-guardas de folhas e aumentaram especificamente a tolerancia
a seca e ao estresse térmico. NF-YB3 ativa varios outros genes relacionados a via ABA:
Calcium-dependent protein kinase 10 (CPK10) um regulador positivo controlando o sinal de
estresse; Serine (SRK2E - OSTI) envolvido no rapido fechamento estomatico; enquanto
Serine/threonine-protein kinase (ARK?2 - RK?2) regula a troca gasosa, € guard cell S-type anion
channel (SLACI) a fotossintese (Engineer et al., 2016). Por outro lado, Dehydration-
responsive element-binding protein (DREB2A) ¢ conhecido por ativar um fator de transcri¢ao
responsivo a seca e varios outros componentes da via de sinalizagdo ABA na mesma cultura
(Lau et al., 2018).

A quinase 9 (CPKDY), presente em diversos 0rgaos vegetativos de arroz em condicdes
de déficit hidrico, principalmente em células-guardas, indica um papel positivo na tolerancia a
seca e na melhoria da capacidade da planta de reter 4gua, basicamente devido ao seu
envolvimento no limite estomdtico de ajuste osmotico (Wei et al., 2014). SALT- AND
DROUGHT-INDUCED RING FINGERI1 (SDIRI) que codifica a ligase E3, ¢ regulado
positivamente por ABA e expressa tolerancia vegetativa apos o tratamento de seca em Oryza
sativa (Gao et al., 2011).

O hormonio ABA estimula a geracdo de H20: por meio do complexo enzimatico
NADPH oxidase em células-guardas. Desta forma, o H20: ¢ visto como molécula de
sinalizagdo essencial para mediar o fechamento estomatico. Genes envolvidos nesse processo,
(CDC2.5 — ASR) que codifica fosfatase de dupla especificidade e (SROI) provavel polimero
inativo [ADP-ribose] polimerase, regulam o movimento estomatico por meio da via
dependente de ABA mediada por H-0O:, diminuindo a condutincia estomatica e contribuindo
para uma maior tolerancia a seca (Li et al., 2017).

Além do déficit hidrico, a intensidade da luz afeta diretamente a condutancia
estomatica e abertura. Kinase 1b (APK1b) em Arabidopsis ¢ regulada na planta visando
abertura estomdtica sob luz intensa, promovendo uma melhor transpiragdo de resfriamento
nas folhas. Estudos também relatam que o gene APKIb ajusta o fechamento estomdtico em
resposta 8 ABA (Elhaddad et al., 2014).

A redugdo de Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic (LHCB6) e guard cell S-
type anion channel (SLACI) pode ter efeitos prejudiciais sobre o fechamento estomatico
durante a seca, e restaurar suas fungdes através da superexpressao pode melhorar a tolerancia
vegetal. LHCB6 codifica uma associacdo com o fotossistema II e, quando superexpresso,
promove o aumento do fechamento estomdatico. Ao mesmo tempo, o SLACI ¢ restrito
principalmente as células de prote¢do e, associado a ABA, aumenta a sensibilidade das
respostas das plantas a seca (Lau et al., 2018).

A condutancia estomatica das folhas pode ser influenciada pelo tamanho da célula-
guarda, densidade e abertura estomatica. Nao esta claro por que as plantas oferecem esse tipo
de resposta devido a seca. No entanto, varios genes envolvidos nessas alteracdes morfoldgicas
sdo expressos e regulados para modificar a densidade e os padrdes estomadticos. Protein
EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 1 (EPFI) estao presentes em células-guardas
estomaticas jovens, enquanto Protein EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 2 (EPF2) ¢
expresso em estagios anteriores. A reducdo de EPFI e EPF2 resulta em aumento da
densidade estomatica e agrupamento na epiderme da folha (Franks et al., 2015).

Em contraste, EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-like protein 9 (EPFL9 —
STOMAGEN) ¢ descrita na Arabidopsis e reduz a densidade e abertura estomatica. Assim,
evita transpiragcdo excessiva, sugerindo a cooperagdo desse gene no controle da condutancia
estomatica mantendo o estado hidrico das folhas (Wang et al., 2013).

Além disso, Cellulose synthase A catalytic subunit 3 (CESA3 — ATHB) induzida por
ABA em plantas de tomate sob déficit hidrico reduziu a densidade e o tamanho dos
estomatos e, consequentemente, a taxa de transpiracao e a condutancia estomatica (Mishraa
et al., 2012). Homeobox 14 (WOXI14) foi relatada para regular a densidade de estomatos,
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controlando a divisdo celular no tecido das folhas em plantas sob estresse hidrico (Fan et al.,
2015).

Mesmo sob condi¢des desfavoraveis, o filme de particulas regula as altas taxas de
condutancia estomatica. Provavelmente devido as reducoes de ABA dentro de suas células
estomaticas e ao reflexo da radiacdo solar incidente também associada & menor temperatura
interna da folha levando a uma melhora no potencial hidrico nas folhas (Dinis et al., 2018).

As respostas fornecidas por filmes de particulas interferem na expressdo de genes
que codificam e sinalizam ABA no controle gs, reduzem uma expressao de APKI1b que ¢
altamente expressa em resposta a alta intensidade da luz incidente sob as folhas (Elhaddad et
al., 2014).

Também ¢ possivel que filmes de particulas desencadeiem a expressdo de genes
localizados em células-guardas que aumentam a densidade estomatica e abertura,
permitindo uma troca gasosa mais eficiente. Além disso, iniba a expressdo de genes que
estimulam a geragao H20: mediada por ABA, como ASR e SRO! (Liet al., 2017).

4.2.2. Fotossintese (A)

A fotossintese ¢ um processo fisioldégico que converte energia luminosa em energia
quimica usada para o crescimento ¢ desenvolvimento das plantas. A fotossintese depende de
diferentes componentes do aparelho fisiologico, como PSI e II, e do sistema de transporte de
elétrons. O estresse térmico moderado associado ao estresse hidrico nas plantas promove
redugdes na capacidade de assimilagdo de CO: devido a possiveis danos causados a esses
componentes fotossintéticos (Pan et al., 2012).

Portanto, compreender as respostas adaptativas das plantas a partir de uma perspectiva
fisiologica em conjunto com a investigagao molecular - nas quais multiplos genes interagem
entre si em resposta ao ambiente - amplia a compreensdo da adaptacdo das folhas ao estresse
abidtico. A maioria das respostas adaptativas, pelo menos em parte, ocorrem através do
controle da expressao génica (Song et al., 2014).

Nesse sentido, a expressdao génica diferencial na fotossintese abordou alteragdes
bioquimicas e autorregulagdo transcricional (TABELA 2). Além disso, a combinagdo desses
genes candidatos permite uma rede de interacdo genética com outros genes fortemente
conectados com fungdes semelhantes (FIGURA 2).

TABELA 2. Genes envolvidos em mecanismos relacionados a fotossintese.
Mecanismo Gene

Regulacdo da capacidade fotossintética NF-YB3; HUBI

Superexpressao dos genes da fotossintese em
resposta a luz

Subunidades de ATP sintase ATPA; ATPD

Sintese de clorofila a/ b e proteinas
complexas de coleta de luz

Ciclo de Calvin Fructose-1,6-Bisphosphatase CFBPI (FBP); FBAI

NF-YB3; NF-YB7; APK1B

LHCA2; LHCA4; CHL; LHCBS; NF-YB3

Plastocianina PETEI

Subunidades PSI PSAB

Subunidades PSII PSBO2; PSBA; PSBK;, PSBI; PSBH
Envolvidos no transporte de elétrons LHCB3; LHCBS5; PETA; PETB; ATPA

Modulados pelo HSP envolvidos na

3 N g ~ . MED37E (HSP70-1); HSP70-3; HSP23.6
aclimatagdo fotossintética e termo tolerancia
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FIGURA 2. Rede de interagdo genética para o parametro: assimilacdo fotossintética (4), com
outros genes ligados com func¢des semelhantes.

A biossintese ou degradagao da clorofila s3o mecanismos de grande importancia
para todos os sistemas fotossintéticos, principalmente no que se refere a fotoprote¢do ou
fotoinibi¢ao das folhas, isso a depender da quantidade de energia que ¢ absorvida e chega
até os cloroplastos. Em soja, CHL, catalisam a inser¢do de Mg?* na protoporfirina X, que ¢
a etapa limitante da taxa de biossintese da clorofila (Du et al., 2018) e carotendide (Xiang et
al., 2018).
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O fator nuclear NF-Y ¢ composto por trés subunidades: NF-YA, NF-YB e NF-YC,
cada uma delas codificada por diferentes familias de varios genes especificos, que passam por
diferentes padrdes evolutivos e resultam em func¢des semelhantes nas plantas (Nardone et al.,
2016). Entre os genes que codificam para a proteina Nuclear transcription factor Y subunit
beta no banco de dados da cultura da batata, o NF-YB3 foi estudado e superexpresso em
condicdes de estresse abiotico, mostrando uma redugdo da capacidade fotossintética,
resultando, posteriormente, em poucos nimeros de tubérculos e, consequentemente, menor
produtividade (Xuanyuan et al., 2017). Por outro lado, NF-YB7 foi expresso na cultura do
trigo e regulado positivamente em resposta da luz, o que aumentou as taxas fotossintéticas e o
teor de clorofila (Stephenson et al., 2011).

Plastocyanin 1 (PETEI) também interage com um receptor de detec¢do de calcio que
acelera o movimento estomatico ¢ a formacdo do transporte de elétrons fotossintéticos,
enquanto Cytochrome f (PETA), Cytochrome b6 (PETB) e ATP sintase subunit alpha,
cloroplic (4TPA) desempenham papéis essenciais na manutencdo do transporte de elétrons
durante a fotossintese sob condi¢des de estresse, e a regulacdo do calor da eficiéncia hidrica e
tolerancia a seca (Song et al., 2014).

No final da cadeia de transporte de elétrons, a proteina de ATP sintase funciona como
uma bomba de protons H+, gerando um gradiente de energia acoplado a molécula ATP usada
no ciclo Calvin-Benson-Bassham (CBB) que envolve a participagdo dos genes CFBPI (FBP)
e FBAI. Synthase subunit beta (A7PD) mantém as estruturas ¢ componentes do aparelho
fotossintético fundamental para geragdo de energia, fluxo potencial elétrico e homeostase de
base 4cida em tilacoides e estroma de cloroplasto (Wang et al., 2018).

PSI e PSII sdao dois fotossistemas que catalisam o transporte de elétrons
fotossintéticos. Fotosystem II reaction center protein K (PSBK), Photosystem Il protein D1
(PSBA), Photosystem II reaction center protein I (PSBI), Photosystem II reaction center
protein H (PSBH) sdo expressos na regido do nucleo periférico do centro de reagdo
fotosistema II e estdo envolvidos na formagao e montagem de subunidades PSII (Wang et al.,
2018). Oxygen-evolving enhancer protein 1-2, chloroplastic (PSBO2) detecta baixo teor de
clorofila em PSII (Wang & Blumwald, 2014) e Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein
A2 (PSAB) esta envolvida na manutenc¢dao e reparo do mesmo fotossistema (Wang et al.,
2018).

Estudos com a espécie Arabidopsis mostraram que quando hd maior intensidade de luz
nas folhas, o gene APK 1B age na taxa fotossintética apropriada para regular a menor abertura
estomatica (Elhaddad et al., 2014). E3 ubiquitin-protein ligase BRE1-like 1 (HUBI) regula a
fotossintese devido as condi¢des de estresse hidrico na cultura do Azevém, tornando sua
expressao reprimida quando a disponibilidade de agua para plantas ¢ restabelecida (Patel et
al., 2015).

Estudos demonstram que Calcium sensing receptor, chloroplastic (CAS) esté
intimamente relacionado a formac¢do e melhoria do sistema de transporte de elétrons,
regulando a atividade do cloroplasto e a fotossintese, especialmente sob condi¢des de estresse
hidrico, modulando uma superexpressdo de Chlorophyll a-b binding protein 3, chloroplastic
(LHCB3) e de Chlorophyll a-b binding protein 5, chloroplastic (LHCBY), contribuindo para a
tolerancia a seca e fotoprotecdo, prevenindo a inibicdo da eficiéncia fotossintética e a
degradacao de cloroplastos sob intensa radiagdo solar (Wang et al., 2013).

