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RESUMO

A dorméncia de gemas ¢ um mecanismo metabolico e fisioldgico do ciclo de vida de
plantas, regulado pelo ambiente e pelos hormdnios vegetais. A partir disso, nesse estudo
foram investigados dois momentos cruciais no ciclo da dorméncia de Curcuma zedoaria
(Christm.) Roscoe. O primeiro momento se trata da acdo dos reguladores vegetais ethephon
(ETH) e cinetina (Kt) na superacdo da dorméncia de gemas e na alteracdo do perfil
metabolico volatil nos primeiros dias apds as gemas superarem a dorméncia. O segundo
momento consiste da acdo do défice hidrico na mudanga dos padrdes metabolicos da planta e
na comparacgdo dos ajustes metabolicos durante a perda da parte aérea ocasionada pelo défice
hidrico. Diante da primeira etapa da investigacdo, altas concentragdes de ETH (600 mg.L ™)
atrasam a brotagdo das gemas de rizomas e as demais concentragdes diminuem o crescimento
de raizes. Ethephon aumenta a proporc¢ao relativa de sesquiterpenos oxigenados e diminui a
propor¢do de hidrocarbonetos monoterpénicos. Cinetina manteve a brotagdo de gemas
semelhante as condigdes normais de crescimento. Além disso, Kt promoveu aumento das
proporgdes relativas de monoterpenos ¢ queda de sesquiterpenos. Na segunda etapa da
investigacdo, as plantas que sofreram défice hidrico apresentaram tolerancia ao estresse até o
17° dia de experimento. Plantas totalmente irrigadas também entraram em dorméncia,
apresentando perda total da parte aérea ap6s 99 dias de experimento. Além disso, a variagao
na fluorescéncia da clorofila a dessas plantas foi semelhante as plantas que sofreram défice
hidrico. Apesar do défice hidrico causar degradacdo do amido, apds a entrada da dorméncia e
a reidratagdo desses rizomas, o metabolismo nesse 6rgdo de resisténcia retoma as fungdes
originais na formagdo de reservas de amido. Logo, reguladores vegetais e o défice hidrico
modificam os padrdes metabolicos no ciclo da dorméncia. Além disso, os padrdes
metabolicos auxiliam na interpretagdo das respostas ambientais expressas nas plantas e abrem

novas perspectivas nas areas da comunicacdo vegetal, ecofisiologia e bioquimica vegetal.

Palavras-chave: dorméncia, metabolismo, ecofisiologia vegetal, aparato fotoquimico



ABSTRACT

Bud dormancy is a metabolic and physiologic mechanism occurring during the plant
life cycle, which is regulate by environment and plant hormones. In this study, we
investigated two crucial points of dormancy cycle on Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe.
The first one focused on the action of ethephon (ETH) and kinetin (Kt) on bud break and the
alterations on volatile metabolic profile during the days after releasing of bud dormancy. The
second aspect focused on the action of drought in changes of plant metabolic patterns and
comparing the metabolic adjustments during leaf shedding provoked by water deficit. The
first investigation showed that high concentrations on ETH (600 mg.L!") delays the rhizome
bud flush and the other concentrations of ETH decrease root growth. Ethephon enhances
oxygenated sesquiterpenes and decreases monoterpene production. Kinetin maintains bud
sprout similarly to control. Further, Kt increases the relative proportions of monoterpenes and
decrease the relative proportions of sesquiterpenes. The second step of this investigation
showed that plants under water stress presented drought tolerance until the 17" day of
experiment. Plants totally irrigated also enter in dormancy, showing total aboveground loss
after 99 days of experiment. Furthermore, the variation of chlorophyll a fluorescence of those
plants was similar between plants that went through drought. Instead of water stress causes
starch degradation, after dormancy entrance and rehydration of C. zedoaria rhizomes, the
metabolism in this organ returns to your original functionality of starch synthesis. Thus, plant
regulators and drought modify the metabolic patterns during dormancy cycle. Furthermore,
metabolic patterns are useful for interpret the environmental responses expressed in plants and

open new perspectives on plant communication, ecophysiology and plant biochemistry.

Keywords: dormancy, metabolism, plant ecophysiology, photochemical apparatus



I-INTRODUCAO GERAL

O ambiente atua de forma complexa na produ¢do de sinais, os quais sdo captados por
receptores especificos nas plantas. A interpretacdo e a transformacdo das informagdes
ambientais em sinais quimicos sdo realizados por diferentes estruturas distribuidas no
organismo vegetal. Esses sinais quimicos sdo transportados por diferentes vias,
desencadeando ajustes metabolicos e conferindo a manutencdo da homeostase na planta
(LARCHER, 2000; BABY et al., 2010; BERTOLLI et al., 2014; SOUZA & LUETTGE,
2015). A dorméncia de gemas ¢ alvo de grande interesse na ciéncia, dado sua caracteristica de
desencadear padroes metabolicos complexos. Além disso, o mecanismo da dorméncia ¢
regulado por uma cascata de vias metabolicas, as quais recebem sinais do ambiente e dos
hormdnios vegetais (ROHDE & BHALERAO, 2007). Tanto os hormdnios vegetais, quanto o
ambiente controlam a entrada da planta a dorméncia em condi¢des desfavoraveis e sua
superagdo durante os periodos favoraveis de crescimento (SUTTLE, 2007; RIOS et al., 2014).
Para plantas que apresentam dorméncia, seu ciclo normal de vida ocorre com a brotagdo das
gemas no verdo; o cessar do crescimento, a formacao de gemas e a senescéncia e abscisao
foliar no outono e a dorméncia no inverno (RINNE et al., 2010; DING & NILSSON, 2016).

O estado da dorméncia de gemas estd envolvido com o controle do crescimento, do
desenvolvimento e da divisdo celular, processos regulados pelas mesmas vias de sinalizagdo
(HORVATH et al., 2003). Tanto a entrada, quanto a superacdo da dorméncia de gemas sao
influenciados por diversos fatores ambientais, como a temperatura, o fotoperiodo e o défice
hidrico (RIOS et al., 2014). Além disso, os hormonios vegetais sdo os fatores-chave que
desempenham papel no controle endégeno da entrada, manutengdo e superagdao da dorméncia
(ANDERSON et al., 2001). Logo, oscilagdes no ambiente ¢ nos teores dos hormonios
vegetais regem o ciclo da dorméncia das plantas.

Durante a entrada da dorméncia, o fotoperiodo regula o relogio endégeno das plantas,
o armazenamento e a distribuicdo de reservas (HORVATH et al., 2003; SUTTLE, 2007,
ROHDE & BHALERAO, 2007). Os dias curtos influenciam a sintese do acido abscisico
(ABA), hormonio que aumenta a expressao de genes da familia DMRI/DRP (DORMANCY-
ASSOCIATED GENE-1/AUXIN-REPRESSED PROTEIN), responsaveis pela entrada e
manuten¢do da dorméncia (RAE et al., 2013). Além disso, baixas temperaturas promovem
quedas no funcionamento do metabolismo e a falta de 4gua no ambiente altera o balango
hormonal (ROHDE & BHALERAO, 2007), desencadeando a entrada da dorméncia
(DURYEA, 1985; ROHDE & BHALERAO, 2007).

Contudo, a elevacao das temperaturas (DURYEA, 1985; KUEHNY et al., 2005) e os
dias longos (HORVATH et al., 2003; KUEHNY et al., 2005) conduzem a superacdo da
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dorméncia de gemas. Nas etapas finais da dorméncia, o conteido de ABA nos meristemas
declina e o aumento dos niveis de citocininas (CK) acompanham o comego da brotacao
(SUTTLE, 2007). As auxinas (Ax), giberelinas (GA) e CKs controlam as cascatas de
fosforilagdo das proteinas quinases (MAPK), as quais liberam o ciclo celular, retomando a
divisdo das células, o crescimento e a brotagdo de gemas (ANDERSON et al., 2001; ROHDE
& BHALERAO, 2007). Logo, os hormdnios vegetais sdo primordiais no controle do ciclo da
dorméncia de gemas. Além disso, reguladores vegetais aplicados em diversos experimentos
desempenham papel fisiologico semelhante aos hormonios vegetais. Portanto, aplicacdes
desses reguladores vegetais podem estimular ou atrasar a brotagdo de gemas em rizomas
dormentes.

Os reguladores vegetais também atuam na modificacdo da sintese de metabdlitos
especializados nas plantas. A benzilamino-purina promove quedas na produgdo de citral
(PRINS et al., 2013), o etileno provoca a redugdo nas proporgdes relativas de terpinoleno
(KRAMER et al., 2012) e as citocininas aumentam o rendimento do 6leo essencial em
Mentha arvensis L. (FAROOQI et al., 2003; PRINS et al., 2010). Além disso, a producao de
mono e sesquiterpenos nos frutos de manga segue a tendéncia de producdo do etileno
(LALEL et al., 2003). Dessa forma, a sinalizacdo de reguladores vegetais também devera
alterar o padrao de producdo de substancias volateis, dias ap6s a superacao da dorméncia de
gemas.

Nao somente os fatores endogenos, mas também os fatores ambientais controlam o
ciclo da dorméncia. A dindmica da 4gua nos ambientes sazonais afeta o ajuste das espécies
vegetais (ASBJORSEN et al., 2011) e a deficiéncia hidrica ¢ um dos eventos ambientais que
mais promove mudancas na fisiologia das plantas (YADOLLAHI et al., 2011; RAKIC et al.,
2015). Consequentemente, esses ajustes fisioldgicos agem para evitar, tolerar e resistir aos
possiveis danos causados pela desidratagdo, mantendo a homeostase da planta durante
periodos de défice hidrico (GASPAR et al.,, 2002; FLEXAS et al.,, 2006; SOUZA &
LUETTGE, 2015).

A falta de 4gua no ambiente pode causar alteragdes no estado hidrico das plantas
(FLEXAS et al., 2006; FAVARETTO et al., 2011; EPPEL et al., 2013), na dinamica no
balanco de carbono e no transporte de minerais (LARCHER. 2000; VARONE et al., 2012), na
inibicao da sintese de amido e no estimulo de sua degradagdo (RIZHSKY et al., 2004; STITT
& ZEEMAN, 2012), nos ajustes da etapa fotoquimica da fotossintese, representada pela
fluorescéncia da clorofila a (ORT & BAKER. 2002; BAKER & ROSENQVIST. 2004;
RAKIC et al., 2015) e a entrada das plantas a dorméncia (RIOS et al., 2014).
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A senescéncia da parte aérea ¢ outro mecanismo controlado endogenamente, fazendo
parte do ciclo normal de vida das plantas (QUIRINO et al., 2000; THOMAS & OUGHAM,
2014) e também pelo ambiente, principalmente pelo défice hidrico (NAGY et al., 2013).
Durante a senescéncia das folhas, ha a degradacao da clorofila (QUIRINO et al., 2000),
provocando queda na eficiéncia do aparato fotoquimico (LU et al., 2001; MOHAPATRA et
al., 2013). A perda total das folhas vai de encontro com a dorméncia, uma vez que plantas de
regides semi-aridas investem na formacao de 6rgaos-estoque em detrimento a manuten¢do da
parte aérea (PATTY et al., 2010; PUMISUTAPON et al., 2012). Sob essa linha de raciocinio,
¢ essencial compreender como os padrdoes metabolicos durante o ciclo normal de vida das
plantas se alteram. Mais interessante, ¢ observar se os padrdes expressados nos momentos de
perda das folhas durante o ciclo normal de vida da planta e em plantas que passaram por um
periodo de défice hidrico serao semelhantes entre si.

Para o desenvolvimento desse estudo, utilizamos a espécie Curcuma zedoaria
(Christm.) Roscoe, nativa do Bangladesh, Sri Lanka e India e cultivada no Brasil (LOBO et
al., 2009; SHAHRIAR, 2010). C. zedoaria é uma planta herbacea, perene, com rizomas
(LOBO et al., 2009) e apresenta dorméncia em periodos desfavoraveis. Essa espécie ¢
amplamente usada na medicina tradicional (RIAZ et al., 2011) e a literatura trds poucos
relatos sobre a variagdo na sua composi¢ao quimica (PURKAYASTHA et al., 2006; LOBO et
al., 2009).

O foco multidisciplinar, o qual aborda as areas da ecofisiologia, fitoquimica e
bioquimica levantaram perguntas sobre a manutengdo dos aspectos metabdlicos e fisiologicos
de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe. Essa planta, ao apresentar rizomas como 6rgaos de
resisténcia ao ambiente desfavoravel, deve ser capaz de tolerar a deficiéncia hidrica e
apresentar dorméncia como um mecanismo que supera momentos de baixa disponibilidade
hidrica. Além disso, os reguladores vegetais devem estar envolvidos com a superagdo da
dorméncia das gemas, mas também com a modificagdo na producao de substancias volateis.

Portanto, temos dois aspectos na investigagdo do ciclo da dorméncia. O primeiro
aspecto diz respeito a interferéncia dos reguladores vegetais no estimulo/atraso na brotagao de
gemas e suas consequéncias no padrdo de produgdo de substincias volateis. O segundo
aspecto dessa investigacao tem por finalidade avaliar a performance fotoquimica, a sintese de
amido e agucares e a entrada da dorméncia em plantas que sofrem com deficiéncia hidrica.

Assim, as hipdteses a serem comprovadas por este estudo sdo:

Ho: Baixas concentracdes de cinetina e altas concentragdes de ethephon apresentardao o melhor

crescimento dos rizomas, as maiores brotacdes de gemas e comprimento de raizes;
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Ho: A sinalizacdo dos reguladores vegetais que inibem a brotagdo de gemas causardo
modifica¢des drasticas no perfil quimico volatil dos rizomas. Em contrapartida, reguladores
vegetais que estimulam a brotagdo de gemas causardo modificacdes pontuais no perfil

quimico volatil dos rizomas;

Ho: A restricao hidrica modificard drasticamente os padrdes metabdlicos do estado hidrico e a

performance fotoquimica das plantas, elevando os teores de amido nos rizomas;

Ho: A restricdo hidrica diminuira os teores de acucares redutores, acucares soluveis e

provocara a entrada da dorméncia dos rizomas.



II. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar os efeitos dos reguladores vegetais e da deficiéncia hidrica no controle do ciclo da

dorméncia de gemas

Objetivos especificos:
Comprovar se ha interferéncia dos reguladores vegetais cinetina e ethephon na superacao da

dorméncia de gemas;

Verificar se ha alteracdo no padrio de producdo de substancias volateis causados por

reguladores vegetais que inibem/estimulam o crescimento;

Verificar se ha interferéncia da deficiéncia hidrica na mudanca dos padrdes do estado hidrico
e da performance fotossintética da planta, bem como na intensificacdo da sintese do amido e

no decréscimo de glicose e sacarose;

Comparar os padrdes metabdlicos e fisiologicos de plantas ao longo do seu ciclo normal de

vida com plantas que passaram por um periodo de deficiéncia hidrica.



m-CAPITULO I

Efeito de reguladores vegetais na dorméncia de gemas e na producao de substancias

volateis dos rizomas de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe

Manuscrito no formato do periddico Plant Biosystems

(Qualis CAPES: B2; Fator de Impacto: 1.920)
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Efeito de reguladores vegetais na dorméncia de gemas e na producao de substincias
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Resumo

Reguladores vegetais modulam o metabolismo primario, controlando a superagdo da
dorméncia. Os reguladores vegetais também podem alterar substancialmente a producdo de
substancias volateis ao longo do tempo. Portanto, foi investigado: (i) a interferéncia de
cinetina (Kt) e ethephon (ETH) na superagdo da dorméncia de gemas nos rizomas de
Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe; (i1) o reflexo da sinaliza¢do desses reguladores vegetais
no perfil quimico volatil dos rizomas, nos primeiros dias apds a superacdo da dorméncia.
Altas concentra¢des de ETH (600 mg.L™!") atrasaram o crescimento dos rizomas e as demais
concentragdes afetaram negativamente o crescimento de raizes. Ethephon aumenta a produgao
de sesquiterpenos oxigenados e diminui os hidrocarbonetos monoterpénicos, mas apresentou
padrao metabolico semelhante a condicao sem aplica¢do de reguladores vegetais. Isso mostra
que ETH, ao funcionar como sinalizador de estresses ambientais, pode levar ao investimento
de outras classes de metabdlitos especializados, os quais atuam de forma mais eficiente no
combate aos possiveis estresses ambientais. Cinetina manteve a brotagdo de gemas
semelhante as condi¢des normais de crescimento, mas em baixas concentragdes (50 mg.L™!)
diminuem o crescimento de raizes. Além disso, Kt aumenta a propor¢do relativa de
monoterpenos e diminui a de sesquiterpenos. A ac¢do integrada de Kt no controle do aumento
da divisdo celular e na remobilizacdao de aglicares converge com o estimulo da rota do metil-
eritritol-fosfato e possivel bloqueio da rota mevalonato, provocando aumento substancial dos

monoterpenos € diminui¢do dos sesquiterpenos ao longo dos dias.

