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RESUMO

A seca € um dos mais importantes fatores de estresse ambiental que limita o cultivo comercial
da palma de Oleo em areas tropicais. Portanto, a identificaciio de hibridos de palma de éleo
tolerantes ao déficit hidrico ¢ uma estratégia que pode permitir o cultivo da espécie em
regides tropicais com baixas taxas anuais de precipitacio. Assim, esta pesquisa foi realizada a
fim de quantificar a magnitude das alteragSes nas variaveis fisiologicas (potenciais hidrico e
de trocas gasosas), bioquimicos (sistema antioxidante e metabolismo primario do carbono) e
morfologicas (biometria e biomassa) em dois hibridos de palma de 6leo (BRS Manicoré e
BRS C 2501) submetidos a seca prolongada (potencial hidrico foliar em torno de -4,0 MPa) e
ap0s a retomada da irrigacéio, procurando inferir sobre os seus potenciais de tolerincia a seca.
Os efeitos globais da seca sobre as trocas gasosas, as concentragdes foliares de carboidratos e
proteinas soldveis totais e atividades de enzimas associadas a fixacdo de CO; e sintese de
amido e sacarose foram mais expressivos em plantas estressadas de BRS C 2501 do que em
plantas do BRS Manicoré. O BRS Manicoré também apresentou um sistema antioxidante
mais eficiente para proteger as células contra um estresse oxidativo aos lipideos de membrana
que o BRS C 2501. Os efeitos do déficit hidrico sob o crescimento global ndo diferiu entre
plantas estressadas de ambos os hibridos, no entanto, é digno de nota ressaltar que o BRS
Manicoré apresenta crescimento de um sistema radicular mais denso que o BRS C 2501.
Tomando em conjunto, o BRS Manicoré apresenta um conjunto de respostas
morfofisioldégicas e bioquimicas que devem permitir que este hibrido tolere a seca de forma
mais satisfatoria do que o BRS C 2501. '

Palavras-chave: Crescimento vegetativo, dendé, estresse oxidativo, metabolismo do carbono,
trocas gasosas.



ABSTRACT

Drought is one of the most important environmental stresse factor limiting commercial
cultivation of oil palm in tropical areas. Therefore, the identification of drought tolerant
hybrids of oil palm is an important strategy to enable the cultivation of the species in areas
marked by low annual rainfall rates. This research was conducted in order to quantify the
magnitude of changes in physiological variables (water potential and gas exchange),
biochemical (antioxidant system and primary carbon metabolism) and morphelggical
(biometrics and biomass) in two hybrid oil palm (BRS Manicoré and BRS C 2501) submitted
to prolonged drought (leaf water potential around -4.0 MPa) and after resumption irrigation,
inferring about its potential tolerance to drought. The overall effects of drought on gas
exchange, concentrations of leaf carbohydrates, total soluble proteins and activities of
enzymes associated with CO2 fixation and starch and sucrose synthesis were more expressive
in stressed plants of BRS C 2501 than in BRS Manicoré. The BRS Manicoré presented more
efficent antioxidant system to protect cells against oxidative stress to membrane lipids than
BRS C 2501. The effects of drought on overall growth did not differ among hybrids, however,
it was noteworthy that BRS Manicoré grew more dense root system than BRS C 2501.
Altogether, the BRS Manicoré presented a set of morpho-physiological and biochemical
responses that should allow this hybrid tolerates drought more satisfactorily than BRS C
2501.

Keywords: carbon metabolism, gas exchange, oil palm, oxidative stress, vegetative growth.
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1 CONTEXTUALIZACAO

Os plantios comerciais de palma de dleo no Brasil sdo encontrados nos estados do
Amazonas, Bahia e Para, sendo este ultimo o maior produtor brasileiro, contribuindo com
cerca de 83% da produgéo nacional de palma de 6leo em toneladas de cacho de coco (IBGE,
2014). Esta cultura € de grande importincia econdmica dada a grande variedade de aplicaqées
dos principais produtos obtidos da prensagem da polpa de seus frutos (6leos de palma) e das
sementes (6leos de palmiste). Ambos sfo largamente utilizados nas inddstrias de alimentos,
cosméticos, sabdes e para fins de produgéio de bioenergia (TRINDADE et al., 2005; BOARI,
2008). _

A disponibilidade hidrica € o principal fator limitante da producio de palma de 6leo.
Segundo Bastos et al. (2001), o estado do Para (maior produtor de palma de 6leo do Brasil)
apresenta trés diferentes areas de aptiddo para o desenvolvimento da cultura: (i) area com boa
aptiddo — corresponde a apenas 0,13% do territorio do estado do Par4, nfio apresenta estagdio
seca durante o ano e a deficiéncia hidrica ¢ menor que 100 mm; (ii) drea com aptiddo
moderada - corresponde a apenas 72,05% do territorio do estado do Para, apresenta estagdo
seca de curta duragéo (dois ou trés meses) e ocorréncia de deficiéncia hidrica anual moderada
entre 100 mm e 350 mm; e (iii) 4rea sem aptiddo - corresponde a apenas 27,82% do territério
do estado do Par4, apresenta estagfio seca de com duracfio de trés ou mais meses € ocorréncia
de deficiéncia hidrica anual acentuada (maior que 350 mm).

Vérias pesquisas para implementacio de sistemas de ilrigai;ﬁo para grandes areas de
plantio vém sendo utilizadas como alternativa para evitar ou minimizar os efeitos do déficit
_hidrico em.palma de 6leo (VEIGA et al., 2001; AZEVEDO et al., 2008; ANTONINI et al.,
2015). Porém a utilizagéio de irrigacio esbarra em limitagdes econdmicas e técnicas, logo,
muitos plantios comerciais ndo utilizam sistema de irrigagio e dependem das chuvas, como é
o caso do estado do Pard (VEIGA et al., 2001; AZEVEDO et al., 2008; ANTONINI et al.,
2015). Portanto, a verificacdo de diferengas genotipicas no comportamento de cultivares e
hibridos de palma de 6leo sob condigdes de seca constitui uma alternativa para identificar
materiais genéticos com elevado desempenho sob déficit hidrico, como averiguado por
diversos autores ao estudarem a seca em alguns hibridos (LEGROS et al., 2009; SURESH;
NAGANAMI, 2006; SURESH et al., 2010; CAO et al.,, 2011; SURESH et al., 2012) e

constitui estratégia"importante visando programas de melhoramento genético da espécie.
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Como exemplo da variabilidade genotipica da palma de 6leo relacionada ao déficit
hidrico, Suresh et al. (2012) verificaram diferengas no comportamento fisioldgico de cinco
hibridos tenera (913X1988, 1425X2277, 748X1988, 7418X1988 e 690X1988) em uma
provincia da India. Méndez et al (2012) avaliaram o comportamento de quatro hibridos (U
1273, U 1859, U 1914 e U 1937) de palma de 6leo sob déficit hidrico na Colombia.
Recentemente, Jazayeri et al. (2015) verificaram diferengas nas magnitudes fisiologicas nos
hibridos IRHO 7010 e IRHO 1001, na Colombia.

Virias alteragdes nas enzimas da fase bioquimica da fotossintese, bem como das
enzimas do metabolismo dos carboidratos foram observadas em plantas sob déficit hidrico de
diversas espécies monocotiledoneas e dicotiledoneas (ATKINS, 2009; NUNES-NESI et al.,
2011; SCHEFFER et al., 2011) (Figura 1). O acamulo de agucares soluveis, as variagdes nos
niveis de carboidratos, alteragcdes nas atividades das enzimas envolvidas no metabolismo do
carbono como, por exemplo, a Ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), ADP-
glucose pyrophosphorylase (AGPase), Sintase da sacarore-fosfato (SPS) e Sintase da sacarose
(SuSy) sdo quantificadas afim de verificar a magnitude das alteracdes sofridas pelas rotas
metaboélicas das plantas ao sofrerem o estresse (PRAXEDES et al., 2006).

Figura 1 - Principais categorias de genes envolvidos na resposta de plantas ao déficit hidrico.

(A) PROTEINAS REGULADORAS

Quinases e Fosfatases

Metabolismo di Fosfolipideos

Fatores de Transcrigiio
MYB, DREB2

AREB, MYC,
NAC, bZIP, etc. ‘

.,

Biossintese de ABA
{Acido Abcisico)

&
= =

Proteinas protetoras Enzimas
de macromoléculas desintenicantes ¢
(LEA & chaperonas) antioxidantes

Canais de!
dguae 418 Enzimas da sintese de
transportadores slitos
‘ {profina, agucares, etc.)
Proteases

(B) PROTEINAS FUNCIONAIS E ESTRUTURAIS

Fonte: Benko-Iseppon et al., 2011.

A tolerancia a seca ndo depende exclusivamente das variaveis fisiologicas (SURESH;
NAGAMI, 2006; SURESH et al., 2010; SURESH et al., 2012), mas, sobretudo, da
contribui¢do relativa dos varios mecanismos bioquimicos (rotas metabdlicas) de tolerdncia

que podem operar em diferentes fases do desenvolvimento da planta, tais como ajustamento
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osmotico, estratégias antioxidantes e ajustes no metabolismo foliar primario e secundario
(LEGROS et al., 2009; CAO et al., 2011; MENDEZ et al., 2012; CHA-UM et al., 2013).

Um estudo realizado na Colémbia com quatro hibridos (U 1273, U 1859, U 1914 e U
1937) de palma de dleo, Méndez et al (2012) verificaram diferengas no comportamento de
metabolitos primdrios (Carboidratos) entre os hibridos avaliados sob diferentes potenciais
hidricos do solo (-0,04; -0.5; -1,0 e -2,0 MPa). Legros et al. (2009) também verificaram
diferencas significativas nos metabélitos primarios do carbono (glicose, sacarose ¢ amido) na
espécie, quando houve variagdes climaticas em diferentes regides da Indonésia.

Em se tratando de tolerdncia diferencial ao crescimento vegetativo, Méndez et al
(2012) ao estudarem o comportamento de quatro hibridos (U 1273, U 1859, U 1914 ¢ U 1937)
de palma de 6leo sob déficit hidrico, verificaram diferencas nas respostas das varidveis de
crescimento (didmetro do bulbo, area foliar, massa seca total, altura e nimero de folhas) entre
os hibridos avaliados sob potencial hidrico do solo a -2,0 MPa. Cha-Um et al. (2013) ao
estudar as respostas morfofisiolégicas em um hibrido-F1 de palma de doleo (E. guineenses
Jacq.), constatou alteragGes nas varidveis de crescimento (altura da planta, drea foliar total e
massa seca total) quando integradas aos pigmentos das clorofilas. Jazayeri et al. (2015)
também verificaram diferengas nas magnitudes morfolégicas, quando integradas aos
parametros fisiologicos, nos hibridos IRHO 7010 e IRHO 1001, sob potencial hidrico do solo
de -2,0 MPa. ’

Além de alteragdes no metabolismo primdrio do carbono, o déficit hidrico pode
induzir alteragGes no metabolismo oxidativo, alterando o estado de oxiredugdo de certos
componentes celulares, resultando no aumento da produco de espécies reativas de oxigénio
(ROS). As ROS podem se acumular nos tecidos vegetais, atingindo niveis toxicos capazes de
levar as células & morte. (MITLER, 2002; NOCTOR et al., 2014). As plantas podem ativar
 sistemas de defesa antioxidativos para evitar a formag3o e/ou actmulo de ROS. Esses
sistemas de defesa podem envolver mecanismos enzimaticos e nfo enzimdticos para
eliminagio das ROS produzidas sob condigdes de estresse oxidativo. As principais enzimas
‘envolvidas no controle homeostitico das ROS sdo a dismutase do superdxido (SOD), a
peroxidase do ascorbato (APX), a catalase (CAT), a redutase da glutationa (GR) e a
peroxidase (POX) (SUZUKI et al., 2012). Ja os principais sistemas de defesa néio enziméticos
siio os metabdlitos ascorbato (AA) e glutationa (GS), ambos alternando entre estados
oxidados e reduzidos (NOCTOR et al., 2014; SUZUKI et al.; 2012).
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Como exemplo de resposta diferencial ao deficit hidrico relacionada a defesa
antioxidante, Cao et al. (2011) demonstraram que alteragGes no metabolismo antioxidante da
espécie africana E. guineensis Jacq. sob deficit hidrico esta relacionada a uma maior protecéo
celular em resposta a um aumento nas atividades da SOD e POX, bem como aumento nas
concentragles de aldeido mal6nico (MDA), aos 21 dias de suspensfio da irrigag8io. Cha-Um
eta al. (2013) também verificaram incrementos nas concentragdes dos pigmerntos
cloroplastidicos (clorofilas) em um hibrido-F1 de E. guineensis Jacq., ao longo de dezoito
dias de imposico de déficit hidrico.

No estado do Para, os primeiros plantios comerciais de palma de 6leo datam dos anos
80 e foram iniciados pela utilizagio de hibridos do tipo Tenera (E. guineenses cv. pisifera —
La Mé x E. guineenses cv. Dura — Deli, CORLEY; TINKER, 2003). Com o passar dos anos e
com a ocorréncia da anomalia conhecida como amarelecimento fatal (AF); cuja causa é ainda
desconhecida e dizima muitas plantagSes em todo mundo, os programas de melhoramento
genético da palma de oOleo tem priorizado a busca por materiais vegetais com alta
produtividade e mais resistentes ao AF em detrimento de outras caracteristicas
agronomicamente interessantes, como a propria tolerdncia ao déficit hidrico, ja que; em tese,
os plantios de palma de 6leo ndo sfio implantados em 4reas sujeitas a periodos secos definidos
e relativamente prolongados conforme ja mencionado. Por outro lado, com as perspectivas de
mudangas climaticas globais, inclusive no contexto amazdnico, em que se prevé cendrios de
incremento no aumento da temperatura e periodos de estiagem/seca cada vez mais
expressivos (JAZAYERI et al., 2015), entdo a busca por materiais genéticos mais tolerantes
ao deficit hidrico deve ser também tratada como estratégia prioritiria em programas de
melhoramento genético da espécie.
| A palma de dleo apresenta um género de apenas duas espécies, sendo uma mais
 frequente nas Américas € a outra no continente africano. A espécie americana é o caiaué
(Elaeis oleifera H. B. K. Cortés) ¢ a africana € a palma ou dendezeiro (Elaeis guineenses
Jacgq) (SANTOS, 2010). A palma de dleo americana ou caiaué (Do tupi, Kad ou cae = mato e
‘auwee = que anda, que movimenta) nfio é muito utilizada em plantios comerciais devido ao
seu baixo teor de dleo. No entanto, os seus hibridos com E. guineensis sfo uma opcio
promissora, uma vez que possuem boa produtividade de 6leo € um grau variado de tolerdncia
e resisténcia 4 algumas doengas (RAMALHO FILHO et al., 2010). A partir dessas espécies,
diversos hibridos intraespecificos (E. guineensis x E. guineensis; E. oleifera x E. oleifera) e

interespecificos (E. guineensis x E. oleifera) vém sendo utilizados no melhoramento da palma
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de Oleo com a finalidade de elevar o potencial produtivo, bem como conferir
resisténcia/tolerdncia contra fatores bidticos e abidticos (CUNHA; LOPES, 2010). O hibrido
interespecifico E. oleifera x E. guineensis (O x G) ganhou importincia na industria de palma
de dleo da America Latina, uma vez que apresenta um elevado potencial produtivo de cacho
de coco e uma melhor composicio de dleo em termos de concentra¢gdes de antioxidantes e
indice de iodo (CUNHA et al., 2007; CUNHA; LOPES, 2010).

A fim de atender a necessidade dos produtores brasileiros por um material genético de
palma de 6leo que agregue alta produtividade e resisténcia ao AF, a Embrapa Amazdnia
Ocidental desenvolveu dois hibridos de palma de 6leo, o interespecifico BRS Manicoré (E.
guineensis Jacq. X E. oleifera (Kunth) Cortés; CUNHA; LOPES, 2010) (Figura 2a) e o
hibrido intraespecifico BRS C 2501 (E. guineenses cv. pisifera — La Mé x E. guineenses cv.
Dura — Deli, CUNHA et al., 2007) (Figura 2b). Considerando-se a variabilidade genética
existente dentre diferentes hibridos de palma de 6leo ao déficit hidrico e considerando-se que
a tolerancia diferencial a esse estresse pode ser alcangada por meio de respostas morfologicas
e fisioldgicas, englobando vertentes biofisicas e bioquimicas/moleculares (CAO et al. 2011;
MENDEZ et al., 2012; SURESH et al., 2012; CHA-UM et al., 2013; JAZAYERI et al.,
2015;) e considerando-se a prdpria diferenca de origem dos hibridos BRS Manicoré
(interespecifico) e BRS C 2501 (intraespecifico), considera-se nesta pesquisa a hipétese de
que estes materiais vegetais melhorados para resisténcia ao AF possam diferir em termos de
tolerancia ao déficit hidrico. Isto posto, os objetivos desta pesquisa foram verificar se uma
possivel diferenga na tolerdncia dos hibridos BRS Manicoré e BRS C 2501 ao déficit hidrico
prologando estd relacionada as alteragdes no metabolismo primario do carbono e nas

magnitudes de respostas ao sisterma antioxidante enzimatico e ndo-enzimatico.