Os padroes de expressdo de genes que codificam proteinas especificas de choque
térmico (HSPs) estdo correlacionados com a aclimatagdo fotossintética sob estresse hidrico
moderado. Por exemplo, Heat shock 70 kDa protein 1 (MED37E - HSP70-1) relacionado as
funcdes de protecdo e reparo, ¢ induzida sob tratamentos severos e prolongados de déficit
hidrico e ndo responsivo sob estresse leve, enquanto Heat shock 70 kDa protein 3 (HSP70-3)
¢ induzida sob tratamento leve e ndo responsivo durante todo o tratamento severo. Além
disso, Heat shock protein, mitochondrial (HSP23.6) protegeu o NADH: ubiquinona
oxiredutase durante o estresse térmico nas plantas. Portanto, uma expressao deste gene pode
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ajudar a proteger as mitocondrias e reduzir, reparar ou proteger contra danos oxidativos
(Vasquez-Robinet et al., 2010).

Filmes de particulas podem promover a fotoprotecdo da folha devido a menor
quantidade de luz que atinge os centros de reacdo em cloroplastos (Brillante et al., 2016).
Nesse sentido, genes que respondem a luz e sua intensidade, além de outros genes
relacionados a expressdo proteica que procede da cadeia de transporte de elétrons, podem ser
expressos diferencialmente. Nesse sentido, genes que expressam e codificam a sintese de
clorofila a/b do complexo coletor de luz (LHCA2, LHCA4, LHCB5) (Wang et al., 2018)
podem ser induzidos em plantas com filmes de particulas.

Os filmes também podem promover protecao dos fotossistemas II e I sob alta radiagao
solar e temperatura (Dinis et al., 2018). Assim, ¢ possivel até mesmo que haja um aumento
nos niveis de expressdao dos genes envolvidos na aclimatacdo fotossintética das plantas sob
estresse hidrico (MED37E - HSP70-1); HSP70-3; HSP23.6), pois o filme de particulas reduz
a perda excessiva de agua ao longo do tempo (Boari et al., 2016), contribuindo para a
tolerancia a seca e eficiéncia fotoquimica.

4.2.3. Déficit de pressiao de vapor (DPV)

As células-guardas fecham seus poros estomaticos na tentativa de evitar a perda
excessiva de agua por transpira¢io (E). E influenciado pela temperatura do ar e das folhas.
Este mecanismo pode comecar quando a diferenga entre as pressdes de vapor das folhas e o ar
circundante aumenta, resultando em um déficit de pressdao de vapor (DPV) (Devi et al., 2015).

Os déficits de pressdo de vapor de agua afetam o crescimento das espécies, pois estdo
diretamente relacionados a redugdo da assimilagdo de CO.. Por outro lado, limitar a taxa de
transpiragcdo de uma planta sob DPV elevado traduz-se em melhor rendimento de culturas em
condi¢des de seca. Além disso, outros mecanismos moleculares também podem regular a
DPYV, como a expressao génica diferencial, bem como a constante incidéncia de ventos, o que
promove redugao na %UR do ar e um aumento de DPV (Georgii et al., 2017).

Espera-se que as taxas de DPV levem valores proporcionais as taxas de transpiragdo
(E). No entanto, em condigdes de déficit hidrico, as plantas sintetizam e acumulam ceras e
cutinas reflexivas, reduzem a area da folha, promovem mudangas na parede celular e
estomatica, contribuindo para menor transpiragdo sob DPV elevado (Devi et al., 2015).

As respostas fornecidas pela expressdo génica diferencial a DPJV envolvem
mecanismos fisioldgicos, de autorregulagdo de transcricdo, alteragdes morfoanatomicas e
bioquimicas (TABELA 3). Além disso, a combinagdo desses genes candidatos permite uma
rede de interacdo genética com outros genes fortemente conectados com fungdes semelhantes
(FIGURA 3).

TABELA 3. Genes envolvidos em mecanismos de déficit de pressdo de vapor.

Mecanismo Gene

Respostas fisioldgicas sob DPV elevado AKRP; LEA; HSP1

Produgao de cera cuticular MYB96

Relacionados a altos valores de £ e DPV ~ PPD-DI

Envolvidos na formag¢ao de tricomas TRY; TCLI1; SHN2

Responsivo a UR% e DPV CCDI (NCEDI; NCED2); ETRI
Numero e densidade estomatica FAMA; SPCH

Respostas ao estresse sob diferentes DPV  AP2

Codificagao de aquaporina em resposta ao

DPV elevado NACO91 (TIP)




27

NAC091 HSP1

=
E=
=
—
—
(i |
=
=

Co-expression
Codocalization

Genetic Interactions
Other

Pathway

Physical Interactons
Predicted

Shared proten domains

FIGURA 3. Rede de interacdo genética para o parametro: déficit de pressdo de vapor (DPV)
com outros genes ligados com fungdes semelhantes.

Elevados DPVs promovem expressao diferencial de genes envolvidos em diferentes
respostas fisiologicas. Os niveis de Ankyrin repeat domain-containing protein, chloroplastic
(AKRP) sdo dependentes da luz e estdo associados a regulacdo da diferenciacdo de
cloroplasto (Sharma & Pandey, 2016). Por outro lado, LEA esta relacionada a expressdo de
proteinas promotoras na estabilizacdo da estrutura da membrana. kDa class Il heat shock
protein (HSPI) esta relacionado a codificacdo de proteina de choque térmico (Wada et al.,
2014). Enquanto Floral homeotic protein (4P2) esta relacionado a regulagdo hormonal e a
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reducdo do crescimento das plantas sob condi¢des de estresse abiotico (Devi et al., 2015).

Sob condicdes de alta %UR e baixa DPV, Ethylene receptor 1 (ETRI) previne o
fechamento estomatico por efeito de ABA, levando a perda de agua sob alta DPV e baixo
%UR na direcao oposta (In & Lim, 2018). 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase, chloroplastic
(NCEDI1; NCED2) em Vitis vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon foi acentuada e maior em
raizes do que em folhas de plantas sob estresse hidrico e DPV alto (Speirs et al., 2013). Por
outro lado, as proteinas de aquaporina vegetal desempenham um papel essencial no transporte
de agua através de membranas celulares, e genes codificados para aquaporinas como NAC
domain-containing protein (NAC091 - TIP) sdo expressos diferencialmente por DPVs
elevados em plantas e diferentes tecidos submetidos ao estresse abidtico, proporcionando
tolerancia (Devi et al., 2015; Georgii et al., 2017; Sudhakar et al., 2017).

A deposicao de ceras e cuticulas ocorre para refletir uma maior incidéncia de luz solar
sob as folhas, reduzindo a transpiracdo de 4dgua através da epiderme e consequente
desidratacao. O aumento de Transcription factor (MYB96) contribui para a biossintese de cera
cuticular, associada a condi¢des de déficit hidrico e alto DPV. Outros dispositivos de
adaptagao morfoanatdomico, como mudangas na area da folha, estavam relacionados a PsbP
domain-containing protein 1, chloroplastic (PPD-D1) sob alto E e DPV (Georgii et al., 2017).

Os tricomas também podem ser considerados modificagdes morfoanatomicas e podem
ajudar a reduzir o calor da folha e a taxa de transpiragdo porque protegem a planta contra alta
radiacdo UV, baixa temperatura ¢ %UR, até mesmo contra elevadas velocidades de vento que
contribui para transpiracdo excessiva igualmente a DPV. Em A. thaliana, por exemplo, foi
relatado que o gene NTLS8 ativou Transcription fator (7RY) e MYB-like transcription factor
(TCL1I) envolvidos na formagdo de tricomas, além Ethylene-responsive transcription factor
(SHN2) (Kumar et al., 2017; Tian et al., 2017).

Os mecanismos de adaptagdo morfoanatomica estiveram relacionados a expressao do
gene PPD-D] para alteragdes na area da folha compensatoria a altos valores de £ e DPV.
Outros mecanismos que envolvem a expressdao dos genes Transcription factor SPEECHLESS
Transcription factor SPEECHLESS (SPCH) e Transcription factor FAMA (FAMA) para
regular o nimero de estdmatos e densidade estomatica foram relatados, prevenindo perdas de
transpiracao em face de altos valores de DPV (Tricker et al., 2013).

Assim, plantas sombreadas por filmes de particulas ndo precisam desenvolver
estruturas anatomicas de tolerancia como maior espessura de cuticula ou sintese de ceras que
refletem o excesso de luz solar, pois o filme tem uma coloragdo branca, que reflete os raios
solares. Além disso, as peliculas t€ém uma acdo direta e eficiente para reduzir a temperatura
interna da folha, transpiracdo () e condutincia estomatica (gs), favorecendo a reducdo do
DPV (Chamchaiyaporn et al., 2013; Dinis et al., 2018).

Nesse sentido, uma expressdo de genes envolvidos com a producgdo de cuticulas e
ceras pode ser reduzida, dada a prote¢dao fornecida pelos filmes. Uma expressao de genes
que codificam proteinas de choque térmico também pode ser reduzida em plantas com
filme, dada pela redugdo da temperatura das folhas fornecida pelos filmes, como observado
em mangas tratadas com Kaolin (Chamchaiyaporn et al., 2013). Os genes envolvidos na
producdo de tricomas também podem ser reprimidos em tratamentos de filmes de particulas,
pois ndo ha necessidade de modifica¢cdes para manter a adaptacao.

4.2.4. Eficiéncia do uso da agua (WUE)

Em geral, o aumento da eficiéncia do uso da agua (WUE) pode melhorar a
produtividade, a geracdo de biomassa e reduzir o estresse hidrico nas plantas cultivadas em
condigdes de seca. Consequentemente, a reducdo da perda de agua para a atmosfera
evitando posteriormente a desidratacdo, além de manter o potencial de dgua da folha.
Embora a regulacdo da WUE ocorra por meio de poros estomaticos, os mecanismos
moleculares ainda ndo sdo precisos (Tardieu et al., 2018).

Compreender a expressdo diferencial dos genes assistidos no controle da WUE
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contribui ainda mais para uma melhor identificacdo das respostas de tolerancia a planta.
(TABELA 4). Além disso, a combinagdo desses genes candidatos permite uma rede de
interacdo genética com outros genes fortemente conectados com funcgdes semelhantes
(FIGURA 4).

TABELA 4. Genes envolvidos em mecanismos de eficiéncia do uso da agua.
Mecanismo Gene

WUE a}qmenta com a reducdo da densidade EPFI; EPF2; GPAI; AT-GTLI(GTLI)
estomatica

Manutencgao do teor de dgua da folha mesmo
em condi¢des secas

ABCG25; LEA; RAB28; HUBI

Osmotico transportador via transmembrana

, . K+
de potassio por estresse de seca 0

DPYV e movimento estomatico mediado por MYB61: PSBK: PETE]; ERETO

ABA.
Sintese de ceras foliares durante eventos de ~ SUDI (CERY); FATB; FATBI; LACSI,
desidratacao CUTI(CERG6); FAR3 (CER4)

Co-expression
Co-ocalization
Genetic Interactions
Cther

Pathway

Physical Interactions
Predicted

RAB28 Shared protein domains

iI00000 NN

FIGURA 4. Rede de interagdo genética para o parametro: eficiéncia do uso de agua (WUE),
com outros genes ligados com fungdes semelhantes.



30

A seca prolongada pode promover, em alguns casos, alteragdes morfologicas nas
folhas capazes de aumentar a eficiéncia do uso da agua (Chen et al., 2011; Franks et al.,
2012). A produgdo de novas folhas com gs e densidade estomadtica reduzida, por exemplo,
pode representar condigdes mecanicas e energéticas mais favordveis contra a perda excessiva
de agua.

Protein EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 1 (EPF), Protein EPIDERMAL
PATTERNING FACTOR 2 (EPF2), Guanine nucleotide-binding protein alpha-1 subunit
(GPAI) e Trihelix transcription factor (G7L1) estdo intimamente envolvidos no aumento de
WUE nas plantas e relacionados a reducdes na densidade estomatica e gs em condigdes de
seca (Franks et al.,, 2012). Ent-kaurene oxidase, chloroplastic (K+0), um osmotico
transportador transmembrana de potdssio, foi registrada em diferentes plantas de sorgo sob
déficit hidrico ao mesmo tempo em que o déficit de pressao de vapor (DPV) atingiu seu nivel
maximo, sugerindo que este gene promove a tolerdncia e o aumento de WUE, impedindo a
transpiracdo e a perda excessiva de agua (F) devido ao rapido fechamento estomatico
(Fracasso et al., 2017).

O papel do Transcription factor MYB (MYB61) na melhoria da WUE e na tolerancia a
seca também foi avaliado nas plantas Arabidopsis, e este gene estd relacionado a menor
abertura dos estdmatos, em resposta ¢ a aplicagdo de ABA (Romero-Romero et al., 2018).