Palavras-chave: padrao metabodlico, metabolismo especializado, terpenos, género Curcuma
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Introducao

Por defini¢do, a dorméncia de gemas corresponde a auséncia do crescimento visivel
dos tecidos meristematicos em épocas desfavoraveis (Suttle, 2007; Rohde & Bhalerao, 2007;
Johansson et al, 2015). Esse mecanismo ¢ regulado por fatores abiodticos (Del Pilar Paz et al,
2005; Rios et al, 2014) e hormonais (Horvath et al, 2003), os quais atuam em conjunto
modulando os ciclos de entrada e de superacdo da dorméncia (Horvath et al, 2003). A cascata
de sinalizacdo quimica produzida pelas condi¢des ambientais favoraveis (dias longos, altas
temperaturas e presenga de dgua) e pelos teores 6timos de giberelinas (GA), citocininas (CK),
auxinas (Ax), acido abscisico (ABA) e etileno (Et) (Horvath et al, 2003; Suttle, 2007; Rohde
& Bhalerao, 2007) regem a superacao da dorméncia.

A sinalizagdo quimica é a chave para compreender a modificagdo dos padrdes no
crescimento e no metabolismo das plantas. Os sinais produzidos pelo ambiente sdo captados
por estruturas especificas e transportados para todo o organismo, conferindo ajustes
metabolicos (Rohde & Bhalerao, 2007; Souza & Luettge, 2015). Essa rede complexa de sinais
proporciona a manuten¢do da homeostase da planta (Souza & Luettge, 2015), gerando
padrdes metabolicos distintos (Baby et al, 2010). Sob essa perspectiva, os hormdnios vegetais
desempenham papel fundamental na transdug@o de sinais, regulando o metabolismo vegetal,
induzindo respostas no controle do crescimento da planta (Suttle, 1998; Rohde & Bhalerao,
2007; Santner & estelle, 2009; Prins et al, 2013) e na modulagdo do metabolismo
especializado (Katoh & Croteau, 1998; Kramer et al, 2012; Prins et al, 2013). Para Danner et
al. (2015), a comunicagdo quimica entre a parte aérea e o sistema radicular deve ser mediada
por hormonios vegetais, o que provoca alteragdes na produgdo de substancias volateis.

No que diz respeito ao desencadeamento de padrdoes metabolicos, o tempo de reagdo a
um fator externo rege o principio da sinalizagdo quimica nas plantas. A producdo de
substancias volateis em curtos e longos periodos de tempo apos a interacdo quimica com
herbivoros se trata de um mecanismo altamente estudado (Loughrin et al, 1994; McCormick
et al, 2014; Danner et al, 2015). Outros estudos mostram que a exposi¢do das plantas aos
diferentes reguladores vegetais durante tempos distintos de aplicagdo proporcionam efeitos
fisiologicos diferentes (Rylski et al, 1974; Suttle, 1998; Thohirah et al, 2010; Kramer et al,
2012; Rentzsch et al, 2012). Apesar disso, ainda existem questionamentos sobre a viabilidade
do tempo de aplica¢dao dos reguladores vegetais como promotores/inibidores da superagdo da
dorméncia de gemas. Logo, ap0s a aplicacdo de um regulador vegetal de forma exo6gena, com
o passar dos dias, é esperado que uma das consequéncias em rizomas seja a modificagdo nos

padrdes metabolicos das substancias volateis.
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No periodo em que os rizomas de Curcuma longa L. estdo dormentes, ha atividade
enzimatica nas etapas da degradacdo de amido e na biossintese de isoprendides, direcionando
o uso de carboidratos para o crescimento da parte aérea (Chokchaichamnankit et al, 2009).
Enzimas das etapas da glicolise, dos acidos carboxilicos e da oxidagdo fosforilativa tém
maxima atividade apds a brotagdo da parte aérea (Panneerselvam et al, 2007). Os autores
também citam que a degradacdo do amido no final da dorméncia descende de um sinal
quimico e hormonal oriundo dos brotos de C. longa. Além disso, os aglicares controlam a
sinalizagdo quimica hormonal. A glicose atua na divisdo celular, na biossintese da parede
celular e na retroalimentacao da fotossintese, enquanto que a sacarose atua na producao e
estocagem de antocianinas (Bolouri-Moghaddam et al, 2010). Logo, aglicares também
desempenham papel na sinalizagdo que pode alterar os padrdes do metabolismo especializado
das substancias volateis apos a superacdo da dorméncia de gemas.

Escolheu-se como modelo de estudo a espécie Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe,
nativa das regides do Bangladesh, Sri Lanka e India, também cultivada na China, Japdo,
Brasil, Nepal e Tailandia (Lobo et al, 2009; Shahriar, 2010). Ela ¢ caracterizada como uma
espécie herbacea, produtora de rizomas, de carater medicinal (Wilson et al, 2005; Lobo et al,
2009), com distintas atividades biologicas (Lobo et al, 2009; Shinobu-Mesquita et al, 2011) e
apresenta dorméncia durante periodos desfavoraveis de crescimento. A literatura apresenta
estudos que abordam a superagdo da dorméncia em espécies do género Curcuma (Ishimine et
al, 2004; Zhang et al, 2011) e a interferéncia de reguladores vegetais na producdo dos
terpenos em outras espécies de plantas (Pandit et al, 2010; Prins et al, 2013). Contudo, pouco
se sabe sobre a ag¢do da sinalizacdo dos reguladores vegetais no padrao de brotacdo dessa
planta e também na modificagdo do perfil quimico volatil nos rizomas de C. zedoaria nos
primeiros dias ap0s a superacdo da dorméncia de gemas.

Cinetina (Kt) e ethephon (ETH) foram escolhidos como alvo nesse estudo por
apresentarem efeitos fisiologicos distintos. As citocininas t€ém efeitos positivos na produgao
de oleos essenciais, de substancias volateis (Prins et al., 2010; Aremu et al, 2014) e na
brotacdo das gemas (Rohde & Bhalerao, 2007; Suttle, 2007; Camili et al, 2010). Dessa forma,
a aplicagdo de Kt exdgena devera estimular a brotagdo de gemas e provocar alteracdes
pontuais no perfil quimico de substincias volateis, se assemelhando as condi¢cdes sem a
aplicacdo de reguladores vegetais. O etileno atua na inibi¢do do crescimento (Rylski et al,
1974; Suttle, 2007; Dugardeyn & Van Der Straeden, 2008) e também no metabolismo
especializado de formas mais variadas (Kramer et al, 2012; Hemmerlin et al, 2012). Logo, a
sinalizagdo de ETH poderia atrasar a brotagdo dos rizomas e provocar drésticas alteracdes no

perfil quimico volatil dos rizomas, sendo essa modificagdo totalmente diferente das condig¢des
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sem a aplicagdo de reguladores vegetais. Nesse contexto, os objetivos foram: (i) investigar a
interferéncia de cinetina (Kt) e ethephon (ETH) na superacdo da dorméncia de gemas nos
rizomas de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe e (ii) investigar o reflexo da sinalizagdo dos
reguladores vegetais no perfil quimico volatil dos rizomas nos primeiros dias apds a

superagao da dorméncia.

Material e Métodos
1. Objeto de estudo e local do experimento

Para a realizacdo dos experimentos foram selecionados rizomas de Curcuma zedoaria
(Christm.) Roscoe, com massa entre 15,79 + 6,07 g, a partir de plantas cultivadas na Fazenda
Experimental Sdo Manuel, da Faculdade de Ciéncias Agrondomicas - UNESP, localizada no
municipio de Sdo Manuel — Sao Paulo, Brasil (coordenadas geograficas: 22° 77° S; 48° 57° W
e 740 m de altitude), sob responsabilidade do Centro de Amidos e Rizomas Tropicais-
CERAT. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo com temperatura (+£25°C)
e umidade (£70%) controladas, com aproximadamente 800 umol.m™ s de densidade de
fluxo de fotons (DFFF), localizada no Departamento de Botanica, do Instituto de Biociéncias

da UNESP, Botucatu.

2. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com os tratamentos
sorteados aleatoriamente. Foram selecionados aleatoriamente nove rizomas para cada
tratamento, sendo esses tratados com os reguladores vegetais cinetina (Kt; produzido por
Acros Organics, Kinetin®, 99%) e ethephon (ETH; produzido por Rhodia Agro Itda, Ethrel®,
Ethephon: 240 g.L'"), nas concentracdes de 50, 100 e 150 mg.L! e 300, 450 e 600 mg.L",
respectivamente. Os rizomas foram imersos nessas solugdes por 15 minutos (t=15min) e 30
minutos (t=30min). O tratamento controle foi 0 mesmo para ambos os reguladores vegetais
com a imersdao dos rizomas somente em agua. As concentragdes dos reguladores vegetais
usados foram baseadas no estudo de Thohirah et al (2010).

Apds a imersdo nos reguladores vegetais, os rizomas foram acondicionados em
bandejas de isopor de 20x25cm, contendo substrato comercial, furadas e irrigadas diariamente
por 30 dias (inicio do experimento: 21/10/2014 e término: 21/11/2014). Caracteristicas fisico-
quimicas do substrato comercial: Condutividade elétrica = 1,5 dS/m dilui¢do (1:5) varia¢do
0,1 dS/m; pH: 5,65 variacdo de 0,25; capacidade de retengdo de agua: 51% em volume;
porosidade total: 76%; densidade em umidade de 50%: 220 kg/m® (umidade 50%); CTC:
1200 mmolc.dm™; Composi¢io fisica: Sphagnum 70%, palha de arroz torrefada 20%, perlita
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10%; macro e micronutrientes (soluvel — solubilizado em agua) = 0,64 g/L de substrato; 10%
N — (2% amoniacal, 8% nitrato); 20% P20s; 24% K>0; 0,02% B; 0,05% Cu; 0,25% Fe (70%
quelado); 0,08% Mn (80% quelado); 0,01% Mo ;0,05% Zn; fertilizantes fosfatados: Yoorin
master 1S® =2.2 g/L; Yoorin K® = 1,7 g/L e Super simples = 1,2 g/L.

Para a avaliagdo dos tratamentos foram realizadas as seguintes observagdes:
porcentagem de gemas brotadas, comprimento total de raizes e indice de velocidade de
brotacdo de gemas (IVB). Todas essas medidas foram observadas a cada 5 dias, totalizando

30 dias de experimento. O IVB (Herter et al, 2001) foi calculado através da equagdo abaixo:
b1 b2 bn
IVB*Z(E-FE-F”"FE)

Onde: bn: nimero de gemas brotadas no n dia de analise de dados; dn: dia da coleta de dados,

sendo eles, 1°, 6°, 11°, 16°, 21°, 26° e 31° dias de experimento.

Foram coletados no 1° dia (24 horas apds a aplicagdo dos reguladores vegetais) e no
11° dia trés rizomas expostos as concentracdes de 150 mg.L! de Kt (t=30min) e 600 mg.L!
de ETH (t=30min) para a caracterizagdo das substancias volateis. Os rizomas foram cortados
em pedacos de 0,5 cm, colocados em sacos de papel kraft® e secos em estufa com circulagio
forcada de ar a 40°C, até atingir massa constante. O material vegetal seco foi armazenado

dentro de um armario, até o momento da analise fitoquimica.

3. Captura e caracterizacio das substancias volateis dos rizomas

As andlises das substancias volateis foram realizadas no Centro de P&D de Recursos
Genéticos Vegetais do Instituto Agronémico (IAC), Campinas, Sdo Paulo. As substancias
volateis dos rizomas foram capturadas por meio de técnica da microextracdo em fase solida
(SPME), empregando-se fibra CAR/PDMS (Carboxeno/Polidimetilsiloxano, espessura de
filme de 75 pum, Supelco, Bellefonte, PA, EUA), condicionada conforme instru¢des do
fabricante. Os rizomas secos (20,35 g) foram acondicionados em frasco de vidro (5 mL) com
tampa rosqueavel e septo. A seguir, foi adicionado 2,5 mL de dgua destilada e o frasco
mantido em banho-maria a 90°C por 60 minutos. A fibra foi exposta ao headspace por 8
minutos para a captura dos volateis, retraida e dessorvida a 220°C em Cromatografo a gas
acoplado a Espectrometro de Massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando por impacto
de elétrons (70 eV). Para a separagdo das substincias foi utilizada coluna capilar de silica

fundida OV-5 Ohio Valley Specialty Chemical, Inc. (30,0m x 0,25mm x 0,25um) e as
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seguintes condi¢cdes operacionais: detector a 230°C; gas de arraste: Hélio, vazao: 1,0 mL/min;
Split: 1/20. Programa de temperatura: 60°C (2°), 60°C — 240°C, 3°C min'. As substincias
foram identificadas pela comparagdo dos seus espectros de massas com o banco de dados do
CG-EM (NIST 62.1ib) e pelo Indice de Retengdo (Adams, 2007). O Indice de Retengdo (IR)
foi calculado pela inje¢do de uma mistura de n-alcanos (Co- Ca4) e calculado de acordo com a

equacdo de Van Den Dool & Kratz (1963).

4. Andlise estatistica

Os resultados do ultimo dia da avaliagdo (30 dias apds a aplicagdo dos reguladores
vegetais) foram submetidos a analise fatorial com dois fatores: 4 concentragdes, 0, 50, 100 e
150 mg.L! de Kt e 0, 300, 450 e 600 mg.L™! de ETH e dois tempos de imersdo dos rizomas,
15 e 30 minutos, sendo as médias comparadas pelo teste Tukey (p<0.05).

A analise de regressao linear (f{x) = a.x + b) entre o nimero de gemas brotadas versus
0 primeiro, o sexto, o décimo-primeiro e o trigésimo-primeiro dias de coleta de dados foi
realizada a fim de observar o efeito da Kt e do ETH apo6s a superagdo da dorméncia. A partir
da comparacdo dos valores do coeficiente angular da reta (assintota maxima, a), foi escolhido
os tratamentos usados na avaliagdo da producao de substancias volateis. Foram escolhidas as
concentragdes de 150 mg.L™! (t=30min) de Kt e 600 mg.L! de ETH (t=30min).

As substancias identificadas no perfil quimico dos rizomas no tratamento controle, sob
a acdo de ethephon e cinetina foram analisadas individualmente pelo teste 7 (p<0.05). A
seguir, foi avaliada a razdo de produ¢do com o somatorio das médias das proporcdes relativas
de monoterpenos totais (M, onde M=hidrocarbonetos monoterpénicos + monoterpenos
oxigenados) e de sesquiterpenos totais (S, onde S=hidrocarbonetos sesquiterpénicos +
sesquiterpenos oxigenados) para o primeiro e o décimo-primeiro dias apds a aplicagdo dos
reguladores vegetais.

A propor¢ao da produgdo relativa das substancias volateis que compdem a classe de
terpenos (hidrocarbonetos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados, hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados) e demais compostos foi calculada para o

primeiro e o décimo-primeiro dias, por meio da seguinte féormula:

Valor da Classe de substancia no 112 dia x 100

Proporg¢éo relativa da classe de substincia = | 1-100

Valor da Classe de substancia no 12 dia

Para a Andlise de Componentes Principais (PCA) foram utilizadas as médias dos

valores das substancias volateis. A construgdo da PCA se deu pelo uso do algoritmo da
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correlagdo de Pearson (n-1) e as variaveis que expressaram maior correlacdo com as
observagdes foram escolhidas pelos valores dos cossenos quadrados (valor >0,700). A PCA,
anteriormente construida com 45 varidveis, passou a conter apenas 21 varidveis, as quais
contribuiram com 91.36% da correlagao total dos dados. Também foi realizada a analise
hierarquica de Cluster (AHC) com matriz de dissimilaridade, usando o Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) como método de aglomeracao e o algoritmo

da Distancia Euclideana.