Figura 2 - Plantio comercial com 8 anos de idade ¢ frutos de BRS Manicoré (2a) e plantas
jovens de com 10 meses de idade de BRS C 2501 (2b).
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2 ALTERACOES MORFOFISIOLOGICAS E METABOLISMO PRIMARIO DO
CARBONO EM DOIS HIBRIDOS DE PALMA DE OLEO SUBMETIDOS AO
DEFICIT HIDRICO PROLONGADO E SUCESSIVA REIDRATACAO

RESUMO

Os efeitos do déficit hidrico nas trocas gasosas e no metabolismo primério do carbono e seus
reflexos no crescimento vegetativo foliar foram investigados em dois hibridos de palma de
6leo (BRS Manicoré ¢ BRS C 2501) com o objetivo de averiguar uma possivel tolerincia
diferencial ao estresse entre esses materiais vegetais. Para isso, as plantas foram submetidas a
um prolongado periodo de déficit hidrico (57 dias) seguido de reidratagfio. O potencial hidrico
foliar na antemanh3 (Wan), a taxa de assimilagio liquida do CO, (4), a conduténcia estomatica
(gs), a transpiragio (E), a eficiéncia instantdnea do uso da agua (4/E) e a razfo entre
concentragdo intercelular ¢ ambiente de CO2 (C/C,) foram significativamente diminuidos em
resposta ao déficit hidrico progressivo do solo. Entretanto, foi observado que as diminui¢des
no Wa.m, na 4, na g, na E e na A/E foram maiores expressivas para as plantas estressadas do
BRS C 2501 que no BRS Manicoré em vérios dias de medi¢lio ao longo do periodo de
estresse. Este resultado indica uma maior estabilidade do aparato fotossintético e maior
eficiéncia do uso da dgua nas plantas estressadas do BRS Manicoré. As varidveis bioquimicas,
avaliadas no momento da diferenciacio da irrigagio (dia 0) e quando o ¥, das plantas
estressadas diminuiram para aproximadamente -2 MPa (dia 21), -3 MPa (dia 34), -4 MPa (dia
57) indicaram que o metabolismo do carbono foi significativamente alterado pelo estresse
ambos os hibridos. Os carboidratos primérios (amido, glicose e frutose) foram diminuidos em
funcdo do estresse, porém, efeitos mais expressivos do déficit hidrico foram observados no
BRS C 2501, o qual também apresentou menor concentragio de proteinas soliiveis totais e
maior concentra¢do de aminoécidos totais que o BRS Manicoré. A atividade inicial e final da
Rubisco foi mais reduzida no BRS C 2501 que no BRS Manicoré, enquanto este ultimo
apresentou um pico maior de atividade da oxidase do glicolato e catalase no dia 57. As plantas
estressadas do BRS C 2501 apresentaram maiores perdas de atividade da pirofosforilase da
ADP-glicose, sintase da sacarose-fosfato, sintase da sacarose, invertases e desidrogenase do
malato-NAD". Durante a reidratagfio, uma melhor recuperagio bioquimica foi observada para
as plantas do BRS Manicoré. As diminui¢8es nas trocas gasosas e no metabolismo primério
do carbono resultaram em menor crescimento da planta. No entanto, as plantas estressadas do
BRS Manicoré apresentaram maiores reducdes no crescimento da parte aérea (numero de
foliolos e massa seca de bulbo) que o BRS C 2501, mas por outro lado as primeiras
apresentaram menor reduciio na massa seca do sistema radicular (42%) que as segundas
(5§9%). Uma vez que as plantas estressadas do BRS Manicoré apresentam menores efeitos
globais nas trocas gasosas, nas concentra¢des de carboidratos e proteinas soltveis totais e nas
atividades de enzimas associadas & fixagdo do CO; e sintese de amido e sacarose que as
plantas estressadas do BRS C 2501 e que essas alteragdes garantiram as primeiras uma maior
disponibilidade de fotoassimilados preferencialmente dirigidos para o crescimento do sistema
radicular em detrimento ao crescimento da parte aérea, conclui-se que as plantas do BRS
Manicoré devem tolerar mais satisfatoriamente ao déficit hidrico que as plantas do BRS C
2501.

Palavras-chave: crescimento vegetativo, dendé, fotossintese, seca, trocas gasosas
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2.1 Introdugiio

O déficit hidrico em palma de 6leo afeta a fotossintese por mecanismos estomaticos e
ndo estomdticos em diferentes materiais genéticos estudados (CHA-UM et al., 2010;
SURESH et al., 2010; CHA-UM et al., 2012; MENDEZ et al., 2012; SURESH et al., 2012).
Para um grande nimero de espécies, 3 medida em que o déficit hidrico se torna mais
prolongado e o potencial hidrico do solo se torna mais negativo, os estdmatos se fecham e um
aumento na resisténcia mesofilica a difusfio de CO, é observado. Sdo também observadas
alteracdes nas reagles fotoguimicas e nas atividades de enzimas relacionadas a fixagio e
redugdo do CO; e enzimas relacionadas ao metabolismo primario de carboidratos e nitrogénio
(FOYER et al., 1994; LAWLOR; CORNIC, 2002, NUNES-NESI et al., 2011; SCHEFFER et
al., 2011). Em conjunto, tais alteracSes ocasionam modificacGes nos niveis foliares de
acUcares soltiveis (hexoses e sacarose) e de amido e nas atividades das enzimas de sintese
(bisfosfatase da frutose 1,6 bisfosfato—~ FBPase e sintase da sacarose fosfato — SPS) e
degradacgfio (invertase acida e sintase da sacarose — SuSy) da sacarose e de sintese
(pirofosforilase da ADP-glicose AGPase) e degradacdo (fosforilase do amido — PPiase) do
amido (FOYER et al., 1994; PRAXEDES et al., 2006). Consequentemente, a produgéio e o
consumo de fotoassimilados s#o restringidos, levando a alteragdes na particio do carbono na
folha e na planta como um todo as quais podem afetar o crescimento vegetativo/reprodutivo
(LAWLOR; CORNIC, 2002; NUNES-NESI et al., 2011; SCHEFFER et al., 2011).

O actmulo de agficares soliveis induzido pela seca tem sido relatado como fendémeno
associado & inibicio da fotossintese em vérias culturas (FLEXAS et al., 2009; GALLE et al.,
2011). As hexoses, ou agucares soltiveis, agem como um potente inibidor da fotossintese e
seu nivel elevado nas folhas ou seu aparecimento transiente pode iniciar uma retroinibiggo de
enzimas do ciclo de Calvin (SHEEN, 1990; NUNES-NESI et al., 2011). Uma maior inibigdo
da taxa fotossintética foi observada nas plantas de soja (Glycine max), algoddo (Gossypium
hirsutum) e pepino (Cucumis sativus) submetidas a condi¢cdes saturantes de CO;, mas que
também apresentaram alta atividade da invertase 4cida nas folhas (GOLDSCHMIDT;
HUBER, 1992). Essa correlagio levou os autores a sugerirem que a inibiciio da fotossintese
pode envolver a ciclagem de sacarose e hexoses nas folhas, o que resultaria em regulacio
negativa do ciclo de Calvin. Todavia, o0 mecanismo de inibi¢Sio da fotossintese pelo actimulo
de acticares ainda nfio esta bem estabelecido. O actimulo de carboidratos € muito varidvel

entre as espécies quando da inibi¢io da fotossintese e pode ser regulado pelos niveis dos
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metabolitos intermedidrios e ndo necessariamente pela acdo dos produtos finais propriamente
dito (GOLDSCHMIDT; HUBER, 1992; GALLE et al., 2011).

A producdo de assimilados nas folhas, bem como a sua translocagfio para regides em
crescimento, ¢ regulada pela particiio entre a biossintese de amido e sacarose. Plantas C3 sob
deficiéncia hidrica acumulam menos amido e mais sacarose que plantas em condi¢les
hidricas normais, o que pode ser atribuido a uma sintese reduzida de amido ou a sua
degradacio, como resposta aclimativa ao estresse hidrico (FOYER et al., 1994; NUNES-
NESI et al., 2011).

Geralmente, ¢é aceito que os pontos de controle da sintese de sacarose nas folhas
residiriam na sintase da sacarose-fosfato (SPS) e na frutose 1,6-bifosfatase (FBPase)
citoplasmatica. A atividade da SPS ¢ fortemente reduzida em plantas submetidas ao déficit
hidrico, sendo que, muitos trabalhos, apresentam evidéncias de que essa redugfio estd
associada & diminui¢8o da concentracfo subestomdtica de CO, (C;) (NUNES-NESI et al,,
2013). No entanto, verifica-se uma maior atividade da SPS em algumas espécies submetidas
ao déficit hidrico sob concentragdo saturante de CO,, (LI et al., 2002; WIDODO et al., 2003;
PRAXEDES et al., 2006).

O acimulo de carboidratos pode sugerir que a fotossintese, de forma geral, € menos
afetada que a demanda total por assimilados (LAWLOR; CORNIC, 2002), indicando, mais
uma vez, que o acumulo de agtcares solliveis ndo resultaria em inibicéio da fotossintese. A
capacidade de exportaciio das folhas provavelmente ndo € afetada pela redugfio no contetdo
de agua, mas pode diminuir quando a sintese de sacarose é muito limitada (TAIZ; ZEIGER,
2009). Tal actimulo de carboidratos também pode ser uma forma de a planta se adaptar as
condigdes hidricas desfavoraveis do solo, por meio de osmoregulacfo, sendo que, nesse caso,
o acimulo de acticares soliiveis geralmente é acompanhado por um aumento na atividade da
invertase 4cida, a qual quebra sacarose em hexoses disponibilizando carbono e energia para o
processo de respiragiio celular, bem como energia para a sintese de numerosos compostos
diferenciados (PELLESCHI et al., 1997, LAWLOR; CORNIC, 2002; NUNES-NESI et al.,
2011).

Alteracdes no metabolismo sfo observadas em palma de dleo (Elaeis guineenses;
Arecaceae) sob déficit hidrico, destacando-se as redugtes na fotossintese, no balango hidrico
da planta, absor¢dio de nutrientes, taxas de transpiracio, fechamento estomatico, reduciio de
carbono interno e aumento de fotorrespiragio (DUFRENE et al., 1992; NI; PALLARDY,
1992; FLEXAS et al., 2006; SURESH et al., 2012). Em paralelo, outras estratégias colaboram
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para elevagiio de compostos nfo enzimaticos (aminodcidos, glutationas e ascorbato), os quais
contribuem para o funcionamento do aparato fotossintético sob seca (LEGROS et al., 2009;
SURESH; NAGANAMI., 2006; SURESH et al., 2010; CAO et al., 2011; SURESH et al,,
2012).

A fim de se desenvolver materiais genéticos de palma de éleo que agreguem alta
produtividade e resisténcia ao AF, a Embrapa Amazdnia Ocidental (Manaus, Brasil)
desenvolveu dois hibridos de palma de éleo, o interespecifico BRS Manicoré (E. guineensis
Jacq. X E. oleifera (Kunth) Cortés; CUNHA; LOPES, 2010) e o hibrido intraespecifico BRS
C 2501 (E. guineenses cv. pisifera — La Mé x E. guineenses cv. Dura — Deli, CUNHA et al.,
2007). Considerando-se a variabilidade genética existente dentre diferentes hibridos de palma
de 6leo ao déficit hidrico e considerando-se que a tolerncia diferencial a esse estresse pode
ser alcancada por meio de respostas morfolégicas e fisiologicas, englobando vertentes
biofisicas e bioquimicas/moleculares (CAO et al. 2011; MENDEZ et al., 2012; SURESH et
al., 2012; CHA-UM et al.,, 2013; JAZAYERI et al., 2015;) e considerando-se a propria
diferenca de origem dos hibridos BRS Manicoré (interespecifico) e BRS C 2501
(intraespecifico), considera-se nesta pesquisa a hipitese de que estes materiais vegetais
melhorados para resisténcia ao AF possam diferir em termos de tolerdncia ao déficit hidrico.
Isto posto, os objetivos desta pesquisa foram verificar se uma possivel diferenca na tolerdncia
dos hibridos BRS Manicoré e BRS C 2501 ao déficit hidrico prologando esté relacionada as
alteragGes no metabolismo primario do carbono e nas magnitudes de respostas ao sistema

antioxidante enzimdtico e nio-enzimatico.
2.2 Métodos
2.2.1 Material Vegetal

O experimento foi instalado em casa de vegetagdo na Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA), em Belém-PA (01°28°03S, 48°29°18”W), norte do Brasil. Sementes de
palma de dleo do hibrido interespecifico BRS Manicoré [E. guineensis Jacq. x E. oleifera
(Kunth) Cortés; CUNHA; LOPES, 2010] e o hibrido intraespecifico BRS C 2501 {F.
guineenses cv. pisifera — La M€ x E. guineenses ¢v. Dura — Deli, CUNHA et al., 2007] foram
semeadas em bandejas de polietileno preenchidas com solo: Trinta dias ap6s a emergéncia, as

plantulas foram transferidas para vasos de polietileno de 50 L, preenchidos com 40 kg de solo
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coletado na camada superficial de 0 a 20 cm de profundidade de um Latossolo Amarelo
Distréfico tipicamente encontrado na regido norte. O pH do substrato foi ajustado para
aproximadamente 6,0 pela aplicac@o de 30 g de calcario dolomitico por vaso e a fertilizacéio
complementar das plantas foi realizada aplicando-se 5 g de NPK 20-20-20 (p/p) por vaso em
intervalos de 15 dias; 2,5 g de sulfato de magnésio por vaso em intervalos de 30 dias e 1
grama de borato de s6dio por vaso aplicado uma tinica vez ap6és 180 dias do transplantio para
os vasos definitivos (FRANZINI; SILVA, 2012). Apés o transplantio ¢ durante todo o
periodo experimental as mudas foram cultivadas em casa de vegetacdo sob médias de
umidade relativa (UR,;) € temperatura do ar (T,) e temperatura da folha (Tg,); tomadas entre
7:40 e 8:40 h, respectivamente de 79,8%; 27,5°C e 28.4 °C. A UR, e a T, foram registradas
por meio de um termohigrometro (m5203, Incoterm Ind., Porto Alegre, Brazil) instalado no
interior da casa de vegetagio. A temperatura da folha (Txy) foi determinada por meio de um
sensor de temperatura acoplado a cdmara do analisador de gases a infravermelho (LCpro+,
ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK). O controle das plantas daninhas foi realizado
manualmente. A irrigacio das plantas até a diferenciacio dos regimes hidricos foi realizada
diariamente a fim de manter o solo préximo & capacidade de campo, repondo-se a agua
evapotranspirada, cujo volume foi estimado pela pesagem dos vasos antes do fornecimento
hidrico (KLAR et al., 1966).

Quando as plantas apresentaram 12 meses de idade, as mesmas foram divididas em
dois grupos: (i) plantas permanentemente irrigadas (tratamento Irrigado, IRR) e (ii) plantas
submetidas & suspensdo completa da irrigagio (tratamento Déficit Hidrico, DH), no qual o
déficit hidrico se desenvolveu naturalmente em fungfio do esgotamento da dgua remanescente
no solo. O experimento foi instalado em delincamento inteiramente ao acaso. O efeito do
déficit hidrico sob as varidveis de potencial hidrico na antemanhd (¥ay) € trocas gasosas foi
verificado aos 0, 7, 14, 21, 28, 34, 42, 50 e 57 dias ap6s a diferenciagfio da irrigacdo. O efeito
da retomada da irrigaciio na recuperagiio do ¥.m € trocas gasosas das plantas estressadas foi
avaliado a cada quatro dias (0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 ¢ 40 dias apds a retomada da
irrigacdo). Os efeitos do estresse nas variaveis bioquimicas foram avaliados em quatro
tempos, trés deles durante o periodo de estresse representando condicdes de déficit hidrico
progressivo, caracterizados por Wam de aproximadamente -2,0 MPa, -3,0 MPa e -4,0 MPa; e
uma ultima medicfo realizada apds periodo de reidratagdo completa de pelo menos um dos
hibridos. Os efeitos do estresse nas variaveis de crescimento foram avaliados apenas ao final

do periodo de estresse (Dia 57), portanto, em um s6 tempo. Todas as avaliagdes foram sempre
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realizadas com seis repeticGes por tratamento (combinagio de hibrido x regime hidrico x
-tempo), sendo uma planta por vaso considerada repeticio experimental. Ressalta-se que o
experimento foi instalado com dois grupos de plantas diferentes manejadas de igual maneira e
submetidas aos mesmos regimes hidricos simultanecamente, sendo um grupo de plantas
-(Grupo 1) utilizado para analises fisioldgicas e um segundo grupo (Grupo 2), o qual foi
mantido intacto durante todo o experimento, foi utilizado para as analises de crescimento,
evitando-se erros experimentais em razdo das coletas de amostras para andlises
fisiologicas/bioquimicas. A avaliac@o da recuperacfo fisiologica foi realizada avaliando-se as
mesmas plantas previamente estressadas (Grupo 1) submetidas & irrigac8o conforme
previamente descrito. A recuperagiio foi conduzida até que as plantas de pelo menos um dos
hibridos recuperasse plenamente seu status hidrico. Para as avaliagSes do Wam € das trocas
gasosas € para a coleta de amostras para analises bioquimicas, foram selecionados foliolos
medianos da terceira ou quarta folha madura a partir do 4pice. Para as anélises bioquimicas, as
amostras foram coletadas imediatamente apds a determinagfio das trocas gasosas e congeladas

em nitrogénio liquido, onde permaneceram até o momento das analises.
2.2.2 Wy € trocas gasosas

O ¥ foi determinado por meio de uma bomba de pressio tipo Scholander (mod. Pms
Instrument Co., Corvalles, USA) conforme descrito por Pinheiro et al. (2008).