Assim, uma vez que o WUE ¢ compativel com a razdo entre fotossintese e taxa de
transpiracdo, espera-se que os genes candidatos para WUE incluam aqueles da fotossintese.
Fotosystem II reaction center protein K (PSBK) e Plastocyanin 1 (PETE!) estdo em regulacao
e envolvidos no processo fotossintético, com a contribui¢ao mais significativa para a WUE.
PETE] regula a WUE e a tolerancia a seca devido ao aumento da interagdo com um receptor
sensivel ao célcio que acelera o movimento estomatico e a formagdo do transporte de elétrons
fotossintéticos (Fan et al., 2015).

LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase (ERECTA), por outro lado, ¢ usada
como proxy para a determinagdo do WUE no Sorgo, e sua expressao ¢ influenciada pelo
déficit de pressao de vapor (DPV). Assim, o melhor momento para realizar uma amostragem
destrutiva para andlise de expressdo genética ¢ quando o DPJV apresenta o valor maximo
adquirido (Fracasso et al., 2017).

A inducdo de ABC transporter G family member 25 (4ABCG25) também contribui para
o WUE em Arabidopsis e auxilia em um ganho de tolerdncia a seca mediada por ABA
presente nas células de guarda (Kuromori et al., 2016). No milho, Late embryogenesis
abundant protein 31 (RAB28) e LEA do grupo 5, por exemplo, t€m uma fungdo protetora,
contribuindo para o crescimento esperado das plantas mesmo em condi¢des de déficit hidrico.
Ocorre devido a manuten¢ao do teor de dgua dentro das folhas, o que contribui para a
expansdo e divisdo celular (Amara et al., 2013).

Outro gene candidato da WUE envolvido na manutencdo do teor de agua da folha € o
HUBI que tem sua superexpressao relatada na cultura do Azevém perene sob déficit hidrico
(Patel et al., 2015). Quanto a sintese de ceras foliares e a formagdo da membrana da cuticula
durante a desidratagdo, Probable E3 ubiquitin ligase (SUDI - CERY), Palmitoyl-acyl carrier
protein thioesterase, chloroplastic (FATBI), Long chain acyl-CoA synthetase 1 (LACSI), 3-
ketoacyl-CoA synthase 6 (CUTI - CERG6), Fatty acyl-CoA reductase 3 (FAR3 - CER4) estao
associados a melhoria da eficiéncia do uso da agua. Plantas com provavel expressao de SUD
1 - CERY, por exemplo, tém alta espessura de cuticula sobre células epidérmicas e saliéncias
cuticulares com aumento da oclusdo do poro estomatico, atrasando o aparecimento de
murchas em plantas com déficit hidrico, e menores taxas de transpiracdo (Mao et al., 2012).

O aumento da eficiéncia do uso da dgua tem sido uma das principais variaveis
fisiologicas associadas ao uso de filme de particulas em plantas cultivadas em condi¢des de
déficit hidrico (Dinis et al., 2018). Assim, varios genes que regulam a fotossintese e
controlam a perda de 4gua podem ser expressos diferencialmente em plantas com tratamento
de filme de particulas em resposta a seca. Especialmente, genes envolvidos na formagdo e
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desenvolvimento de estdmatos (ntimero, cuticula ¢ densidade), sintese de ceras foliares e
controle do movimento estomatico.

4.2.5. Eficiéncia instantanea de carboxilacao (4/Ci)

A eficiéncia instantanea de carboxilagdo ¢ medida pela razdo entre a taxa fotossintética
(4) e a concentracgdo interna de carbono (Ci) por mol de ar. Este mecanismo est4 envolvido na
difusdo de CO, da camara estomatica em direcdo aos cloroplastos via mesofilo. Diferentes
mecanismos facilitam a difusdo de CO, nos cloroplastos através de mesofilos. No entanto,
varias barreiras ainda podem influenciar essa via, incluindo ar, paredes celulares, membranas
lipidicas, citoplasma e estroma liquido (Flexas et al., 2012).

As respostas fornecidas pela expressdo génica diferencial envolvida em (A4/Ci) estdo
representadas na Tabela 5. Além disso, a combinagdo desses genes candidatos permite uma
rede de interagdo genética com outros genes fortemente conectados com fungdes
semelhantes (FIGURA 5).

TABELA 5. Genes envolvidos em mecanismos de eficiéncia instantanea de carboxilagao.
Mecanismo Gene

Expressao de aquaporinas PIPI; PIP2
Genes envolvidos com  condutincia
estomatica (gs)

Genes envolvidos com taxa fotossintética
(4)

Expressao da enzima PEPcase de plantas C4 PPC3 (PEPC)

Genes expressos na expressdao de unidades
RuBisCO de plantas C3

O mesmo que a tabela 1.

O mesmo que a tabela 2.

RBCL

Aquaporinas sdo proteinas de membrana distribuidas nos tecidos vegetais e
responsaveis por facilitar o transporte de dgua e pequenos solutos (Menegassi, 2015). Além
disso, elas tem a funcdo de estabelecer mecanismos para a difusdo do CO, da atmosfera para
locais de carboxilizacdo em cloroplastos, favorecendo a atividade fotossintética, condutancia
e permeabilidade em membranas (Evans et al., 2009; Li et al., 2014). Por exemplo, em
plantas de café sujeitas a restrigdo de agua, foi verificado Aquaporin PIP1-1 induzido por
PIPI e Aquaporin PIP2-1 induzido por PIP2 (Miniussi et al., 2015).

PPC3 — PEPC esté relacionado a expressao de enzimas fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPcase) envolvidas na carboxilagdo do ciclo CBB em plantas C4 e apresentam maior
eficiéncia para carboxilagdo (Liu et al., 2017). RBCL esteve envolvido com ribulose-1,5
bisfosfato carboxilase oxygenase (RuBisCO) em plantas C3, promovendo maior uso de
carbono intercelular (Ci), contribuindo para respostas génicas de maior eficiéncia de
carboxilacao (Wang et al., 2013).

Plantas sombreadas por filmes de particulas tendem a ter maior capacidade
fotossintética, verificada pela adicao de 4. O filme também pode controlar gs e E para difusao
de CO, aos espacos intercelulares (Ci) (Silva et al., 2019). Assim, a eficiéncia da carboxilagao
pode ser favorecida. A expressao de codificacdo de genes para RuBisCO pode ser aumentada
com o aumento de Ci.

Uma expressao de genes de aquaporina sob os efeitos de filmes de particulas
relacionados ao aumento da eficiéncia de carboxilagdo instantanea merece uma investigacao
mais aprofundada. H4 uma dupla hipdtese de que a expressdo desses genes ¢ reprimida
considerando a prote¢ao dos filmes e particulas e a manutengao do estado da agua. A abertura
estomatica para influxo de CO, talvez requer menos aquaporinas ou pode ser aumentada pela
disponibilidade de substrato (CO,).
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FIGURA 5. Rede de interagdo genética para o parametro: eficiéncia instantanea de
carboxilacao (4/ Ci), com outros genes ligados com fungdes semelhantes.

4.2.6. Fluorescéncia da clorofila a (Chl a)

O excesso de energia livre para fotossintese ¢ dissipado em condi¢des de calor por
meio da fluorescéncia da clorofila a e representa cerca de 0.5-10% da energia absorvida por
cloroplastos. Este mecanismo de dissipagdo ocorre em tecidos fotossintéticos e fornece
fotoprotegao as folhas quando submetido a alta luz solar (400-700 nm). Varios parametros
fisiologicos estdo envolvidos no sinal de fluorescéncia de clorofila, tornando-os indicadores
essenciais de desempenho fotossintético (Kalaji et al., 2017). Uma combinagdo desses
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parametros permite identificar possiveis danos ao aparelho fotossintético, por exemplo, o
bloqueio do fluxo linear de elétrons, na cadeia de transporte de elétrons ou variagdes
temporais na eficiéncia fotossintética das plantas (Rossini et al., 2015).

A razdo entre fluorescéncia varidvel e fluorescéncia méaxima (Fv/Fm) ¢ um dos
principais parametros de fluorescéncia de clorofila utilizados para verificar a resisténcia a
fotoinibicao, além de atuar sob o indice de desempenho fotossintético (Plags), cadeia de
transporte de elétrons (ETR), e outros parametros na identificacdo de possiveis bloqueios e
reducdo da dissipacdo de energia em fotossistemas, além de NPQ, que dissipa energia nao
fotoquimica na forma de calor, no ciclo das xantofilas (Kalaji et al., 2017).

As respostas fornecidas pela expressdo génica diferencial envolvida em mecanismos
de fluorescéncia da clorofila a estdo representados na Tabela 6. Além disso, a combinagdo
desses genes candidatos permite uma rede de interagdo genética com outros genes
fortemente conectados com fung¢des semelhantes (FIGURA 6).

TABELA 6. Genes envolvidos em mecanismos de fluorescéncia de clorofila a.

Mecanismo Gene

CHLD; CHLH; GUN4; CRDI (ACSF); CHL;
CHLP; CRT2 (CRTB); PDs; GPRII(GLK]I);
PORA

Genes relacionados a biossintese de
clorofila e carotenoides

Aumento da eficiéncia do PSII (Fv/Fm) LEAIL; LEA2

Manutengdo das taxas de clorofila e

mecanismos de fluorescéncia PPC3 (PEPC); PPDK

Genes de fotossintese relacionados

e 4 PSBA: PSBB; PSBC; PSBD
fluorescéncia

Dissipacdo de energia ndo fotoquimica no

ciclo as xantofilas CHYI; VDEL; ZEP (ABAI)

Na soja, Magnesium-chelatase subunit ChID, chloroplastic (CHLD), Tetrapyrrole-
binding protein, chloroplastic (GUN4) e Magnesium-chelatase subunit ChlH, chloroplastic
(CHLH) catalisam a inser¢ao de Mg** em protoporfirina IX, que ¢ uma etapa limitante da taxa
de biossintese de clorofila (Du et al., 2018). Além disso, Magnesium-protoporphyrin IX
monomethyl ester [oxidative] cyclase, chloroplastic (CRDI — ACSF), Geranylgeranyl
diphosphate reductase, chloroplastic (CHLP), Calreticulin-2 (CRT2 — CRTB), 15-cis-phytoene
desaturase, chloroplastic/chromoplastic (PDS) também estdo associados a clorofila e a
biossintese carotenoide (Xiang et al., 2018). Por exemplo, Transcription activator GLKI
(GPRII - GLKI) desempenha um papel nas culturas de amendoim como um fator de
transcrigdo que regula positivamente a expressdo de Protochlorophyllide reductase A,
chloroplastic (PORA) durante a recuperacao pos-seca, estimulando a biossintese de clorofila e
a fotossintese (Liu et al., 2018).

O aumento da eficiéncia fotoquimica do fotossistema II estd diretamente relacionado
ao parametro de fluorescéncia Fv/Fm. Os genes LEAI e LEA2 que codificam proteinas LEA
dissiparam a superexpressao em plantas Boea hygrometrica ¢ foram correlacionados com
aumentos nos valores de Fv/Fm (Liu et al.,, 2009). Além disso, Phosphoenolpyruvate
carboxylase 1 (PEPC) e Pyruvate, phosphate dikinase 1, chloroplastic (PPDK), foram
associados a manutenc¢do de taxas de clorofila e mecanismos de fluorescéncia, possivelmente
devido a eficiéncia da enzima PEPcase na promogao do fluxo de elétrons, prevenindo assim a
fotooxidagdo e danos aos fotossistemas (Zhang et al., 2018).
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FIGURA 6. Rede de interagcdo genética para o parametro: fluorescéncia da clorofila a, com
outros genes ligados com fungdes semelhantes.

Photosystem II protein D1 (PSBA), Photosystem II CP47 reaction center protein
(PSBB), Photosystem II CP43 reaction center protein (PSBC), Photosystem II D2 protein
(PSBD) compdem uma cadeia de transporte de elétrons e estdo diretamente relacionados a
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fluorescéncia de clorofila e proteina D1 no centro do PSII. Nesse sentido, as plantas
submetidas ao estresse ambiental comegam a degradar o D1 quando esses genes sao regulados
negativamente, causando posteriormente destrui¢do do centro de reagdo PSII e bloqueio da
transferéncia de elétrons. Em condigdes de adaptagao vegetal, o D1 ¢ rapidamente sintetizado,
restaurando os valores da Fv/Fm, Plags, € reduzindo a dissipa¢do ndo fotoquimica (NPQ)
(Xiang et al., 2018).