Resultados
1. Acdo dos reguladores vegetais na superacdo da dorméncia de gemas dos rizomas

Para cinetina (tabela 1a), tanto as concentragdes quanto os tempos de imersao afetaram
o crescimento de raizes (interacdo significativa, p=0,004). Somente a concentracdo de 50
mg.L! (t=15min) causou decréscimo nos valores do comprimento total de raizes (tabela 1b).
Nao houve efeito significativo na porcentagem de brotacdo de gemas e no IVB, mostrando
que a cinetina ndo interfere nos padrdes de crescimento da parte aérea. Apesar disso, o tempo
de exposi¢do do rizoma a Kt modificou a dinamica do crescimento de raizes.

Para ethephon, tanto as concentragdes quanto os tempos de imersdo dos rizomas
afetaram significativamente a porcentagem de brotacdo de gemas (interacdo significativa,
p=0,005), o indice de velocidade de brotacdo de gemas (interagcdo significativa, p=0,034)
(tabela 2a) e o comprimento total de raizes (interacdo significativa, p=0,002) (tabela 2a). A
concentracio de 600 mg.L! (t=30min) causou queda significativa nos valores de ambas as
variaveis e a concentracio de 450 mg.L™! (t=15min) apresentou o maior valor na brota¢io de
gemas (tabela 2b). Concentracdes de 300, 450 e 600 mg.L™! (t=15min) causaram decréscimo
significativo no comprimento de raizes e com a alteracdo do tempo de imersdo dos rizomas
(t=15min para t=30min), as concentragdes de 300 e 450 mg.L"' ainda mantiveram efeitos
negativos no crescimento total de raizes (tabela 2b). Portanto, ethephon influencia
negativamente o crescimento das raizes. Além disso, a brotagdo da parte aérea apresentou

efeito distinto com rela¢do ao tempo de exposicdo e a concentracdo aplicada.

2. Acdo dos reguladores vegetais na producdo de substdncias voldteis nos rizomas
2.1. Produgdo de substancias voldteis ao longo dos dias sob acdo de Kt e ETH
Segundo a analise de regressdo linear (tabela 3, figura 1), os 600 mg.L!' (t=30min) de
ETH apresentaram os menores valores da assintota maxima, expressando a pior performance

na brotacdo das gemas. A fim de comparar a presenca de efeitos distintos ao ethephon,
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escolhemos a concentragdo de 150 mg.L™! (t=30min) de Kt, por apresentar valores elevados da
assintota méaxima, expressando efeitos positivos na brotagao.

O perfil quimico dos rizomas de C. zedoaria (Tabela 4, figura 2) ¢ constituido,
principalmente, por substdncias monoterpénicas (hidrocarbonetos monoterpénicos,
monoterpenos  oxigenados) e  sesquiterpénicas  (hidrocarbonetos  sesquiterpénicos,
sesquiterpenos oxigenados) e em menor quantidade por compostos ndo pertencentes a classe
dos terpenos, contendo grupos funcionais cetona, aldeido e alcool, denominados no presente
estudo como demais compostos. No total, foram identificadas 45 substancias volateis no
rizoma de C. zedoaria. As substancias majoritarias volateis sdo: B-pineno, mirceno, canfeno,
1,8-cineol, canfora, 2-nonanona, 2-nonanol e curzerenona.

Sob condigcdes de crescimento sem interferéncia de reguladores vegetais, as
substancias -3-careno, 1,8-cineol, canfora, isoborneol, terpinen-4-ol e a-terpineol
apresentaram diferencas significativas entre o 1° e o 11° dias de experimento, com reducdo da
proporgao relativa, enquanto 2-nonanona, 2-decanona, 2-decanol, 2-undecanona, -elemeno,
germacreno D, B-selineno, curzereno, f-himachaleno, germacreno B e 6xido de cariofileno
tiveram aumento significativo. Além disso, com o passar dos dias, o conteido dos
monoterpenos oxigenados diminuiu significativamente, enquanto que os hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e os demais compostos tiveram elevagdo significativa na proporcao relativa.
Portanto, em situacdes normais de crescimento (sem aplicacdo de regulador vegetal), a
tendéncia do metabolismo de substancias volateis ¢ a reducdo do conteudo das substancias
monoterpénicas e a elevagdo das sesquiterpénicas e dos demais compostos.

Ethephon elevou significativamente apenas as proporgoes relativas de terpinen-4-ol e
a-terpineol. Para cinetina, a propor¢do relativa de 2-nonanona, 2-nonanol, 2-decanona, 2-
decanol, B-himachaleno, 6-cadineno, o6xido de -cariofileno, globulol, curzerenona e
germacrona diminuiu significativamente com o passar dos dias, enquanto, sabineno, n-
nonanal, n-decanal, acetato de isobornila e a-humuleno elevaram significativamente suas
proporcdes relativas. Além disso, o contedo dos sesquiterpenos oxigenados e dos demais
compostos sofreram redugdes significativas.

Apos 24 horas, a razdo entre monoterpenos totais e sesquiterpenos totais (M/S) para o
controle, para ethephon e para cinetina foi respectivamente, de 8,08, 7,11 ¢ 6,09. No 11° dia, o
controle apresentou razdo M/S de 4,16, ETH de 5,18 e Kt de 20,88 (tabela 4). Dessa forma,
durante situagdes normais de crescimento (sem aplicacdo de regulador vegetal), a razdo M/S
diminuiu em 48,53%, enquanto que sob acdo do ethephon, houve reducdo de 27,15%.

Contudo, para cinetina essa razao aumentou em 242,54%.
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2.2.Acdo de Kt e ETH na variagdo temporal na producdo das substancias voldteis

Ao analisar a dindmica da produgdo de substancias volateis nos rizomas do 1° ao 11°
dia, observa-se que em situagdes normais de crescimento, os hidrocarbonetos monoterpénicos
(-4,89%) e os monoterpenos oxigenados (-21,22%) diminuiram suas proporc¢des, enquanto
que os hidrocarbonetos sesquiterpénicos (188,56%), os sesquiterpenos oxigenados (46,24%) e
os demais compostos (35,22%) elevaram suas proporc¢des (tabela 5). Sob a agdo de ETH, as
propor¢des de monoterpenos oxigenados (4,49%) e sesquiterpenos oxigenados (38,52%) se
elevaram e as propor¢des de hidrocarbonetos monoterpénicos (-45,67%), hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (-1,75%) e dos demais compostos (-12,98%) diminuiram. Para Kt, as
propor¢des de hidrocarbonetos monoterpénicos (23,34%) e de monoterpenos oxigenados
(27,04%) se elevaram e as propor¢des de hidrocarbonetos sesquiterpénicos (-35,35%), de
sesquiterpenos oxigenados (-67,99%) e demais compostos (-31,09%) diminuiram, conforme
demonstrado na Tabela 5.

A PCA explica 91,36% da correlagdo total dos dados. A primeira componente
principal (F1) explica 64,73% dos dados, delimitando o investimento semelhante de altas
concentracdes de ethephon (600 mg.L™!) com o controle na produgio dos metabélitos volateis
nos rizomas (figura 3). Esse padrdo foi caracterizado pelos monoterpenos oxigenados 1,8-
cineol, canfora, borneol e isoborneol, cujos teores se mantiveram proximos ao tratamento
controle do 1° dia (tabela 4). A segunda componente principal (F2) explica 26,63% da
correlagdo total dos dados. F1 e F2 explicam outras correlagdes entre as varidveis e as
observagdes. O controle no 11° dia ¢ caracterizado por hidrocarbonetos sesquiterpénicos e
sesquiterpenos oxigenados. A cinetina no 1° dia ¢ caracterizada por hidrocarbonetos
monoterpénicos € por demais compostos. A cinetina no 11° dia € caracterizada por
hidrocarbonetos monoterpénicos e monoterpenos oxigenados.

Na analise de Cluster (figura 4) a cinetina foi agrupada em um ramo distinto de
ethephon e do controle. Logo, com o passar dos dias apds a superacdo da dorméncia, a Kt
provoca drésticas modificagdes no padrao de producdo das substincias volateis, direcionada
para o aumento das propor¢des relativas de monoterpenos e redugdo de sesquiterpenos. Além
disso, ETH desencadeou variagdo das substancias volateis, priorizando a produgdo de

sesquiterpenos oxigenados e diminuindo a producao de hidrocarbonetos monoterpenos.

Discussao
1. Interferéncia dos reguladores vegetais na superacdo da dorméncia
As concentragdes de cinetina aplicadas ndo estimularam, mas mantém a brotagdo das

gemas nos rizomas de C. zedoaria. Além disso, o tempo de exposicao a cinetina nao ¢ fator de
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interferéncia para a brotagdo das gemas. As CKs atuam na superacdo da dorméncia de gemas,
no controle da divisdo celular, no crescimento das gemas axilares e na brotacdo das gemas
(Anderson et al, 2001; Howell et al, 2003; Pallardy, 2008; Li et al, 2013). Citocininas
estimulam a divisao celular, atuando na transi¢ao da fase G1/S por ativar o complexo quinase
cdc2a/ciclina, o qual fosforila e inativa proteinas do retinoblastoma, supressores dos genes
que controlam a fase S (den Boer & Murray, 2000; Suttle, 2007). As CKs também atuam na
manutengdo da expressdo e estabilidade dos genes envolvidos com a fase G2-M da divisdo
celular, necessarios na citocinese (Horvath et al, 2003). Além disso, hé elevagdo nos teores
desse hormonio vegetal proximos a brotacao das gemas (Suttle & Banowetz, 2000). Logo, a
sinalizagdo das CKs promove a retomada do crescimento e, consequentemente, estimula a
brotacdo das gemas da parte aérea (Rohde & Bhalerao, 2007).

As baixas concentracdes de Kt modificam a sinalizacdo quimica nas gemas
radiculares, alterando o padrao de distribuicao da auxina nesses meristemas ¢ desencadeando
a reducdo no crescimento das raizes. Altos teores de CKs nos tecidos do meristema radicular
regulam negativamente a formagao e o alongamento de raizes laterais (Debi et al, 2005), pois
CK ¢ antagonista a auxina no crescimento de raizes (Dello Loio et al, 2007). As CKs
modificam o padrdo da expressio dos genes PIN, responsaveis pela sintese dos
transportadores de Ax para os tecidos (Santner & Estelle, 2009). Como consequéncia, os
meristemas radiculares ndo apresentardo teores 6timos de Ax necessarios para a retomada do
crescimento (Dello Loio et al, 2007; Santner & Estelle, 2009). Outro ponto importante ¢ que
as CKs promovem a sintese de etileno (Et) nos tecidos vegetais (Dugardeyn & Van Der
Straeten, 2008). Dessa forma, as baixas concentracdes de Kt aplicadas nesses rizomas podem
ter elevado a sintese de Et nos meristemas radiculares, causando um menor crescimento das
raizes nos rizomas de C. zedoaria.

A acdo do ethephon na redu¢do do crescimento radicular ¢ relacionada com a interagao
da sinalizacdo quimica entre os hormdnicos vegetais. A retroalimentagdo entre a Ax € a
manuten¢do da conformagdo de proteinas DELLA diminuem a sinalizacdo de GA. Como
consequéncia, ha reducdo no crescimento de raizes. A sinalizac¢do de etileno se da pela ligagao
com receptores primarios (ETR1, ERS1, ETR2, EIN4 e ERS2) encontrados no reticulo
endoplasmatico (Kieber et al, 1993; De Paepe & Van Der Straeten, 2005). Com a queda da
atividade de CTRI, repressora da sinalizagdo de Et, a cascata MAPK ativa EIN2, o qual
ativara controladores da expressdo génica que desencadeiam respostas na defesa e no
crescimento diferencial das plantas (Kieber et al, 1993; De Paepe & Van Der Straeten, 2005;
Dugardeyn & Van Der Straeden, 2008).
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A ago integrada dos horménios vegetais é vital para a manutengdo do crescimento. E
sabido que o etileno inibe o crescimento radicular (Song et al, 2005; Dugardeyn & Van Der
Straeden, 2008) por suprimir os primérdios de crescimento das raizes laterais (Huang et al,
2013). O Et estimula a sintese de Ax ao elevar a expressao génica de WEI2 e WEI7, a qual em
altas concentracoes eleva a sensibilidade das células ao etileno, reprimindo o crescimento das
raizes (Dugardeyn & Van Der Straeden, 2008). As proteinas DELLA apresentam degradacao
protedmica dependente da presenga de GA (Santner & Estelle, 2009). Contudo, na presenga
de Et, essas proteinas se mantém estaveis, diminuindo a sinalizacdo das GAs no tecidos, o que
leva a queda nas taxas de crescimento das raizes (Dugardeyn & Van Der Straeden, 2008;
Santner & Estelle, 2009). Logo, o ethephon desencadeia a complexa sinalizacdo entre os
hormdnios vegetais, atuando profundamente no controle da brotacdo de gemas de C. zedoaria.

Acreditamos que, tanto o tempo de exposicdo ao ETH, quanto as diferentes
concentragdes de ETH aplicadas sdo fatores-chave na modificacdo das respostas fisiologicas,
contribuindo diferencialmente com o crescimento do rizoma apods a superagdo da dorméncia.
Essas modificagdes ocorrem pois o etileno estimula a respiragdo celular nos tecidos das
plantas e, como consequéncia, havera aumento nas concentragdes de CO: nesses tecidos,
substancia antagonista ao efeito fisiolégico do etileno (Fagan et al, 2015). Dependendo da
concentragdo ¢ da duracdo da exposi¢do, o etileno diminui ou prolonga a dorméncia dos
tubérculos (Kiilen et al, 2011). Exposi¢des ao Et por menos de 3 dias resultam no término
prematuro da endodorméncia em tubérculos, mas a exposi¢do continua inibe o crescimento
(Rylski et al, 1974; Suttle, 1998). Além disso, 6 pL de etileno provocam a inibicdo em quase
todas as plantas, mas apoOs o cessar da sua aplicacdo, o crescimento continuou normalmente
(Kamerbeek & De Munk, 1976). Apesar de altas concentragdes de ETH (750 mg.L™)
estimularem a brotagdo de gemas em C. alismatifolia (Thohirah et al, 2010), a resposta
fisiologica de C. zedoaria foi diferente, expressando atrasos no crescimento dos rizomas

quando aplicada altas concentragdes de ETH.

2. Padrdo temporal da produgdo de substancias voldteis sob agdo de Kt e ETH

O primeiro aspecto que leva ao aumento dos monoterpenos nos rizomas de C.
zedoaria ¢ a acdo da Kt no controle da divisdo celular, uma vez que tecidos mais jovens
devem apresentar maiores propor¢des relativas de substancias monoterpénicas. As CKs atuam
na divisdo celular durante o crescimento vegetal (Santner & estelle, 2009; Eviatar-Ribak et al,
2013; Ramireddy et al, 2014) e também na superagdo da dorméncia de gemas (Anderson et al,
2001; Horvath et al, 2003; Rohde & Bhalerao, 2007). Sabe-se que tecidos jovens de folhas

tém elevada producao de monoterpenos (Gershenzon et al, 2000; Fischbach et al, 2002), pois
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a expressao das monoterpeno-sintases ¢ elevada nesse tipo de tecido (Grausgruber-Groger et
al, 2012). Tecidos jovens de Catharanthus roseus (L.) G. Don apresentam expressdo génica
de enzimas da rota do metil-eritritol-fosfato (rota MEP) (Hemmerlin et al, 2012) e rizomas de
Zingiber officinale Roscoe e Curcuma longa L. t€ém alta expressdo génica de monoterpeno-
sintases (Koo & Gang, 2012). Apesar disso, nada foi encontrado sobre a producao de volateis
em tecidos jovens de rizomas. Dessa forma, levantamos a hipdtese de que a cinetina atuaria
positivamente no aumento da atividade metabolica da rota MEP. Como consequéncia, ha
aumento nas propor¢des dos monoterpenos, uma vez que a Kt deve aumentar o nimero de
células e tecidos jovens nas plantas apos a superagao da dorméncia.

O segundo ponto ¢ o efeito da Kt na remobilizacdo de agticares oriundos de reservas
energéticas dos drenos. Os aglicares operam uma complexa rede de sinalizagdo hormonal nas
plantas (Bolouri-Moghaddam et al, 2010). Além disso, as CKs atuam no controle da formagao
de 6rgdos-estoque (Eviatar-Ribak et al, 2013) e na mobilizagdo de actcares dos tecidos fonte
para drenos em crescimento (Barbier et al, 2015). Atrelado a acdo dos agucares derivados da
fotossintese no estimulo da rota MEP nos cloroplastos (Hemmerlin et al, 2012) e da possivel
acdo das CKs em mediar a acumulacdo de substincias de defesa na planta (Robischon, 2015),
a sinalizacdo quimica conjunta de Kt e dos acticares deve regular a atividade da rota MEP.
Portanto, Kt deve elevar a propor¢ado relativa dos monoterpenos nos rizomas em crescimento
apods superarem a dorméncia.