A taxa de assimilacfio liquida do CO; (4), a condutincia estomatica ao vapor d’agua
(g) e a razfio entre concentragio intercelular e atmosférica de CO, (C/C,) foram
determinadas por meio de um analisador de gases a infravermelho (LCpro+, ADC
BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK). As medi¢Ges foram realizadas entre 7:40 ¢ 8:40 h sob
concentracdio ambiente de CO; (média de 450 pmol mol CO,) e radiagfio fotossinteticamente
ativa (RFA) de 1,100 pumol fotons m? s (SURESH et al., 2012). A RFA foi fornecida por
meio de uma fonte luminosa (LCM - 014/B, ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK)
acoplada a cdmara do analisador de gases. A partir dos dados obtidos foi calculada a

eficiéncia instantdnea do uso da agua, expressa pela razio entre 4 e £ (A/E).

2.2.3 Determinacfo de hexoses, aminoacidos totais, malato, proteina e amido

Amostras foliares liofilizadas (25 mg) foram submetidas 4 extrac8io etandlica (80%), a

quente (80°C) determinando-se, na fragio solivel em etanol, as concentragbes de glicose,
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frutose, aminoacidos e malato (FERNIE et al., 2001). As concentragdes de glicose, frutose e
sacarose foram quantificadas por meio de tampéo 500 mM Imidazol/25 mM MgCl, (pH 6,9),
acrescidos de 2 mM NAD", 1 mM ATP e 1 Unidade (U) de Glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD, EC 1.1.1.49) por reacdo; com subsequentes adi¢bes de 1 U/reagdio de hexocinase
(EXK, EC 2.7.1.1) para a quantificacfo dos teores de glicose, 1 U/reagfio de Glicose-6-fosfato
isomerase (PGI, EC 5.3.1.9) para a quantificagdo da frutose e 1 U/reagfo de invertase (EC
3.2.1.26) para a quantificacio da sacarose, sendo as atividades enziméticas acompanhadas
pela produgsio de NADPH evidenciada pelo acréscimo da absorbéncia (ABS) a 340 nm
(TRETHEWEY et al.,, 1998). A quantificagio de aminoacidos totais foi realizada em 50 pL
de tampdo [IM de NaOH/0,2% (p/v) de acido ascérbico; pH 5,2] acrescido de 100 pL. de 1%
(p/v) de ninhidrina e 50 pL de amostra extraida, com determinagio pontual da ABS a 595 nm
(GIBON et al., 2004). A concentragio de malato foi determinada em 144 ul. de meio de
reagdo composto de 200 mM de Tricina/10 mM MgCl,, pH 9,0; 10 mM de brometo de
metiltiazolildifenil-tetrazélio; 20 mM etosulfato de fenazina, 30 mM NAD" e 1 U/reacfio de
malato desidrogenase (MDH, EC 1.1.1.37), 40 uL de amostra extraida e 6 pl. de 4gua,
seguindo-se de leitura das amostras a 570 nm (NUNES-NESI et al., 2007). Ressalta-se que a
aliquota de extrato utilizada em cada ensaio foi previamente determinada em ensaios
preliminares de linearidade e o seu volume foi considerado para os célculos.

Na fragio insolivel (residuo da extragfio etandlica), determinaram-se as concentracoes
de proteinas totais ¢ amido. A determinagfio de proteinas baseou-se na hidrolise da fragéo
insolivel da extracdo etandlica em 1000 pL de 200 mM de KOH a 90 °C (GIBON et al.,
2004), seguido de rea¢dio de coloragfio pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Para a
quantificacfio da concentragdo de amido adicionou-se 30 pL. de Tampéo Citrato (300 mM de
citrato de s06dio/300 mM de acido citrico; pH 4,6) e 3 Ufreaglio de amiloglicosidase (EC
3.2.1.3) e 20 pL de amostra extraida, seguidos de hidrélise a 55 °C. Para a determinagdo,
utilizou-se 0 mesmo tampdo usado para a quantificacfio dos agtlicares, com acréscimo de 1
U/reacfio da enzima hexocinase (EXK, EC 2.7.1.1), acompanhando-se 0 acréscimo da Abs a
340 nm (FERNIE et al., 2001).

As leituras das absorvincias de todas as analises supracitadas foram realizadas em
leitor de microplacas do tipo ELISA (VersaMax Tunable Microplate Reader, Molecular
Devices, software SoftMax® Pro35).
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2.2.4 Atividades enzimdticas

No momento da maceragio de cada amostra foi adicionado 30 mg de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) diretamente ao almofariz de porcelana. Para as anélises
enzimaticas foram utilizados os sobrenadantes obtidos das centrifugacbes, cujas
concentragdes de proteinas sohiveis totais foram determinadas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). A Ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco, EC
4.1.1.39) foi obtida em 800 pL de tampdo de extragiio composto de 500 mM de HEPES (pH
7,5), MgCl; 100 mM , EDTA 10 mM , EGTA 10 mM, (pH 8,0), 10 mM Benzamida, 10 mM
acido e-aminocaproéico, 2,5% (v/v) BSA (GEIGENBERGER; STITT, 1993). A ati_vidade total
da Rubisco foi determinada por medigio do consumo de NADH a 340 nm (SULPICE et al.
2007). A oxidase do glicolato (GLOx, EC 1.1.3.15) foi extraida em 3 mL de 50 mM Tris-HCl
(pH 7,8), 5 mM ditiotreitol (DTT), 0,01 % (v/v) Triton X-100 (BOOKER et al., 1997). A
atividade da GLOx foi determinada medindo-se a produciio de glicolato fenil-hidrazona a 324
nm (BOOKER et al., 1997). A Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi extraida em 50 mM de
tampdo fosfato de potassio (pH 7,0), EDTA 2 mM, 0,1% (v/v) Triton X-100, 20 mM
ascorbato (NAKANQ; ASADA, 1981; HAVIR; MCHALE, 1987). A atividade de CAT foi
determinada apds oxidacéo de HyO; a 240 nm (HAVIR; MCHALE, 1987). A pirofosforilase
da ADP-glicose (AGPase, EC. 2.7.7.27) foi extraida em 9,8 pl. do meio contendo 50 mM de
pirofosfato de Na; 300 mM de gliceraldeido-3-fosfato; 1 U/reaglio de quinase do glicerol (GK,
EC 2.7.1.30). Para a quantificacido da atividade da enzima foi utilizado 50 pl. do meio de
reacdo contendo 1000 mM tricina/KOH (pH 9,0), 50 mM NADH, 500 mM oxidase do
gliceraldeido-3-fosfato (GAPD, EC 1.9.3.1), 500 mM desidrogenase do gliceraldeido-3-
fosfato (GAPDH, EC 1.2.1.12) ¢ 1000 mM MgCl,. O decréscimo da ABS a 340 nm foi
acompanhado em fungfo do tempo (GIBON et al., 2004). A sintase da sacarose-fosfato (SPS,
EC 2.4.1.14) foi extraida em 14 pL. de meio de ragdo composto de 100 mM Hepes/KOH, (pH
74), 5 mM MgCl;, 0,3 mM DTT, 3 mM UDP-glicose. O meio de reacfio utilizado foi
composto de 3 Mm frutose-6-fosfato ¢ 5 mM glicose-6-fosfato, com leitura pontual da ABS a
620 nm (JENNER et al., 2001). A sintase da sacarose (SuSy, EC 2.4.1.13) foi extraida em
1000 pL de meio composto por 100 mM Hepes (pH 7.8), 4 mM MgCl,, 1 mM
fosfoenolpiruvato, 2 mM NADH, 4 mM UDP-glicose, 3 U/Reagfio de piruvato quinase (PK,
EC 2.4.1.1) e 0,6 U/ reagéio de lactato desidrogenase (LDH, EC 1.1.1.27). Para a quantificacdo
da atividade enzimatica foram utilizados 250 pL. do meio-de reagdo 1000 mM Imidazole/50
mM MgCl; (pH 6,9), 50 mM NAD", 50 mM ATP e 1 Ulreagdo de desidrogenase da glicose-
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6-fosfato (G6PD, EC 1.1.1.49), acompanhando-se o decréscimo da Abs a 340 nm (NUNES-
NESI et al., 2005). A invertase alcalina (EC 3.2.1.26) foi extraida em meio de reacgdo
contendo 100 mM Hepes (pH 7,5) ¢ 400 mM sacarose. A Invertase acida (EC 3.2.1.26) foi
extraida em 80 mM de acetato de Na (pH 4,6) e 400 mM de sacarose. Apos incubacio os
extratos foram quantificados por meio de reagdo contendo 150 uL total de 1000 mM
imidazole, 50 mM MgCl; (pH 6,9), 50 mM NAD', 50 mM ATP e 1 U/reacio de
desidrogenase da glicose-6-fosfato (G6PD, EC 1.1.1.49) e adicio 1U/reacdio de hexocinase
(EXK, EC 2.7.1.1) em 30 pyL de amostra, medindo-se o incremento na Abs a 340 nm
(PRAXEDES et al., 2006; RONCHI et al., 2006). A desidrogenase do malato dependente de
NAD" (MDH-NAD", EC 1.1.37) foi obtida em 800 uL de tamp3o contendo 500 mM de
HEPES (pH 7,5), 100 mM MgCl,, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA (pH 8,0), 10 mM
benzamida, 10 mM é&cido e-aminocapréico, 2,5 % (v/v) BSA (GEIGENBERGER; STITT,
1993). A atividade da MDH-NAD" foi determinada pela quantificaciio da taxa de oxidaggo do
NADH a 340 nm (NUNES-NESI et al., 2005 ).

As leituras das absorvéncias de todas as analises supracitadas foram realizadas em
leitor de microplacas do tipo ELISA (VersaMax Tunable Microplate Reader, Molecular
Devices, software SoftMax® Pro5).

2.2.5 Variaveis de crescimento

As varidveis de crescimento relacionadas & morfologia da copa e sistema radicular
determinadas foram: (i) altura relativa das plantas; medindo-se a regidio compreendida entre o
coleto da planta e o 4pice das folhas fechadas por meio de uma trena presa a uma régua de

| madeira; (ii) nimero de folhas, determinado pela contagem didria do nimero de folhas e
foliolos existentes na planta durante o periodo experimental (57 dias); (iii) a area foliar total
(AFT), determinada utilizando-se o programa de processamento digital de imagens Image J
(Wayne Rasband no National Institute of Mental Health, USA, 2010); (iv) as massas secas
das partes da planta (folhas, bulbo e sistema radiéular), as quais foram obtidas por meio de
secagem das partes em estufa a 72°C até a massa constante; (v) a drea foliar especifica (AFE),
calculada como a raziio entre AFT ¢ MS da folha, (vi) a biomassa total da plantas, calculada
como a soma das massas secas das partes (folhas, bulbo e sistema radicular) e (vii) a razdo
raiz-parte aérea, calculada como o quociente entre massa seca de sistema radicular € massa

seca das partes aéreas (bulbo e folhas).
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2.2.6 Analises estatisticas

Os efeitos de hibridos (BRS Manicoré ¢ BRS C 2501), regimes hidricos (controle e
déficit hidrico) e possiveis interacdes entre eles ao longo do periodo experimental (efeito do
tempo) sobre ¥, e trocas gasosas foram analisadas utilizando-se andlise de varidncia com
medidas repetidas no tempo, cuja significincia foi averiguada pelo teste-F (LIMA et al.,
2010) utilizando o software estatistico Systat (v. 12.0.0.1, 2012, Systat Software Inc., Paris,
Franga). As varidveis bioquimicas e de crescimento foram submetidas 3 ANOVA e as
comparagdes entre médias realizadas pelo Teste Tukey (P < 0,05), utilizando-se o software
SAS (v. 8.0, 1999, SAS Institute, Cory, EUA).

2.3 Resultados

2.3.1 Potencial hidrico foliar e trocas gasosas durante o periodo de estresse e recuperacéo

As médias de W, obtidas para as plantas irrigadas de ambos os hibridos ao longo de
todo o periodo de estresse (57 dias) foram em torno de -0,12 MPa (Figura 3a). As plantas
submetidas ao déficit hidrico dos dois hibridos apresentaram um padrdo similar de reducdes
no Wyn em fungdo da reducio da disponibilidade hidrica, sendo que em alguns dias de
avaliagdo as plantas do BRS Manicoré mostraram-se um pouco mais hidratadas que as plantas
do BRS C 2501 (Figura 3a; P <0,05; Tabela 1). As médias de ¥4y, nas plantas estressadas do
BRS Manicoré foram iguais a -1,89 MPa no dia 21, -2,87 MPa no dia 34 e -4,03 MPa no dia
57, enquanto as médias de ¥,y nas plantas estressadas do BRS C 2501 foram iguais a -2,09
MPa no dia 21, -2,89 MPa no dia 34 ¢ -4,40 MPa no dia 57 (Figura 3a e Tabela 1). As
redugdes no Wy, registradas em ambos os hibridos nos dias 21, 34 ¢ 57 indicam que o status
hidrico das plantas foi expressivamente reduzido em relagdo as plantas controle,
representando, para efeito de comparag3o, situagdes de deficiéncia hidrica progressivas e cada
vez mais severas (Figura 3a; P <0,001; Tabela 1).

As plantas irrigadas dos dois hibridos apresentaram médias similares de 4, g;, E, C/C,
e A/E ao longo dos diferentes dias de experimento (Figura 3; P < 0,001; Tabela 1). No
entanto, aumentos na 4 ¢ A/E em paralelo a diminui¢bes na gs ¢ E em alguns dias de

experimento foram registrados e essas variagSes devem estar relacionadas as pequenas
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variacOes climdticas observadas ao longo do periodo de 57 dias da fase de estresse (Figura 3;
P <0,001; Tabela 1).

No hibrido BRS Manicoré, a redugdo do ¥,y para um valor médio de -1,82 MPa nas
plantas estressadas (dia 7) foi acompanhada por redugSes marcantes na 4 (48%), na g; (51%)
e na F (29%) (Figura 3b, 3¢ e 3d). No hibrido BRS C 2501, a suspensfio da irrigagéio por sete
dias causou uma redugfio no ¥, para um valor médio de -1,52 MPa, a qual foi acompanhada
por redugdes de 64, 68 ¢ 28% na 4, g; e Eem relagéb as plantas controle (Figura 3b, 3c e 3d).
No dia 14, redugdes ainda mais expressivas na 4, g; ¢ E foram observadas nas plantas
estressadas de ambos os hibridos em relagdio as suas respectivas plantas irrigadas (P < 0,001;
Tabela 1). Essas redugdes na 4, gs € E foram, respectivamente, da ordem de 86, 84 e 76% para
o BRS Manicoré e de 90, 88 e 77% para o BRS C 2501 (Figura 3b, 3c e 3d).

Com o progresso do estresse, novas redugdes foram observadas na 4, g; e E em ambos
os hibridos (Figura 3; Tabela 1). Nas medigdes realizadas a partir do dia 34, as plantas
estressadas do BRS C 2501 passaram a apresentar valores negativos de A, cujas médias
variaram de -0,22 pmol m™ s no dia 34 a -0,89 pmol m? s” no dia 57 (Figura 3b). Em
contraste, as médias de 4 nas plantas estressadas do BRS Manicoré avaliadas aos 34 e 42 dias
de experimento foram, respectivamente, iguais a 0,14 pmol m? st e 0,04 pmol m? s7,
enquanto valores negativos de 4 foram apenas observados aos 50 dias (-0,26 umol m? s) e
aos 57 dias (-0,37 pmol m™ s') de experimento (Figura 3b). A g; nas plantas estressadas do
BRS C 2501 alcangaram valores iguais a zero a partir do dia 34, mantendo-se assim até o final
do experimento; em contraste, as plantas estressadas do BRS Manicoré apresentaram médias
de gs iguais a 10 e 5 mmol m? s™ nos dias 34 ¢ 42, enquanto estmatos completamente
encerrados (g; igual a zero) somente foram observados aos 50 e 57 dias de experimento
(Figura 3c). A média da E nas plantas estressadas do BRS C 2501 foi de 0,06 mmol m? s
nos dias 34 e 42, tornando-se nula nas medic¢des realizadas nos dias 50 e 57; em contraste, as
médias da F nas plantas estressadas do BRS Manicoré foram progressivamente reduzidas
entre os dias 34 (0,11 mmol m? s7) e 50 (0,02 mmol m™ s?) e completamente suprimida no
~ dia 57, com média igual a zero (Figura 3d; Tabela 1).

A razio C/C, manteve-se praticamente constante (valores médios de 0,294 mol mol!
CO3y) nas plantas irrigadas de ambos os hibridos ao longo de todo o periodo experimental
(Figura 3e e Tabela 1). Por outro lado, as plantas estressadas de ambos os hibridos

apresentaram aumentos expressivos (P < 0,001; Tabela 1) e de similar magnitude na razio
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C/C, (Figura 3e). Esses aumentos na Cy/C, ocorreram em paralelo as redugtes na 4 e g; para
ambos os hibridos.

Figura 3 - Potencial hidrico foliar na antemanhd (¥,; Fig. 3a), taxa de assimilacio liquida de
CO, (4; Fig. 3b), condutincia estomatica ao vapor d’agua (gs; Fig. 3¢), transpiragdo (Z; Fig.
3d), eficiéncia estantdnea do uso da 4gua (4/F; Fig. 3e) e razio entre a concentragéio
intercelular e atmosférica de CO, (C/C,; Fig. 3f) em dois hibridos de palma de dleo (BRS
Manicoré e BRS C 2501) sob plena irrigaciio (Controle) e déficit hidrico (Déficit Hidrico)
(Dias 0, 7, 21, 28, 34, 42, 50 ¢ 57). Os dados sfio a média de seis repeti¢Oes + DP.
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Tabela 1 - Teste - F estatistico e niveis de significAncia associados aos efeitos dos hibridos
(H) e regimes de hidricos (RH) com as interacdes entre os tempos de avaliacdo experimental
(T) sobre as variaveis fisioldgicas em dois hibridos de E. guineesis (BRS Manicoré e BRS C
2501) aos 57 dias de imposi¢do do déficit hidrico.