3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase 1 (CHYI) auxilia para uma expressdo de
hidroxilase B-caroteno que oferece fotoprotecdo essencial ao PSII. Além disso, a expressao
deste gene pode ser identificada por meio de leituras de NPQ (Wu et al., 2015). Violaxanthin
de-epoxidase, chloroplastic (VDEI) e Zeaxanthin epoxidase, chloroplastic (ZEP - ABAI)
também participam da dissipagdo térmica, inversamente proporcional a emissdo de
fluorescéncia (Eckstein et al., 2012).

O mecanismo de fotoprotecdo promovido pela pelicula de particulas pode ser
comprovado pela manutencdo e aumento natural da eficiéncia fotoquimica do fotossistema
(PSII), avaliado pela razdo entre fluorescéncia varidvel e fluorescéncia maxima (Fv/Fm) e
pelo aumento da taxa de transporte de elétrons (ETR), com NPQ reduzido, mesmo sob
condi¢des de estresse (Dinis et al., 2016; Silva et al., 2019). Estes resultados indicam que
genes envolvidos para adaptacdo vegetal sejam diferencialmente reprimidos quando em
tratamento com filmes de particulas. E uma vez que, os filmes tendem a manter ativa a taxa
de ETR, menor ¢ a capacidade em exacerbar a producdao de espécies reativas de oxigénio
(EROS’s).

4.3. Conclusoes

Genes potenciais foram identificados para monitorar parametros ecofisiologicos em
plantas sob estresse abiotico. Os softwares GeneMANIA e Cytoscape foram fundamentais na
criagdo de representacdo genética e grafica que englobou outros genes intimamente ligados
com fung¢des semelhantes. Para diversos estudos sobre transcriptomica, essas informagdes se
tornam uma ferramenta crucial na caracterizacdo e identificagdo de genes envolvidos em
interacdes entre plantas e ambientes ou vias de resposta sob estresse abidtico. Do ponto de
vista da tecnologia de filmes de particulas, ¢ possivel que, sob as mesmas condigdes
ambientais, os genes se expressem de forma diferente em plantas com filmes de particulas.
Por ser uma tecnologia recente, os filmes de particulas ainda exigem novos dados
moleculares, especialmente na quantificagdo da expressao genética em resposta as condig¢des
ambientais.
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5. ARTIGO 2

REPRESSAO DO GENE cdc2a E ALTERACOES DA NERVURA CENTRAL FOLIAR
EM PLANTAS DE BATATA-DOCE FOTOPROTEGIDAS COM FILMES DE
PARTICULAS

Periddico a ser submetido

RESUMO

A restrigdo hidrica aliada a forte incidéncia solar pode afetar o crescimento e desenvolvimento
das culturas agricolas. O aparato fotossintético e os indices de Falker sdo drasticamente
prejudicados. A ativagdo de potenciais genes associados ao estresse e modificacdes
especificas na estrutura foliar podem ser considerados respostas adaptativas importantes no
controle das condi¢des climaticas desfavoraveis. Com este estudo teve-se o objetivo de avaliar
a expressdao do gene cdc2a e alteracdes anatomicas da nervura foliar em plantas de batata-
doce fotoprotegidas com filme de particulas (CaO 10% p/v) em condi¢cdes com e sem
restricao hidrica. As avaliagdes foram realizadas as 12:00h com foco nas trocas gasosas,
temperatura (ar-folha), indices de Falker, fluorescéncia da clorofila a, expressdo génica
(cdc2a) e anatomia foliar. As respostas foram inicialmente comparadas ao tratamento
controle, caracterizado pelas plantas sem fotoprotecdo por filme de particulas. Houve protecao
das plantas quanto as trocas gasosas, contribuindo para o potencial aumento da taxa
fotossintética (4) e maior diferenga entre temperatura do ar e temperatura da folha (Dif °C),
demonstrando respostas positivas no ajuste adaptativo. Observou-se redugdo nas estimativas
de fluorescéncia da clorofila a relacionadas a segdo transversal maxima ABS/CSm,
TRO/CSm, REO/CSm, ET0/CSm, DIO/CSm, e significativo aumento do rendimento quantico
efetivo (¢PSII), taxa de transporte de elétrons (ETR), rendimento quantico maximo (Fv/Fm),
e quenching fotoquimico (¢P). Aliado as respostas fisioldgicas, houve repressdo da expressao
do gene cdc2a que ¢é associado ao estresse por intensidade luminosa. Modificag¢des
anatomicas relacionadas a adaptacdo climatica por meio de alteragdes da nervura central da
folha ocorreram para os tratamentos. A fotoprotegdo com CaO contribuiu para minimizar os
efeitos deletérios durante o desenvolvimento de plantas de batata-doce, principalmente no
estadio de desenvolvimento das raizes tuberosas.

Palavras-chave: Ipomoea batatas L; restri¢do hidrica; fluorescéncia; expressdo génica;
anatomia foliar.
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ABSTRACT
Titulo: Repression of the cdc2a gene and leaf midrib alterations in particle-film-
photoprotected sweet potato plants.

Water restriction combined with strong sunlight can affect the growth and development of
crops. The photosynthetic apparatus and Falker's indices are drastically impaired. Activation
of potential stress-associated genes and specific changes in leaf structure can be critical
adaptive responses in controlling unfavorable climatic conditions. This work targeted
evaluating the expression of the cdc2a gene and leaf vein anatomical alterations in sweet
potato plants photoprotected with particle film (CaO 10% w/v) under conditions with and
without water restriction. Assessments were performed at noon, focusing on gas exchange,
temperature (air-leaf), Falker index, the fluorescence of chlorophyll a, gene expression
(cdc2a), and leaf anatomy. The responses were initially compared to the control treatment,
characterized by plants without particle film photoprotection. The protection of plants
regarding gas exchange contributed to the potential increase in photosynthetic rate (4) and a
more significant difference between air temperature and leaf temperature (Dif °C),
demonstrating positive responses in the adaptive adjustment. There was a reduction in the
fluorescence of chlorophyll a estimates, related to the maximum cross-section ABS/CSm,
TRO/CSm, REO/CSm, ET0/CSm, DIO/CSm, and a significant increase in the effective
quantum yield (¢PSII), transport rate (ETR), maximum quantum yield (Fv/Fm), and
photochemical quenching (¢P). Allied to the physiological responses, there was the repression
of the cdc2a gene expression, which is associated with light intensity stress. Anatomical
changes related to climate adaptation through changes in the leaf midrib occurred for the
treatments. Photoprotection with CaO minimized the deleterious effects during the
development of sweet potato plants, mainly in the developmental stage of tuberous roots.

Keywords: Ipomoea batatas L, water restriction, fluorescence, gene expression., leaf
anatomy.

5.1. Introducao

Os efeitos das mudangas climaticas causam aumento da temperatura global e limitam a
disponibilidade de agua disponivel para a plantas. Estes efeitos em longo prazo podem causar
mudangas irreversiveis em diferentes culturas agricolas de importancia (RAMIREZ et al.,
2015; ZANDALINAS et al., 2016). Com a intensificagdo das condi¢des abidticas causadas
pelo maior tempo de exposicdo solar e restrigdo hidrica, ocorre uma limitacdo severa do
crescimento e desenvolvimento das plantas (CHEN et al., 2016; LI e LIU, 2016). A batata-
doce (Ipomoea batatas L.) é uma cultura moderadamente tolerante (SHAO et al., 2018).
Contudo, com um nivel de estresse abiotico elevado, as plantas tém seus mecanismos
fisioldgicos ativados em nivel molecular e anatdmico, como resposta adaptativa e de
tolerancia.

No aparato fotossintético das plantas sob condi¢des abidticas intensas, ocorre a
producao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) de forma excessiva, e podem causar
fotoinibicdo ou foto-oxidacao nas células vegetais (LIU e YANG, 2020; XIONG et al., 2020).
Os indices de Falker também sdo alterados sob efeito das mudangas extremas do ambiente,
provocando reducdes de clorofila a, b e total (OSMOLOVSKAYA et al., 2018). Ademais,
diferentes parametros de fluorescéncia da clorofila a podem ser reajustados para minimizar
danos ao aparato fotossintético das plantas (KUMAR et al., 2020). Dessa forma, respostas
fisiologicas podem atuar de forma permanente nas plantas, ou como um ajuste temporario
para contornar o estresse.
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Nao s6 os parametros fisioldgicos, mas também as respostas transcriptomicas podem
estar correlacionadas com a tolerancia vegetal. Assim, para o manejo das culturas podem ser
identificados marcadores moleculares e genéticos, especialmente quando se adotam novas
tecnologias (SWAMINATHAN et al., 2020). Portanto, compreender as respostas adaptativas
das plantas a partir de uma perspectiva fisiologica, molecular e génica - nas quais multiplos
genes interagem em resposta ao ambiente - expande a compreensdo da adaptagdo das folhas
ao estresse abiotico (SONG et al., 2014).

Dentre os genes responsivos ao estresse, um homologo de proteina quinase dependente
de ciclina (CDK) — cdc2a, tem se caracterizado por possuir funcdo especifica na regulacao do
ciclo celular (CAMPO et al., 2014; HARASHIMA e SEKINE, 2020). cdc2a ¢ responsivo as
cascatas de sinalizagdo que facilitam a percepcdo de estresse, com posterior ativacdo da
divisdo celular para reparacao, adaptacao e tolerancia de tecidos vegetais (KIM et al., 2021).

Além das modificacdes fisiologicas e moleculares, modificagdes na nervura central das
folhas também tém valor adaptativo para o desempenho das culturas sob condigdes
estressantes, sobretudo no controle ligado ao suporte mecanico, bem como ao transporte e
sinalizagdo que determinam em grande parte como os estresses abiodticos afetam as plantas
(SACK et al.,2012; LUTTGE, 2008; LECHTHALER et al., 2019).

Como estratégia, os filmes de particulas — nano composto de minerais inertes
especializados, aplicados sob a superficie das folhas — t€ém sido uma ferramenta potencial para
mitigar impactos negativos causados pelos estresses abioticos (OLIVEIRA et al., 2021). O
uso dos filmes de particulas reduz a quantidade de luz que atinge os centros de reacdo nos
cloroplastos (BRILLANTE et al., 2016) e, dessa forma, evitam o estresse oxidativo pela
reflexdo dos raios solares associados a alta luminosidade (L*), contribuindo para a
aclimatacdo da planta e protecdo dos fotossistemas Il e I (DINIS et al., 2018). Dessa forma, a
técnica pode promover a fotoprotecdo nas folhas e mitigar os efeitos promovidos pela
restricao hidrica e forte radiagdo solar. Consequentemente, atuam como um antitranspirante
nas folhas que auxilia na retencao de 4gua dentro das células (SILVA et al., 2019).

O filme de particulas a base de calcio (CaO) tem demonstrado resultados promissores
em diferentes culturas de interesse agronémico, como feijdo-caupi (OLIVEIRA JUNIOR et
al., 2019), café (SILVA et al., 2019) e uva (SILVA et al., 2019). Foram verificados aumentos
na taxa de fotossintese liquida (4), otimizacdo da condutancia estomatica (gs) e reducdo da
taxa transpiratoria (E), e redugcdo dos danos fotoquimicos com a melhoria dos parametros da
fluorescéncia de clorofila @ com foco na agdo fisiologica do filme de particula de célcio sob
condi¢des de méaxima disponibilidade hidrica.

Diante da falta de informacgdes cientificas acerca da avaliagdo da eficacia do filme de
particula de calcio sob restricdo hidrica na cultura da batata-doce este trabalho teve como
objetivo avaliar a expressdo do gene cdc2a e alteracdes anatdmicas da nervura central foliar
em plantas fotoprotegidas com filme de particulas, com e sem restricao hidrica em diferentes
periodos do ciclo fenoldgico da cultura.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Condi¢des experimentais

Plantas do clone IPB-149 de batata-doce cultivar Ourinho foram cultivadas na Esta¢ao
Experimental Campus Rural do Centro de Ciéncias Agrarias Aplicadas (CCAA) da
Universidade Federal de Sergipe (UFS) (10 ©55'25.1''S, 37 ° 12' 1.8 " W, altitude de 46 m).

O clima de acordo com a classificagdo de Thornthwaite ¢ do tipo C2sA'a": subumido
com déficit de 4gua no verdo, e periodo chuvoso entre os meses de abril a agosto. Os indices
médios térmicos e pluviométricos sdo de 24.85 °C e 1576.30 mm, respectivamente.