Ha também um terceiro ponto da a¢do de Kt no metabolismo especializado. Cinetina
também provoca quedas substanciais nas propor¢des relativas dos sesquiterpenos. Em
Cucumis sativus L., hd inibi¢do transcricional de HMGRI, gene da rota MVA, apds a
aplica¢do de benzilamino-purina (Hemmerlin et al, 2012). O aumento das concentracdes de
BAP diminuem os teores de citral em Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Prins et al, 2013).
Os autores afirmam que esse efeito estd relacionado com a promog¢do do crescimento pela
citocinina, o que levaria a ativacdo de rotas de biossintese dos percussores de mono e
sesquiterpenos. Logo, como consequéncia do estimulo da rota MEP pelas CKs, a rota MVA
deve ser pouco estimulada, e até inibida por Kt, levando a reducdo nas propor¢des relativas
dos sesquiterpenos. Contudo, pouco se sabe sobre o controle das CKs na rota MVA e mais
estudos deverao ser conduzidos para a comprovagao dessa hipdtese.

O etileno ¢ o hormonio vegetal sinalizador de estresses ambientais, prevenindo o
crescimento da parte aérea e das raizes em momentos desfavordveis. Além disso, ETH age
prioritariamente no estimulo da produgdo de substancias sesquiterpénicas, diferente da agdo
de cinetina. O Et inibe o crescimento dos tecidos vegetativos (Achard et al, 2003) e atua na

cascata de sinalizacdo dos estresses ambientais (Pallardy, 2008). Além disso, o Et € capaz de
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alterar a expressdao génica de genes da rota MVA e da rota MEP em Hevea brasiliensis
(Kunth) Miill. Arg. e Medicago truncatula Gaertn. (Hemmerlin et al, 2012) e diminuir os
niveis totais de terpenos de Daucus carota L. (Kramer et al, 2012). Assim, formulamos a
hipétese de que, enquanto a sinalizagdo quimica de ETH estiver presente nos tecidos dos
rizomas, havera privilégio na produgao de outras classes de metabolitos especializados, além
das substancias volateis, os quais seriam utilizados nas linhas de defesa da planta contra
possiveis estresses ambientais. Um dos exemplos, ¢ a agdo do etileno em elevar os teores de
compostos fenolicos através do aumento na atividade de fenilalanina amonialiase (PAL),
principal enzima da rota dos fenilpropandides (Basilio Heredia & Cisneros-Zevallos, 2009).

Além da agdo na protecdo contra a interferéncia dos fatores bidticos e abioticos
(Vickers et al, 2009), substancias do metabolismo especializado sdo utilizadas como fonte
energética. A remobilizacdo do carbono ¢ um mecanismo benéfico para a planta, pois os
esqueletos carbonicos do metabolismo especializado, temporariamente usados como
substancias de defesa, podem ser prontamente remobilizados para manter o crescimento
(Neilson et al, 2013). A queda nas proporcdes relativas dos hidrocarbonetos monoterpénicos
(-45.67%, tabela 5) poderia indicar a remobilizagdo de energia para a manutencdo do
crescimento do rizoma, ja que ETH tem efeito direto no metabolismo dos monoterpenos (El-
Keltawi & Croteau, 1986).

Durante as etapas que precedem a superagao da dorméncia, o metabolismo primario
estd em pleno funcionamento, fornecendo energia necessaria para a saida da dorméncia
(Anderson et al, 2005; Panneerselvam et al, 2007; Barbier et al, 2015). Porém, o etileno
provoca a inibi¢dao do crescimento (Suttle, 1998; Song et al, 2005) e esse atraso deve ter
modificado as vias metabolicas relacionadas com o fornecimento de energia para a superacao
da dorméncia. Logo, a remobilizagcdo das substdncias monoterpénicas poderia ser usada como
fonte alternativa de energia, a qual iria conferir a manuten¢do no crescimento dos rizomas,

mesmo sob efeito de altas concentracdes de ethephon.

Conclusoes

Cinetina e ethephon alteram o padrido de brotacdo e, consequentemente, modificam o
perfil quimico volatil nos rizomas de C. zedoaria. Cinetina mantém o padrao de brotagdo das
gemas e provoca reducdo das proporcdes relativas de sesquiterpenos e aumento de
monoterpenos. Altas concentragdes de ethephon atrasam a brotagdo de gemas, elevam a
producdo de sesquiterpenos oxigenados e diminuem a produg¢do de hidrocarbonetos

monoterpénicos. O investimento em um novo pool de constituintes volateis confere aos
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rizomas maior diversidade de moléculas que proporcionardao uma rede de interacdes quimicas

na prote¢do contra herbivoros, na comunica¢ao planta-animal e na comunicacao planta-planta.
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Tabela 1a: Efeitos das concentragdes de cinetina (Kt) e dos tempos de imersdao dos rizomas
ao regulador vegetal no crescimento dos rizomas de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe,
representado pela porcentagem de brotacdo de gemas (%), pelo indice de velocidade de

brotacdo de gemas (IVB) e pelo comprimento total de raizes (mm).

Analise fatorial

Porcentagem de brotacao de gemas - Kt

F p
Tratamentos 1,227 0,321
Tempos 2,175 0,178
Tratamentos x Tempos 2,802 0,062

Indice de velocidade de brotacio de gemas - Kt

F 4
Tratamentos 0,29 0,832
Tempos 0,11 0,749
Tratamentos x Tempos 0,0988 0,96

Comprimento total das raizes - Kt

F p
Tratamentos 5,933 0,004*
Tempos 5,766 0,043*
Tratamentos x Tempos 5,817 0,004*

* indica diferencga significativa (p<0,05) na analise fatorial.
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Tabela 1b: Efeitos de cinetina (Kt) e dos tempos de imersdo dos rizomas de C. zedoaria na
porcentagem de brotagdo de gemas (%), no indice de velocidade de brotacdo de gemas (IVB)
e no comprimento total de raizes (mm).

Concentracoes de Cinetina (Kt)

% Brotacao das gemas

15 minutos de imersao 30 minutos de imersao
0 mg.L"! 60,99 + 3,8Aa 81,23 £4,17Aa
50 mg.L! 70,53 +4,53Aa 64,32 + 7,32Aa
100 mg.L! 65,67 + 6,63Aa 59,02 + 6,05Aa
150 mg.L! 63,08 + 6,58Aa 78,03 £4,23Aa
Comprimento total das raizes
15 minutos de imersao 30 minutos de imersao
0 mg.L! 233,62 +32,38Aa 86,01 £17,77Ba
50 mg.L"! 69,4 + 14,42Ab 116,46 £ 16,89Aa
100 mg.L! 177,84 +£25,09Aa 150,7 =24,09Aa
150 mg.L! 206,23 £ 18,3Aa 152,94 £29,12Aa
Indice de velocidade de brotacao de gemas
15 minutos de imersao 30 minutos de imersao
0 mg.L! 1,28 £ 0,2Aa 1,27+0,11Aa
50 mg.L! 1,09 £0,08Aa 1,21 +£0,2Aa
100 mg.L! 1,24 +£0,16Aa 1,29 £0,15Aa
150 mg.L! 1,23 +0,07Aa 1,21 £0,14Aa

* Andlise de comparagao multipla de médias (n=9, Média + E.P.) indicada pelas diferencas
significativas na analise fatorial. Letras maiusculas indicam diferengas significativas entre os
tempos de imersao dos rizomas a uma determinada concentragdo de Kt e as letras minusculas
indicam diferencas significativas entre as concentragdes de Kt em cada tempo de imersdo

(Tukey, p<0,05).
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Tabela 2a: Efeitos das concentragdes de ethephon (ETH) e dos tempos de imersdo dos
rizomas ao regulador vegetal no crescimento dos rizomas de Curcuma zedoaria (Christm.)
Roscoe, representado pela porcentagem de brotagdo de gemas (%), pelo indice de velocidade
de brotacao de gemas (IVB) e pelo comprimento total de raizes (mm).

Analise fatorial

Porcentagem de brotacao de gemas - ETH

F p
Tratamentos 1,665 0,201
Tempos 0,751 0411
Tratamentos x Tempos 5,634 0.005%

Indice de velocidade de brotaciao de gemas - ETH

F p
Tratamentos 2,358 0,097
Tempos 3,296 0,107
Tratamentos x Tempos 3,395 0,034*

Comprimento total das raizes - ETH

F p
Tratamentos 2,358 0,035%
Tempos 13,151 0,007*
Tratamentos x Tempos 6,601 0,002*

* indica diferencga significativa (p<0,05) na analise fatorial.
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Tabela 2b: Efeitos de ethephon (ETH) e dos tempos de imersdo dos rizomas de C. zedoaria
na porcentagem de brotagdo de gemas (%), no indice de velocidade de brotacdo de gemas
(IVB) e no comprimento total de raizes (mm).

Concentracoes de Ethephon (ETH)

% Brotacao das gemas

15 minutos de imersao 30 minutos de imersao

0 mg.L"! 60,99 + 3,8Aa 81,23 +4,17Ba
300 mg.L! 69,84 + 3,8 Aab 72,46 + 3,33Aab
450 mg.L! 82,41 £ 4,9Ab 69,85 + 4,45Aab
600 mg.L! 79,21 + 6,51 Aab 53,71 + 6,93Bb

Comprimento total das raizes
15 minutos de imersao 30 minutos de imersao

0 mg.L! 233,62+ 32,38Aa 86,01 £ 17,77Ba
300 mg.L! 151,84 £ 18,67Ab 88 £ 13,58Ba
450 mg.L’! 119,01 +£21,36Ab 50,57 £11,75Ba
600 mg.L! 121,96 + 12,77Ab 122,59 +30,76Aa

Indice de velocidade de brotacao de gemas
15 minutos de imersao 30 minutos de imersao

0 mg.L! 1,28 £0,2Aa 1,27 £0,11Aa
300 mg.L! 1,2+0,14Aa 0,93 + 0,08 Aab
450 mg.L’! 1,19+ 0,07Aa 1,34 £ 0,05Aa
600 mg.L! 1,3+0,16Aa 0,73 £ 0,12Bb

* Analise de comparagdo multipla de médias (n=9, Média + E.P.) indicada pelas diferengas
significativas na analise fatorial. Letras maitsculas indicam diferencas significativas entre os
tempos de imersdo dos rizomas a uma determinada concentragdo de ETH e as letras
minusculas indicam diferengas significativas entre as concentragdes de ETH em cada tempo

de imersao (Tukey, p<0,05).
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Tabela 3: Efeitos dos reguladores vegetais cinetina (Kt) e ethephon (ETH) na performance da
brotagao das gemas dos rizomas de C. zedoaria em funcao dos dias de coleta.

Coeficiente de

Equacio da reta determinacao (R?) Assintota
Controle t=15 min y=0,1323x + 0,4353 0,8637 0,1323
50 mg.L' Kt y=0,1218x + 0,3133 0,8197 0,1218
100 mg.L 'Kt y=0,1216x + 0,7888 0,6141 0,1216
150 mg.L! Kt y =0,1408 + 0,3304 0,8099 0,1408
Controle t=30min y=0,1355x + 0,7738 0,646 0,1355
50 mg.L 'Kt y=0,1202x + 0,3885 0,8003 0,1202
100 mg.L! Kt y=0,1012x + 0,8158 0,7067 0,1012
150 mg.L! Kt y=0,1390x + 1,1033 0,6395 0,139
Controle t=15 min y=0,1323x + 0,4353 0,8637 0,1323
300 mg.L'ETH y=0,1264x + 0,4519 0,7913 0,1264
450 mg.L'' ETH y=0,1336x + 0,6134 0,779 0,1336
600 mg.L'ETH y=0,1285x + 0,6479 0,6559 0,1285
Controle t=30min y=0,1355x +0,7738 0,646 0,1355
300 mg.L'ETH y=0,1226x + 0,1090 0,8527 0,1226
450 mg.L'' ETH y=0,1376x + 0,5697 0,6923 0,1376
600 mg.L' ETH y=0,0752x +0,2728 0,8916 0,0752

* Analise de regressdo linear do nimero de gema brotadas versus o 1°, 6°, 11° e 31° dias de
experimento. Como dito anteriormente, essa analise tem por finalidade amostrar a melhor e a
pior performance no crescimento dos rizomas e influenciar na escolha dos tratamentos para a
analise das substancias volateis.
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Tabela 4: Substincias volateis dos rizomas de C. zedoaria e razao de produgao de Monoterpenos/Sesquiterpenos (M/S) sob condi¢des normais

de crescimento (controle), sob acdo de cinetina (150 mg.L!; t=30min) e de ethephon (600 mg.L™!; t=30min).

Controle Controle Ethephon Ethephon Cinetina Cinetina

Substéincias (1°Dia) (11°Dia) valor p (1°Dia) (11°Dia) valor p (1°Dia) (11°Dia) valor p
o-pineno (m) 0,57+0,12 0,64+ 0,10 0,495 1,06 £ 0,54 0,57+0,13 0,198 0,71 £ 0,09 1,03 +£ 0,49 0,327
canfeno (m) 1,42 £ 0,82 1,32+ 0,26 0,856 3,36+ 2,70 1,46 + 0,49 0,297 1,21 +0,13 1,85+0,43 0,068
sabineno (m) 0,23 £ 0,00 0,15+0,01 0,838 0,32+ 0,08 0,18 +£0,03 0,802 0,20 £ 0,05 0,35+ 0,06 0,025*
B-pineno (m) 3,37+ 0,84 3,71 £ 0,50 0,577 3,07 £1,34 2,40 £ 0,39 0,455 3,92+ 0,62 5,55+3,63 0,486
6-metil-5-hepten-2-ona (dc) 1,56 £ 0,86 1,22 £0,20 0,174 0,46 + 0,06 0,59 £ 0,09 0,100 2,89+ 0,26 2,93+£0,16 0,831
mirceno (m) 1,59+0,19 1,51+0,11 0,578 2,08 £ 0,62 1,43 £ 0,06 0,142 2,30+ 0,09 2,25+£0,20 0,714
8-3-careno (m) 0,14 + 0,02 tr <0,001* 0,65+ 0,00 0,11 +£0,00 0,458 0,13 £ 0,04 0,19+ 0,03 0,093
o-terpineno (m) 0,17+ 0,00 0,09 + 0,00 0,697 0,14 £ 0,01 0,10+ 0,00 0,356 0,23 £ 0,09 0,23 £ 0,02 1,000
p-cimeno (m) 0,40+ 0,17 0,29 £0,02 0,306 0,18 £ 0,06 0,13+ 0,02 0,144 0,70+ 0,17 0,67 +£0,16 0,853
o-cimeno (m) 0,99 +£ 0,22 0,72+ 0,10 0,116 1,99 +£ 2,49 0,42+0,12 0,336 1,73 £ 0,36 1,64 £ 0,32 0,761
1,8-cineol (mo) 50,32 £ 2,75 42,00 + 3,64 0,034%* 47,46 £ 5,62 49,29 +£ 543 0,706 3530=+234 4339+6,07 0,098
Z-p-ocimeno (m) 0,16 0,00 tr 0,116 0,14+ 0,03 tr 0,124 tr tr -
y-terpineno (m) 0,25+ 0,07 0,21 £0,01 0,421 0,27 £ 0,09 0,18 +£0,01 0,136 0,29 + 0,04 0,35+ 0,03 0,112
terpinoleno (m) 0,22+ 0,06 0,23 £ 0,02 0,930 0,18 £ 0,04 0,16 £ 0,02 0,557 0,40 £ 0,05 0,41 £ 0,08 0,806
2-nonanona (dc) 6,85+0,14 10,03 +£0,71 0,002* 6,89 £2,27 7,21 +£0,77 0,832 1408+1,36  9,58+0,95 0,009*
2-nonanol (dc) 3,85 +0,39 4,71+ 0,79 0,164 3,03 +£0,80 4,02 +0,84 0,215 8,40 £ 0,93 3,95+ 0,20 0,001*
n-nonanal (dc) 0,69 £ 0,07 0,53 +£0,23 0,744 0,27 £0,00 0,15+0,00 0,716 tr 1,08+0,13 <0,001*
a-canfolenal (mo) 0,34 +£0,13 0,20 £ 0,01 0,147 0,18+0,11 0,11 +£0,00 0,381 0,53 £0,08 0,58 £ 0,04 0,458
exo-isocitral (mo) 0,29 +£0,13 0,18 £0,04 0,227 0,12+0,01 0,11 +£0,02 0,454 0,37 £0,07 0,49+0,11 0,194
canfora (mo) 5,92 £1,31 2,94 +0,73 0,026%* 5,16+ 0,71 5,28 £0,58 0,841 2,32 +£0,54 4,82+ 1,80 0,083
isoborneol (mo) 0,93 £0,20 0,55+0,11 0,049%* 0,89+£0,18 1,03 £0,06 0,263 0,42 +0,09 0,72 +£ 0,27 0,141
borneol (mo) 0,17 £0,02 tr 0,119 0,17 +£0,07 0,25+0,07 0,234 tr 0,16 £ 0,01 0,117
terpinen-4-ol (mo) 0,70 £ 0,01 0,45+ 0,03 <0,001* 0,46 £0,05 0,57 £ 0,04 0,043* 0,78 £0,02 0,68 +0,21 0,464
o-terpineol (mo) 0,80 £ 0,06 0,51 £ 0,06 0,004%* 0,62 £ 0,01 0,78 + 0,06 0,010% 0,60 £+ 0,08 0,57 +0,25 0,851
2-decanona (dc) 0,43 + 0,09 0,90 + 0,08 0,002%* 0,70 + 0,34 0,75+ 0,09 0,791 0,74 £ 0,08 0,49 + 0,06 0,013*
mirtenal (mo) 1,32+ 0,51 0,98 +0,13 0,327 0,50+0,10 0,50 £ 0,05 0,960 1,93 £0,20 2,45+ 0,50 0,164
2-decanol (dc) 0,13 +£0,00 0,21 + 0,06 0,038* 0,17 +£0,02 0,21 £0,06 0,182 0,20 + 0,07 tr 0,008*
n-decanal (dc) 0,15+0,00 0,14 + 0,00 0,963 0,09 £ 0,00 0,13 +0,00 0,811 tr 0,11 +0,03 0,002
carvona (mo) 0,25 +0,09 0,22 £0,02 0,636 0,25 +0,06 0,36 £0,05 0,052 0,22+ 0,01 0,17 +£0,07 0,271
acetato de isobornila (dc) 0,44+ 0,14 0,17 +0,04 0,527 4,24 +7,07 0,40 £0,42 0,402 tr 0,10+ 0,04 0,007*
2-undecanona (dc) 0,44+ 0,01 1,26 £ 0,27 0,006* 0,83 + 0,54 0,98 +0,15 0,680 1,17+0,18 0,68 £0,31 0,081
B-elemeno (s) 0,38 +0,01 0,71 +0,12 0,01* 0,72 + 0,48 0,70£0,10 0,929 0,51 +0,29 0,35+0,10 0,420