Varidveis Fatores
H RH HxRH TxH TxRH TxHxRH

v, 733% 1613147 591* 4565%F  260,16°%F  434%++
4 15,635+  1613.14%%% 730 4,03+ 1A 75 ek
2 18.11%%*  580621%** s, 3.16% 189.27%++  221%
E 4,92* 2306 41%%*  ns. ns. 50,68%** s
AE 178,53%%*%  2486,85%** 186,428+ 0580+ 811 42%%  100,81%+*
Cc/C, 168.92%%* 20737,18%** 88T8*F*  13.84%%*  2067,59%F*  12,00%%*

Niveis de significincia: ¥. P < 0,05: **. P < 0,01: ***_P <0,001: n.s., ndo-significante.

A A/E nas plantas irrigadas nfio diferiu entre hibridos, mas foi significativamente
maior entre os dias 28 e 57 que entre os dias 0 ¢ 21 (Figura 3f, P < 0,001; Tabela 1). Nas
plantas estressadas, foi observado que a 4/E foi mais expressivamente reduzida no hibrido
BRS C 2501 que no BRS Manicoré. Entre os dias 0 e 34, a A/E variou de 5,93 mmol mol™ a
1,22 mmol mol™ no hibrido Manicoré e de 6,77 mmol mol™ a -3,75 mmol mol™ no C 2501
(Figura 3f). A A/E negativa no BRS C 2501 no dia 34 ocorreu em razdo dos valores negativos
de 4 observados nessas plantas (Figura 3b). No dia 42, a A/E no hibrido BRS Manicoré foi
reduzida para 1,00 mmol mol” e nos dias seguintes (dias 50 e 57) esta varidvel ndo foi
calculada em razfio da E ter sido nula, fato este (£ = 0) que ocorreu para as plantas estressadas
do BRS C 2501 do dia 42 em diante (Figura 3d e 3f;, P < 0,001; Tabela 1).

Apesar das diferencas entre os hibridos observadas durante o estresse, foi observado
que ambos recuperaram seu status hidrico e trocas gasosas ap6s a retomada da irrigagdo, ainda
que isto tenha ocorrido de forma extremamente lenta (Figura 4). Nesse caso, a reidratagio das
plantas previamente estressadas promoveu uma recuperagio completa do Way,, com valores
médios de -0,09 MPa para ambos os hibridos a partir de 32 dias de recuperacgio (Figura 4a).

As varidveis de trocas gasosas (4, g, E, A/E e Ci/Ca) foram recuperadas plenamente
para ambos os hibridos, no entanto de forma mais lenta que a recuperagio do status hidrico
avaliado por meio do Wy, (Figura 4a). A recuperacgio da 4 teve inicio a partir do oitavo dia da
retomada da irrigag8o; porém, sua recuperagfio completa s6 foi obtida aos 36 dias da retomada
da irrigacdo, quando as médias de 4 ndio mais diferiram entre plantas recuperadas e aquelas
mantidas sob plena irrigagio (Figura 4b e Tabela 2). A recuperagio da g; ocorreu mais
lentamente que a recuperacio da 4, com pequenas aumentos entre o oitavo e vigésimo quarto
dia de reidratagdo, seguindo-se de aumentos bem mais expressivos dos 36 dias em diante, até
atingir recuperacdo completa aos 36 dias da retomada da in'igagﬁo (Figura 4c, Tabela 2). A E
de ambos os hibridos seguiu padrio similar de recuperagiio aquele observado para gs, com
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recuperaciio completa em relagdio as plantas permanentemente irrigadas deu-se aos 36 das de

experimento (Figura 4d e Tabela 2).

Figura 4 - Potencial hidrico foliar na antemanhd (¥,n; Fig. 4a), taxa de assimilagfo liguida de
CO,, (4; Fig. 4b), condutancia estomética ao vapor d’agua (gs; Fig. 4c), transpiracéo (E; Fig.
4d), eficiéncia estantinea do uso da agua (4/E; Fig. 4e) e razdo entre a concentra¢io
intercelular e atmosférica de CO, (C/C,, Fig. 4f) em dois hibridos de palma de 6leo (BRS
Manicoré € BRS C 2501) sob plena irrigacdo (Controle) e déficit hidrico (Déficit Hidrico)
(Dias 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 e 40) apds a retomada da irrigacfio. Os dados sfo a
média de seis repeticdes + DP.
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Em raziio dos resultados obtidos para 4 e E, foi observado que a recuperagéio da razio
A/E para os hibridos avaliados ocorreu a partir do dia 8 em diante, pois nos dias 0 e 4 esta
variavel nfo foi calculada em razdo da E ter sido nula (E = 0) (Figura 4e, Tabela 2).

Uma progressiva diminuigdio na Cy/C, das plantas em recuperacio de ambos os
hibridos foi observada a partir do oitavo dia da retomada da irrigag8o, fato este concorrente
aos aumentos na 4 ¢ g;. A C/C, para ambos os hibridos foi igualada as suas respectivas
plantas controle aos 32 dias da retomada da irrigagfio (Figura 4f e Tabela 2).

Tabela 2 - Teste - F estatistico e niveis de significdncia associados aos efeitos dos hibridos
(H) e regimes de hidricos (RH) com as interagcOes entre os tempos de avaliagiio experimental
(T) sobre as variaveis fisioldgicas em dois hibridos de E. guineesis (BRS Manicoré ¢ BRS C
2501) aos 40 dias de reidratacdo.

Variaveis Fatores
H RH HxRH TxH TxRH TxHxRH
Won n.s. 190,67%** n.s, n.s. 89,50 n.s.
A s, 639,98%** LS. n.s. 72,55%%% n.s.
g ns. 1399 38*** ns. n.s. T75,75%*%* n.s.
E LS. 209.24%*%* LS. n.s. 14,13*%* ns.
A/E n.s. 6,59* 4,40* ns. 10,82%*%+* n.s.
Ci/C, n.s. 5570,91%%* ngs, 10,78+** 2136,75%*%*  11,07***

Niveis de significincia: *. P < 0,05: ** P <0,01: *** P <0,001: n.s., ndo-significante.
2.3.2 Metabdlitos primarios

Redugdes progressivas na concentracio de amido foliar em ambos os hibridos
comparados as suas respectivas plantas controle foram observadas em resposta ao déficit
hidrico. Nesse caso, as concentragdes de amido nas plantas estressadas do BRS Manicoré e
BRS C 2501 foram reduzidas em 53% e 73% no dia 21 e 73% e 86% no dia 34 em relacdo as

* suas respectivas plantas controle (Figura 5a). Para o BRS Manicoré, a concentraciio de amido
foi ainda mais reduzida no dia 57 (86% em relag8io ao controle), enquanto redugdes adicionais
na concentra¢do de amido no BRS C 2501 ndio foram observadas, permanecendo, portanto, 86

- % menor que nas plantas irrigadas (Figura 5a). Comparando-se os hibridos em um mesmo dia

de avaliaggo, foi observado que a capacidade de armazenamento de amido foliar foi menos

afetada no BRS Manicoré que no BRS C 2501 (vide dias 21 e 34, Figura 5a), enquanto a

capacidade de armazenamento de amido em ambos os hibridos foi igualmente afetada pelo
déficit hidrico mais prolongado (dia 57) (Figura 5a). Quando a irrigag8io foi retomada (a partir

dos 57 dias), as concentragdes de amido foram aumentadas, alcangando recuperagdio de 86%

para o BRS Manicoré e 68% para o BRS C 2501 ao final do periodo de recuperacéio (dia 97)
(Figura 5a). ’
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A concentragdo foliar de glicose foi reduzida em 55% nas plantas estressadas dos dois
hibridos aos 21 dias de déficit hidrico. Aos 34 dias, as concentracdes de glicose foram 58% e
64% menores nas plantas estressadas do BRS Manicoré BRS C 2501 em relagio as
respectivas plantas controle (Figura 5b). A partir do dia 34, a concentragio foliar de glicose
foi aumentada em ambos os hibridos, diminuindo as diferengas previamente registradas entre
planta irrigadas e estressadas. Assim, no dia 57, as concentragdes de glicose foram 29% e
52% menores nas plantas estressadas do BRS Manicoré e BRS C 2501 em relacBio aos
respectivos controles (Figura 5b). Durante o estresse, diferencas genotipicas foram observadas
nos dias 34 € 57, de forma que as concentragdes de glicose foram 57% e 29% maiores no BRS
Manicoré que no BRS C 2501 (Figura 5b). Ao final da reidratag3o (dia 97), as concentragdes
de glicose foram reestabelecidas em 96% para o BRS Manicoré e 70% para o BRS C 2501
(Figura 5b).

As concentragdes de frutose nas plantas estressadas do hibrido BRS C 2501 foram
reduzidas em relag8o as suas plantas controle. Tais reducdes foram de 32%, 16% e 17% nos
dias 21, 34 e 57 (Figura 5c). Por outro lado, as plantas estressadas do BRS Manicoré
apresentaram, em relacfio as plantas controle, um amento de 41% na concentragio de frutose
aos 21 dias da suspensfo da irrigagdo (Figura 5c). Quando o estresse foi prolongado até 34
dias, a concentragdio de frutose das plantas estressadas diminuiu em relagdio as médias obtidas
para o dia 21, mas ndo diferiu das plantas irrigadas. No entanto, coma evolugéo do estresse até
os 57 dias, uma reducdo significativa de 34% na concentra¢do de frutose mediada pelo déficit
hidrico foi observada (Figura 5c¢). Quando o status hidrico da planta foi reestabelecido, as
concentragdes de frutose avaliada ao final do periodo de recuperagéio (40 dias ap6s a retomada
da irrigacfio, ou seja, dia experimental 97) foram reestabelecidas em 97% para o BRS
Manicoré e 69% para o BRS C 2501 em relagdo as respectivas plantas permanentemente
irrigadas (Figura 5c).

Uma diminui¢io na concentragfo de proteinas sohiveis totais (PST) foi observada para
os dois hibridos em funcfio do déficit hidrico, sendo esta resposta mais contundente para o
BRS C 2501 que para o BRS Manicoré. No primeiro, o déficit hidrico promoveu redugées de
18%, 22% e 27% na concentraco de PST das plantas estressadas comparadas ao controle
respectivamente nos dias 21, 34 e 57 (Figura 5d). No segundo, redugdes significativas na
concentracdo de PST foram observadas aos 34 dias (5%) e 57 dias (23%) de experimento
(Figura 5d). Além disso, foi observado que a concentragio de PST foi totalmente
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reestabelecida para as plantas recuperadas do BRS Manicoré, enquanto no BRS C 2501 a
concentracdo de PST foi restabelecida em 80% em relagfio ao controle (Figura 5d).

Figura 5§ - Concentragfio foliar de amido (Fig. 5a), glicose (Fig. 5b), frutose (Fig. 5Sc).
proteinas (Fig. 5d) e aminoacidos (Fig. S¢) em dois hibridos de palma de 6leo (BRS Manicoré
e BRS C 2501) sob plena irrigag@io (Controle) e déficit hidrico (Déficit Hidrico) (Dias de
déficit 0, 21, 34, 57 e reirrigacdo dia 97). A seta indica Gltimo dia de déficit hidrico e primeiro
dia de reidratag3o. Os dados sfo a média de seis repeticdes + DP.
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A reducgdio na concentragdo de PST em ambos os hibridos foi concomitante ao
aumento na concentracdo de aminoacidos totais (AAr), porém, tais aumentos foram mais
contundentes no BRS C 2501 que no BRS Manicoré. Tais diferengas foram mais expressivas
sob déficit hidrico mais prolongado (dia 57). Nessa ocasido, a concentracio de AAry nas
plantas estressadas dos hibridos BRS C 2501 ¢ BRS Manicoré foram respectivamente maiores
em 382% e 138% que nas suas plantas controle (Figura 5¢). Para ambos os hibridos, as
concentragdes de AAry foram plenamente reestabelecidas ao final do periodo de recuperacéo

(Figura Se).
2.3.3 Atividades da Rubisco, GLOx ¢ CAT

As plantas estressadas de ambos os hibridos apresentaram sucessivas redugdes na
atividade inicial e final da Rubisco, tendo sido mais expressivas para o BRS C 2501 que para
o BRS Manicoré (Figuras 6a ¢ 6b). Com relagdo a atividade inicial da Rubisco, as plantas
estressadas do BRS Manicoré apresentaram redugdes de 14%, 30% e 57% aos 21, 34 e 57
dias de estresse € no BRS C 2501 essas redugdes foram de 29%, 53% e 66% para esses
mesmos dias de avaliagiio (Figura 6a). Com relagdio a atividade final da Rubisco, as plantas
estressadas do BRS Manicoré apresentaram redugdes de 16%, 27% e 54% aos 21, 34 e 57
dias de estresse € no BRS C 2501 essas redugdes foram de 38%, 47% e 63% para esses
mesmos dias de avaliagfo (Figura 6b). Durante a recuperacgfo, a atividade inicial da Rubisco
foi restabelecida em 90% para o BRS Manicoré e em 81% para o BRS C 2501 (Figura 6a),
enquanto a atividade final foi plenamente recuperada para o BRS Manicoré € em 83% para o
BRS C 2501 (Figura 6b).

| Com relagiio a atividade da GLOx as plantas estressadas do BRS Manicoré
apresentaram acréscimos de 69% e 168% aos 21 e 34 dias de estresse e no BRS C 2501 esses
incrementos foram de 88% e 125% para esses mesmos dias avaliados (Figura 6c¢). Aos 57 dias
de avaliagio houve equidade na atividade da referida enzima, em relacfio as plantas controles
de ambos os hibridos (Figura 6c). Durante a reidratagdo, a atividade da GLOx foi
~ restabelecida em 87% para o BRS Manicoré e em 89% para o BRS C 2501 (Figura 6¢).

A atividade da CAT apresentou comportamento semelhante & atividade da GLOx, ao
longo do experimento. Logo, as plantas sob déficit hidrico de ambos os hibridos apresentaram
acréscimos na atividade desta enzima. As plantas estressadas do BRS Manicoré apresentaram
incrementos na atividade da CAT de 53%, 137% e 28% aos 21, 34 e 57 dias de estresse € no



BRS C 2501 esses acréscimos foram de 137%, 200% e 25% para esses mesmos dias avaliados
(Figura 6d). Durante a reidratagfo, a atividade da CAT foi restabelecida em 98% para o BRS
Manicoré e em 82% para o BRS C 2501 (Figura 6d).

Figura 6 - Atividades da rubisco: micial (Fig. 6a) e total (Fig. 6b); glicolato oxidase (GLOx;
Fig. 6¢c) e catalase (CAT; Fig. 6d) em dois hibridos de palma de 6leo (BRS Manicoré e BRS C
2501) sob plena irrigagio (Controle) e déficit hidrico (Déficit Hidrico) (Dias de déficit 0, 21,
34, 57 e reirrigacdo dia 97). A seta indica Gltimo dia de déficit hidrico e primeiro dia de
reidratagfio. Os dados sdo a média de seis repeti¢Ses + DP.
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2.3.4 Enzimas responsaveis pela sintese de amido e sacarose

Quanto a atividade da AGPase, uma tendéncia de manutencéio nas plantas sob déficit
hidrico, em relagéo as plantas controles de ambos os hibridos pode ser observada aos 21 ¢ 34
dias de experimento (Figura 7a).
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Figura 7 - Atividade da pirofosforilase do ADP-glicose (AGPase; Fig. 7a), sintase da
sacarose (SuSy; Fig. 7b), sintase da sacarose-fosfato (SPS total; Fig. 7c), invertase alcalina
(Fig. 7d) e invertase acida (Fig. 7¢) em dois hibridos de palma de 6leo (BRS Manicoré e BRS
C 2501) sob plena irrigagiio (Controle) e déficit hidrico (Déficit Hidrico) (Dias de déficit 0,
21, 34, 57 e reirrigagdo dia 97). A seta indica Gltimo dia de déficit hidrico e primeiro dia de
reidratacfio. Os dados sdo a média de seis repeti¢cdes = DP.
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Aos 57 dias de avaliagio, as plantas estressadas do BRS Manicoré apresentaram
reducdes na atividade da AGPase de 45% e nas do BRS C 2501 essas redugdes foram de 61%
(Figura 7a). Apés a retomada da irrigagdo, a atividade da AGPase foi restabelecida em 100%

para o BRS Manicoré e em 96% para o BRS C 2501 (Figura Ta).
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Uma tendéncia de decréscimo na atividade da SPS foi observada neste estudo para as
plantas estressadas nos dois hibridos estudados, com ressalva para o BRS C 2501, o qual as
redugdes foram mais acentuadas (Figura 7b). As plantas sob déficit hidrico do BRS Manicoré
apresentaram redugdes de 15% e 6% aos 21 e 34 dias de estresse e no BRS C 2501 essas
reducdes foram de 17% e 7% para esses mesmos dias de experimento (Figura 7b). Aos 57
dias de avalicdo o BRS Manicoré apresentou manutengfio na atividade da SPS das plantas
estressadas em relagio as controles, ja as plantas do BRS C 2501 apresentaram redugdes de
47% para esse mesmo dia de avaliég:ﬁo (Figura 7b). Com a retomada da irrigacfio, a atividade
da SPS foi reestabelecida na magnitude de 93% para o BRS Manicoré e 84% para o BRS C
2501 (Figura 7b).