O solo da regido ¢ classificado como Argissolo Vermelho Amarelo segundo
EMBRAPA (2018), apresentando textura franco-arenosa, pH = 5.19; P = 63.0 mg.dm™>; K =
28.8 mg.dm™3; Ca? + Mg* = 1.89 cmolc.dm™; AI** = 0.15 cmolc.dm™; Vefetiva = 54.9%;
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CTC efetiva = 3.61 cmolc.dm™3; MO = 9.49 g.dm; areia, silte e argila com 75.98%, 14.25%
e 9.77%, respectivamente.

O experimento em campo foi conduzido entre os meses de novembro de 2018 a margo
de 2019, com dados climaticos didrios obtidos da estacdo meteorologica Aracaju-A409, do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (FIGURA 1).
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FIGURA 1. A) Temperaturas maximas e minimas (°C) e precipitagdo (mm) durante a fase
experimental; B) ETo: Evapotranspiragdo de referéncia (mm), ETc: Evapotranspiracdo de

cultura (mm).

Na irrigagdo por gotejamento foram utilizadas duas mangueiras espagadas por 0,25 m.
Os emissores de agua foram espagados 0,30 m com uma vazao individual de cerca de 1,8 L h”
. A 4rea umedecida pelos emissores por planta foi de aproximadamente 1,2 m? A
disponibilidade total didria de 4gua (mm) para as plantas foi mensurada pela equacao:

Eq. (1): LA=ETc—p

Onde:

LA: quantidade de 4gua aplicada (mm d');
ETc: evapotranspiracao de cultura (mm d');
p: precipitagao (mm d ).

Eq. (2): ETc=ETo. Kc
Onde:

Kc: coeficiente de cultura;
ETo: evapotranspirac¢ao de referéncia (mm d).

O ETo foi estimado de acordo com o método Penman-Monteith (ALLEN et al., 1998). O
tempo de irrigacao foi estimado:

Eq. (3): TI=ETc. EI. E2. Kv/ (Ei. n. q)

Onde:
TI: tempo de irrigacao (h);
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ETc: evapotranspiragdo de cultura (mm d);
E1l e E2: espacamento da cultura (m);

Kr: coeficiente de redugdo = 0,5;

Ei: eficiéncia de irrigagdo = 0,9;

n: niimero de emissores por planta = 2;

q: vazdo de emissor = 1,8 Lh™.

5.2.2. Tratamentos experimentais

Foram considerados os experimentos 1 ¢ 2 para a definicdo dos tratamentos. O
experimento 1 apresentou tratamentos com avaliagdes iniciais em torno da fase de expansdo e
crescimento foliar, e avaliacdes finais em torno da fase regenerativa. O experimento 2
apresentou tratamentos com avalia¢des iniciais em torno da fase de espessamento de raizes
tuberosas, e avaliagdes finais em torno da fase regenerativa (FIGURA 2).

Para ambos os experimentos, plantas com filme de particula de calcio foram
submetidas a restricdo hidrica. Os experimentos foram conduzidos em blocos casualizados
com parcela util composta por 12 plantas espacadas em 3,0 x 1,0 m, além de bordaduras. Para
os tratamentos controle foram consideradas plantas sem filme de particulas cultivadas sob
maxima disponibilidade hidrica (100% da ETc exigida pela cultura), e os dados contrastados
entre controle e demais tratamentos.
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FIGURA 2. Ciclo da cultura da batata-doce e avaliacdes.

5.2.3. Aplicacao de filme de particulas

Para a obten¢do do filme de particulas foi usado o mineral 6xido de calcio (CaO) em
solucdo aquosa a 10% p/v (OLIVEIRA et al., 2021).

A aplicagdo foi direcionada as folhas. realizada com pulverizador eletronico de
mochila de alta pressdo (PAP-5) (Guarany, Brasil), com vazao de 1,21 min L' e pressao de
trabalho de 690 kPa. A aplicacdo se deu até atingir a cobertura completa da superficie da
folha. A primeira aplicacdo do filme nas folhas ocorreu cinco dias antes da primeira
avaliacdo, visando promover prévia aclimatacao das plantas.

A manutengdo da cobertura de particulas foi monitorada pelo nivel de reflectancia (L *)
das folhas utilizando um colorimetro digital CR 400 (Konica Minolta, Japao), em quatro
posicdes diferentes no dossel da planta. O aparelho ¢ responsavel por aferir valores de L* que
variam de 0 (absor¢do total da luz) a 100 (reflexdo total da luz) associado as propriedades
reflexivas foliares com uso do filme de particulas de calcio (SILVA et al., 2019; SILVA et
al., 2019).

5.2.4. Fluorescéncia da clorofila a

Os dados de fluorescéncia de clorofila a foram obtidos in situ as 12h00, nas mesmas
folhas adultas no ter¢o médio da parte aérea da planta, utilizando o fluordmetro portatil OS-
30p (Opti-Sciences Inc., EUA). O sinal inicial de fluorescéncia (F0) foi medido quando os
centros de reagdo estavam abertos, apos 30 minutos com as folhas adaptadas ao escuro por um
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clipcage. Para isso, foi utilizada uma fonte de luz pulsada de baixa intensidade. Durante o
pulso de luz na saturagdo, o sinal méximo de fluorescéncia (Fm) foi medido.

A fluorescéncia varidavel [Fv = (Fm - F0)], a eficiéncia quantica maxima do
fotossistema II [Fv / Fm = (Fm - FO) / Fm]; o rendimento quantico efetivo do fotossistema II
[OPSII = AF / Fm'= (Fm' - Fs) / Fm']; bem como o quenching fotoquimico [¢gP = (Fm'- Fs) /
(Fm' - FO ")], foram estimados de acordo com Genty et al. (1989) e a da taxa de transporte de
elétrons (ETR).

As informagdes sobre os estados de fluorescéncia da curva OJIP nos
tratamentos foram essenciais para estimar — por meio de equagdes especificas para o teste —
parametros biofisicos como DIO/CSm, REO/CSm, ET0/CSm, TRO/CSm, ABS/CSm, e os
indices de desempenho Pics e Plabs.

Os estados transitorios foram induzidos pela emissdao de luz actinica (660 nm) na
intensidade de 3.000 Imol (fotons) m?/s. A irradiacdo foi aplicada homogeneamente na area
foliar com 4 mm de diametro.

5.2.5. Trocas gasosas e temperatura (ar-folha)

A Condutancia estomdtica (gs) (mol H-O m™ s'), a taxa de fotossintese ou
assimilacao liquida de CO: (4) (umol CO2 m2 s7!), a temperatura do ar — temperatura da folha
(dif Tar-fol °C) foram avaliadas as 12h00 em equipamento IRGA portatil (modelo LI-6400XT
-LI-COR, Lincoln, NE, EUA). Por meio dessa avaliacao, foram identificadas as respostas das
plantas ao déficit hidrico na concentragdo de CO: de referéncia em 400 + 10 umol CO2 mol™
de ar, e radiacao fotossintética ativa (PAR) de 1.500 umol m=2 s™* (SILVA ef al., 2019), ¢ a
estimativa da eficiéncia intrinseca do uso da agua (A4/gs).

5.2.6. Anatomia foliar

As amostras do terco médio de folhas, totalmente expandidas localizadas no terceiro
nd a partir do apice, foram fixadas em F.A.A. 50 (JOHANSEN, 1940) e armazenadas em
etanol 70%. O material foi desidratado em série etilica e incluido em historresina metacrilato
(Leica ®), segundo o protocolo do fabricante.

Foram realizadas secg¢oes transversais, com cerca de 8 um de espessura, das regides da
nervura central, com auxilio de micrétomo rotativo. Os cortes foram corados com solucao de
azul de toluidina a 0,05% (O’BRIEN et al., 1964) e montados em laminas com Entellan®. As
micrografias foram registradas a uma magnitude de 40X com camera digital acoplada ao
Microscopio Nikon modelo Eclipse 501 e as mensuragdes feitas utilizando-se o software NIS-
Elements Br ver. 2.30 (Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan).

5.2.7. indices de Falker

Os valores estimados de clorofila a (chl a) e clorofila b (chl b) (r =4) foram obtidos em
folhas saudaveis, maduras e ensolaradas a partir do terco médio da parte aérea da planta. Os
dados foram obtidos por meio do equipamento Clorofilog portatil modelo CFL1030 (Falker,
Brasil). Estimou-se o indice total de clorofila [chl total = (chl a + chl b)] e a razdo chl a chl
b (chla/b).

5.2.8. Expressao génica

As folhas coletadas em campo, nas plantas para cada tratamento, foram imediatamente
acondicionadas em nitrogénio liquido. As analises de expressdao génica foram realizadas
empregando como gene de referéncia actina (4ACT), indicado para normalizagdo e estabilidade
da expressao génica em batata-doce sob estresse abidtico por GuoLiang et al. (2021). O gene
ACT, portanto, foi essencial para investigar o padrao de expressao do gene alvo (cdc2a) - um
homologo de proteina quinase dependente de ciclina (CDK).

O RNA foi extraido com Trizol® (Invitrogen, EUA) e sua qualidade e quantidade
atestada pela razdo de nanoespectrofotometria em 260/280 nm. Para acessar a integridade, 1
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png de RNA foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 1% Gel ReadyTM e
visualizado sob transilluminator UV (SAMBROOK et al., 1989).

As amostras foram tratadas com DNAse. Em seguida procedeu-se a sintese do cDNA
utilizando 1 pL de OligodT (10 mM) e 4 pL do RNA anteriormente obtido. A reagdo no
interior do microtubo foi mantida em banho-maria (60 °C) por 5 minutos, seguida de imersao
imediata no gelo pelo mesmo periodo. Uma nova solu¢do composta por 4 pL. GO script 5X
reagdo, 4 uL MgClz, 1 pL PCR nucleotideo MIX, 0,5 uL RNA ribosomal (enzima), 1 pL GO
script reverso (enzima) e 4,5 uL. de H20 livre de nuclease. Portanto, um volume final de 20
uL de cDNA/amostra. As reagdes foram realizadas em termociclador a 25 °C por 5 minutos;
42 °C por 1 hora e 70 °C por 15 minutos para o final da reagdo.

Para testar a eficiéncia do primer foram realizadas dilui¢des seriadas de 80 a 10 uL de
cDNA em 4gua ultrapura com dietil pirocarbonato (DEPC). A técnica RT-qPCR para
quantificar a expressdo génica nas amostras foi realizada utilizando termociclador
StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) com sequéncias desenhadas
para Arabidopsis thaliana L. para os genes ACT e cdc2a. A quantificacdo da expressao génica
relativa esteve de acordo com Livak e Schmittgen (2001) utilizando o método CT
comparativo:

EXPR=2"T

Onde:

AACT= ACT amostra — ACT calibrador (valor médio do ACT controle)

ACT= CT gene alvo — CT do gene referéncia

CT: Cycle threshold (admensional); EXPR: expressdo génica relativa (admensional).

5.2.9. Analise dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) precedida do teste F e as
médias dos tratamentos foram contrastadas pelo teste de Scheffé (1953) por meio de
coeficientes de combinacdo simples, considerando tratamentos com filme de particulas (CaO)
e tratamentos controle. Todas as andlises foram realizadas usando o software R (R Core Team
2018) e graficos projetados no SigmaPlot 12.5 (Systat Software, San Jose, CA, EUA).

5.3. Resultados

5.3.1. Fluorescéncia da clorofila a

Na Figura 3 estdo representados parametros fisioldgicos previamente normalizados de
0 a 100, para melhor ilustracdo dos tratamentos. Foram encontradas diferengas significativas
pela andlise de contraste e teste de Scheffé entre os tratamentos.

Os valores de rendimento quantico efetivo (¢PSII), taxa de transporte de elétrons
(ETR), rendimento quantico maximo (Fv/Fm), quenching fotoquimico (¢gP), indices de
desempenho com base na se¢do transversal (Plcs) e de desempenho com base na absor¢ao
(PIabs) foram significativamente superiores em plantas com filmes de particulas,
independentemente das condi¢des hidricas disponiveis para a planta e periodo de avaliagdo
(FIGURA 3).

No entanto, as maiores diferengas ocorreram nas avaliacdes finais, principalmente no
experimento 2. Houve aumento de 139,50% nos valores de ¢PSII sob méxima disponibilidade
hidrica, e cerca de 122,46% sob restricdo hidrica, comparado ao controle. ETR nas mesmas
condi¢des, aumentou 79,98% e 214,22%, Fv/Fm: 4,18% e 14,25% e gP: 121,05% e 219,47%
(FIGURA 3).