B-cariofileno (s)
o-humuleno (s)
trans-B-farneseno (s)
germacreno D (s)
B-selineno (s)
curzereno (so)
p-himachaleno (s)
d-cadineno (s)
germacreno B (s)
oxido de cariofileno (so)
globulol (so)
curzerenona (so)
germacrona (so)

Total

hidrocarboneto monoterpénico (m)
Monoterpeno oxigenado (mo)
hidrocarboneto sesquiterpénico (s)
Sesquiterpeno oxigenado (so)
Demais compostos (dc)

Monoterpenos totais (M)
Sesquiterpenos totais (S)
Razao M/S

0,12+ 0,00

tr

tr

tr
0,13+ 0,00
0,37 £0,13
0,18 0,00
0,16 + 0,05

tr
0,54 + 0,20
0,27+ 0,14
6,03 +3,13
0,80+ 0,41

92,84
9,20
60,98
0,67
8,02
13,98

70,17
8,69
8,08

0,16 + 0,02
tr
0,11+0,01
0,16 £ 0,03
0,21 +0,04
0,78+ 0,14
0,23 +0,02
0,22 + 0,04
0,17+0,03
1,03+ 0,08
0,50+ 0,08
7,92+ 1,95
1,49 + 0,55

89,34
8,75
48,04
1,93
11,72
18,90

56,78
13,66
4,16

0,118

0,118
<0,001%
0,029+
0,021%*
0,049%
0,116
<0,001%
0,018+
0,065
0,425
0,153

0,778
0,02+
0,005
0,251
0,006*

0,26 + 0,08
0,12+0,03
tr
0,25+ 0,08
0,28 +0,01
0,70 + 0,54
0,21 +0,06
0,19+0,01
0,23+0,12
0,57+0,30
0,30+ 0,22
5,06 +2,72
1,09 + 0,65

94,54
12,82
55,70
1,91
7,73
16,38

68,52
9,63
7,11

0,20 £ 0,05

tr

tr
0,17+0,07
0,22 + 0,04
0,74+ 0,16
0,18 +£0,03
0,17+ 0,04
0,23 + 0,08
0,57 +0,10
0,42+0,11
7,39+ 1,62
1,59 +£ 0,63

92,00
6,96
58,21
1,87
10,70
14,26

65,17
12,58
518

0,330
0,127

0,951
0,718
0,916
0,655
0,531
0,939
1,000
0,426
0,273
0,397

0,127
0,635
0,963
0,332
0,344

0,15+0,07

tr

tr

tr
0,21+0,12
0,59 + 0,28
0,17+0,04
0,21 +£0,03
0,19 + 0,00
0,69 + 0,09
0,29+ 0,07
5,37+0,77
0,64 + 0,05

90,61
11,77
42,48
1,32
7,58
27,47

54,24
8,90
6,09

0,15+ 0,07
0,10+ 0,02
tr
tr
0,13 +0,05
0,27 £ 0,06
0,09 + 0,00
0,09 +£ 0,01
tr
0,29 + 0,07
0,11+0,02
1,60 + 0,24
0,16 + 0,02

90,69
14,51
53,96
0,85
2,43
18,93

68,48
3,28
20,88

36

0,914
0,001*

0,369
0,120
0,02+
0,004*
0,374
0,004*
0,012%
0,001*
<0,001%

0,410
0,081
0,314
0,017*
0,007+

* indica diferenca significativa entre as médias (n=3, Média = DP) das substancias volateis entre o 1° e o 11° dias pelo teste ¢, para cada situacao

(p>0,05).
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Tabela 5: Dindmica da produgdo das classes de substincias volateis nos rizomas de C.
zedoaria entre o 1° e 0 11° dias apds aplicacao dos reguladores vegetais ethephon e cinetina.

Classe de Substancia Controle Ethephon Cinetina
Hidrocarbonetos monoterpénicos (m) -4,89 -45,67 23,34
Monoterpeno oxigenado (mo) -21,22 4,49 27,04
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos (s) 188,56 -1,75 -35,35
Sesquiterpeno oxigenado (so) 46,24 38,52 -67,99
Demais compostos (alcool, aldeido, cetona) (dc) 35,22 -12,98 -31,09

* Calculado segundo a equagao da propor¢ao da producao relativa das substancias volateis
(item 4 do Material e Métodos).



38

Figuras

6
y =0.1390x + 1.1033
5 R2 = 0.6395; a = 0.1390
(]
»
(] .
s 4
(3]
8
(<]
m 3 -
»
g -0
Q i
] 2
3
° - y =0.0752x + 0.2728
z 17 - )
Q - R2=0.8916; a =0.0752
P
-
04 O
T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Dias de Experimento

Figura 1: Efeitos dos reguladores vegetais cinetina (circulos pretos) e ethephon (circulos
brancos) na performance da brotacdo das gemas dos rizomas de C. zedoaria em funcao dos
dias de coleta. Analise de regressao linear do nimero de gema brotadas versus o 1°, 6°, 11° e
31° dias de experimento. Ambas as retas apresentam a equacdao da reta, o coeficiente de
determinacdo (R?) e o angulo de inclinac¢do da reta (o). Reta continua: Kt em 150 mg.L™”,
t=30min. Reta tracejada: ETH em 600 mg.L", t=30min.
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Figura 2: Cromatogramas de ions totais (TIC) do perfil das substancias volateis dos rizomas de C. zedoaria produzidas durante a situagdao
controle no 1° dia (1A) e no 11° dia (2A), sob a acdo de cinetina no 1° dia (1B) e no 11° dia (2B) e de ethephon no 1° dia (1C) e no 11° dia (2C).
1: a-pineno; 2: canfeno; 3: sabineno; 4: B-pineno; 5: 6-metil-5-hepten-2-ona; 6: mirceno; 7: 0-3-careno; 8: a-terpineno; 9: p-cimeno; 10: o-
cimeno; 11: 1,8-cineol; 12: Z-B-ocimeno; 13-y-terpineno; 14: terpinoleno; 15: 2-nonanona; 16: 2-nonanol; 17: n-nonanal; 18: a-canfolenal; 19:
exo-isocitral; 20: canfora; 21: isoborneol; 22: borneol; 23: terpinen-4-ol; 24: a-terpineol; 25: 2-docanona; 26: mirtenal; 27: 2-decanol; 28: n-
decanal; 29: carvona; 30: acetato de isobornila; 31: 2-undecanona; 32: B-elemeno; 33:B-cariofileno; 34: a-humuleno; 35: trans-p-farneseno; 36:
germacreno D; 37: B-selineno; 38: curzereno; 39: B-himachaleno; 40: B-cadineno; 41: germacreno B; 42: 6xido de cariofileno; 43: globulol; 44:

curzerenona; € 45: germacrona.
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Figura 3: Efeito do tempo na padronizagdo das substancias volateis dos rizomas de C. zedoaria segundo a aplicacdo de cinetina e ethephon,

proporcionado pela analise de componente principais (PCA). Montada utilizando o algoritmo da correlagdo de Pearson (n-1).
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Figura 4: Efeito do tempo no agrupamento da situacdo em condigdes normais de crescimento, sob agdo de cinetina e ethephon para as
substancias volateis dos rizomas de C. zedoaria. Analise Hierarquica de Cluster (AHC) construida com matriz de dissimilaridade, usando o
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) como método de aglomeracao e o algoritmo da Distancia Euclideana.
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Resumo

A dorméncia confere resisténcia ao ambiente desfavoravel. Além disso, tanto a
dorméncia, como a falta de 4gua no ambiente causam a perda total da parte aérea. Assim, ¢
esperado que alguns processos metabolicos, como a fluorescéncia da clorofila a, apresentem
padroes semelhantes, independente do fenomeno que inicia o processo de queda das folhas.
Sob esse aspecto, os objetivos desse trabalho foram: (i) avaliar a interferéncia do défice
hidrico na mudanca dos padrdes metabolicos e fisiologicos da planta e (i) comparar os ajustes
metabolicos no processo de perda da parte aérea durante eventos de défice hidrico. Plantas de
Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe tiveram tolerancia ao estresse hidrico até 17 dias de
experimento. Apesar disso, essas plantas ndo foram capazes de manter sua homeostase, visto
pela redugdo na atividade fotoquimica das folhas e perda total da parte aérea. Logo, o défice
hidrico acelera a perda da parte aérea e a entrada da dorméncia dos rizomas. Plantas
totalmente irrigadas também entraram em dorméncia, de acordo com o padrdo normal da
espécie. Existe padronizacdo temporal na fluorescéncia da clorofila a de plantas que perderam
sua parte aérea ocasionado pelo défice hidrico e pelo seu ciclo normal de vida. Isso foi visto
pelas quedas na fluorescéncia maxima (Fm) e nas demais varidveis que compdem a
fluorescéncia da clorofila a. Contudo, houve manutencdo da fluorescéncia basal (Fo) nas
plantas totalmente irrigadas até os momentos préximos da perda total da parte aérea. Além
disso, os rizomas das plantas reidratadas formaram novamente o amido mesmo apds entrarem
em dorméncia, reserva energética a qual foi anteriormente degradada durante o défice hidrico.
Portanto, independente do fator que leve a perda da parte aérea e a entrada da dorméncia dos

rizomas dessas plantas, os padroes metabolicos expressos serdo semelhantes.

Palavras-chave: estresse hidrico, rizoma, eficiéncia fotossintética, entrada da dorméncia
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Introducao

A dorméncia ¢ mecanismo fisioldgico altamente regulado pela acdo combinada dos
hormdnios vegetais ¢ do ambiente (Rohde and Bhalerao, 2007), conferindo a maxima
resisténcia da planta aos periodos desfavoraveis de crescimento (Chokchaichamnankit ef al.,
2009). Os receptores especificos nos tecidos vegetais interpretam as informagdes ambientais e
transmitem sinais, os quais desencadeiam modificagdes no metabolismo e na fisiologia da
planta, induzindo-a a entrar em dorméncia (Horvath et al., 2003; Suttle, 2007). As plantas
devem receber sinais ambientais especificos que desencadeiem esse mecanismo de resisténcia
durante os eventos desfavoraveis, como dias curtos no fotoperiodo, baixas temperaturas e a
falta de dgua no ambiente (Horvath er al., 2003; Rohde and Bhalerao, 2007; Suttle, 2007;
Pumisutapon et al., 2012; Rios et al., 2014). Além disso, plantas de regides semi-aridas
investem em estruturas denominadas rizomas em detrimento a manuten¢ao da parte aérea
(Patty et al., 2010). Sob esse aspecto, a perda total da parte aérea ¢ fundamental no
fechamento do ciclo de desenvolvimento da planta que apresenta dorméncia.

O ciclo normal de vida de uma planta esta ligado com a superagdo, a entrada da
dorméncia e com o crescimento (Wisniewski et al., 2015). Além disso, tanto o ambiente,
quanto os fatores moleculares regulam o ciclo normal de vida da planta, vistos na brotacao de
gemas, no cessar do crescimento, na formagdo de novas gemas e na senescéncia e abscisao
foliares (Rinne et al., 2010; Ding and Nilsson, 2016). A senescéncia ocorre como uma
consequéncia do processo natural do desenvolvimento da planta, finalizando seu ciclo de vida
(Christiansen and Gregersen, 2014).

A senescéncia foliar ¢ altamente regulada pela acdo do ambiente e pelo controle
endogeno hormonal (Quirino et al., 2000; Christiansen and Gregersen, 2014; Thomas and
Ougham, 2014). E sabido que as primeiras etapas da senescéncia foliar compreendem a
degradagdo da ultraestrutura dos cloroplastos, apds a queda significativa da contribuicao das
folhas em formarem fotoassimilados (Quirino et al., 2000). Além disso, também ocorre
quedas na performance fotoquimica, nos teores dos pigmentos fotossintetizantes (Lu et al.,
2001), nos teores de acucares (Quirino et al., 2000) e na modificagdo dos padrdes de
fluorescéncia da clorofila a (Martinez et al., 2008; Duarte et al., 2012; Mohapatra et al., 2013)
levando a morte e queda da folha. Aliado aos processos da dorméncia, a perda da parte aérea
confere ajustes essenciais para evitar, tolerar e resistir aos estresses ambientais severos, como
a falta de 4gua no ambiente.

A deficiéncia hidrica ¢ um dos eventos ambientais que mais promove mudangas na
fisiologia dos organismos vegetais (Yadollahi et al., 2011; Raki¢ et al., 2015). A seca

modifica os padrdoes metabolicos e fisioldgicos nas plantas e essas respondem se ajustando as
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mudangas do meio, mantendo sua performance fisiologica (Flexas et al., 2006; Souza and
Luettge, 2015). Dessa forma, ajustes osmoticos nas células (Duque et al., 2013), no
fechamento estomatico (Flexas et al., 2006), na eficiéncia do fotossistema I (Demmig-Adams
et al., 1996), no quenching fotoquimico, na taxa de transporte de elétrons (Raki¢ et al., 2015),
na dissipacao alternativa do excesso de energia nos fotossistemas (Ort and Baker, 2002) e na
perda das folhas (Manzoni et al., 2015) sdo estratégias evolutivas que auxiliam as plantas a
evitarem os danos causados pela seca.