Na atividade da sintase da sacarose (SuSy), houve uma manutengfio nas plantas sob
déficit hidrico em relagfo as plantas controles do BRS Manicoré em todos os dias avaliados
(Figura 7c). Com relagfio & atividade da SuSy nas plantas estressadas do BRS C 2501 houve
reducbes de 4%, 16% e 44% aos 21, 34 e 57 dias de avaliagdo (Figura 7c). Durante a
reidratag8o, a atividade da SuSy foi mantida para o BRS Manicoré ¢ reestabelecida em 83%
para o BRS C 2501 (Figura 7c).

A concentrago de sacarose pode também ser influenciada pela atividade das
invertases. Logo, durante todo o periodo experimental foi observada diferencas entre os
hibridos em relacfio aos regimes hidricos para a atividade da invertase alcalina (Figura 7d).
Manutengdo da atividade desta enzima foi observada para as plantas sob estresse, em
comparagio as plantas controles, aos 21 dias para os dois hibridos (Figura 7d). As plantas
estressadas do BRS Manicoré apresentaram redugdes de 16% e 32% aos 34 ¢ 57 dias de
estresse e no BRS C 2501 essas redugdes foram de 23% e 44% para esses mesmos dias de
avaliagfio (Figura 7d). Recuperacdo total na atividade da invertase alcalina foi observada para
ambos os hibridos apds retomada da irrigacéio (97 dias) (Figura 7d).

Comportamento de manutengfio na atividade da invertase 4cida nas plantas sob déficit
hidrico, em comparacgio as plantas controles, foi verificado para o0 BRS C 2501 durante o
periodo experimental (Figura 7e). Houve redugdes na atividade da referida enzima para as
plantas estressadas do BRS Manicoré na magnitude de 17% e 19% aos 34 e 57 dias de
estresse (Figura 7¢). Com a reirrigagio (aos 97 dias), o BRS Manicoré reestabeleceu a
atividade da invertase acida, enquanto que o BRS C 2501 obteve apenas 83% da totalidade de
sua atividade (Figura 7e).
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2.3.5 Atividade da malato desidrogenase dependente de NAD" e concentracgiio de malato

As plantas sob déficit hidrico do BRS Manicoré apresentaram comportamento
semelhante as plantas controles na atividade da MDH — NAD" em todo perfodo experimental
(Figura 8a). Por outro lado, as plantas estressadas do BRS C 2501 apresentaram redugdes de
13%, 26% e 49% aos 21, 34 e 57 dias de estresse (Figura 8a). Apos a reidratacgfo, a atividade
da MDH — NAD" apresentou acréscimo de 18% nas plantas estressadas do BRS Manicoré e
reestabelecimento de apenas 76% da atividade total das plantas sob déficit hidrico do BRS C
2501 (Figura 8a).

As concentracdes de malato nas plantas sob déficit hidrico do BRS Manicoré
apresentaram acréscimos de 20%, 63% ¢ 81% aos 21, 34 e 57 dias de estresse € no BRS C
2501 foram verificadas redugdes de 22%, 13% e acréscimo de 157% para esses mesmos dias
avaliados (Figura 8b). Durante a reidratagfio, as concentragdes de malato apresentaram
acréscimo de 13% nas plantas estressadas do BRS Manicoré e reestabelecimento de apenas
45% nas concentragdes deste metabdlito nas plantas sob déficit hidrico do BRS C 2501
(Figura 8b).

Figura 8 - Atividade da malato desidrogenase dependente de NAD" (MDH — NAD'; Fig. 8a)
e concentragdo de malato (Fig. 8b) em dois hibridos de palma de 6leo (BRS Manicoré ¢ BRS
C 2501) sob plena irrigacio (Controle) e déficit hidrico (Déficit Hidrico) (Dias de déficit 0,
21, 34, 57 e reirrigag8o dia 97). Seta indica ultimo dia de déficit hidrico e primeiro dia de
reidratagio. Os dados séo a média de seis repetigdes + DP.
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2.3.6 Variaveis de crescimento
Devido as redugGes drasticas da g; e da taxa de assimilag8o liquida de CO, (4) sob

condi¢des de seca, uma desaceleragdo no crescimento das plantas estressadas foi evidente em
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compara¢do as plantas mantidas sob constante irrigacfio (P < 0,05) (Tabela 3). As plantas
estressadas de ambos os hibridos apresentaram reduc¢fes de mesma magnitude na altura da
planta, niimero de folhas, massa seca de folhas e massa seca total. Por outro lado, as plantas
estressadas do BRS Manicoré apresentaram redugdes mais expressivas no nimero de foliolos
(52%) € massa seca de bulbo (56%) que as plantas do BRS C 2501 (reducfio média de 44% no
nimero de foliolos e massa seca de bulbo) comparadas as suas respectivas plantas controle
(Tabela 3). A AFT foi reduzida em 37% nas plantas estressadas do BRS Manicoré e em 48%
no BRS C 2501, enquanto as médias de AFE foram respectivamente aumentadas em 19% e
5% nas plantas estressadas desses hibridos (Tabela 3). Por outro lado, as plantas estressadas
do BRS Manicoré apresentaram reduc@o de 42% na massa seca de sistema radicular, enquanto
tais reducdes foram de 59% nas plantas estressadas do BRS C 2501 (Tabela 3).

Tabela 3 - Altura, nGmero de folhas, ntimero de foliolos € avaliagio de biomassa em dois
hibridos de palma de 6leo (BRS Manicoré e BRS C 2501) sob plena irrigagio (Irrigado) e
déficit hidrico (Déficit Hidrico), apos 57 dias.

BRS Manicoré BRS C 2501
Varidveis Irrigado Déficit Hidrico Irrigado Déficit Hidrico
Altura (m) 1,64 +0,05° 1,36 £ 0,05° 1,79+ 0,03 % 1,49+0,04°
N° Folhas (unid.) 17,20 £ 0,69*" 1520+ 0,59* 16,60 + 0,413 14,80+ 1,18°
N° Foliolos (unid.) 284+ 19,345 137+ 13,24° 338+£17,26 " 193+ 13,94°
MS Bulbo (g) 220,110,614  9645+1,34" 183,19+ 1,42 %" 100,09 + 1,62 °
MS Folha (g) 326,35£1,92% 173,69+ 1,47° 292,81 +1,29 % 145,19+ 1,98 ®
MS Raiz (g) 14944+ 1,167 87,09+ 1,34° 140,97 £ 0,855 58,18+ 1,04 °
MS Total (g) 69589+ 1,59  357,23+2,59° 616,97 +2,45% 303,46 +3,50°
Raiz/Parte Aérea 0,27 £ 0,025 0,32+0,05% 0,30+ 0,01 4° 024£0,03°
AFT (m*) 2470374 1,56+022° 2,14+ 027" 1,11+0,30°
AFE (% kg™) 75,69 + 0,134 89,810,177 73,08+ 0,24 B 76,45+ 021"

Os dados sdo as médias de cinco repeticbes + desvio padido (DP). Letras maiusculas e minisculas na linha
comparam os diferentes hibridos em um mesmo regime hidrico. Os asteriscos comparam plantas de um mesmo
hibrido sob diferentes regimes hidricos. Letras diferentes e asterisco denotam diferengas significativas entre
médias (teste de Tukey, P < 0,05).

Os efeitos negativos do déficit hidrico no crescimento da parte aérea foram, portanto,
- mais expressivos no BRS Manicoré, cujo sistema radicular foi menos afetado que no BRS C
2501. Esses resultados influenciaram diretamente na razdo raiz-parte aérea (R/PA). Nesse
caso, foi observado que as plantas estressadas do BRS Manicoré apresentaram um aumento de
19% na R/PA, enquanto as plantas do BRS C 2501 apresentaram uma reducfio de 20% nesta
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variavel. Isto posto, as plantas estressadas do BRS Manicoré tendem a investir no crescimento

de um sistema radicular mais denso que as plantas do BRS C 2501.
2.4 Discussio

Sob condi¢des de plena irrigac@io, os hibridos Manicoré ¢ C 2501 apresentaram
comportamento semelhante de Wom, 4, gs. € E. Valores semelhantes foram observados por
diversos autores ao estudarem plantas plenamente irrigadas em palma de 6leo (DUFRENE et
al., 1992; NI; PALLARDY, 1992; FLEXAS et al., 2006; SURESH et al., 2010). Sob déficit
hidrico o comportamento entre os dois hibridos diferiram ao longo dos 57 dias de
experimento, uma vez que o BRS C 2501 apresentou reducdes mais acentuadas em seu Wy
foliar, chegando aos 57 dias de imposicdo de estresse, com valores médios de -4,40 MPa,
enquanto que o BRS Manicoré obteve valor médio de -4,03 MPa. Logo, reducdes mais
acentuadas para este hibrido foram observadas para as demais variaveis (4 e g), indicando
que este hibrido possivelmente apresenta uma maior sensibilidade ao déficit hidrico que o
BRS Manicoré. Comportamento este ji esperado, uma vez que, Suresh et al. (2012), j4 havia
constatado que diferentes hibridos de E. guineenses apresentam comportamentos diferentes na
variaveis fisiologicas frente a imposi¢o do déficit hidrico. Resultados equivalentes em
palmeiras submetidas a mais de 20 dias sob DH foram observados para plantas jovens de
Buriti (Mauritia vinifera), cujos valores médios de ¥, foram de -2,7 MPa (CALBO;
MORAES, 1997). Valores proximos aqueles supracitados foram obtidos também por Calbo e
Moraes (2000) (-5 MPa), ao estudarem o efeito do déficit hidrico em plantas de acai (Eutrepe
oleraceae).

| Em termos fisioldgicos, a diminuicdo de g; ocorre como estratégia de economia
hidrica, uma vez que quanto menor a gs menor € a tendéncia de transpiracéo. Esta resposta foi
observada em varias espécies. Dufréne et al. (2002) observaram valores proximos de zero
para a gs em plantas de palma de 6leo submetidas ao déficit hidrico. Reduges expressivas em
gs em resposta & diminui¢do do Wan foram também observados por Ni e Pallardy (1992) e
Flexas et al. (2006) em plantas de palma de 6leo, bem como em outras oleaginosas como o
girassol (TEZARA et al., 2008) e a pupunheira (Bactris gasipaes) (OLIVEIRA et al., 2002).

Outro resultado observado foi o aumento na razo C/C,, nas plantas em condi¢Ges de
estresse, ¢ principalmente maiores valores médios para o BRS.C 2501 (1,94 umol CO;) em
relagdio ao BRS Manicoré (1,81 umol CO;), uma possivel explicagdo foi proposta pelos
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autores Méndez et al. (2012), ao explicarem as rotas metabolicas das plantas sob estresse
hidrico, onde os mesmos afirmam que sob DH as enzimas que regulam o Ciclo de Calvin nas
plantas C3, mais precisamente as que liberam CO, estejam com sua atividade muito elevada,
logo liberam uma quantidade excessiva de CO; para as células (WALTER et al., 2005).

Ao estudarem hibridos de palma de 6leo submetidos ao déficit hidrico, Suresh et al.
(2010) verificaram que redugdes no potencial hidrico (W) a partir de -2,7 MPa apresentaram
redugdes expressivas na 4 (de + 6 para 1,8 pmol m? s7) as quais foram acompanhadas por
redugBes significativas nas varidveis de fluorescéncia de clorofila a (eficiéncia quéintica
maxima do PSH, produgio quéntica efetiva do PSII e taxa aparente de transporte fotoquimico
de elétrons). Logo, ha um indicativo de que a partir da redugdo de -2,7 MPa no potencial
hidrico hd uma desestabilidade do aparato fotoquimico da fotossintese nesse nivel de
imposicdo de déficit hidrico e que as redugSes na 4 podem ser atribuidas a uma
desestruturagéio dos fotossistemas, em especial ocasionada pela degradacgfio das proteinas D1 e
D2 e das clorofilas a, b e carotenéides, ou a perda de funcionalidade das reagbes fotoquimicas
envolvendo os fotossistemas. Segundo outros autores, danos fotoquimicos passam a ser
significativos para W, inferiores a -2,7 MPa (KRAUSE; WEIS, 1991; CASPER et al., 1993).

Foi observado, sob estresse hidrico, uma redugfio significativa na concentra¢io de
amido, por conseguinte, tem-se descrito que, em plantas submetidas a estresse hidrico, pode
ocorrer degradagfio de amido, como forma de manter ou aumentar os niveis de aculcares,
apesar de uma redugéio em 4, permitindo, assim, um ajustamento osmético, 0 que contribuiria
para evitar decréscimos adicionais em A (LAWLOR; CORNIC, 2002; STITT et al, 2010;
GIBSON et al., 2011; SULPICE et al., 2014).

E comum, também, o aumento na concentragfio de aminoacidos em plantas sob déficit
hidrico, utilizando o carbono proveniente das proteinas (LAWLOR; FOCK, 1977; HIEN et
al., 2003; KOCSY et al., 2005). Foi verificado, sob déficit hidrico a partir de dia 21, um
aumento significativo na concentragio de aminoacidos nos hibridos estudados (Figura Se). As
correlagdes negativas encontradas entre os valores de 4 com as concentracSes dos
aminodcidos totais evidenciam que, sob déficit hidrico, os hibridos de E. guineensis podem ter
utilizado esses metabdlitos como mecanismos alternativos de conservacdio e uso de energia.
Foi observado neste trabatho um decréscimo no teor de proteinas nas plantas sob déficit
hidrico moderado, Castrillo et al. (2001) também verificaram redugbes significativas nas
concentragdes de proteinas totais em plantas de milho, tomate e feijdo com o decréscimo do

potencial hidrico do solo.
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Paralelamente ao aumento na concentracio de aminoacidos, pbde-se¢ observar a
reducio nos niveis de amido e a tendéncia de reducdo nos niveis de hexoses (glicose e
frutose) para os dois hibridos. Tais fatos podem ser interpretados, em conjunto, como um
mecanismo para a manutencdo da homeostase metabdlica em um processo de aclimatagfo,
alterando a particdo de carbono, que tem como consequéncia o aumento no teor de
aminodacidos, para que néo haja redugdes ainda maiores em 4 (STITT et al, 2010).

Aumentos nos teores de carboidratos (glicose, frutose e sacarose) aos 14 dias de déficit
hidrico em trigo foram verificados por Kamel e Losel (1993). J4 Saeedipour ¢ Moradi (2011)
observaram redugdo nos niveis de hexoses e aumento nas concentragfes de amido foliar aos
21 dias de déficit hidrico em diferentes cultivares de trigo. Praxedes et al. (2006) também
verificaram comportamento de aumento nos teores de amido em diferentes genétipos de café
sob estresse hidrico.

O aumento no teor de aminodcidos pode indicar também um mecanismo de ajuste
osmoético (TROSSAT et al., 1998; KOCSY et al., 2005), que provavelmente esta ocorrendo
no BRS Manicoré ¢ BRS C 2501, através do incremento nas concentragdes de prolina e
glicinabetaina. Aumento nos teores de aminodcidos e prolina também foram verificados por
Hummel et al. (2010) em plantas de Arabidopsis sob déficit hidrico.

Os resultados sugerem que um mecanismo de alteragiio na particdo de carbono e na
manutenciio da homeostase metabdlica € varidvel entre os hibridos, e que provavelmente
estaria envolvido na aclimatacio fotossintética sob déficit hidrico. Entretanto, o aumento na
concentraciio de aminoécidos, tanto em um hibrido susceptivel a seca (BRS C 2501) como em
um tolerante (BRS Manicoré), sugere que essa alteragio ndio seria parte de um mecanismo
geral de tolerdncia a seca em palma de 6leo. Pode-se sugerir que outros mecanismos, além da
alteragio na partico dos fotoassimilados, também possam contribuir para a aclimatagdo
fotossintética da palma de 6leo sob condigdes de seca (STITT et al, 2010).

Redugdes nas taxas de 4 podem ser verificadas em paralelo a decréscimos na atividade
da carboxilase-oxigenase da RuBP (Rubisco) (GALMES et al., 2013). A inibigio da
fotossintese pode ser acompanhada pela redugio na atividade da Rubisco nas plantas sob DH,
- durante o experimento (Figura 6). Logo, sua atividade reduzida, propiciou o aumento
significativo da concentragio subestomética de CO,, pois a mesma ndo estd fixando-o
suficientemente para o Ciclo de Calvin (Figura 2). Castrillo et al. (2001) verificaram redugdes
significativas na atividade da Rubisco em plantas de milho, tomate e feijdo com o decréscimo

do potencial hidrico do solo.
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Para Peterhansel e Maurino (2011), uma maior atividade da GLOx € um indicativo de
aumento na fotorrespiragéo e, dentro de determinados limites, quanto maior a fotorrespiracio
menor a 4, uma vez que a fotorrespiragéio ndo € o tinico fator que concorre para a diminuigio
de A. Neste estudo, foi constatado que as plantas sob déficit hidrico dos hibridos BRS
Manicoré e BRS C 2501 apresentaram um aumento considerivel na atividade da GLOx sob
estresse moderado e moderado a severo, com declinio em sua atividade sob déficit hidrico
severo, devido a magnitude do estresse aplicado (W.m para o BRS Manicoré de -4,03 MPa e
para BRS C 2501 -4,40 MPa); assim, pode-se inferir que a fotorrespiragio nas plantas de
palma de dleo submetidas ao déficit hidrico é um processo que contribui significativamente
para a diminui¢io de 4 a partir do estresse moderado, correspondente aos 21 dias de
diferenciagiio dos tratamentos, com redugfes nas taxas fotossintéticas de ambos os hibridos,
porém, mais acentuadas para o BRS C 2501 (Figura 6c¢).