Pics e Plabs apresentaram maiores diferencas em plantas com filme de particulas
durante as avaliacdes iniciais (FIGURA 3). No experimento 1, houve aumento de 57,58% nos
valores de Pics sob méxima disponibilidade hidrica, e 22,73% sob restricdo hidrica,
comparado ao controle. Plabs, nas mesmas condi¢des, apresentou aumento de 140,90% e
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29,97%. No experimento 2, o aumento de Pics foi de aproximadamente 13,32% e 51,23%, e

Plabs: 26,21% e 34,21% (FIGURA 3).
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FIGURA 3. Fluorescéncia da clorofila a.

A analise de contraste indicou ainda que os tratamentos sem filme de particulas foram
responsaveis pelos valores estimados de absor¢cao por CSm (ABS/CSm); transporte de
elétrons por CSm (ET0/CSm); fluxo de poténcia dissipado por Csm (DI0/CSm); consumo de
energia por CSm (TR0/CSm); e fluxos excitados por elétrons de QA por CSm (RE0/CSm) em
todas as fases de avaliacdo, independente das condi¢des de disponibilidade hidrica (FIGURA
3).

5.3.2. Trocas gasosas, temperatura ar — temperatura folha (Dif ° C) e anatomia

Na Figura 4 estdo representados pardmetros fisioldgicos e anatdmicos previamente
normalizados de 0 a 100, para melhor ilustracdo dos tratamentos. Foram encontradas
diferencas significativas pela analise de contraste e teste de Scheffé entre os tratamentos.

As maiores diferengas foram encontradas para as varidveis de taxa fotossintética (4),
eficiéncia intrinseca do uso da dgua (A4/gs), temperatura do ar — temperatura da folha (Dif °C)
e diametro da nervura central (DNC) em plantas com filmes de particulas. Nao houve
diferencas significativas para as varidveis de condutancia estomatica (gs) e diametro do vaso
(DV) entre os tratamentos. De forma geral, para as varidveis analisadas obteve-se resultados
superiores sob maxima disponibilidade hidrica. Em condi¢cdes de restricdo hidrica, os
tratamentos com filme de particulas apresentaram valores superiores apenas as plantas sem
filme sob restri¢ao hidrica (FIGURA 4).

Foi observado uma tendéncia especifica em relacao a varidvel DNC nos experimentos.
Nas avaliagdes iniciais, plantas com filme de particulas apresentaram baixo DNC comparando
os tratamentos controle, sobretudo no experimento 2. No entanto, nas avaliagdes finais houve
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um acréscimo desta variavel apresentando valores muito proximos ou até superiores aos
demais tratamentos avaliados (FIGURAS 4; 5).
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FIGURA 4. Trocas gasosas, diferenca de temperatura ar-folha e anatomia foliar.

FIGURA 5. Seccdo transversal da nervura principal em folhas de Ipomoea batatas L. em
periodo inicial e final do experimento 2. A, C, E, G: Plantas com filme; B, D, F, H: Plantas
sem filme. A, B, C, D; Avalia¢des iniciais; E, F, G, H: Avalia¢des finais. A-B) Agua
disponivel 100%; C-D) Restricio hidrica. E-F) Agua disponivel 100%; G-H: Restrigdo
hidrica. Siglas: NC: Nervura central; XI: Xilema; Fl: Floema; pp: Parénquima pali¢adico; pl:
Parénquima lacuno; ad: Superficie adaxial; ab: Superficie abaxial.

5.3.3. Indices de Falker
Foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos. Clorofila a (ChL a),
clorofila b (ChL b) e clorofila Total (ChL Total) foram superiores em folhas sombreadas por
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filme de particulas independentemente das condi¢des hidricas disponiveis para a planta e
periodo de avaliagdo. Por outro lado, a razdo clorofila a/b (ChL a/b) apresentou maior
concentracdo em plantas sem filme (controle) (FIGURA 6).
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FIGURA 6. indices de Falker.

Nas avaliagdes iniciais do experimento 1, plantas com filmes de particulas
apresentaram aumento de Chl a em torno de 7,25% sob méxima disponibilidade hidrica, e
11,29% sob restrigao hidrica. ChL b, nas mesmas condi¢des, aumentou 17,20% ¢ 13,80%,
enquanto ChL Total aumentou aproximadamente 9,25% e 10,39%, em relacdo ao controle.
Ainda se constatou um decréscimo nas taxas de ChL a/b em torno de 8,90% e 3,11%. Nas
avaliacdes iniciais do experimento 2, as plantas com filmes de particulas apresentaram a
mesma tendéncia. Aumento de ChL a em torno de 4,91% e 3,58%, ChL b aproximadamente
40,82% e 11,89%, ChL Total em torno de 13,73% e 4,86%, € um decréscimo de 27,05% e
9,67% em relagdo a razdo ChL a/b, comparado ao controle (FIGURA 6).

Para as avaliacdes finais do experimento 1, plantas com filme de particulas
apresentaram aumento nos valores de ChL a em torno de 8,30% sob méaxima disponibilidade
hidrica, ¢ 4,18% sob restri¢ao hidrica. ChL b, nas mesmas condigdes, aumentou 18,04% e
43,37%, enquanto ChL total aumentou cerca de 9,80% e 14,50%, em relacdo ao controle.
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Constatou-se também um decréscimo da razdo ChL a/b em torno de 9,74% ¢ 27,14%. Nas
avaliacdes finais do experimento 2, as plantas com filme apresentaram aumento nas taxas de
ChL a em torno de 13,06% e 0,23%, enquanto ChL b aumentou 38,75% e 22,14%, ChL Total
20,52% e 7,20%, havendo decréscimo de ChL a/b em torno de 18,10% e 17,29% (FIGURA
6).

5.3.4. Expressio génica
O filme de particulas (CaO 10% p/v) influenciou para diferentes valores de expressao
génica em batata-doce (FIGURA 7).
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FIGURA 7. Expressao do gene cdc2a.

Foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos. A expressao do gene
cdc2a foi superior em folhas sem a protecdo foliar por filme de particulas, independentemente
das condig¢des hidricas disponiveis para a planta e periodo de avaliagao (FIGURA 7).

Nas avaliagdes iniciais do experimento 1, plantas sem filme de particulas expressaram
cdc2a cerca de 3,00% a mais comparado ao controle. Por outro lado, plantas com filme de
particulas obtiveram repressdo génica em torno de 4,00%. Nas avaliagdes iniciais do
experimento 2, a expressdo do gene cdc2a foi mais evidente, com aumento em torno de
166,00% para plantas sem filme, e repressdo génica de 49,00% para plantas fotoprotegidas
(FIGURA 7).

Para as avaliagdes finais do experimento 1, plantas sem filme de particulas
expressaram cdc2a cerca de 669,00% a mais em relagdo ao controle, enquanto plantas com
filme expressaram apenas 18,00%. A mesma tendéncia ocorreu para as avaliacdes finais do
experimento 2, porém em intensidades diferentes. Houve aumento da expressdo do gene
cdc2a de 397,00% para plantas sem filme, e repressao génica em torno de 79,00% com filme
comparado ao controle (FIGURA 7).

5.4. Discussao

Os valores de rendimento quantico efetivo (¢PSII), taxa de transporte de elétrons
(ETR), rendimento quantico maximo (Fv/Fm), quenching fotoquimico (gP), indices de
desempenho com base na se¢do transversal (Plcs) e indice de desempenho com base na
absorcao (Plabs) foram significativamente superiores em plantas com filmes de particulas,
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independentemente das condi¢des hidricas disponiveis para a planta e periodo de avaliagdo
(FIGURA 3).

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et al. (2021) e sugere-se que
elevadas taxas de ¢PSII em plantas com filme de particulas estejam fortemente
correlacionadas com altas taxas de assimilagdo de CO: (BARJA et al., 2003; SHI et al.,
2008). Valores elevados de ETR estao diretamente ligados a producao de ATP, NADPH e a
sintese de amido (SAROUSSI et al., 2019), podendo contribuir para o acimulo de energia nas
plantas. Além disso, valores elevados de Fv/Fm em plantas com filmes de particulas podem
indicar aumento na eficiéncia do fotossistema em transferir elétrons do PSI para o PSII
(RANJBAR, 2015; CARVALHO et al., 2019).

O maior valor de gP nas folhas sombreadas por filme indica maior fotoprote¢do do
aparelho fotossintético devido a maior dissipagdo de energia e reflexdo dos raios solares.
Altos valores de gP também aumentaram a energia enviada para reacdes fotoquimicas
primarias, o que pode ser visto como uma estratégia adaptativa levando a um processo
fotossintético mais eficiente e menos suscetivel ao estresse experimental (KRAUSE e WEIS,
1991).

Plantas com filme de particulas também evidenciaram respostas relacionadas a
adaptagao do metabolismo fotossintético ao sombreamento artificial, associado a uma reducao
dos pardmetros de fluxo de energia por se¢do transversal mdxima (CSm) da antena PSII:
ABS/CSm, TRO/CSm, REO/CSm, ET0/CSm, ¢ DI0O/CSm (FIGURA 3).

Assim, ¢ possivel que a aplicacdo do filme de particulas reduza consideravelmente
PAR em complexos coletores de luz presentes nos cloroplastos (STIRBET et al., 2018).
Consequentemente, a técnica tende a reduzir a absor¢do de energia em excesso, evitando
estresses foto-oxidativos (DINIS et al., 2016; SILVA et al., 2019). Por isso, tem-se baixa
necessidade de emissdo de fluorescéncia para o fluxo de excesso energético em plantas com
filmes de particulas (DINIS ez al., 2016; 2018).

Redugdes de ABS/CSm, TRO/CSm, REO/CSm, ET0/CSm, ¢ DIO/CSm também foram
relacionadas a redugdo da atividade do PSII por sombreamento artificial em Vitis vinifera L.
(DINIS et al., 2016), e o comportamento destes pardmetros fisioldgicos foram dependentes
das caracteristicas de cada cultivar (BOTELHO et al., 2011). Os resultados encontrados no
presente trabalho foram compativeis com Silva et al. (2019) e Oliveira et al. (2021),
utilizando filme de particulas de célcio nas culturas de V. labrusca L. e I. batatas em
condi¢des ideais de irrigagdo. Para V. labrusca, as redugdes dos parametros de fluxo por se¢do
transversal maxima (CSm) foram de 7 DAA até¢ 14 DAA quando os efeitos se tornaram mais
evidentes. Para I. batatas, as redugdes dos pardmetros (CSm) ocorreram principalmente com
aplicacao de CaO foliar a uma concentragao de 15% p/v.

As taxas de dissipagdo (DIO/CSm) foram maiores em plantas sem filme, indicando
forte susceptibilidade a fotoinibicdo (BANO et al., 2021). Para estas plantas, a dissipacao
torna-se um mecanismo adaptativo na regulacdo da fotossintese contra o excesso de energia
absorvida, auxiliando na protecao de possiveis foto danos (KALAIJI ef al., 2016).

Os indices de desempenho com base na secdo transversal (Plcs) e de desempenho com
base na absorcao (Plabs) foram significativamente superiores em plantas com filmes de
particulas (FIGURA 3), e estes parametros estdo associados as melhorias no transporte de
elétrons do PSII (CHEN et al., 2015), rendimento quantico e eficiéncias da plastoquinona A
(QA) para a plastoquinona B (QB) e fotossistema [ (PSI) (VINCENT et al., 2015). Portanto,
sao parametros fisiologicos sensiveis, capazes de retratar, por exemplo, o estado fotossintético
de gendtipos de gergelim cultivados sob sombreamento natural e ainda sdo uteis para
avaliacdes em diferentes fases do crescimento e regimes hidricos nas culturas
(OUKARROUM et al., 2007; KALAJI et al., 2016; CICEK et al., 2019).

Taxa fotossintética (A4), eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) e temperatura do ar
— temperatura da folha (Dif °C) foram significativamente superiores em plantas com filmes de
particulas, independentemente das condi¢des hidricas disponiveis para a planta e periodo de
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avaliagdo (FIGURA 4). A taxa fotossintética (4) ¢ um fator preponderante para o
desenvolvimento e produtividade das plantas agricolas (PAN et al., 2012), esta variavel
influencia diretamente os valores de eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) associada a
condutancia estomatica (gs).

Dinis et al. (2018) verificaram uma flutuagdo nas tendéncias dos resultados de A/gs,
muito em fun¢do das baixas taxas gs em plantas sem filme. No presente trabalho, as baixas
taxas de gs foram verificadas, porém nao houve diferenca significativa entre os tratamentos,
demonstrando que, com valores similares da condutincia estomatica (gs) entre tratamentos,
plantas com filme de particulas conseguiram obter maior taxa fotossintética (4).