Os organismos fotossintéticos dominaram a capacidade de capturar a energia luminosa
eficientemente e depois evitar, de forma harmoniosa, os danos causados pelo excesso de
energia (Demmig-Adams and Adams III, 2000). A fluorescéncia da clorofila a ¢ um
mecanismo fisioldgico que mostra como o uso da energia da luz influencia significativamente
no funcionamento do aparato fotoquimico (Demmig-Adams et al., 1996; Baker et al., 2008).
Ela ¢ amplamente utilizada na avaliagdo dos ajustes fisiologicos das plantas em evitar danos
nos fotossistemas, mantendo a performance fotoquimica durante os estresses ambientais
(Demmig-Adams and Adams III, 2000; Raki¢ et al., 2015). Das variaveis da fluorescéncia da
clorofila a, a fluorescéncia basal (Fo) e a fluorescéncia méaxima (Fm) podem indicar
perturbagdes metabolicas na etapa fotoquimica nas folhas (Ort and Baker, 2002). Assim, Fo e
Fm, em conjunto com as outras variaveis que compoem a fluorescéncia da clorofila a, sdo
ferramentas essenciais na expressao dos padroes metabdlicos nas plantas sob défice hidrico.

A biossintese de amido nos plastidios coincide com a evolugdo dos mecanismos de
captura da luz (Tetlow and Emes, 2011). A assimilacdo de CO2 sob a forma de trioses/hexoses
pode ser comprometida devido aos ajustes na fluorescéncia da clorofila a (Tetlow and Emes,
2011). Além disso, a degradacao do amido ¢ regulada pela disponibilidade de CO> e agua
(Stitt and Zeeman, 2012). Durante o défice hidrico, as concentragdes internas de CO>
diminuem (Flexas et al., 2004), acompanhada de mudangas na etapa fotoquimica da
fotossintese (Li et al., 2008; Raki¢ et al., 2015), levando a inibi¢do da sintese de amido
(Rizhsky et al., 2004). Sob esse aspecto, a dificuldade na manutengdo da etapa fotoquimica da
fotossintese e 0 aumento da degradacdo das reservas energéticas podem levar a planta a perda
da parte aérea e a entrada da dorméncia.

A espécie Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe ¢ planta perene, que produz rizomas
com alto potencial farmacoloégico (Lobo et al., 2009; Shinobu-Mesquita et al., 2011). A
literatura apresenta um grande niimero de estudos sobre a fisiologia da dorméncia, mas sdo
poucos os estudos que relacionam a deficiéncia hidrica como fator que leva as plantas a
entrarem em dorméncia. Os ajustes metabolicos em momentos anteriores a perda da parte

aérea e a entrada da dorméncia remetem a capacidade das plantas em apresentarem respostas
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frente a periodos de deficiéncia hidrica. Dessa forma, ¢ interessante observar os padrdes
metabolicos durante o ciclo normal de vida da planta e compara-los com plantas que sofreram
deficiéncia hidrica, procurando as evidéncias de uma padronizacdo metabolica similar,
momentos antes da entrada da dorméncia. Portanto, os objetivos foram: (i) estudar a
interferéncia da deficiéncia hidrica na mudanga dos padrdoes metabodlicos e fisiologicos da
planta e (ii) comparar os ajustes fisioldgicos e bioquimicos dessa planta sob o processo da

perda da parte aérea durante o défice hidrico.

Material e Métodos
1. Material vegetal e local do experimento

Os rizomas de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe foram retirados a partir de plantas
cultivadas na Fazenda Experimental Sao Manuel, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas -
UNESP, localizada no municipio de Sao Manuel — Sao Paulo, Brasil (coordenadas
geograficas: 22° 77’ S; 48° 57 W e 740m de altitude), sob responsabilidade do Centro de
Amidos e Rizomas Tropicais-CERAT. O solo do local de cultivo ¢ do tipo Latossolo
Vermelho distrofico, de textura arenosa, cuja adubacdo realizada foi: 1.200 kg.ha'! do
fertilizante formulado N; P>Os; K>O 08-28-16. Os rizomas utilizados no experimento foram
plantados em canteiros sob condi¢des naturais para obter plantas homogéneas. Apds 30 dias
de plantio (DAP), as plantas foram colocadas em vasos com substrato previamente adubado e
calado. As tabelas S1 e S2 (anexo) mostram, respectivamente, as caracteristicas fisicas e
quimicas do substrato. O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo com temperatura

(£25 °C) e umidade (£70 %) controladas, com aproximadamente 800 pmol.m™ s™! de DFFF.

2. Delineamento experimental

O experimento foi inteiramente casualizado, utilizando plantas com 137 DAP
aclimatadas as condi¢des descritas acima. Ao todo, esse experimento teve duracao de 99 dias
e para o seu inicio, foram sorteadas aleatoriamente 48 plantas. Essas plantas foram divididas
em tratamento controle (TC, n=24), com maxima capacidade de reten¢cdo de dgua no solo e
tratamento sob défice hidrico (TDH, n=24), sem reposicdo de 4gua no solo. O TC teve
duragdo de 99 dias e o TDH teve duracao de 35 dias, ambos marcados pela perda da parte
aérea. O TC foi fisiologicamente avaliado ate o 89° dia através da fluorescéncia da clorofila a,
apresentando até esse momento cinco plantas com a parte aérea viva. O TDH foi avaliado
pelas varidveis que compdem o estado hidrico da planta e também pela fluorescéncia da
clorofila a. A data limite para o encerramento do défice hidrico foi constatado pelas variaveis

que compoem o estado hidrico das plantas no TDH, indicado pelos valores de CRAmp = 39,05
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+ 6,60; WH,0 folha PD = -2,64 £ 0,84; WH,0 folha MD = -3,16 £ 0,70 ¢ WH,0 solo = -10,55 £ 0,92.
Nessa primeira fase de andlises, o proposito ¢ avaliar a dinamica da etapa fotoquimica das
plantas.

A partir do 36° dia, as plantas do TDH foram totalmente irrigadas até a maxima
capacidade de retengcdo de dgua do solo, sendo considerado agora o tratamento reidratado
(TR, n=18). Os rizomas do TR ndo mais apresentam parte aérea, ficando em contato com a
agua do solo por 64 dias, tempo esse marcado pela perda total da parte aérea pelo TC. No 35°
dia, foram coletados seis plantas do TC e seis plantas do TDH e no 99° dia, foram coletados
mais seis plantas do TC e seis plantas do TR para a anélise bioquimica de aglicares e amido.
Nessa segunda fase de analises, o proposito ¢ avaliar as concentracdes de amido e aglicares
nos rizomas de plantas que passaram por um momento de défice hidrico e comparar suas
concentragdes aos rizomas das plantas que foram reidratados e ficaram em contato com a
agua por mais de 60 dias.

O controle de 4gua nos vasos foi feito pelo método da gravimetria (adaptado de Klar et
al., 1966; Luo et al., 2011; Varone et al., 2012), detalhado no anexo. As medi¢des de todas as
variaveis fisioldgicas do estado hidrico das plantas e da fluorescéncia da clorofila a foram
realizadas na primeira ou na segunda folha totalmente expandida. Foram analisadas quatro
repeti¢des para o potencial da dgua das folhas no predawn (05:30) (WH,0 folha PD) € no midday
(12:00) (WH,0 folha MD), potencial da dgua do solo (WH:0 solo), potencial da agua do rizoma
(WH,0 rizoma) € conteudo relativo de dgua na folha no midday (CRAwmp), para cada tratamento.
Foram realizadas 12 medic¢des da fluorescéncia da clorofila a para TDH e TC e apenas quatro
medigdes da fluorescéncia da clorofila a no 35° dia de experimento, pois 83% das plantas no
TDH perderam sua parte aérea até esse dia. Isso gerou um valor maior no desvio padrao das

analises da fluorescéncia da clorofila a para TDH.

3. Medicao das variaveis que compoem o estado hidrico das plantas

O potencial da adgua das folhas (WH.0 folha PD € WH.0 folha MD, MPa) foi mensurado
durante o dia 0 (primeiro dia de restri¢ao hidrica), 9°, 17°, 21°, 28°, e 35° dias de experimento
em quatro plantas distintas, totalizando quatro repeti¢des por tratamento. Uma por¢do do
limbo foliar de 3 cm x 6 cm foi coletado e armazenado em isopor, a fim de manter o contetido
de agua nos tecidos foliares. A porcao do limbo foliar foi picotado e analisado em Analisador
de Potencial Agua com Controlador de Temperatura, WP4-T (Decagon/ EUA).

O potencial de 4gua do solo (WH.0 solo, MPa) foi aferido nos mesmos dias do WH.O folha,
com quatro de repeti¢des e analisado pelo WP4-T. Foi retirado uma por¢ao de solo na altura

de 20 cm a partir da superficie do substrato nos vasos para a afericdo do WH,0 solo. O potencial
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da agua do rizoma (VH.0 rizoma, MPa) foi coletado somente no 35° dia de experimento, com
quatro repeticdes e também analisado pelo WP4-T. Uma circunferéncia de aproximadamente
4 cm de didmetro e 1 cm de altura do rizoma principal dessas plantas foi cortado e picotado
em campo, sendo esse armazenado em isopor. As andlises em WP4-T foram realizadas em
laboratorio, imediatamente apds o preparo do material biologico.

O CRAwmp foi coletado no 17°, 21°, 28° e 35° DAT. A mensura do CRAmp (Elsheery
and Cao, 2008) se deu pelo corte de um retdngulo de 2 cm x 4 cm do limbo foliar de uma
folha de cada planta, imediatamente pesado em balanca de precisao para a obtencao da massa
fresca (MF). O mesmo tecido foi colocado em placa de petri com &gua deionizada e
acondicionado em geladeira a 4°C por 24 horas para a obtencdo da massa turgida (MT). A
massa seca (MS) do tecido foi obtida apds a secagem do material em estufa com circulagdo de
ar a 70°C, até atingir massa constante. A determina¢do do CRA foi feita de acordo com Smart
and Bingham (1974), pela seguinte equacdo: CRA (%) = [(MF — MS)/(MT — MS)] x 100 . A
condutancia estomatica (g;, mmol m™ s') foi mensurada no 0, 2°, 6°, 9°, 14°, 17°, 21°, 28°,
35°,49°, 56°, 63°, 71° 83° e 89° dias de experimento, em 10 plantas distintas, totalizando 10
repeticdes por tratamento. Essas medi¢des foram realizadas na por¢ao abaxial das folhas,
entre as 09:00 e as 11:00 am, utilizando de um pordmetro em estado de equilibrio dindmico

Leaf Porometer Modelo SC-1 (Decagon/EUA).

4. Medicao das variaveis que compdem a fluorescéncia da clorofila a das plantas

A fluorescéncia da clorofila @ foi mensurada pelo Fluordmetro PAM - Junior -
Chlorophyll — Fluorometer (WALZ) em folhas aclimatadas no escuro por 30 minutos
(totalmente cobertas com papel aluminio) no 0, 3°, 10°, 13°, 17°, 21°, 28°, 35°, 49°, 56°, 63°,
71° 83° e 89° dias de experimento. Depois da aclimatacdo das folhas ao escuro, um pulso de
saturacdo de 10000 pmol m? s de DFFF, durante 0,6 s, foi aplicado para a obtengdo de Fm
(fluorescéncia maxima adaptada ao escuro) e Fm’ (fluorescéncia maxima adaptada ao claro).
Os valores de Fo (fluorescéncia basal adaptada ao escuro) e Fo’ (fluorescéncia basal adaptada
ao claro) também foram obtidos. Apos a determinacdo de Fm, pulsos de luz predefinidos nos
valores de 125, 190, 285, 420, 625, 820, 1150 e 1500 umol m™ s™! de DFFF, emitidos por 10
segundos cada, foram aplicados para a obtencao da curva de luz nas folhas de C. zedoaria.

Foram calculados o quenching fotoquimico [gP = (F'm — Fs)/(F’'m — F’0)] e a taxa de
transporte de elétrons [ETR = AF/Fm'x DFFF x 0,5 x (0,84], utilizando os valores
apresentados pelas curvas de luz de gP e ETR. Também foi calculado o rendimento quantico

maximo do PSII (Fv/Fm) [Fv/Fm = (Fm — Fo/Fm)] (Maxwell and Johnson, 2000).
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A fim de observar a dinamica das demais variaveis da fluorescéncia da clorofila a, foi
escolhido a intensidade luminosa de 820 pmol m? s de DFFF da curva de luz realizada
nessas plantas, por se tratar da intensidade luminosa presente na condi¢do experimental (item
1 do Material e Métodos). A partir disso, foram calculadas a eficiéncia de excitagdo [Yexc ou
Y(1I)/qP = Y(II) / gP] segundo Zribi et al (2009), o rendimento quantico efetivo do PSII [Y(1I)
= F’'m — F / F’m], o rendimento quantico da perda regulada de energia ndo-fotoquimica do
PSII [Y(NPQ) = F/F’'m - F/ Fm] e o rendimento quantico da perda ndo-regulada de energia
nao-fotoquimica do PSII [Y(NO) = F / Fm], segundo Klughammer and Screiber (2008).

5. Analise bioquimica do amido e dos acgticares

5.1. Preparacdo das amostras: Os rizomas foram cortados transversalmente em espessuras de
0,5 cm e colocados em estufa de circulacdo forgada de ar a 50°C, até atingir massa constante.
Apos, os rizomas secos foram triturados em moinho de facas e passados em peneira com 250
micra. O p6 fino foi utilizado para a determinacdo bioquimica do amido e dos agucares.

Foram feitas 2 replicatas por amostra e 6 repeticdes de cada tratamento.

5.2. Determinagdo do teor de aciicares redutores: foi utilizado 0,5 g de amostra preparada de
acordo com o item 5.1, colocado em erlenmeyer de 125 mL e acrescido de 50 mL de agua
deionizada. Os frascos foram aquecidos em banho de aquecimento a 65°C por 30 minutos.
ApoOs resfriamento da amostra, o contetdo do frasco foi transferido para um baldo
volumétrico de 50 mL. Apds homogeneizacdo, o material foi filtrado e 1 mL dessa solugado foi
colocada em baldo volumétrico de 10 mL. A determinagdo dos agucares redutores, expressas
por concentracdo equivalente de glicose/frutose, foi feita pelo método Somogyi and Nelson

(Somogyi, 1945; Nelson, 1944):

Concentragdo eq. gli = A.K. 100/ ug

Onde: Concentracdo eq. gli: concentragdo equivalente de glicose/frutose; A: absorbancia da
amostra (535nm); K: constante da curva-padrdo de glicose; e pg: massa da amostra em

microgramas presente na aliquota da reagao.

5.3. Determinagdo do teor de agiicares soliiveis totais: foi utilizado 0,5 g de amostra
preparada de acordo com o item 5.1, colocado em erlenmeyer de 125 mL e acrescido de 60
mL de etanol a 50% (v/v). Os frascos foram colocados em banho de aquecimento a 65°C por

60 minutos. Apos, foi acrescentado 1mL de HCl P.A. concentrado em cada frasco e esses
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foram colocados em banho de aquecimento a 65°C por 60 minutos. Apds o resfriamento das
amostras, a solucao foi colocada em baldo volumétrico de 100 mL, neutralizado com 2,5 mL
de solu¢do de NaOH na concentracdo de 4 N. Apds a homogeneizagdo, a solugdo contida no
baldo foi filtrada e 1 mL desse filtrado foi transferido para balao volumétrico de 10 mL. A
determinagdo dos agucares redutores, expressas por concentragao equivalente de sacarose, foi

feita segundo o método Somogyi and Nelson (Somogyi, 1945; Nelson, 1944):

Concentragdo eq. sac = %agticares soliveis totais — Concentragdo eq. gli

Onde: Concentracdo eq. sac: Concentragdo equivalente de sacarose; %agucares soluveis
totais: teor de aglicares na aliquota da amostra do item 5.3, calculada segundo a equacdo do

item 5.2.; e Concentragdo eq. gli: concentragdo equivalente de glicose/frutose.