O aumento na atividade da CAT, enzima principalmente encontrada nos peroxissomos
de plantas, estd diretamente relacionado ao aumento na atividade da GLOX, pois esta dltima
produz H»0O, como subproduto da conversdo de glicolato em glioxilato durante a
fotorrespiracdo (ALLAHVERDIYEVA, 2011). Entfo, se a fotorrespiragcdo aumenta, espera-se
que a atividade da CAT aumente conforme ocorrido neste estudo, em que houve um
incremento concomitante da acfo das enzimas GLOx e CAT, a partir do estresse moderado,
aos 21 dias de imposi¢do do DH, com decréscimo da atividade de ambas sob DH severo, aos
57 dias de avaliagio (Figura 6d).

Redugdes significativas na atividade da AGPase pdde ser observada sob déficit hidrico
severo, a partir dos 57 dias de avaliacdo nos dois hibridos estudados (Figura 7a). Este
comportamento foi acompanhado da redugGes significativa na concentragdo de amido nos
hibridos (Figura 5a). O fato de que redugdes nos teores de amido, detectadas no inicio do
experimento, nio tenha sido acompanhada por redugdes na atividade da AGPase (enzima
chave na sintese de amido) até os 34 dias (déficit moderado a severo), sugere que outros
mecanismos possam estar envolvidos, como, por exemplo, via agio das enzimas degradadoras
do amido (FOX; GEIGER, 1986; ZEEMAN et al., 2007, NUNES-NESI et al., 2012). Outra

possibilidade € a de que, com a inibigHo da fotossintese provocada pelo déficit hidrico, pode
ocorrer uma mobilizacdio preferencial do carbono fixado para a sintese de sacarose em
detrimento da sintese de amido (CHAVES, 1991; ZHANG et al., 2005; NUNES-NESI et al.,
2011). Dessa forma, os resultados aqui apresentados talvez permitam sugerir também que a

reducdio nos teores de amido possa ser atribuida a redugio em 4. Dorion et al. (1996)
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verificaram aumento na atividade da AGPase nos diferentes estagios de maturacdio do trigo
sob déficit hidrico.

Visto que alteragBes na atividade total da SPS foram detectadas (Figura 7b), é
importante verificar se a atividade da sintase da sacarose (SuSy), que pode tanto catalisar a
sintese como a degradagdio da sacarose (TAIZ; ZEIGER, 2009), poderia compensar, pelo
menos em parte, as alteracdes verificadas na SPS. Logo, foi observada alteracdo significativa
de decréscimo na atividade da SuSy, sob déficit hidrico, a partir dos 57 dias (estresse severo),
para os dois hibridos (Figura 7¢). Fu et al. (2010) verificaram aumentos na atividade das
enzimas SPS e Susy, aos 23 dias de restrigfio hidrica em Festuca arundinacea. Saeedipour ¢
Moradi (2011) também observaram aumento na atividade da Susy aos 21 dias de déficit
hidrico em diferentes cultivares de trigo.

E comum uma redugfio na atividade da SPS sob déficit hidrico (LAWLOR; CORNIC,
2002), que esta relacionada & redugfio em Ci, em vez do contetido relativo de dgua; nesse
caso, 0 CO; atuaria na ativagio da enzima (ZRENNER; STITT, 1991; STITT et al., 2010).
Esse efeito provavelmente nfio ocorreu neste experimento, pois, a0 mesmo tempo em que se
observou aumento em C/C, (Figura 3f e 7b), observou-se tendéncia de decréscimo na
atividade da SPS nos hibridos (Figura 7b). Houve reducgfio na atividade da SPS para os dois
hibridos, com maior decréscimo na atividade do BRS C 2501 o que permite sugerir que a SPS
estd presente em maior quantidade no BRS Manicoré. Isso sugere, portanto, que a SPS €
diferentemente regulada no BRS Manicoré, em resposta ao déficit hidrico, quando comparado
em relagdo ao BRS C 2501. Logo, essa diferenca na atividade desta enzima permite sugerir
que a regulagio diferencial da SPS poderia contribuir para a tolerdncia a seca.
Alternativamente, pode-se inferir que diferentes mecanismos possam também estar
envolvidos em diferentes hibridos de palma de oleo.

O teor de hexoses pode também ser influenciado pela atividade das invertases.
Observou-se uma tendéncia de redugio da atividade da invertase acida, principalmente no
hibrido BRS Manicoré sob DH (Figura 7¢). Isso poderia explicar a tendéncia de redugfo nos
niveis de hexoses nesse hibrido, naquela condi¢do (Figura 5). Fu et al. (2010) verificaram
aumentos na atividade da invertase 4cida, aos 23 dias de restrigéo hidrica em Festuca
arundinacea. Os hibridos apresentaram tendéncia de reducdio na atividade da invertase
alcalina sob déficit hidrico (Figura 7d). Saeedipour e Moradi (2011) observaram reduc¢io na
atividade da invertase alcalina aos 21 dias de déficit hidrico em diférentes cultivares de trigo.
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- Redugdes na atividade da MDH — NAD’ foram acompanhadas do incremento da
atividade do metabolito malato a partir dos 21 dias de estresse em ambos os hibridos (Figura 8
a e 8b). Quando analisados em conjunto, os dados do presente trabalho evidenciam que a
produgdio de compostos com propriedades osméticas (malato) parece ter envolvido o consumo
direto de carboidratos, glicose ¢ frutose (Figura 5). Uma vez que os agucares s@o reguladores
osméticos celulares. E importante ressaltar que, além da manutengfio da turgescéncia celular,
outras fungdes que tém sido atribuidas a esses metabélitos € a de detoxificaciio de espécies
reativas de oxigénio e, também, a estabilizaco de proteinas e membranas (HOEKSTRA et al,
2001; WILLIAMSON et al., 2002). Nesse sentido, parece provavel que a produgéio da vasta
gama de osmoélitos compativeis na seca esteja relacionada, primordialmente, com mecanismo
de protecdo, em vez da manutencdo da turgescéncia celular. Hummel et al. (2010) observaram
aumentos significativos nas concentragSes de malato em plantas de Arabidopsis sob diferentes
magnitudes de déficit hidrico durante 24 dias de avaliagdo.

Devido a diminui¢fio na taxa de assimilagfio liquida da fotossintese (4) (Figura 3b) e
redugdo da g, (Figura 3¢) sob déficit hidrico, uma desaceleragdo no crescimento das plantas
estressadas foi evidente em comparagfo as plantas mantidas sob constahte irrigacdo aos 57
dias de avaliagio (Tabela 3). Quando comparados os hibridos, o BRS C 2501 sofreu maior
redugdo na produgio vegetal em relacdo ao BRS Manicoré (Tabela 3). Portanto, no periodo de
57 dias de experimento, a altura € o nimero de folhas das plantas irrigadas foram superiores
em relagfio as plantas sob déficit hidrico, indicando que sob restri¢8io hidrica o crescimento da
parte aérea foi paralisado, conforme revisado por Kramer e Boyer (1995) ¢ Kozlowski e
Pallardy (1997). Embora a redugdo no niimero de foliolos sob déficit hidrico tenha ocorrido
em ambos os hibridos avaliados, ressalta-se menor reducdo para o BRS C 2501 (42%) em
relagdo ao BRS Manicoré (51%). J4 para o sistema radicular sob as mesmas condigdes
experimentais, o BRS Manicoré apresentou redugio de 41% e o BRS C 2501 58%, o que
indica uma maior estratégia de investidura na razio raiz/parte aérea para o BRS Manicoré,
resultados estes acompanhados por valores superiores de 4 (Figura 3b), ao longo dos 57 dias
de avaliagéo.

Em contrapartida o hibrido BRS C 2501 investiu em parte aérea (maior mimero de
foliolos) como estratégia de defesa sob déficit hidrico, por meio de maiores valores de area
foliar, em relagdo ao BRS Manicoré, embora a taxa transpiratria (E) ndo tenha sido
diferenciada entre os hibridos durante o periodo de suspensfio da irrigagdo. Logo, a redugfio

da area foliar total torna-se uma importante estratégia a3 medida em que reduz a superficie de
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transpiragéo da planta como um todo, corroborando para uma melhor manutencgéio do status
hidrico da planta (KRAMER; BOYER, 1995; KOZLOWSKI; PALLARDY, 1997). Essa
reducdo significativa na produgiio de biomassa vegetal tem implicag8o direta na reducdo da
produgdio de fotoassimilados de reserva energética (amido e carboidratos) (LAWLOR;
CORNIC, 2002), fato este evidenciado neste trabalho, pela redugdo nas concentracBes dos
metabdlitos primdrios do carbono (Figura 5). Do mesmo modo, Méndez et al. (2012)
verificaram redugdes significativas, na produco de biomassa, ao estudarem o comportamento
de quatro hibridos (U 1273, U 1859, U 1914 e U 1937) de palma de 6leo sob déficit hidrico.

A magnitude dos danos metabdlicos durante o desenvolvimento do estresse responde
tanto ao periodo e intensidade do estresse e isto deve determinar a capacidade das plantas em
recuperar sua turgescéncia e demais processos fisiologicos apds o estresse ser cessado
(SGHERRI et al., 2000; KIM et al., 2010). Neste trabalho, a recuperagdo das plantas foi
avaliada ao longo de 40 dias apés a retomada da irrigagfio (Figura 4), uma vez que resultados
prévios indicaram que diferentes hibridos de palma de 6leo recuperaram seu starus hidrico
durante o periodo 12 dias, apds imposic#o de apenas 24 dias de déficit hidrico (SURESH et
al., 2012). Em concordéncia, plantas estressadas de palma de 6leo, cultifrada no leste da
Tailandia, recuperaram sua turgescéncia e diminuiram a peroxidagio de lipidios
eficientemente 3 dias apés a retomada da irrigagfio, apds cessado déficit de apenas 16 dias
(CHA-UM et al., 2013). Em comparac#o, os resultados obtidos para as variaveis fisiologicas e
bioquimicas, os dois hibridos avaliados permitem inferir que as plantas sob déficit hidrico
recuperam-se de forma bastante lenta (40 dias), uma vez que a imposig¢io do déficit se deu por
um periodo longo (57 dias), € 0 BRS Manicoré apresentou recuperacfio bem mais acentuada
que 0 BRS C 2501.

2.5 Conclusdes

As plantas estressadas do BRS Manicoré apresentam menores efeitos globais nas
trocas gasosas, nas concentracdes de carboidratos e proteinas soliveis totais e nas atividades
de enzimas associadas 3 fixacio do CO, e sintese de amido e sacarose que as plantas
estressadas do BRS C 2501, garantido as primeiras uma maior disponibilidade de
fotoassimilados os quais sfo preferencialmente dirigidos para o crescimento do sistema
radicular em detrimento do crescimento da parte aérea e por isso as plantas do BRS Manicoré

devem tolerar mais satisfatoriamente ao déficit hidrico que as plantas do BRS C 2501.
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3 LEAF GAS EXCHANGE AND MULTIPLE ENZYMATIC AND NON-ENZYMATIC
ANTIOXIDANT STRATEGIES RELATED TO DROUGHT TOLERANCE IN TWO
OIL PALM HYBRIDS

RESUMO

A seca € um fator ambiental limitante para o crescimento e rendimento da cultura da palma de
Sleo. Neste estudo, dois hibridos de palma de 6leo (BRS Manicoré ¢ BRS C 2501) foram
cultivados em vasos grandes ¢ submetidos a um déficit hidrico durante 57 dias. Foram
realizadas andlises foliares das trocas gasosas em conjunto com uma avaliagfio detalhada do
sistema antioxidante durante a imposi¢cdo da seca. Sob déficit hidrico, o potencial hidrico
foliar na antemanha (¥,q) reduziu de forma semelhante em ambos os hibridos. Em paralelo,
houve quedas na taxa de assimilag@io liquida de CO, (4), nas concentragdes de clorofila e
atividade total da Rubisco. No geral, essas reducdes foram mais acentuadas no BRS C 2501
do que no BRS Manicoré. As plantas do BRS C 2501 desencadearam respostas mais
acentuadas no seu sistema enzimatico antioxidante (¥pq = -2,1 MPa) do que o BRS Manicoré,
mas estas respostas foram acompanhados de maiores concentragdes de HyO, e aldeido
maldnico no BRS C 2510 do que no BRS Manicoré. Com o progresso do déficit hidrico (¥pq
= -2,9 MPa e abaixo), o BRS Manicoré obteve melhor resposta ao estresse oxidativo através
de um sistema antioxidante mais eficaz. Além disso, redugdes significativas na atividade da
enzima malato-desidrogenase dependente de NAD" foram observadas nas plantas estressadas
do BRS C 2501. Independentemente do regime hidrico, as concentragGes totais de
carotendides, ascorbato e glutationa foram maiores no BRS Manicoré do que no BRS C 2501.
Em conclusfio, o BRS Manicoré € mais tolerante a seca do que o BRS C 2501, pois o mesmo
desenvolve miultiplas estratégias antioxidantes envolvidos tanto em espécies reativas de
oxigénio, quanto na dissipacdo do excesso de energia e/ou redutores equivalentes,

principalmente sob estresse hidrico severo.

~ Palavras-chave: Enzimas antioxidantes. Compostos antioxidantes. Elaeis guineensis. Elaeis
oleifera. Déficit hidrico
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ABSTRACT

Drought is a major environmental constraint limiting growth and yield of oil palm trees. In
this study, two oil palm hybrids (BRS Manicoré and BRS C 2501) were grown in large
containers and subjected to a water deficit during 57 days. Leaf gas exchange analysis was
combined with an in-depth assessment of the antioxidant system over the drought imposition.
Under drought, leaf water potential at predawn (¥,q) decreased similarly in both hybrids. In
parallel, there were decreases in the net CO, assimilation rate (4), chlorophyll concentrations
and Rubisco total activity. Overall, these decreases were more pronounced in BRS C 2501
than in BRS Manicoré. BRS C 2501 plants triggered more markedly its enzymatic antioxidant
system earlier (Wpa = -2.1 MPa) than did BRS Manicoré, but these responses were
accompanied by higher concentrations of H,0O and malondialdehyde in BRS C 2510 than in
BRS Manicoré. With the progress of drought stress (¥pa = -2.9 MPa and below), BRS
Manicoré was better able to cope with oxidative stress through a more robust antioxidant
system. In addition, significant decreases in drought-induced NAD"-malate dehydrogenase
activities were only observed in stressed BRS C 2501 plants. Regardless of watering regimes,
the total carotenoid, ascorbate and glutathione concentrations were higher in BRS Manicoré
than in BRS C 2501. In conclusion, BRS Manicoré is better able to tolerate drought than BRS
C 2501 by triggering multiple antioxidant strategies involved both in reactive oxygen species
scavenging and dissipation of excess energy and/or reducing equivalents particularly under

severe drought stress.

Keywords: Antioxidant enzymes. Antioxidant compounds. Elaeis guineensis. Elaeis oleifera.
Water deficit
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3.1 Introduction

In plants growing under non-stressful conditions, the reactive oxygen species (ROS)
are commonly produced at low concentrations as byproducts of normal metabolism in
different cell compartments. In chloroplasts, the electron transfer from components of both
photosystem (PS) II and PSI to oxygen leads to the formation of superoxide anion (0,"),
which triggers overproduction of hydrogen peroxide (H,0,) and hydroxyl radical "OH) (for a
review see DEMIDCHIK, 2015). In addition, the electron transfer from excited triplet-state
chlorophyll at the light-harvesting complex of PSH and from its reaction center (P680) to
oxygen also leads to the formation of singlet oxygen (‘0,) (ASADA, 2006). In mitochondria,
the electron transfer from components of the mitochondrial electron transport to oxygen leads
to production of O,", which is reduced to produce H,O, (RHOADS et al., 2006).
Furthermore, the glycolate oxidase (GLOy) activity in the photorespiratory pathway generates
H,0,, as noted in C3 plants (FOYER, 2002). Either under biotic or abiotic stresses, ROS
concentration in plant cells may ultimately increase two or three times in relation to non-
stressful conditions, thus potentially disrupting cellular homeostasis (POLLE et al., 2001). In
drought-stressed plants, overproduction of ROS may rise from (i) an imbalance between light
capture and electron transfer through photosystems due to down regulation of PSII activity —
this stimulates the dissipation of excess light energy in PSII core and antenna, increasing O,
'0,, H,0, concentrations; (i) lower stromal NADP/NADPH ratio — this stimulates Mehler
reaction, favoring electrons transfer directly to molecular oxygen rather than NADP at PS 1
level, increasing O, concentration; or from (iii) increased photorespiration rate, that
overproduces H»O, into peroxissomes (for review see Reddy et al. 2004). Under drought
conditions, plants must be able to cope with ROS in order to prevent or avoid oxidative
damages particularly to lipids, proteins and nucleic acids; if plants failure to cope with ROS
adequately, oxidative damages may result in cell death (DEMIDCHIK, 2015).

As a defense strategy, the plants have different antioxidant enzymes and metabolites
involved in the elimination of ROS. Superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase
(APX), monodehydroascorbate reductase, dehydroascorbate reductase, glutathione reductase
(GR), catalase (CAT) and glutathione peroxidase are the most common enzymes scavenging
ROS, while ascorbate, glutathione, o-tocopherol and carotenoids are the most important non-
enzymatic antioxidants (MITTLER, 2002; MITTLER et al., 2604; JALEEL et al., 2009).