Contudo, outro efeito preponderante do filme foram as maiores diferencas entre
temperatura do ar e foliar (FIGURA 4), permitindo que a planta reduza a necessidade de
trocas de calor por meio da transpiragdo e auxilie na producdo de fotossinese (A4) (SILVA et
al., 2019). As maiores diferencas Dif °C encontradas em tratamentos com filme de particula
de calcio podem ser devido a técnica por proporcionar redugdo significativa da temperatura
interna foliar (SILVA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2021).

Em relacdo a anatomia da folha, houve aumento consideravel para a variavel DNC ao
longo do ciclo fenologico com uso de filme de particulas nas folhas (FIGURA 4). Durante as
avaliacdes iniciais, a presenca do filme provocou uma redugao significativa de DNC, tanto em
plantas sob maxima disponibilidade hidrica quanto em plantas sob restri¢do. Nao se sabe o
porqué desta tendéncia ser mais evidente no experimento 2, quando as avaliacdes ocorreram
na fase de espessamento das raizes tuberosas. De maneira geral, DNC ¢ varidvel importante
para avaliar a condutancia hidraulica das plantas e crucial para prever a eficiéncia do
transporte de 4gua (LECHTHALER et al., 2019).

Assim, quanto maior DNC, maior tende ser a taxa de transporte de agua e solutos no
interior das plantas (SACK et al., 2012; LUTTGE, 2008). O filme de particulas contribuiu
para melhoria do funcionamento hidraulico em batata-doce ao longo do ciclo fenologico da
cultura, comparado ao controle. No entanto, novas pesquisas sdo fundamentais para a
compreensao dos mecanismos intrinsecos que afetam a anatomia das folhas, sobretudo com
uso de filmes de particulas de calcio.

Com a cobertura foliar por filme de particulas de célcio, diferentes culturas de
interesse agrondmico, por exemplo, feijao-caupi (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019), café
(SILVA et al., 2019) e uva (SILVA et al., 2019), apresentaram aumento significativo nos
indices de Falker em relacdo ao controle. Estes resultados corroboram com os obtidos por este
trabalho na cultura da batata-doce (FIGURA 6). Plantas com maior capacidade de adaptagao
aos estresses abioticos, sejam eles causados pela alta radiacdo solar e/ou restri¢do hidrica,
tendem a apresentar maior quantidade de clorofila @, b e total (OSMOLOVSKAYA et al.,
2018).

Por outro lado, o decréscimo nas taxas de clorofila pode ser adaptativo com mudangas
na estrutura do cloroplasto ou inibicdo da biossintese da clorofila e seus precursores, na
tentativa de reduzir danos ao fotossistema II ao longo do tempo (NAHAR et al., 2015). A
redu¢do da quantidade de clorofila também pode prejudicar o funcionamento e a eficiéncia do
aparelho fotossintético ou mesmo provocar uma foto-oxidacdo, acarretando em menor
capacidade da planta em realizar fotossintese (MAFAKHERI et al., 2010; SHAFQAT et al.,
2019).

Apesar disto, nas avaliagdes finais as plantas com filme de particulas apresentaram
reducdo no total de clorofila em relagdo as avaliacdes iniciais (FIGURA 6). Dessa forma,
plantas com filme de particulas nas avaliagdes finais devem ter enviado mais energia
absorvida para reagdes fotoquimicas primarias, por meio da maior quantidade de Chl a. Dessa
forma, ¢ estratégia adaptativa a um processo fotossintético mais eficiente no final do ciclo
fenoldgico da cultura, levando as plantas a serem menos suscetiveis aos estresses abidticos
(KRAUSE e WEIS, 1991).
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Os resultados do presente estudo indicam menores taxas de Chl a/b em plantas com
filme de particulas, o que pode estar diretamente correlacionado com maior quantidade de
clorofila b nas folhas. As antenas de coleta luminosa do fotossistema II contém maior
quantidade de clorofila . Portanto, em cloroplastos adaptados a sombra — que t€ém uma
propor¢cdo aumentada de fotossistema II em relagdo ao fotossistema I — hd uma maior
quantidade de clorofila b que contribui para que haja maiores valores de Chl a/b (DINIS et
al., 2018).

Como estratégia para menor susceptibilidade ao estresse abiotico, plantas com filme
de particulas também reprimiram expressdo génica (cdc2a) (FIGURA 7), o que reforga a
hipdtese da eficacia do tratamento em refletir luz solar e promover fotoprotegao foliar. O gene
cdc2a ¢ um homologo de proteina quinase dependente de ciclina (CDK) e estd envolvido nas
cascatas de sinalizacdo que facilitam a percepcao de estresse por luminosidade, e posterior
ativagdo de mecanismos para adaptacdao e tolerancia de tecidos (KIM et al., 2021). Dessa
forma, mesmo que as plantas precisem de luz para crescer fotoautotréficamente, a luz
ultravioleta (UV) intensa pode induzir a danos ao DNA na forma de dimeros de pirimidina. A
expressao de genes da familia CDK ¢ indispensdvel para o reparo e manutencdo da
integridade do genoma da planta (KIM et al., 2021).

Na avaliagdo inicial do experimento 1, percebeu-se baixa indugdo do gene cdc2a em
plantas sem filme (FIGURA 7). A baixa indu¢do do gene cdc2a para plantas sem filme de
particulas pode estar relacionada a fase do ciclo da cultura, que ¢ caracterizada pelo
crescimento inicial e expansdo foliar. De forma geral, esta fase do desenvolvimento tende a
apresentar maior numero de células jovens e maior capacidade de autoreparagdo (DUQUE et
al., 2013). Por este motivo, a expressdo do gene de reparacao (cdc2a) pode ndo ser altamente
expresso.

Na avaliagdo inicial do experimento 2, por outro lado (FIGURA 7), folhas sem filme,
completamente desenvolvidas e diferenciadas na fase de espessamento de raizes tuberosas,
sdo capazes de ativar o priming sob estresse por radiagao solar. Este mecanismo ¢ responsavel
por inicializar a desdiferenciacdo celular e a retomada da divisdo celular como forma de
reparar danos e mitigar condi¢des consideradas desfavoraveis (OHTANI et al., 2013),
contribuindo para maior expressao do gene cdc2a. Ao ativar o priming, ¢ possivel que haja
ainda consequéncias no equilibrio energético das plantas, afetando o rendimento e a qualidade
do produto final (CHEN et al., 2016; LI & LIU, 2016).

5.5. Conclusoes

O uso do filme de particulas de célcio nas folhas de batata-doce contribui para melhor
adaptagdo das plantas as condigdes de restri¢ao hidrica e radiagdo solar. A aplicacdo foliar
torna-se fundamental durante todo o ciclo fenologico da cultura, sobretudo em torno da fase
de espessamento de raizes tuberosas, onde as plantas demonstraram serem mais sensiveis aos
fatores estressantes.

Com as plantas fotoprotegidas, a expressao do gene sinalizador de estresse e reparagao
(cdc2a) é reduzida e, concomitantemente, houve aumento do diametro da nervura central
envolvida no suporte hidraulico, ao longo do ciclo.

O filme promove condi¢des de trocas gasosas favoraveis nas folhas, com redu¢do de
danos ao aparelho fotossintético das plantas. Como resposta, mantém elevado os indices de
Falker e de desempenho Pics e Plabs, além de reduzir taxas de fluorescéncia a ligadas ao
fluxo de energia por se¢ao transversal maxima (CSm).

Por ser uma inova¢do ainda a ser amplamente utilizada, hd necessidade de
desenvolvimento de novos de trabalhos cientificos envolvendo filme de particulas de calcio,
principalmente em novas areas do conhecimento como expressdo génica e anatomia foliar,
abordadas inicialmente por este trabalho.

5.6. Referéncias bibliograficas



56

ALLEN, R. G.; PEREIRA, L. S.; RAES, D.; SMITH, M. Crop Evapotranspiration
(guidelines for computing crop water requirements). 56° ed. Logan, Utah, EUA: FAO,
1998.

BANO, H.; ATHAR, H. UR R.; ZAFAR, Z. U.; KALAJI, H. M.; ASHRAF, M. Linking
changes in chlorophyll a fluorescence with drought stress susceptibility in mung bean [ Vigna
radiata (L.) Wilczek]. Physiologia Plantarum, v. 172, n. 2, p. 1244-1254, 2021.

BARIJA, P. R.; MANSANARES, A. M.; SILVA, E. C.; ALVES, P. L. C. A. Photoacoustics
as a tool for the diagnosis of radicular stress: Measurements in eucalyptus seedlings. Review
of Scientific Instruments, v. 74, p. 709-711, 2003.

BOTELHO, R. V.; PAVANELLO, A. P.; PAOLL, J. E. P.; TERRA, M. M.; MULLER, M. M.
L. Organic production of red wine grapes under plastic cover in subtropical region of Brazil.
Ciéncia e Agrotecnologia, 2011.

BRILLANTE, L.; BELFIORE, N.; GAIOTTI, F.; ef al. Comparing kaolin and Pinolene to
improve sustainable grapevine production during drought. PLoS One, v. 11, p. e0156631,
2016.

CAMPO, S.; BALDRICH, P.; MESSEGUER, J.; ef al. Overexpression of a Calcium-
Dependent Protein Kinase Confers Salt and Drought Tolerance in Rice by Preventing
Membrane Lipid Peroxidation. Plant Physiology, v. 165, p. 688-704, 2014.

CARVALHO, M.; CASTRO, I.; MOUTINHO-PEREIRA, J.; et al. Evaluating stress
responses in cowpea under drought stress. Journal of Plant Physiology, v. 241, p. 153001,
2019.

CHEN, H.; ZHANG, Y.; ZHONG, Q. Physical and antimicrobial properties of spray-dried
zein—casein nanocapsules with co-encapsulated eugenol and thymol. Journal of Food
Engineering, v. 144, p. 93-102, 2015.

CHEN, Y.; MULLER, F.; RIEU, 1.; WINTER, P. Epigenetic events in plant male germ cell
heat stress responses. Plant reproduction, v. 29, p. 21-29, 2016.

CICEK, N.; PEKCAN, V.; ARSLAN, O. Assessing drought tolerance in field-grown
sunflower hybrids by chlorophyll fluorescence kinetics. Brazilian Journal of Botany, v. 42,
p. 249-260, 2019.

DINIS, L. T.; BERNARDO, S.; LUZIO, A.; et al. Kaolin modulates ABA and IAA dynamics
and physiology of grapevine under Mediterranean summer stress. Journal of Plant
Physiology, v. 220, n. November 2017, p. 181-192, 2018.

DINIS, L. T.; FERREIRA, H.; PINTO, G.; ef al. Kaolin-based, foliar reflective film protects
photosystem II structure and function in grapevine leaves exposed to heat and high solar
radiation. Photosynthetica, v. 54, p. 47-55, 2016.

DUQUE, A. S.; ALMEIDA, A. M. DE; SILVA, A. B. DA; et al. Abiotic Stress Responses in
Plants: Unraveling the Complexity of Genes and Networks to Survive. InTech, p. 40-101,
2013.



57

GENTY, B.; BRIANTAIS, J. M.; BAKER, N. The relationship between the quantum yield of
photosynthetic electron transport and quenching of chlorophyll fluorescence. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA), v. 990, p. 87-92, 1989.

GUOLIANG, L.; GUOCHUN, X.; ZHAOMIAO, L.; et al. Selection of suitable reference
genes for RT-qPCR normalisation in sweet potato (lpomoea batatas L.) under different
stresses. The Journal of Horticultural Science and Biotechnology, v. 96, p. 209-219, 2021.

HARASHIMA, H.; SEKINE, M. Cyclin-Dependent Protein Kinases in the Control of Cell
Cycle in Plants. /n: G. K. Pandey (Org.). 2020. New Delhi, India: University of Delhi.

JOHANSEN. Plant microtechnique. New York: McGrow-Hill Book, 1940.

KALAIJIL H. M.; JAJOO, A.; OUKARROUM, A.; et al. Chlorophyll a fluorescence as a tool
to monitor physiological status of plants under abiotic stress conditions. Acta Physiologiae
Plantarum, 2016.

KIM, M.; SANTOS, K. D.; MOON, N.-S. Proper CycE—Cdk2 activity in endocycling tissues
requires regulation of the cyclin-dependent kinase inhibitor Dacapo by dE2F b in Drosophila.
Genetics, v. 217, n. 1, 2021.

KRAUSE, G. H.; WEIS, E. Chlorophyll Fluorescence and Photosynthesis: The Basics.
Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, v. 42, p. 313-349, 1991.