5.4. Determinagdo do teor de amido: determinado segundo AOAC® (AOAC, 1975); Brasil,
1978; ISO 6647 e adaptado de Somogyi and Nelson (Somogyi, 1945; Nelson, 1944). Foi
utilizado 0,2 g de amostra preparada de acordo com o item 5.1, colocado em erlenmeyer de
125 ml, acrescentando 42 mL de 4gua deionizada e 100 puL de solucdo comercial de alfa-
amilase (Termamyl®) a 50 % (v/v). Os frascos foram colocados em banho de aquecimento a
90°C por duas horas e 30 minutos. Apo6s, foi acrescentado 2,0 mL de solucao tampao acetato
na concentra¢do de 4 M com pH=4,8 e depois 100 pL de solu¢do de Amiloglucosidade EC
3.2.1.3 de Rhyzopus sp. (Sigma Co, A7255), na concentracdo de 10 mg/mL. Os erlenmeyers
foram levados novamente em banho de aquecimento a 55°C, por duas horas. Apods
resfriamento das amostras, o conteudo foi transferido para um baldo volumétrico de 250 mL,
foi pipetada uma solucdo de 5 mL de NaOH na concentracdo de 4 N. Os 10 mL da solugao
filtrada foram transferidos para outro baldo volumétrico de 100 mL. A determinagdo dos

agucares foi feita pelo método Somogyi and Nelson (Somogyi, 1945; Nelson, 1944):

Concentragdo eq. amido = (%agiicares Amido — Concentragdo eq. gli)*0,9

Onde: Concentragdo eq. amido: concentracao equivalente de amido determinado pelo método
no item 5.4; %acutcares amido: teor de agucares na aliquota da amostra do item 5.4, calculada
segundo a equacdo do item 5.2.; e Concentracdo eq. gli: concentracio equivalente de glicose

determinado pelo método do item 5.2.
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6. Analise estatistica:

Os valores de WH.O folha PD, WH,0 folha MD, WH,0 solo, WH,0 rizoma, 0 CRAMD, Fv/Fm, Fo,
Fm, Y(Il)/qP, Y(II), Y(NO), Y(NPQ), gs, concentracdo eq. amido, concentragdo eq. sac e
concentracdo eq. gli foram submetidos ao teste ¢ (p>0,05). As curvas de qP ¢ ETR foram
submetidas, respectivamente, a regressio com decaimento exponencial [f{x) = ae™] e a
regressio exponencial com tendéncia ao méaximo [f{x) = a(I — e**)] para o ajuste da curva. Os
valores das assintotas méaximas apresentadas por cada curva de regressao das plantas do TC e

do TDH de cada dia de coleta foram utilizados para realizar o teste ¢ (p>0,05).

Resultados
1. Estado hidrico das plantas

O tratamento controle manteve teores proximos de 85% de 4gua no solo durante todo
o experimento, enquanto que o TDH apresentou perda de 92.25% de agua (Fig. S1). A
condutancia estomatica do TDH apresentou queda significativa a partir do 6° dia e ap6és o 9°
dia, os valores de gs permaneceram significativamente baixos (Fig. 1a).

Os valores de CRAmD tiveram diferengas significativas a partir do 17° dia, com os
valores mais baixos no 35° dia (39,05 + 6,60) para plantas sob défice hidrico (Tabela 1). O
WH.0 solo apresentou diferencas significativas a partir do 9° dia, com os menores valores no 35°
dia (-10,55 £ 0,92). Até o0 21° dia, 0 WH.0 folha no predawn e no midday foram iguais. Contudo,
nos 28° e 35° dias, os valores do WH;0 folha em ambos os periodos de coleta do TDH
apresentaram valores significativamente baixos. Para C. zedoaria, até o 21° dia, mesmo com o
teor de agua no solo inferior a 20%, o0 CRAMD, 0 WH,0 folha PD € 0 WH,0 folha MD mantiveram
seus valores. O fechamento parcial dos estomatos pode ser o primeiro fator que contribui com
a manutengdo do estado hidrico nas folhas. O segundo fator pode ser o alto WH.O rizoma em
ambos os tratamentos (-0,52 + 0,23 para o TC e -0,50 = 0,22 para o TDH, p=0,901), mesmo

no 35° dia de deficiéncia hidrica.

2. Etapa fotoquimica

Somente ap6s o 10° dia houveram diferencas significativas nos valores de Fv/Fm (Fig.
1b). Até o 17° dia, os valores de Fv/Fm ainda sao elevados, mas a partir do 21° DAT houve
declinio dessa variavel. Os valores de Fo do TDH sdo significativamente altos a partir do 21°
dia (Fig. 1c) e somente nos 10° e 21° dias os valores de Fm para TDH foram
significativamente baixos (Fig. 1d).

Os valores do quenching fotoquimico (gP) e da taxa de transporte de elétrons (ETR)

das plantas no TDH diminuiram, mas somente nos 21° e 28° dias esse decréscimo foi
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significativo (Tabela S3). A eficiéncia de excitacao (Y(II)/qP) apresentou diferengas
significativas somente nos 28° ¢ 35° dias (Fig. 1e). O rendimento do fotossistema II (Y(11))
teve queda significativa a partir do 13° dia (Fig. 1f) e a dissipag¢do regulada (Y(NPQ)) teve
queda significativa no 10°, 21°, 28° e 35° dias (Fig. 1g). A dissipagdao nao-regulada (Y(NO))
aumentou significativamente a partir do 10° dia (Fig. 1h).

Conforme as plantas de C. zedoaria do TC foram apresentando sinais visuais de perda
da parte aérea, os valores de Fv/Fm, Fm, Y(Il)/qP (Fig. 1), ETR (Fig. S2) e gP (Fig. S3)
sofreram queda. Contudo, os valores de Fo se mantiveram baixos, indicando funcionamento
otimo do PSII (Fig. 1¢). Além disso, a queda de Y(II), Y(NPQ) e o aumento de Y(NO) foram
acentuadas quando comparadas com as plantas que sofreram restri¢ao hidrica (Fig. 1). Dessa
forma, os ajustes metabdlicos expressos pelas quedas nos valores de Fv/Fm, gP, ETR,
Y(1I)/qP, Y(II), Y(II)/qP ¢ Fm devem auxiliar na manutencao da performance fotoquimica nas

plantas que nao passaram por deficiéncia hidrica.

3. Bioquimica dos aciicares e do amido nos rizomas

Em nenhum dos momentos de coleta, a dindmica nas concentra¢des de glicose e
frutose nos rizomas dessas plantas foi significativa (Fig. 1a). Contudo, no 99° dia houve e
queda significativa nos teores de sacarose entre o TC e o tratamento reidratado (TR) (Fig. 2b).
Durante o défice hidrico, a diminuicao nas concentragcdes de amido foi significativa, mas no
99° dia houve aumento significativo nas suas concentragdes em plantas do TR (Fig. 2¢). Logo,
as reservas energéticas sob a forma de amido nos rizomas dessas plantas foram degradadas
pelo efeito da falta de agua. Mas apos 64 dias de reidratagdo, os rizomas de plantas que
passaram pela experiéncia de défice hidrico em contato com a &gua aumentaram

significativamente as concentracdes de amido (Fig. 2c).

Discussao
1. A modula¢ao do metabolismo de C. zedoaria confere tolerancia ao défice hidrico, mas
nao impede a entrada da dorméncia

C. zedoaria apresentou tolerancia a falta de 4gua no ambiente, uma vez que a condig@o
de hidratagdo dos tecidos se alterou somente apos o 21° dia. O nivel do potencial da d4gua nos
tecidos caracteriza o balango hidrico da planta (Kudoyarova et al., 2013). Um fator-chave
para a manuten¢do do estado hidrico dos tecidos foliares ¢ a presenca de 4gua nos rizomas
(valores altos de WH.O rizoma). Logo, 0 armazenamento de dgua no rizoma pode auxiliar na
manuten¢do do estado hidrico favoravel nas folhas e, consequentemente, manter o rendimento

fotoquimico das plantas. Além disso, 0 WH.0 rizema elevado também indica que essas estruturas
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de resisténcia, os rizomas, acumulam agua com a finalidade de enfrentar condi¢des adversas
do ambiente.

Além da presenca de dgua nos rizomas, a condutincia estomatica ¢ outro fator que
responde a deficiéncia hidrica. O Wh,0 das folhas (predawn e midday) e o CRAmp de plantas
sob défice hidrico tiveram valores altos até o 21° dia, fato que confere manutencao da
homeostase. A correlagdo positiva entre a condutincia estomatica ¢ o CRA confirma que a
regulacdo estomdtica mantém o conteudo de 4dgua nos tecidos foliares em plantas sob
deficiéncia hidrica (Thameur et al., 2012). Na auséncia de chuvas, a queda do potencial da
agua do solo cria dificuldades para a manuten¢ao do balanco hidrico (Kudoyarova et al.,
2013). Isso forg¢a a planta a reduzir suas taxas de transpiracdo, fechando parcialmente os
estomatos, fornecendo economia no uso da dgua pela planta ¢ manutencdo dos estoques de
agua no solo (Kudoyarova et al., 2013). Dessa forma, o primeiro fator a responder a falta de
dgua no ambiente ¢ o fechamento parcial dos estdmatos. Como consequéncia desse
mecanismo, ha diminui¢do na perda excessiva de agua elevando o CRA e junto a
disponibilidade de 4gua nos rizomas, havera manuten¢do da parte aérea durante os momentos
de défice hidrico.

Devido a manuten¢do de dgua nos tecidos foliares em plantas sob deficiéncia hidrica, a
performance fotoquimica também ¢ mantida, visto por sua manutencdo até o 17° dia. Os
valores de Fv/Fm ainda sdo elevados mesmo sob desidratagdo moderada, provavelmente,
pelos valores efetivos de gP e ETR (Raki¢ et al., 2015). Os autores também ressaltam que a
fragdo dos centros de reagdo do PSII ainda estdo abertos (Qa oxidada), apresentando eficiente
distribuicao da energia da luz entre os fotossistemas. Para Bolboschoenus planiculmis (F.
Schmidt) T.V. Egorova sob défice hidrico, a manutencao da eficiéncia fotoquimica ¢ atribuida
aos valores elevados de Fv/Fm e ETR (Huang et al., 2013). Dessa forma, C. zedoaria modula
seu metabolismo a fim de manter funcionamento metabdlico 6timo, mesmo durante periodos
de restri¢ao hidrica.

Devido a manutencao de ETR e gP, ha eficiéncia na excitacdo das clorofilas a e dessa
forma, maior probabilidade de reducdo de Qa e de transporte eletronico. Atrelado a constancia
de gP e ETR até o 17° dia, a alteragdo dos valores de Fv/Fm, Fm e Y(II) sdo ajustes
fisiologicos que mantém a performance fotossintética das plantas sob défice hidrico. O
decréscimo da eficiéncia do PSII pode refletir apenas um ajuste do PSII as diferentes fracdes
de luz (Demmig-Adams et al., 1996). O Y(II) expressa a por¢do de luz utilizada na conversao
fotoquimica e ¢ o principal indicador da fixa¢do de carbono (Ort and Baker, 2002). Logo, os
valores de Y(II) até o 17° dia expressam 6timo funcionamento da etapa fotoquimica da

fotossintese em C. zedoaria. O Fm expressa a impossibilidade da etapa fotoquimica e € usado
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para detectar perturbacdes metabolicas nas folhas (Ort and Baker, 2002). Assim, a queda de
seus valores durante o défice hidrico indicaria ajuste metabdlico que auxilia na promogao da
manutencdo da performance fotoquimica. Além disso, a manutencdo de ETR esté relacionada
com o aumento da atividade de fontes de consumo alternativo de energia, como o COz e O,
mantendo a performance fotossintética (Ort and Baker, 2002; Mantoan et al., 2015).

Apesar disso, mesmo com 0s ajustes na dissipacdo alternativa do excesso de energia
nos fotossistemas e na manutengdo do estado hidrico, C. zedoaria apresentou desequilibrio na
fluorescéncia da clorofila a ap6s o 17° dias de deficiéncia hidrica. Quando o défice hidrico ¢
severo, o decréscimo no uso de ATP ¢ de NADPH no metabolismo fotossintético ndo sera
compensada pelas elevagdes na ciclagem da 4agua e na fotorrespiragdo, causando decréscimo
na eficiéncia operacional do PSII (Baker and Rosenqvist, 2004). A queda de gP, ETR ¢ Fv/Fm
em plantas sob deficiéncia hidrica indicam maior nimero de centros de reacdo do PSII
fechados (Qa reduzida) e inibicdo da atividade fotoquimica (Raki¢ et al., 2015). Além disso, a
dessecacdo também causa quedas de Y(II), Y(NPQ) e ETR, indicando que o transporte
eletronico ¢ afetado e a dissipacdo do excesso de energia ndo ocorre de forma eficiente
(Moustakas et al., 2011). Dessa forma, havera decréscimo no potencial maximo do transporte
de elétrons e subsequente queda na capacidade de prevenir danos no PSII (Li et al., 2008).

O aumento nos valores de Fo indicam possiveis danos na proteina D1 no PSII (Ort and
Baker, 2002; Mantoan et al., 2015). Além disso, Y(NPQ) estd relacionado com o
funcionamento do ciclo das xantofilas e Y(NO) com a perda basal de energia sob a forma de
calor ou fluorescéncia, quando os centros de reacdo do PSII estdo fechados (Klughammer and
Screiber, 2008). Dessa forma, quedas de Y(NPQ) e aumento de Y(NO) indicam a inabilidade
de planta se proteger contra o excesso de luz (Wang et al., 2013) e também indicam danos no
aparato fotoquimico (Klughammer and Screiber, 2008). Portanto, a elevagdao de Y(NO) e a
reducdo de Y(NPQ) expressam o mal funcionamento do aparato fotoquimico e indicam queda
na performance fotoquimica. Além disso, a desregulacdo na etapa fotoquimica da fotossintese
ocasionada pela deficiéncia hidrica trard consequéncias na formagao das reservas energéticas
sob a forma de amido.

O défice hidrico leva a degradagdo de amido nos rizomas de C. zedoaria. Durante o
dia, as folhas acumulam altos niveis de sacarose devido a atividade da fotossintese (Wang et
al., 2001). Esse acimulo facilita a ativa¢dao de enzimas que transformam a sacarose em amido
e também auxiliam na redistribuicdo dos acucares para tecidos-dreno (Wang et al., 2001).
Plantas sob défice hidrico diminuem as concentracdes internas de CO» (Flexas et al., 2004;
Cai et al., 2010), levando a inibicao da sintese de amido (Geigenberger et al., 1997; Rizhsky

et al., 2004) e a degradagdo das reservas, aumentando a sintese de glicose (Lee et al., 2008).
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Consequentemente, o aumento na propor¢ao de carboidratos soliveis atua na regulacao
osmotica dos tecidos (Morin et al., 2007). As concentracdes de sacarose e glicose de plantas
sob défice hidrico sdo altos (Fig. 2), indicando que a presenga glicose/frutose e agucares de
translocagdo (sacarose) nos rizomas fato que mostra que houve translocacdo de aglcares
oriundos da parte aérea para os tecidos dos rizomas. Isso confere recursos energéticos usados
na manuten¢do do metabolismo nos rizomas, na redistribuicdo de aglicares para tecidos-dreno
e na regulagdo osmdtica dos tecidos dos rizomas o que elevaria os valores do potencial de
agua nesses tecidos, mesmo sob condi¢des de deficiéncia hidrica (Tabela 1).

A parte aérea de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe sob défice hidrico morre apos o
35° dia de deficiéncia hidrica, enquanto que plantas com hidratagdo constante perdem
totalmente a sua parte aérea somente no 99° dia. Portanto, segundo os resultados, a deficiéncia
hidrica acelera a entrada da dorméncia em rizomas de C. zedoaria. A deficiéncia hidrica reduz
o crescimento foliar e aumenta a alocacdo em valores de massa seca para a fragao de raizes
(Yin et al., 2005) e a perda da parte aérea confere estratégia que evita a desidratagdo e otimiza
a captagdo de carbono (Manzoni et al., 2015). Assim, o investimento em 6rgaos de reserva,
como os rizomas, € 0 mecanismo da dorméncia conferem vantagens adaptativas as condigdes
desfavordveis ao crescimento (Pumisutapon et al., 2012). Além disso, a falta de dgua no
ambiente eleva a sintese de etileno (Et), hormonio vegetal que controla a abscisdo foliar e a
degradacao da clorofila (Fagan et al., 2015), mecanismos que indicam a senescéncia das
folhas. Provavelmente, o défice hidrico gera sinais os quais alteram metabolicamente as
plantas de C. zedoaria, elevando a sintese de hormonios vegetais que levam a senescéncia
foliar e a perda da parte aérea. Como consequéncia, esses rizomas entrardo em dorméncia,

resistindo a falta de 4gua no ambiente.