Notably, a close relationship between an efficient antioxidant defense system and plant



60

tolerance to biotic and abiotic stresses has been demonstrated in a range of different
genotypes (cultivars or hybrids) of dicot and monocot species (LIMA et al., 2002; RAZA et
al., 2007; BIAN; JIANG, 2009; CARVALHO et al., 2013).

The oil palm (Elaeis guineensis; Arecaceae) is a perennial palm largely cropped
worldwide due to its economical potential for oil production. Both palm oil (or mesocarp oil)
and kernel oil are used in the food industry, cosmetics, medicines, soap and more recently in
biodiesel production (HOMMA et al., 2000; WAHID et al., 2005). This palm does not
withstand severe or even moderate drought spells and therefore crop yields are severely
constrained under water-limiting conditions. Nonetheless, moderate (annual water deficiency
between 100 and 350 mm) and severe (annual water deficiency up to 350 mm) drought events
can occur from July to November in some regions of the Amazonia; indeed soil water
deficiency is considered the most important environmental factor limiting oil palm yield in
north Brazil, where oil palm plantations are concentrated (BASTOS et al., 2001).
Furthermore, local experience has shown that plant death, especially in young plantations,
may occur in dry years if irrigation is not supplemented. Such drought sensitivity in oil palm
plants is in part related to the magnitude of drought-induced effects on physiological
variables, affecting the overall plant metabolism. In this context, significant decreases in leaf
gas exchange parameters, especially in net CO; assimilation rate (4), stomatal conductance to
water vapor (g;), maximum PSII quantum efficiency, effective PSII quantum yield and
apparent electron transport rate have been reported in oils palm plants under drought stress
(CHA-UM et al., 2010; SURESH et al., 2010; CHA-UM et al., 2012; MENDEZ et al., 2012;
SURESH et al., 2012). Moreover, the decreases in 4 during water deficit progress precedes
any measurable changes in chlorophyll g fluorescence (SURESH et al., 2010), suggesting an
imbalance between photochemical and biochemical pathways of photosynthesis, thus
potentially leading to the overproduction of ROS in chloroplasts and triggering oxidative
damages to cells. Given that magnitude of drought effects varies largely in oil palm hybrids
(MENDEZ et al., 2012; SURESH et al., 2012), it can be hypothesized that tolerance of oil
palm plants to water deficit could at least partially be associated with a greater ability to

“prevent or avoid cellular damages by activating antioxidant enzymatic and/or non-enzymatic
strategies. To test this hypothesis, two oil palm hybrids (BRS Manicoré and BRS C 2501)
genetically improved to achieve improved fruit productivity and improved tolerance to fatal
yellowing in plantings at Brazilian Amazonia (CUNHA et al., 2007; CUNHA; LOPES, 2010)

were subjected to a long-term drought (57 days) aiming to evaluate their abilities to prevent
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cellular damages by the way of different antioxidant enzymes and metabolites. Therefore, the
identification of antioxidant mechanisms allowing plants to successfully cope with long-term

drought is an important trait for improvements on stress tolerance in this species.
3.2 Materials and methods
3.2.1 Plant material, experimental design and sampling procedures

The experiment was setup in a greenhouse located in the Brazilian Amazonia
(01°28°03”'S, 48°29°18”W). Pre-germinated seeds of the interspecific oil palm BRS Manicoré
hybrid (E. guineensis Jacq. x E. oleifera (Kunth) Cortés; CUNHA; LOPES, 2010) and
intraspecific oil palm BRS C 2501 tenera hybrid (E. guineensis cv. psifera - La Mé x E.
guineensis cv. dura — Deli; CUNHA et al., 2007) were planted in polyethylene trails for
seedling development. Thirty days latter, uniform seedlings, in terms of plant height and leaf
number, were transferred to 50 L pots filled with 40 kg of a superficial soil (0 to 20 cm)
collected from a Yellow Dystrophic Latosol soil typically found in the Amazonian region.
The pH of the substrate was adjusted to approx. 6.0 using 30 g dolomitic limestone per pot.
Supply fertilization were provided by adding 5 g NPK 20-20-20 (w/w) per pot in intervals of
15 days and 2.5 g magnesium sulfate per pot in intervals of 30 days (FRANZINI; SILVA,
2012). All plants were cultivated under full irrigation throughout the following 12 months.
The volume of irrigation water was applied to maintain the soil near to field capacity.
Throughout the experiment, the climatic conditions at the experimental site were registered
using a data logger (HOBO U12-012, Onset Computer Corporation, Bourne, EUA) equipped
with specific sensors for air temperature (T,;), relative humidity (RH), and light intensity
measurements. The averages of diurnal and nocturnal temperatures were 29.2 £+ (.2 and 24.9
+ 0.2°C respectively; and averages of diurnal humidity, light duration and intensity were
respectively of 76.8 + 0.9 %, 12.8 + 0.5 h and 1,511.6 + 63.3 pmol photons m™ s,
Specifically during the morning measurements (between 6:00 to 10:00 h), the averages of Tai

~and RH (registered using a thermohygrometer m5203, Incoterm Ind., Porto Alegre, Brazil)
inside greenhouse were 28.8 + 0.1 °C and 81 + 0.7 % and vapor pressure deficit (calculated
according Landsberg 1986) and photosynthetically active radiation (measured with a quantum
sensor attached to infrared gas analyzer chamber) were respectively of 0.80 £ 0.03 kPa and
937 = 39 pmol photons m?s™.
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The definitive experiment was setup as a randomized design consisting of a 2x2x4
factorial scheme formed by two oil palm hybrids (BRS Manicoré and BRS C 2501) subjected
to two watering regimes (full irrigation (control) and water deficit) evaluated in four different
times (0, 21, 34 and 57 days after the water deficit treatment imposition). Each treatment was
formed by six replicates, and a single plant per pot was considered as an experimental plot.
The irrigation was suppressed completely for water-deficit treatment and stress resulted from
continued evapotranspiration of each soil plus plant system. The time points of evaluation
were chosen to examine stressed plants under different soil water conditions, as characterized
by predawn leaf water potentials (Wyq) around -0.1 MPa (Day 0), -2.0 MPa (Day 21), -3.0
MPa (Day 34) and -4.0 MPa (Day 57), which were measured between 4:30 to 5:30 h using a
Scholander-type pressure chamber (m670, PMS Instrument Co., Albany, USA) as described
in Pinheiro et al. (2008). These lowest Wpq values are believed to represent a severe (non-
lethal) internal water deficit and may well reflect the field situations encountered by young oil
palm plants in dry years.

All physiological measurements and samplings (see below) were carried out in leaflets
from the medium portion of the third leaf from the apices.

3.2.2 Leaf gas exchange

The net CO, assimilation rate (4), stomatal conductance to water vapor (gs;) and
intercellular-to- ambient CO, concentration ratio (C/C,) were determined using an infrared
gas analyzer (LCpro+, ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK). The measurements were
performed between 7:40 to 8:40 h (solar time) under ambient CO, concentration and
photosynthetically active radiation (PAR) of 1,100 umol photons m* s (SURESH et al.,
2012). The PAR was provided by a light source attached to the gas analyzer chamber (LCM —
014/B, ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK).

3.2.3 Biochemical assays
Samplings for biochemical assays were performed between 7:40 to 8:40 h. The

collected samples were flash frozen in liquid nitrogen and kept under these conditions until

assays.
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3.2.4 Chlorophylis and total carotenoids

Pigments were extracted in 80% (v/v) aqueous acetone plus 0.01 g CaCO; according
to Costa et al. (2010). Chlorophyll (Chl) a and b and total carotenoid (Car) concentrations
were estimated according to Lichthenthaler (1987).

3.2.5 Enzymatic assays

Ribulose 1,5 bisphosphate carboxilase/oxygenase (Rubisco, EC 4.1.1.39) and NAD"-
Malate dehydrogenase (NAD'-MDH, EC 1.1.37) were obtained in 0.8 mL “Stitt” buffer
containing 500 mM Hepes pH 7.5, 100 mM MgCl2, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA pH 8.0, 10
mM Benzamide, 10 mM E-aminocaproic acid, 2.5% (w/v) BSA (GEIGENBERGER; STITT,
1993). Glycolate oxidase (GLOy, EC 1.1.3.15) was extracted in 3 mL of 50 mM Tris-HCI pH
7.8, 5 mM dithiothreitol (DTT), 0.01% (v/v) Triton X-100 (BOOKER et al., 1997).
Superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) was extracted in 3 mL 100 mM potassium
phosphate pH 7.8, 0.1 mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoethanol, 0,1% (v/v) Triton X-100; 1
mM DTT (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) and
catalase (CAT, EC 1.11.1.6) were extracted in 50 mM potassium phosphate pH 7.0, 2 mM
EDTA, 0.1% (v/v) Triton X-100, 20 mM ascorbate (NAKANO; ASADA, 1981; HAVIR;
MCHALE, 1987). GR (EC 1.6.4.2) was obtained in 100 mM Tris-CHI pH 7.5, 50 uM EDTA,
10 mM isoascorbate, 9 mM 2-mercaptoethanol, 3 mM DTT and 0.1% (v/v) Triton X-100
(FOYER; HALLIWELL, 1976). The supernatants obtained after centrifugation were directly
used for enzymatic assays and protein concentration determinations (BRADFORD, 1976).

The total activity of Rubisco was assayed by measuring NADH consumption at 340
nm (SULPICE et al., 2007). The activity of GLOy was determined by measuring glicolate
phenyl hydrazone production at 324 nm (BOOKER et al., 1997). The activity of NAD"-MDH
was determined by measuring the rate of NADH oxidation at 340 nm (NUNES-NESI et al.,,
2005). Total activity of SOD was assayed as the ability of the enzyme to inhibit
- photochemical reduction of nitrobluetetrazolium at 560 nm (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
The activity of APX was determined by measuring ascorbate oxidation at 290 nm
(NAKANO; ASADA, 1981). CAT activity was assayed following H,O; oxidation at 240 nm
(HAVIR; MCHALE, 1987) and activity of GR was determined by assaying the rate of
NADPH consumption at 340 nm (FOYER; HALLIWELL, 1976).



3.2.6 Ascorbate and glutathione pools

Reduced ascorbate (Asc) and dehydroascorbate (DHAsc) were assayed according
Gillespie and Ainsworth (2007) and reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione were
assayed according to Griffith (1980). From the results, total ascorbate (Asc + DHAsc), total
glutathione (GSH + GSSG) and both ascorbate and glutathione redox states (Asc/Asc+DHAsc
and GSH/GSH+GSSG, respectively) were calculated (GONDIM et al., 2013).

3.2.7 Hydrogen peroxide

Leaf samples were grounded in 50 mM potassium phosphate buffer pH 6.5 containing
1 mM NH,OH. After centrifugation, an aliquot of the supernatant was used for the H,O,
quantification determined by measuring changes in absorbance at 560 nm in a reaction
medium containing 100 mM sorbitol, 0.25 mM FeNH4(SO,), 25 mM de H,SO4 and 0.25 mM
xylenol orange (GAY; GEBICKI, 2000).

3.2.8 Lipid peroxidation

Leaf samples were grounded in 0.1% (v/v) trichloroacetic acid and the slurries
centrifuged at 15,000 x g, for 15 min at 4°C. An aliquot (500 uL) of the supernatant was
incubated at 90 °C for 20 min in 1.5 mL 0.5% (v/v) thiobarbituric acid (TBA). The reaction
was stopped under ice bath and the mixture was clarified by centrifugation at 13,000 x g, for
15 min at 4°C. The specific and non-specific absorbance of the samples was determined at
532 and 600 nm, respectively. The lipid peroxidation was estimated as the content of total
TBA reactive substances expressed as equivalents of malondialdehyde (MDA) (CAKMAK;
HORST, 1991).

3.2.9 Statistical analyses

The effects of hybrids (BRS Manicoré and BRS C 2501), watering regimes (control
and water deficit), and possible interactions between them over the experimental period (time
effect) on Wy, leaf gas exchange and biochemical variables were analyzed using a repeated
measures analysis of variance, tested for significance by F-test (LIMA et al., 2010). All
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statistical procedures were carried out using the statistical software Systat (v. 12.0.0.1, 2012,

Systat Software Inc., Paris, France).

3.3 Results

3.3.1 Leaf water potential and leaf gas exchange

Regardless of plant hybrids, ¥;4 of control plants remained at high values (¥pq ~ -0.13
MPa) throughout the experimental period, while the progressive water deficit caused
significant (P < 0,001, Table 4) decrease in ¥pq in both BRS hybrids (Fig. 9a). Although
absolute values of Wy registered on day 57 tended to be higher in BRS Manicoré (Fig. 9a),
the differences between hybrids were not significant (P > 0.05, Table 4), indicating that plant
water status was equally affected by drought in both hybrids. Thus, the ¥,q averaged for
water-stressed plants of both hybrids on -2.0 MPa (day 21), -2.9 MPa (day 34) and -4.2 MPa
(day 57) (Fig. 9a).

The changes in 4, g, and C/C, over the course of the experiment were essentially
similar between BRS hybrids under full irrigation (Fig. 9b to 9d). After 21 days under water
deficit, the 4 was significantly (P < 0.001, Table 4) decreased by 90% in BRS Manicoré and
by 95% in BRS C 2501 (Fig. 9b) relative to control plants. Decreases in 4 were accompanied
by significant decreases in g; (P < 0.001, Table 4), ranging from 78% in BRS Manicoré to
88% in BRS C 2501 (Fig. 9¢). Additional decreases in 4 and g, were observed in both hybrids
on subsequent time points, but it is noteworthy that negative values of 4, and g values around
zero, were registered earlier in BRS C 2501 than in BRS Manicoré (day 34) (Fig. 9b and 9c).
In parallel to decreases in 4 and g,, remarkable (P < 0.001, Table 4) increases in C,/C, were
observed in water-stressed plants of both hybrids, reaching the highest values at day 57 (Fig.
9d).
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Figure 9 - Changes in leaf water potential at predawn (¥y4; Fig. 9a), net CO, assimilation rate
(4; Fig. 9b), stomatal conductance to water vapor (gs; Fig. 9¢) and intercellular to ambient
CO; concentration (Cy/C,; Fig. 9d) in two oil palm hybrids (BRS Manicoré and BRS C 2501)
subjected to progressive drought. Data are the mean of six replicates + standard error (SE).
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3.3.2 Chlorophylls and total carotenoids

Under full irrigation, the constitutive concentrations of Chl a, Chl b, Car and Chl
a+b/Car differed significantly between hybrids with no marked changes between different
experimental days (Fig. 10 and Table 4). The averages of Chl a and Car were 13% and 22%
higher in BRS Manicoré, while Chl b concentration was 22% higher in BRS C 2501 (Fig. 10).
The Chl a+b/Car ratio in well-watered plants of BRS Manicoré was 20% higher than that in
BRS C 2501 (Fig. 10 and Table 4). The water deficit triggered significant (P < 0.001, Table
4) decreases in Chl a and Chl b concentrations in both hybrids and such decreases were
already evident at 21 days after withholding irrigation (Fig. 10a and 10b). In water-stressed
plants, the decreases in Chl a varied from 7% (day 21) to 37% (day 57) in BRS Manicoré, and
from 8% (day 21) to 53% (day 57) in BRS C 2501 (Fig. 10a); the decreases in Chl b varied
from 12% (day 21) to 17% (day 57) in BRS Manicoré, and from 8% (day 21) to 53% (day 57)
in BRS C 2501 (Fig. 10b). Taken together, our results suggest that chlorophyll degradation
was more prominent in BRS C 2501 compared to BRS Manicoré.

The total Car concentrations in stressed plants of BRS Manicoré were 43%, 27% and
17% higher (P < 0.001, Table 4) than in control plants assessed on days 21, 34 and 57,
respectively (Fig. 10c). In stressed plants of BRS C 2501, drought brought about increases by
47% and 38% (P < 0.001, Table 4) in Car on days 21 and 34; in sharp contrast, on day 57 Car
concentration was lower (19%) in drought-stressed plants than in control plants (Fig. 10c).
Notably, regardless of hybrids and sampling times drought stress led to lower Chl a+b/Car
ratios than those found in control plants (Fig. 10d). In BRS Manicoré, these ratios were 35%
(day 21), 37% (day 34) and 42% (day 57) lower (P < 0.001, Table 4) in stressed plants, while
in BRS C 2501, drought caused 40% (day 21), 50% (day 34) and 39% (day 57) decreases in
Chl a+b/Car ratio (P < 0.001, Table 4).
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Figure 10 - Concentrations of chlorophyll a (Chl g; Fig. 10a), chlorophyll & (Chl &; Fig. 10b),
total carotenoids (Car; Fig. 10c), and total chlorophyll to total carotenoids ratio (Chl a+b/Car;
Fig. 10d) in two oil palm hybrids (BRS Manicoré and BRS C 2501) subjected to progressive
drought. Data are the mean of six replicates + SE.
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3.3.3 Activities of enzymes related to carbon metabolism

Relative to control plants, water deficit led to significant (P < 0.001, Table 4)
decreases in Rubisco total activity in both hybrids, varying from 16% (day 21) to 54% (day
57) in BRS Manicoré, and from 38% (day 21) to 63% (day 57) in BRS C 2501 (Fig. 11a). In
contrast, water deficit triggered significant (P < 0.001, Table 4) increases in GLOy activities
in both BRS Manicoré (70% and 168% on days 21 and 34, respectively) and BRS C 2501
(88% and 125% on days 21 and 34, respectively) (Fig. 11b). The GLOy activity was sharply
decreased to control levels in stressed plants of both BRS hybrids on day 57 (Fig. 11b).