KUMAR, D.; SINGH, H.; RAJ, S.; SONI, V. Chlorophyll a fluorescence kinetics of mung
bean (Vigna radiata L.) grown under artificial continuous light. Biochemistry and
Biophysics Reports, v. 24, p. 100813, 2020. https://doi.org/10.1016/j.bbrep.2020.100813.

LECHTHALER, S.; COLANGELI, P.; GAZZABIN, M.; ANFODILLO, T. Axial anatomy of
the leaf midrib provides new insights into the hydraulic architecture and cavitation patterns of
Acer pseudoplatanus leaves. Journal of Experimental Botany, v. 70, n. 21, p. 6195-6201,
2019.

LI, X.; LIU, F. Drought stress memory and drought stress tolerance in plants:
Biochemical and molecular basis. Springer: ed. NY, USA, 2016.

LIU, S.; YANG, R. Regulations of reactive oxygen species in plants abiotic stress: An
integrated overview. Plant Life under Changing Environment: Responses and Management, p.
323-353, 2020.

LIVAK, K.; SCHMITTGEN, T. D. Analysis of relative gene expression data using real time
quantitative PCR and the 2-ddCt. Methods, v. 25, p. 402408, 2001.

LL, B. Rbio: a tool for biometric and statistical analysis using the R platform. Crop Breed
Appl Biotechnol, v. 17, n. 2, p. 187-190, 2017.

LUTTGE, U. Clusia: Holy Grail and enigma. Journal of Experimental Botany, v. 59, p.
1503-1514, 2008.

MAFAKHERI, A.; SIOSEMARDEH, A.; BAHRAMNEJAD, B.; STRUIK, P.; SOHRABI E.
Effect of drought stress on yield, proline and chlorophyll contents in three chickpea cultivars.
Australian Journal of Crop Science, v. 4, n. 8, p. 580-585, 2010.



58

NAHAR, K.; HASANUZZAMAN, M.; ALAM, M.; FUJITA, M. Glutathione-induced
drought stress tolerance in mung bean: coordinated roles of the antioxidant defence and
methylglyoxal detoxification systems. AoB Plants, v. 7, p. 1-18, 2015.

O’BRIEN, T. P.; FEDER, N.; MCCULLY, M. E. Polyehromatic Staining of Plant Cell Walls
by Toluidine Blue O. Protoplasma, v. 59, p. 368373, 1964.

OHTANI, M.; DEMURA, T.; SUGIYAMA, M. Arabidopsis root initiation defectivel 1, a
deah-box RNA helicase involved in pre-mRNA splicing, is essential for plant development.
Plant Cell, v. 25, p. 20562069, 2013.

OLIVEIRA JUNIOR, L. F. G.; SANTOS, P. L. S.; LIMA, R. N. S.; ef al. Physiological
parameters of cowpea treated with CaO particle film subjected to water restriction. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v. 54, p. e00033, 2019.

OLIVEIRA, A. P.; DINIS, L. T. R.; BARBOSA, N. T. B.; et al. Calcium particle films
promote a photoprotection on Sweet potato crops and increase its productivity. Theoretical
and Experimental Plant Physiology, v. 33, n. 1, p. 2941, 2021.

OSMOLOVSKAYA, N.; SHUMILINA, J.; KIM, A.; et al. Methodology of drought stress
research: Experimental setup and physiological characterization. International Journal of
Molecular Sciences, v. 19, p. 4089, 2018.

OUKARROUM, A.; MADIDI, S. EL; SCHANSKER, G.; STRASSER, R. Probing the
responses of barley cultivars (Hordeum vulgare L.) by chlorophyll a fluorescence OLKJIP

under drought stress and rewatering. Environmental and Experimental Botany, v. 60, p.
438- 446, 2007.

PAN, J.; LIN, S.; WOODBURY, N. Bacteriochlorophyll excitedstate quenching pathways in
bacterial reaction centers with the primary donor oxidized. The Journal of Physical
Chemistry B, v. 116, p. 2014-2022, 2012.

R. CORE TEAM. R 3.2.5: a Language and Environment for Statistical Computing. 2016.

RAMIREZ, D. A.; ROLANDO, J. L.; YACTAYO, W.; et al. Improving potato drought
tolerance through the induction of long-term water stress memory. Plant Science, v. 238, p.
26—32,2015.

RANIJBAR, A. Variation characteristics of chlorophyll fluorescence of a typical Eremophyte
(Smirnovia Iranica (Sabeti)) during phenological stages in the sand drift desert (Case study:
In Kashan Region). Desert, v. 21-1, p. 3541, 2015.

SACK, L.; SCOFFONI, C.; MCKOWN, A_; et al. Developmentally based scaling of leaf
venation architecture explains global ecological patterns. Nature Communications, v. 3, p.
837,2012.

SAMBROOK, J.; FRITCH, E. F.; MANIATIS, T. Molecular cloning - A laboratory Manual.
2° ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

SAROUSSI, S.; KARNS, D. A. J.; THOMAS, D. C.; et al. Alternative outlets for sustaining
photosynthetic electron transport during dark-to-light transitions. Proceedings of the



59

National Academy of Sciences of the United States of America, v. 166, p. 11518-11527,
2019.

SHAFQAT, W.; JASKANI, M.; MAQBOOL, R.; SATTAR KHAN, A. Evaluation of citrus
rootstocks against drought, heat and their combined stress based on growth and
photosynthetic pigments fingerprinting of Jamun (Syzygium cumini) genetic resources of
Punjab view project. International Journal of Agriculture And Biology, v. 22, p. 1001-
1009, 2019.

SHAO, H.; YONG, B.; XU, P.; et al. Phytoene Synthase Gene (PSY) from Sweet potato
(Ipomoea batatas Lam.) Enhances Tolerance to Abiotic Stress. Brazilian Archives of
Biology and Technology, v. 61, p. 16784324, 2018.

SCHEFFE, H. A method for Judging all contrasts in the analysis of variance, Biometrika, v.
40, p. 87-104, 1953.

SHI, K.; DING, X. T.; DONG, D. K..; ZHOU, Y. H.; YU, J. Q. Root restriction-induced
limitation to photosynthesis in tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) leaves. Scientia
Horticulturae, v. 117, p. 197-202, 2008.

SILVA, P. S. O. da; OLIVEIRA JUNIOR, L. F. G.; MATTOS, E. C.; MACIEL, L. B. DOS S.
Calcium particle films promote artificial shading and photoprotection in leaves of American
grapevines (Vitis labrusca L.). Scientia Horticulturae, v. 252, p. 77-84, 2019.

SILVA, P.S. O.; OLIVEIRA, L. F. G.; GONZAGA, M. 1. SILVA,; et al. Effects of calcium
particle films and natural shading on ecophysiological parameters of conilon coffe. Scientia
Horticulturae, v. 245, p. 171-177, 2019.

SONG, Y.; CHEN, Q.; SHAO, X.; ZHANG, D. Effects of high temperature on
photosynthesis and related gene expression in poplar. BMC Plant Biology, v. 14, n. 111,
2014.

STIRBET, A.; LAZAR, D.; KROMDIIK, J.; GOVINDIJEE. Chlorophyll a fluorescence
induction: can just a one-second measurement be used to quantify abiotic stress responses?
Photosynthetica, v. 56, p. 86—104, 2018.

SWAMINATHAN, P.; OHRTMAN, M.; CARINDER, A.; et al. Water Deficit
Transcriptomic Responses Differ in the Invasive Tamarix chinensis and T. ramosissima
Established in the Southern and Northern United States. Plants, v. 86, p. 2-20, 2020.

VINCENT, C.; ROWLAND, D. L.; SCHAFFER, B. The potential for primed acclimation in
papaya (Carica papaya L.): Determination of critical water deficit thresholds and
physiological response variables. Scientia Horticulturae, v. 194, p. 344-352, 2015.

XIONG, B.; WANG, Y.; ZHANG, Y .; et al. Alleviation of drought stress and the
physiological mechanisms in Citrus cultivar (Huangguogan) treated with methyl jasmonate.
Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, v. 84, p. 1958-1965, 2020.

ZANDALINAS, S. 1; RIVERO, R. M.; MARTINEZ, V.; GOMEZ-CADENAS, A ;
ARBONA, V. Tolerance of citrus plants to the combination of high temperatures and drought
is associated to the increase in transpiration modulated by a reduction in abscisic acid levels.
BMC Plant Biology, v. 16, p. 105, 2016.



60

6. CONSIDERACOES FINAIS

As alteracdes climéaticas podem induzir meios naturais de adaptagdo pelas plantas.
Como proposta para auxiliar e contornar — pelo menos em parte — os estresses abidticos na
agricultura, a técnica de filme de particulas de célcio (CaO) pode ser uma estratégia. Esta
técnica consiste na formagao de uma fina pelicula protetora sob a superficie das folhas, capaz
de refletir grande parte da radiacdo UV-B que atinge as plantas. A técnica pode contribuir
com os objetivos do desenvolvimento sustentdvel e as metas da FAO, e consequente
beneficios sociais, reducao dos custos de producao e aumento da produtividade, refletindo em
bonificacdo da renda e seguranga alimentar para agricultores. Dessa forma, culturas agricolas
de importdncia econdémica podem se tornar menos vulneraveis, sobretudo, em regides
semiaridas do Brasil.

Esta tese teve como foco a cultura da batata-doce que apresenta expressiva
representatividade nos estados do Nordeste brasileiro. Apesar da restricdo hidrica ser —
isoladamente — um dos principais causadores de estresse abiotico para a cultura, a combinagao
deste elemento com a forte radiagdo solar e aumento da temperatura do ar, acarreta prejuizos
ainda mais severos. Portanto, para melhor compreensao das respostas adaptativas das plantas
quanto a expressdo de genes, alteragdes fisiologicas e anatomia foliar foram analisadas. O
trabalho ¢ inédito, uma vez que em prospeccdo na literatura, ndo se observou a associagao
destas avaliagdes em sistemas de plantio usando filme de particulas na cultura da batata-doce.
E importante ressaltar que o uso de filme é uma inovagdo tecnologica e, portanto, passivel de
implementacao junto ao setor produtivo.

A técnica de filme de particulas de célcio foi eficaz em mitigar os efeitos deletérios
nas folhas e promover trocas gasosas favoraveis, reduziu danos ao aparelho fotossintético das
plantas e promoveu gatilhos fisioldgicos para alteragdao fotoprotetiva mediada pela expressao
do gene cdc2a. Quanto aos parametros fisioldgicos, houve a manutencdo das estimativas de
indices de Falker e os indices de desempenho Pics e Plabs, além de reduzir taxas de
fluorescéncia a ligados ao fluxo de energia por se¢do transversal maxima (CSm).

Este estudo tornou-se pioneiro na avaliacdo da eficacia do filme de particula de célcio
em batata-doce sob restri¢cao hidrica, ainda aliado a forte incidéncia solar e temperatura do ar.
Portanto, esta pesquisa trata-se de uma inovagao para o cultivo da cultura, abrindo portas para
ser explorada em outras regides do Brasil ¢ do mundo, podendo até mesmo, ser testada em
outras culturas agricolas de importancia comercial. Por ser uma técnica que tem sido usada
recentemente, este estudo abre novas lacunas de investigagcdo a serem avaliadas para elucidar
os mecanismos envolvidos na fotoprotecao.

Como futuros experimentos de investigacdo sugerem-se avaliar a produgdo de raizes
tuberosas e como a fotoprotegdo pode interferir nesta producdo. Quanto ao estudo da
expressdo génica, os genes relacionados ao acido abscisico e proteina induzivel por estresse
ambiental (abscisic acid and environmental stress-inducible protein — tasi4), e ao fator de
transcri¢do dreb2a (Proteina de ligagdo ao elemento responsivo a desidrata¢do - Dehydration-
Responsive Element Binding protein — dreb) induzida pela seca, além de um gene que codifica
para uma proteina do canal de efluxo anidnico essencial para o fechamento adequado dos
estomatos (Guard cell S-type anion channel — slacl), e o gene responsavel pela expressao de
proteinas do Canal de Potassio (Potassium channel — kat2?) em batata-doce, foram
identificados em estudo prospectivo apresentado no artigo de revisao desta tese, e poderdo ser
avaliados, ndo s6 em folhas, mas também em outros tecidos.

Cabe ressaltar que outros tipos de nanocompostos na obtencao do filme de particulas
poderao ser testados visando reducdo no custo de implantagdo do sistema de cultivo inovador
e o aproveitamento de coprodutos da propria produgdo agricola.
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