2. Défice hidrico e a histéria de vida da planta promovem ajustes metabélicos
semelhantes a entrada da dorméncia

O défice hidrico acelera os padroes temporais da etapa fotoquimica quando
comparados com os padrdes apresentados no ciclo normal de vida das plantas. Todas as
varidveis que regem a fluorescéncia da clorofila a tiveram quedas nos seus valores em plantas
totalmente irrigadas. Contudo, diferente de plantas que sofreram défice hidrico, os valores de
fluorescéncia basal (Fo) nas plantas sempre hidratadas se mantiveram constantes até
momentos proximos da queda das folhas. Isso indica que a perda da parte aérea em plantas
que ndo sofrem deficiéncia hidrica ndo apresentam danos no aparato fotoquimico, o qual
funciona eficientemente até os momentos proximos da perda total das folhas. A senescéncia

da parte aérea ¢ um mecanismo que corresponde a fase final do desenvolvimento foliar (Guo
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and Gan, 2005), desencadeando modificacao estrutural dos cloroplastos (Quirino et al., 2000)
e levando a morte da folha. Durante a senescéncia foliar, a baixa regulagdo do PSII estd
relacionada com a queda de gP ¢ F'v/F’'m (Lu et al., 2001). Além disso, o bloqueio no
transporte eletronico entre Qa e Qg afeta o transporte de elétrons entre PSII e PSI e causa
desequilibrio no funcionamento do aparato fotoquimico (Mohapatra et al., 2013).

Durante o ciclo normal de vida de plantas que apresentam dorméncia, a brotagdo das
gemas ocorre no verdo; o cessar do crescimento, a formagdo de gemas e a senescéncia e
abscisao foliares ocorrem no outono; ¢ a dorméncia ocorre no inverno (Rinne et al., 2010;
Ding and Nilsson, 2016). Além disso, a idade da folha, a regulacao hormonal e os estresses
ambientais controlam a senescéncia das folhas (Guo and Gan, 2005). Etileno (Et) e acido
Abscisico (ABA) sdo promotores da senescéncia, pois ativam uma série de respostas
metabolicas da regulagdo oxidativa (Thomas and Ougham, 2014), levando a degradagao e a
queda das folhas. Para a dorméncia, ABA ¢ requerido na indu¢ao da dorméncia (Anderson et
al., 2001; Suttle, 2007). Além disso, a falta de agua influencia a sintese ABA (Anderson et al.,
2001), hormoénio vegetal que aumenta a expressao de DMRI1/DRP, um dos genes responsaveis
pela entrada e manuten¢do da dorméncia (Rae et al., 2013). Logo, apesar desses mecanismos
apresentarem padrdes metabolicos distintos, sob a acao da deficiéncia hidrica ou somente pela
historia de vida da planta, a sinalizagdo quimica que causa a senescéncia ¢ a dorméncia sao
semelhantes, fato expressado na fluorescéncia da clorofila a. Portanto, independente do
evento que desencadeie a perda da parte aérea, o comportamento da etapa fotoquimica sera
semelhante.

Apesar dos rizomas de plantas que passaram por um histérico de deficiéncia hidrica
apresentarem consumo de sua reserva energética, apos a reidratagdo e a perda total da parte
aérea, as reservas de amido sdo novamente formadas. Dessa forma, o contato da 4gua, por
mais de 60 dias, com rizomas de plantas que passaram por de deficiéncia hidrica mostram
como a agua disponivel no solo atua fortemente no controle do metabolismo do amido nesses
rizomas. Além disso, o aumento significativo nas concentragdes de amido nos rizomas
reidratados mostram que plantas que sofrem uma experiéncia de défice hidrico tém actimulo
significativo de amido, o qual podera ser utilizado de forma mais eficiente nos momentos
favoraveis de rebrota. Durante o défice hidrico, as reservas de amido sdo hidrolisadas e as
concentragdes de acucares se elevam (Pandey et al., 2010). Contudo, apds a reidratagdo, os
tecidos de raizes e caules jovens aumentam o conteudo de amido, sugerindo que os
assimilados das folhas sdo preferencialmente alocados para tecidos-dreno (An et al., 2011).
Para batatas, a formacao de tubérculos ¢ marcada pelo acimulo de amido (Glaassens and

Vreugdenhil, 2000) e esse processo também ocorre em estruturas subterraneas até a queda
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total das folhas (Bates et al., 2002). Além disso, os niveis de amido sdo altos nos periodos de
para-dorméncia e inicio da endo-dorméncia (Anderson et al., 2005). Logo, independente dos
fatores que conduzem a perda das folhas e a entrada da dorméncia, C. zedoaria apresenta

mecanismos bioquimicos responsaveis pela sintese de novas reservas de amido nos rizomas.

Conclusoes

Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe em condi¢des de estresse hidrico apresentam
tolerancia ao estresse hidrico até o 17° dia de experimento, visto pela constancia no estado
hidrico e ajustes na fluorescéncia da clorofila a. Contudo, essas plantas ndo foram capazes de
manter a regulagdo hidrica, culminando na perda precoce da parte aérea. Apesar disso, 0s
rizomas das plantas totalmente irrigadas também entraram em dorméncia devido ao seu ciclo
normal de vida, apresentando perda total da parte aérea. Sob essa perspectiva, a fluorescéncia
da clorofila a apresenta padrao temporal semelhante durante a perda da parte aérea, tanto
durante o ciclo normal de vida da planta, quanto no periodo de défice hidrico. Logo, a
regulacdo metabdlica que ocorre no ciclo de vida dessa planta é acelerada pelo défice hidrico.
Além disso, enquanto o défice hidrico causa a degradagdo das reservas de amido, apds a
reidratacdo e perda da parte aérea, o metabolismo nos rizomas dessas plantas retoma suas
funcdes originais na formagdo dessas reservas. Essas novas reservas formadas serdo utilizadas

na retomada do crescimento da planta quando o ambiente for favoravel.
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Tabelas

Tabela 1: Varidveis fisiologicas (Média+DP) que compdem o estado hidrico das plantas de C. zedoaria durante o periodo de défice hidrico.
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Yagua folha (Mpa) Yagua solo (Mpa) CRAwMD Yagua rizoma (Mpa)
Predawn Midday
Dia 0 -1,08 £0,15 -0,87 £ 0,07 -0,005+£0 - -
Dia9 | Controle -0,78 £ 0,33a -1,1 £0,12a -0,048 + 0,05a - -
Dia 9 | Défice hidrico -1,09 £ 0,38a -1,43 £0,313a -2,26 +£0,71b - -
Dia 17 | Controle -0,93 £0,2a -0,95+0,31a -0,005 £+ 0a 92,85+ 1,89%a -
Dia 17 | Défice hidrico -0,95 £0,39a -0,88 £0,21a -9,03 £ 0,47b 81,10 £ 6,2b -
Dia 21 | Controle -0,57 £0,34a -0,87+0,01a -0,13+0,2a 93,48 = 0,68a -
Dia 21 | Défice hidrico -0,78 £0,18a -0,95 £0,14a -10,29 £ 1,74b 75,64 £ 9,76b -
Dia 28 | Controle -0,79 £ 0,39a -0,83+0,11a -0,10 £ 0,13a 91,72+ 1,87a -
Dia 28 | Défice hidrico -1,82 + 0,42b -2,47+0,71b -9,67+0,51b 55,45+ 19,15b -
Dia 35 | Controle -0,79 £ 0,05a -1,25+0,47a -0,13+0,12a 93,69 £0,77a -0,52 £ 0,23a
Dia 35 | Défice hidrico -2,64 + 0,84b -3,16 £ 0,70b -10,55 £0,92b 39,05 + 6,60b -0,50 £0,22a

* letras diferentes em cada variavel, entre os tratamentos de um mesmo dia, indicam diferencas significativas (p<0,05, Tukey). Wsgua folha:
Potencial da 4gua das folhas no pewdan e no midday; Wagua solo: Potencial da 4gua do solo; CRAmD: conteudo relativo de agua das folhas; Wigua
rizoma: Potencial da dgua dos rizomas.
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Figura 1: Variaveis fisiologicas mensuradas nas folhas de Curcuma zedoaria (Christm.)

Roscoe. Condutancia estomatica (a), rendimento quantico maximo do PSII (b), fluorescéncia

basal (c), fluorescéncia maxima (d), eficiéncia de excitacdo (e), rendimento quantico efetivo

do PSII (f), rendimento quantico da perda regulada de energia ndo-fotoquimica do PSII (g) e

rendimento quantico da perda ndo-regulada de energia ndo-fotoquimica do PSII (h) no

tratamento controle (circulos pretos) e no tratamento sob défice hidrico (circulos brancos).

*indicam diferencas significativas pelo teste ¢ (p<0,05).
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Figura 2: Concentracdo equivalente de glicose (a), concentracdo equivalente de sacarose (b) e
concentragdo equivalente de amido (c) nos rizomas de Curcuma zedoaria (christm.) Roscoe,
para os tratamentos controle (barras pretas), tratamento sob défice hidrico (barras cinzas) e
tratamento reidratado (barras cinzas tracejadas). *letras diferentes entre tratamentos de um

mesmo dia (35° dia ou 99° dia) indicam diferencgas significativas pelo teste ¢ (p<0,05).
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Anexo
Material e Métodos
Pesagem dos vasos

A pesagem da massa de agua dos vasos foi realizado pelo método da gravimetria
(adaptado de Klar et al., 1966; Varone et al., 2012), pesando os vasos para obter sua massa ao
longo do experimento (Miatamento, COrresponde a massa do vaso ao longo do experimento). A
condicdo de maxima capacidade de retengdo foi obtida apos irrigagdo dos vasos até a
percolacdo e descanso de 24 horas para que ocorresse a drenagem do excesso de agua
(Thameur et al., 2012). A massa obtida apos esse periodo foi considerada a massa de agua na
maxima capacidade de reten¢do (M10o%). Utilizando dessas informagdes, o calculo do teor de

agua no solo (Luo et al., 2011) foi realizado pela seguinte formula:
TAS = (Mtratamento - Msolo seco / Msolo seco ) X ]00

Onde: TAS: teor de dgua no solo; Muatamento: massa de solo umido obtido no dia; Molo seco:

massa de solo seco do vaso, anteriormente a colocagdo de agua.
O tratamento controle (TC) apresentou valores de tensao de agua entre 0,006 ¢ 0,01. O
resultado do TAS foi comparado com a curva de retencdo de dgua do solo (LOPES, 2012),

dado pela tabela abaixo:

Tensdo (MPa) ‘0,001 0,003 0,006 0,01 0,03 0,1 0,5 1,5

Agua Retida no
solo (dm*/dm?) 0,46 0,34 024 0,17 0,16 0,14 0,13 0,12

Como se trata de uma planta de crescimento anual, apds 30 dias de experimento,
sacrificamos 3 plantas foram para obtermos a taxa de crescimento e ajustarmos os valores da

leitura na balanca.
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Tabela S1: Anélise fisica do substrato utilizado nos vasos que continham plantas de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe.

Solo

Areia Argila Silte Umid. Textura Balao Vol. Torrao
do solo Imp.
Grossa Fina Total Densidade (g.cm™)
(g.Kg) (%) Particulas Solo
-— -— 633 322 45 -—-- Média -—- -—--
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Tabela S2: Anélise quimica do substrato utilizado nos vasos que continham plantas de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe.

pH M.O. Presina AP H+Al K Ca Mg SB
CaCl: g.dm mg.dm™ mmolc.dm?  mmole.dm? mmole.dm®  mmolc.dm?®  mmol/.dm? mmolc.dm
Solo 5,8 10 8 0 17 1,9 38 5 45
CTC V% S BORO COBRE FERRO MANGANES ZINCO
mg.dm-3 mg.dm-3 mg.dm-3 mg.dm-3 mg.dm-3 mg.dm-3
Solo 62 72 9 0,10 1,1 15 0.4 0,7

* A matéria organica (M.O.) é estimada em g.dm™; a Presina ¢ estimado em mg.dm™
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Tabela S3: Valores da assintota maxima da taxa de transporte de elétrons (ETR) e do quenching fotoquimico (gP) para plantas de C. zedoaria

durante a deficiéncia hidrica.

ETR R? p qP R? p

Dia 0 Controle 77,0106 0,9785 0,112 0,4767 0,9757 0,885
Défice hidrico 59,1126 0,9636 0,4629 0,9662

Dia 3 Controle 107,1169 0,9855 0,543 0,6255 0,9708 0,997
Défice hidrico 94,5584 0,9722 0,6239 0,9607

Dia 10 Controle 104,7181 0,9758 0,583 0,6217 0,9653 0,519
Défice hidrico 91,2018 0,9799 0,5941 0,961

Dia 13 Controle 113,8067 0,9778 0,515 0,6932 0,9588 0,128
Défice hidrico 103,2771 0,9702 0,6453 0,947

Dia 17 Controle 174,2742 0,9768 0,063 0,7348 0,9236 0,556
Défice hidrico 116,0189 0,9787 0,7155 0,961

Dia 21 Controle 85,4329 0,9887 <0.001 0,6402 0,9493 <0,001
Défice hidrico 40,2421 0,9435 0,4407 0,9233

Dia 28 Controle 79,132 0,9751 <0.001 0,5552 0,9545 0,022
Défice hidrico 23,0088 0,8831 0,4163 0,9532

Dia 35 Controle 58,9811 0,954 0,343 0,5198 0,9481 0,065
Défice hidrico 34,155 0,9608 0,3257 0,7743

* valores de p<0,05 indicam diferencgas significativas (teste de Tukey).
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Figura S1

Roscoe ao longo dos dias de experimento para o controle (barras brancas), tratamento sob

défice hidrico até o 35° dia (barras cinzas) e tratamento reidratado, do 36° dia até o 99° dia

(barras cinzas tracejadas).
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Figura S2: Taxa de transporte de elétrons (E7TR) em C. zedoaria do tratamento controle ao
longo dos dias de tratamento. As linhas pretas da regressao linear indicam dias mais distantes
da perda da parte aérea e as linhas tracejadas indicam os dias mais préximos da perda total da

parte ac€rea.
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Figura S3: Quenching fotoquimico (¢P) em C. zedoaria do tratamento controle ao longo dos
dias de tratamento. As linhas pretas da regressao linear indicam dias mais distantes da perda
da parte aérea e as linhas tracejadas indicam os dias mais préximos da perda total da parte

aérea.
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V-CONSIDERACOES FINAIS

O mecanismo da dorméncia em Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe ¢ controlado
pelos reguladores vegetais, pela deficiéncia hidrica e pelo seu ciclo de vida. Durante a
superagao da dorméncia, cinetina (Kt) apenas mantém o crescimento 6timo dos rizomas, mas
causa modificagdes no perfil quimico volatil. As drésticas alteragdes nas proporc¢des relativas
dos mono e sesquiterpenos sdo relacionados com a agdo de Kt no controle do crescimento e
na disponibilizacdo de agucares. Em contrapartida, as altas concentragdes de ethephon
atrasam o crescimento dos rizomas apos a superagdo da dorméncia. Apesar disso, sua
sinalizagdo ndo atrasa o perfil quimico volatil, mas aumenta a producao de sesquiterpenos
oxigenados e diminui a produ¢do de hidrocarbonetos monoterpénicos. Logo, ethephon e
cinetina expressaram padronizac¢des distintas no perfil metabolico volatil. A novidade desse
estudo ¢ a dinamica na producdo de substancias volateis nos rizomas apds a superagao da
dorméncia. Essa investigacdo abre novos horizontes sobre a a¢do dos reguladores vegetais na
regulacdo do metabolismo da dorméncia e ao mesmo tempo, no metabolismo especializado.
Outros estudos com foco no metaboloma dos rizomas dessa planta deverdo ser realizados a
fim de verificar quais as rotas de biossintese de metabolitos especializados sao influenciados
direta e indiretamente, pela acdo desses reguladores vegetais.

A segunda etapa dessa investigagdo tem como novidade a comprovagdo de que a
deficiéncia hidrica forca os rizomas de C. zedoaria a entrarem em dorméncia. Além disso,
utilizamos da fluorescéncia da clorofila @ como ferramenta para amostrar a interferéncia da
deficiéncia hidrica e do ciclo de vida da planta na dindmica do metabolismo vegetal.
Chegamos a conclusdao de que, independente do evento que desencadeie a perda da parte
aérea, momento vital para o fechamento do ciclo de vida da planta, os padrdoes metabdlicos
expressos pela fluorescéncia da clorofila a e pela formagdo de reservas de amido serdo
semelhantes. Apesar disso, outras investigacdes deverdo ser realizadas a fim de observar o
aparecimento desses padroes em outras espécies. Além disso, o uso de outras ferramentas,
como a modelagem matematica, podem extrapolar o que foi observado nesse estudo para

outros taxons botanicos.
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