Figure 11 - Activities of Rubisco (Fig. 11a), glycolate oxidase (GLOy; Fig. 11b), and NAD'-
Malate dehydrogenase (NAD'-MDH; Fig. 11c) in two oil palm hybrids (BRS Manicoré and
BRS C 2501) subjected to progressive drought. Data are the mean of six replicates + SE.
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The constitutive activity of NAD'-MDH was similar between watered plants of both
hybrids (around 8.78 mmol min™ g'l DW) and remained nearly constant over experimental
period (Fig. 11c). The progressive drought did not cause any significant (£ > 0.05) effect in
NAD'-MDH activity of BRS Manicoré plants, indicating this enzyme remains operating
disregarding plant water status (Fig. 11c). By contrast, the progressive drought caused 13, 26
and 49% decreases in NAD'-MDH activity of BRS C 2501 plants on days 21, 34 and 57
respectively (Fig. 11¢).

3.3.4 Activities of antioxidant enzymes

Significantly higher activities of SOD (16%), APX (32%), GR (10%) and CAT (28%)
were found in well-watered plants of BRS Manicoré than in BRS C 2501 (Fig. 12 and Table
4). These results highlight constitutive differences in the activity of antioxidant enzymes
between these two genotypes and suggest a differential ability between hybrids to cope with
ROS metabolism under non-stressful conditions. The drought caused remarkable (P < 0.001,
Table 4) increases in the activities of SOD, APX, and CAT in both hybrids assessed on days
21 and 34, with a peak of activity on day 34 (Fig. 12). As compared with their respective
control plants assessed on day 34, the enzyme activities were higher by 816% (SOD, Fig.
12a), 84% (APX, Fig. 12b) and 137% (CAT, Fig. 12d) in stressed plants of BRS Manicoré¢,
whereas in BRS C 2501 such increases were higher by 799% (SOD, Fig. 12a), 146% (APX,
Fig. 12b) and 200% (CAT, Fig. 12d). On day 57, activities of these enzymes decreased
sharply in water-stressed plants of both hybrids, although remaining significantly higher than
in their respective control counterparts (Fig. 12).

The stressed plants of both BRS hybrids displayed significant (P < 0.01, Table 4)
increases in GR activity on days 21 and 34, with a peak of activity registered on day 21 (Fig.
12¢). Overall, the highest GR activities in stressed plants of BRS Manicoré and BRS C 2501
were 25% and 46% greater than in their respective control plants. Nonetheless, on day 57, the
GR activity decreased in stressed plants, ranging from 54% in BRS Manicoré to 73% in BRS
C 2501 as compared with their respective control counterparts (Fig. 12¢).
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Figure 12 - Activities of superoxide dismutase (SOD; Fig. 12a), ascorbate peroxidase (APX;
Fig. 12b), glutathione reductase (GR; Fig. 12c) and catalase (CAT; Fig. 12d) in two oil palm
hybrids (BRS Manicoré and BRS C 2501) subjected to progressive drought. Data are the

mean of six replicates + SE.
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3.3.5 Non-enzymatic antioxidant compounds

Regardless of watering regimes, ascorbate metabolism seemed to vary markedly in
either hybrid (Fig. 13a).

Figare 13 - Total ascorbate (Asc + DHAsc; Fig. 13a), ascorbate redox state (Asc/Asc +
DHAsc; Fig. 13b), total glutathione (GSH + GSSG; Fig. 13c), and glutathione redox state
(GSH/GSH + GSSG; Fig. 13d) in two oil palm hybrids (BRS Manicoré and BRS C 2501)
subjected to progressive drought. Data are the mean of six replicates + SE.
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Under control conditions, the total Asc (Asc + DHAsc) averaged over the course of
the experiment was 44% higher in BRS Manicoré than in BRS C 2501 (Fig. 13a). In BRS
Manicoré, the total Asc concentrations were 23% (day 34) and 16% (day 57) higher in
stressed plants than in control plants (Fig. 13a). By coﬁtrast, the total Asc in water-stressed
plants of BRS C 2501 did not differ from watered plants until day (day 34); however, total
Asc in stressed plants assessed on day 57 was 30% lower in relation to control plants (Fig.
13a). The Asc redox state, represented by the Asc/Asc + DHAsc ratio, increased by 86% (day
34) and 54% (day 57) in stressed plants of BRS Manicoré relative to the control individuals
(Fig. 13b). By contrast, more discrete increases (20 and 23% on days 34 and 57, respectively)
in Asc redox state were observed in stressed plants of BRS C 2501 relative to their control
counterparts (Fig. 13b).

Under well-watered conditions, total glutathione (GSH + GSSG) concentration,
averaged over the course of the experiment, was 26% higher in BRS Manicoré than in BRS C
2501 (Fig. 13c). The total glutathione concentration in stressed BRS Manicoré plants was
75% (day 34) and 72% (day 57) higher than in control plants. By contrast, significant increase
(P < 0.05) in total glutathione (60%) in stressed BRS C 2501 plants was only at day 57 (Fig.
13c). From these results, the glutathione redox state (GSH/GSH + GSSG) in stressed plants of
BRS Manicoré was 8% (day 34) and 39% (day 57) higher than in their respective control
plants; and in stressed plants of BRS C 2501, it was higher by 72% (day 34) and 90% (day
57) than in their irrigated counterparts (Fig. 13d, Table 4).

3.3.6 Hydrogen peroxide and lipid peroxidation

The H»O, concentrations in well-watered plants of BRS Manicoré were significantly
lower (20%) than in BRS C 2501 over the course of the experiment. In BRS Manicoré,
significant (P < 0.001, Table 4) increases in HyO, concentration triggered by drought were
observed on days 34 (17%) and 57 (64%) (Fig. 14a). By contrast, these increases occurred
earlier in BRS C 2501, as noted from day 21 (25%) onwards, with a peak of concentration at
day 34 (70% higher than in control plants) (Fig. 14a).

The MDA concentrations in well-watered plants of both hybrids did not differ
significantly over the experimental days (Fig. 14b and Table 4). This indicates that both
materials have an intrinsic ability to control adequately ROS and prevent lipid membrane

peroxidation under non-stressful conditions. There were no evident signs of lipid peroxidation
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in water-stressed plants of BRS Manicoré until day 34; however, a significant (P < 0.001,
Table 4) drought-induced increase (15%) in MDA concentration occurred on day 57 (Fig.
14b). In BRS C 2501, MDA accumulation due to drought stress was already noted on day 21.
Overall, in this hybrid the increases in MDA in drought-stressed plants were more prominent
compared to those found in BRS Manicoré, ranging from 31% on day 34 to 50% on day 57
relative to their control counterparts (Fig. 14b).

Figure 14 - Hydrogen peroxide (H;O,; Fig. 14a) and lipid peroxidation assessed as
malondialdehyde equivalents (MDA; Fig. 14b) in two oil palm hybrids (BRS Manicoré and
BRS C 2501) subjected to progressive drought. Data are the mean of six replicates + SE.
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Table 4. F — statistics and associated significance levels for the effect of hybrids (H) and
watering regimes (WR) and its interaction with times of experimental evaluation (T) on
physiological variables in two oil palm hybrids (BRS Manicoré and BRS C 2501).

Variables Factors

H WR Hx WR TxH TxWR TxHxWR
Wpa n.s. 1358 3%** n.s. n.S. 654.7%** n.s.
4 n.S. 4684.5%%* ns. 5.0%* 619.3%** n.s.
f-2 27.8%** 3262 9%+ n.s. 8.3%*% 590.8%** 3.5%
C/C, 1154 27451.0%%* 39.0%+* 14.2%%* 5299 4*** LR St
Chl a 724.5%** 1090.0%** 12.1%# 4.3*% 396.8*** 10.2%**
Chi b 183.1%%* 409.9%*** 00 3%%+* 9. g**x 35.0%*% 7.8%%*
Car 401 2%** 184 . 7%** 10.4** 12.2%%* 80.5%** 13.8%**
Chl a+b/Car 123.3%** 475.3%%* 15.9** 2.8* §9.0*** 5.7%%
Rubisco 26.8%** 317.0%%* 6.9* ns. 37.5%** 6.2%*
GLOx 20.6**+* 1786.6%** 4.5% 38.8%%* 653, 8+ 29.6%**
NAD'-MDH 758.8%** 200 3 %%+ 400.0*** 21.8%4* 98.9%** 33. 7%
SOD 83 5%** 10847.9%** 17.4%%* 145.2%%* 3276.2%** 146.0%**
APX 380.9%*+* 916.5%*+* 33.4%3* 17.1%** 419.7*** 23.0%*=
GR n.s. n.s. n.s. 6.6%* 32.3%%% 6.6%%
CAT 132.1%%* 910.5%** 8.8%* 28.0%*+ 376.6%** 20.1%%*
Asc +DHAsc 1430.9%+* n.s. 21 2%** 7.5%%E 11.p%%* 25 gk
Asc/Asc+DHAsc 420.8%** 61.6%** ns. 11.9%** 18.6%** ns.
GSH + GSSG 304.4%** 107.6%+* 26.9*** 11.3%%* 359kt 17.7%**
GSH/GSH+GSSG 902.3*** 353 5%*x* 25.3%x% 16.3%** TS5 5%%* 17.0%**
HO, 138.7%%* 183.2%»* n.s. 80, 2%+* 105.3%** 45.9%**
MDA n.s. 230.6*** 116.1*+* 49.0%*+ 59.9%+* 28 .gF**

Level of significance: *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001; n.s., non-significant.

3.4 Discussion

Under full irrigation, both hybrids displayed similar photosynthetic performance as

denoted by their similar values of 4 and g; over the course of the experiment (Fig. 9). The

magnitude of these values is consistent to that previously reported for irrigated plants of other
E. guineensis hybrids (CHA-UM et al., 2010; SURESH et al., 2010; MENDEZ et al., 2012;
SURESH et al., 2012; MENDEZ et al., 2013). Under drought conditions, Y4 decreased

similarly over the course of the experiment regardless of hybrids‘ and, therefore, the observed

differences in physiological and biochemical variables between hybrids should be primarily
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related to varying intrinsic abilities of each genotype to cope with progressive soil water
shortage. Indeed negative values of 4, and values of g, approaching zero, were recorded
earlier in BRS C 2501 than in BRS Manicoré (Fig. 9), suggesting a relatively improved
physiological performance of the BRS Manicoré hybrid under long-term drought conditions.
The effects of drought reducing 4 have actually been explained in terms of increases
in diffusive limitations (that can be further partitioned into stomatal and mesophyll
restrictions) and biochemical limitations (CHAVES et al., 2009; FLEXAS et al., 2012). Given
that the decreases in 4 were accompanied by sharp reductions in g; coupled with remarkable
increases in C/C, (Fig. 9) the anticipated lower influx of CO, into the leaves caused by
stomatal closure cannot be considered as a primary factor associated with the reduction in 4.
In addition to stomatal constraints, mesophyll limitations might also have played a role in
constraining CO, diffusion from the intercellular air spaces to the sites of carboxylation in the
chloroplasts, as might be expected from the intrinsic co-regulation of stomatal and mesophyll
conductance under drought stress (FLEXAS et al., 2008; 2012). While some diffusive
limitations imposed by the mesophyll could not be excluded, we contend that such
limitations, if at all, had only negligible importance in determining the photosynthetic
capacity of drought-stressed plants under our experimental conditions. This suggestion is
circumstantially supported by the remarkable increases in C/C, (which is expected to largely
overcome limitations to CO, diffusion throughout the mesophyll) and also because the
carboxylation capacity of Rubisco was depressed, especially as the internal water status
became less conducive to keep the metabolic activities of the plants. Therefore, the decreases
in 4 in this current study may largely be linked to dysfunctions at the level of the biochemical
reactions associated with CO, fixation, as suggested to occur under severe drought conditions
due possibly to limitations in RuBP synthesis caused by ATP deficiency (LAWLOR;
CORNIC, 2002; LAWLOR; TEZARA, 2009). Under these circumstances, decreases in 4
could not be prevented by an external CO, supply, thus reinforcing the role of non-diffusive
factors as the prime cause of decreased photosynthetic capacity (LAWLOR; CORNIC, 2002).
In addition to likely compromising the biochemical ability for CO, fixation, the
drought stress could also have provoked a range of dysfunctions at the photochemical level, as
denoted from the remarkable decreases in Chl @ and Chl b pools under drought stress
regardless of plant hybrids. Decreases in both Chl g and Chl b (up to 50%) were previously
reported in potted E. guineensis plants subjected to progressive’ water deficit imposed by
withholding irrigation (CHA-UM et al., 2013) and in seedlings subjected to water deficit
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induced by mannitol or polyethylene giycol in a culture medium (CHA-UM et al., 2010;
2012); these decreases were linearly associated with reductions in both maximum and actual
quantum yield of PSII which, in turn, were directly related to decreases in 4 (CHA-UM et al.,
2010; 2012; 2013). In any case, given that 4 was almost suppressed in this current study due
to the imposed stress, it is unlikely that photochemical disorders associated with pigment
degradation have contributed significantly for impairing the CO, fixation at the biochemical
level.

Notably, the decreases in 4 were not accompanied by commensurate decreases in
Rubisco total activity irrespective of plant hybrids. This response, altogether with the marked
increases in GLOx (Fig. 11b) and CAT (Fig. 12d) activities under drought stress, suggests that
photorespiration occurred at high rates under drought conditions, particularly in BRS
Manicoré. Increased photorespiration rates, impaired CO, fixation and the likely maintenance
(or even increase as in BRS Manicoré) of mitochondrial respiration (indirectly evidenced by
NAD*-MDH activity in stressed plants, Fig 11c) are expected to increase ROS production that
must be detoxified to avoid oxidative stress (MITTLER, 2002; MILLER et al., 2008). Here, it
is immediately evident that BRS C 2501 plants triggered more markedly its enzymatic
antioxidant system (higher relative increases and higher absolute activities of SOD, APX, GR,
CAT and GLOy) earlier (day 21) than did Manicoré. Nonetheless, such a triggering failed in
order to BRS C 2510 could successfully cope with drought stress as compared to BRS
Manicoré given that ROS (e.g., H»O» pools) and MDA (a marker for oxidative stress) pools
increased earlier (with greater decreases in total Chl) in BRS C 2510 than in BRS Manicoré
(Fig. 14). Given these facts, the earlier up-regulation of the enzymatic antioxidant system in
BRS C 2510 should precisely represent its increased susceptibility to drought events
compared with BRS Manicoré. Furthermore, with the progress of drought stress (particularly
on day 34), BRS Manicoré was better able to cope with oxidative stress through a more robust
antioxidant system, as denoted by its higher absolute activities of SOD, APX, GR and CAT
relative to BRS C 2501. Furthermore, regardless of drought severity, this hybrid displayed
increased pools of total carotenoids (that may play a key role in photoprotection by
xanthophylls engaged in sustained thermal energy dissipation; LOGAN et al., 2007) coupled
with lower Chl a + b/Car ratio, which suggests a more adequate balance between light capture
and dissipation, a fact which might be of utmost importance to avoid the creation of an
oxidizing environment within chloroplasts (POMPELLI et al., 2010). In addition, BRS
Manicoré also displayed higher total Asc and GSH pools (coupled with similar Asc and
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improved GSH redox states) than did BRS C 2501 (Fig. 13). As a final consequence, BRS
Manicoré was better able to limit oxidative stress in its leaf tissues than did its BRS C 2501
counterpart, even on day 57 when Wyq reached values below -4.0 MPa. Such a low ¥4 is
indicative of a severe drought stress; under these circumstances the unequivocal down-
regulation of the enzymatic antioxidant system in parallel to the up-regulation of non-
enzymatic antioxidants might represent different strategies of oil palm plants to cope with
drought-induced oxidative stress depending on the severity of drought events.

3.5 Conclusion

In summary, both hybrids displayed similar water statuses, and thus differences in
their abilities to cope with drought stress is unlikely to have been associated with varying
plant water relations, but were rather associated with biochemical traits especially those
related to an improved antioxidant system under drought stress. In this context, it is tempting
to conclude that BRS Manicoré is better able to tolerate drought than BRS C 2501 by
triggering multiple antioxidant strategies involved both in ROS scavenging (SOD, APX, GR
and CAT) and dissipation of excess energy and/or reducing equivalents (photorespiration,
NAD'-MDH, Car, ascorbate and glutathione pools) particularly under severe drought stress.
We believe that our data provide valuable resources for traits of physiological importance that
can be used in oil palm-breeding programs to select hybrids with improved performance in

drought-prone regions.
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CONCLUSOES GERAIS

As plantas estressadas do BRS Manicoré apresentam menores efeitos globais nas
trocas gasosas, nas concentracdes de carboidratos, de proteinas soluiveis totais e atividades de
enzimas associadas a fixagéo do CO,, sintese de amido e sacarose que as plantas estressadas
do BRS C 2501. As plantas do BRS Manicoré também apresentaram um sistema de defesa
antioxidante mais eficiente que as plantas do BRS C 2501. Embora os efeitos do déficit
hidrico no crescimento global das plantas tenha sido similar dentre os hibridos, € notavel o
fato de que as plantas do BRS Manicoré invistam preferencialmente os fotoassimilados
produzidos durante o estresse no crescimento de um sistema radicular mais denso. Isto posto,
conclui-se que as plantas do BRS Manicoré retmem um conjunto de respostas
morfofisiologicos e bioquimicas que devem lhe permitir tolerar mais satisfatoriamente ao
déficit hidrico que as plantas do BRS C 2501.





